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ResUMEN

El glaucoma primario de angulo abierto es una de las principales causas de ceguera irreversible. El aumento de presion es el
principal factor de riesgo del dafo neuronal retinal y atrofia del nervio optico. Sin embargo, otros factores tambien intervendrian
colaborando con el dafio neuronal. Los modelos experimentales de glaucoma son controvertidos y no responden claramente a la
enfermedad en humanos. Basados en evidencias de que la regién externa de la malla trabecular es el sitio de mayor resistencia a
la salida de humor acuoso, que el aumento de la matriz extracelular constituida por glucosaminoglicanos es un hallazgo constante
en esta enfermedad, y que algunos hipotensores tienen como mecanismo la activacion de hialuronidasa para facilitar el drenaje de
humor acuoso, desarrollamos un modelo experimental en ratas mediante la inyeccion de acido hialurénico en cimara anterior
logrando un aumento persistente de la PIO. En este modelo hemos podido determinar algunos mecanismos bioquimicos que
explicarian el efecto deletéreo del aumento de PIO sobre las células neuronales y como contraparte, el efecto protector de la
melatonina disminuyendo la pérdida de células ganglionares.

Experimental model of glaucoma in rats

AssTrRACT

Primary open angle glaucoma is one of the most frequent causes of irreversible blindness in the world. High intraocular pressure
is the main risk factor for neuronal damage of the retina and the optic nerve. However, other factors may play an important
role in the damage and protection of neuronal cells. Although experimental models of glaucoma have been developed, these
models have been unable to represent the complexity of glaucoma in humans. Based on the fact that resistance to aqueous
humor flow occurs in the outer region of the trabecular meshwork, that deposits of extracellular matrix composed mainly by
glycosaminoglycans (GAGs) have demonstrated to play a role in increased resistance, and stimulation of enzymatic pathways of
GAGs by medicated eye drops, we developed a model of glaucoma in rats by injection of hyaluronic acid in the anterior chamber
with sustained high intraocular pressure. This rat model facilitated the identification of some biochemical retinal pathways that
may contribute to either damage or protection of neuronal cells. In addition, we observed that melatonin may protect neuronal
cells from oxidative damage reducing cell death.
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Desarrollo de un modelo experimental
de glaucoma en ratas

El glaucoma de @ngulo abierto, una de las
principales causas de ceguera irreversible en los
paises desarrollados, es una disfuncién ocular
de alta prevalencia caracterizada por la pér-
dida progresiva de las funciones visuales, que
se correlaciona con la pérdida de células gan-
glionares retinales y la atrofia de la cabeza del
nervio 6ptico. A pesar de la gran variedad de
fdrmacos disponibles (agonistas o antagonistas
adrenérgicos, agonistas colinérgicos, prosta-
glandinas sintéticas o inhibidores de la coli-
nesterasa, entre otros) atin existe controversia
en la terapia médica del glaucoma. Multiples
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pruebas experimentales demuestran que el
aumento de la presion intraocular (P1O) des-
empena un rol causal, aunque no exclusivo, en
la pérdida visual glaucomatosa. De hecho, si
bien la disminucién farmacolégica de la P1IO
es por ahora la terapia de eleccion, en muchos
casos se ha observado que la pérdida visual
persiste ain luego de su restauracién a valores
normales. Se ha sugerido que algunos factores
adicionales como la excitotoxicidad inducida
por glutamato', la deprivacién de factores de
crecimiento?, el aumento en la produccion de
L4, po-

drian contribuir significativamente al progreso

6xido nitrico (NO)? o el dafio oxidativo

de la patologia.

® GLAUCOMA EXPERIMENTAL EN RATAS
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Desde hace varias décadas, la comunidad cientifica
internacional ha reconocido el uso de modelos animales
como una herramienta (til para el estudio de la patologfa
humana. La similitud de un proceso patolégico en ani-
males de experimentacién, ain con diferencias respecto
del humano, contribuye significativamente a la compren-
sién de un proceso en su contraparte humana. A pesar de
multiples intentos, el desarrollo de modelos experimenta-
les para el estudio del glaucoma todavia no ha alcanzado
suficiente consenso en un modelo que reproduzca com-
pletamente la enfermedad en animales de laboratorio, lo
que ha constituido una limitacién de consideracién para
la investigacién en el 4rea. En este contexto, uno de los
objetivos de este trabajo fue desarrollar un nuevo modelo
de glaucoma experimental en ratas.

El conjunto de evidencias anitomo-fisiolégicas indi-
ca que el sitio primario de resistencia al flujo de humor
acuoso reside en la malla trabecular, la porcién profunda
de la malla corneoscleral y la membrana basal yuxtacana-
licular cercana al canal de Schlemm. En este sentido, las
evidencias indican que la matriz extracelular del trabecu-
lado, constituida esencialmente por glicosaminoglicanos
(GAGs), contribuye significativamente como barrera de
filtracién al pasaje de humor acuoso. El contenido de mu-
copolisacdridos trabeculares aumenta significativamente
en el glaucoma cortisénico experimental®. El 4cido hialu-
rénico (AH) es el GAG mds abundante en el trabeculado
humano® y se ha demostrado que la hialuronidasa exdgena
disminuye significativamente la resistencia al flujo acuo-
so’. En un trabajo previo hemos demostrado que un hipo-
tensor ocular de uso frecuente, la brimonidina, aumenta
significativamente la actividad de hialuronidasa trabecular
en el conejo®. partir de estos resultados hemos postulado
que el efecto hipotensor de la brimonidina podria estar
mediado, al menos en parte, por la estimulacién de esta ac-
tividad enzimdtica, es decir, por el aumento en el clearance
de GAGs. Si una disminucién en el contenido de GAGs
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Figura 1./zquierda: Efecto de una inyeccién tnica de AH sobre la PIO en
ratas. La PIO se determiné mediante un Tono-Pen XL. La inyeccién de AH
o vehiculo se realizé el dia 0 y la PIO se determiné diariamente hasta el dia
9. Derecha: Efecto de la administracién crénica de AH sobre la PIO en ratas.
Las inyecciones de AH o solucién salina se realizaron una vez/semana luego
de la determinacion de la PIO. EI AH aument$ significativamente (a casi el
doble) la PIO en ambos casos.* p<0.05, ** p<0.01.

disminuye la presién intraocular (PIO), parece posible que
el aumento en el contenido de AH trabecular induzca el
efecto opuesto. Sobre la base de esta hipétesis hemos desa-
rrollado un modelo de hipertensién ocular en ratas a través
de la administracién intracameral de AH. Una inyeccién
tnica de AH mantiene la PIO elevada durante 8 dias (fig.
1), mientras que su administracién semanal induce una
hipertensién sostenida que se mantiene a lo largo de todo
el tratamiento realizado, que se extendi6 hasta 10 semanas
(fig. 1). Varios autores han desarrollado modelos expe-
rimentales de hipertensién ocular en rata, generalmente
impidiendo la salida de humor acuoso®!!. Comparativa-
mente con otros, el modelo desarrollado en nuestro labo-
ratorio ofrece miltiples ventajas: 1) es econémico y fécil
de realizar, 2) permite obtener una hipertensién altamente
consistente, 3) puede tener un curso razonablemente largo
como para modelar una patologia crénica, 4) las variacio-
nes diarias de la PIO persisten en los ojos inyectados con
AH y 5) en contraste con otros modelos, la inyeccién de
AH no afecta en forma directa el flujo sanguineo ocular'?.
Ademis, este modelo puede ser utilizado para estudios far-
macolégicos dado que la administracién aguda y local de
fdrmacos hipotensores cldsicos (brimonidina, latanoprost
y timolol) revierten la hipertensién inducida por AH'™.
Asimismo, hemos demostrado que a partir de 6 semanas
de hipertensién ocular inducida por la administracién de
AH se observa una caida significativa en la amplitud de las
ondas a y b del electrorretinograma (ERG) escotépico (fig.
2), una disminucién significativa en el nimero de células
ganglionares y una disminucién en el nimero de fibras del
nervio éptico luego de 10 semanas de hipertension ocular
(fig. 3)!*. En suma, estos resultados sugieren que el modelo
de hipertensién ocular inducida por AH podria constituir
una poderosa herramienta para identificar los mecanismos
celulares a través de los cuales el aumento sostenido de
la PIO provoca la muerte de las células ganglionares y la
alteracién progresiva de la cabeza del nervio éptico.
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Figura 2. Amplitud de las ondas a y b del ERG escotdpico de animales
intactos o inyectados con vehiculo o AH durante 6 o 10 semanas. Ambos
parametros disminuyeron significativamente en los animales inyectados
con AH en ambos periodos. No se observaron diferencias entre animales
intactos e inyectados con vehiculo durante 10 semanas. * p<0.05, ** p<0.0|
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Figura 3. Panel superior: retinas de animales inyectados con vehiculo o AH
durante |0 semanas. Se observa una disminucién significativa (= 40%) en
el numero de células ganglionares. Hematoxilina y eosina, magnificacion
original x 200. GCL: Capa de células ganglionares, IPL: Capa plexiforme
interna, INL: Capa nuclear interna, OPL: Capa plexiforme externay ONL:
Capa nuclear externa. Panel inferior: Imdgenes de cortes transversales del
nervio optico a baja y alta magnificacion, de ojos inyectados con vehiculo
(A, C) y ojos tratados con AH (B, D) durante 10 semanas. En (C) se
observan axones uniformes (flechas), redondos y en grupos compactos
que conforman un nervio 6ptico sano. En el nervio éptico del ojo tratado
con AH (B) se observa un drea de menor tincién (flecha) que indican

la alteracion del nervio.A mayor magnificacion (D) se observa menor
densidad de fibras. Los axones del nervio tratado perdieron su estructura
circular y se observa distorsion, distensién (flechas) y disminucion en el
numero.Azul de toluidina.

Estudio de mecanismos etiopatogénicos involu-
crados en la neuropatia glaucomatosa

a. Excitoxicidad glutamatérgica en el glaucoma

experimental

Aunque el glutamato ¢s el principal neurotransmisor
excitatorio retinal, su administracién en concentraciones
suprafisiolégicas provoca muerte celular, particularmente
de las células ganglionares retinales'. Dado que las células
ganglionares son el principal target retinal de la hipertensién
ocular, esta evidencia se ha considerado un aval (aunque in-
directo) en favor de la excitoxicidad glutamatérgica como
factor causal del glaucoma. Asimismo, se ha demostrado un
aumento significativo en las concentraciones vitreas de glu-
tamato en el glaucoma humano y experimental ¢, aunque
Otros grupos no observaron cambios similares en monos o
ratas con glaucoma y éste es un aspecto que ha recibido
severas criticas de expertos en el drea’”'®. En todo caso, re-
sulta limitado el punto de vista de asumir que altos niveles
de glutamato en el vitreo son una condicién necesaria para
demostrar la participacién de mecanismos de excitotoxici-
dad en la neuropatia glaucomatosa. En sentido estricto, el
factor relevante para la neurotoxicidad es la concentracién

local de glutamato a nivel de los receptores de membrana
de las células ganglionares, que muy probablemente difiera
en forma significativa de los niveles del neurotransmisor
en el vitreo. Ademds, para la determinacion experimental
de los niveles vitreos de glutamato es necesaria la toma de
muestras que debe obtenerse inevitablemente a través de
un procedimiento con serios riesgos de afectar la validez
del resultado. Por lo tanto, una manera mas especifica de
evaluar los niveles sindpticos de glutamato es analizar los
mecanismos que regulan este pardmetro. Un clearence ade-
cuado del glutamato sindptico es imprescindible para una
funcién normal de la sinapsis excitatoria y para prevenir la
neurotoxicidad. Todas las neuronas y células macrogliales
de la retina expresan transportadores de glutamato de alta
afininidad aunque las células de Miiller son las principales
responsables de la remocién de este aminodcido del espa-
cio sindptico. En estas células, el glutamato es convertido
a glutamina que, transportada a neuronas, es reconverti-
da en glutamato en una reaccion catalizada por la enzima
glutaminasa, lo que completa el ciclo glutamato/glutamina
que se esquematiza en la figura 4. En este contexto, he-
mos analizado la actividad del ciclo glutamato/glutamina
en retinas de ratas con hipertensién ocular inducida por
AH. Los resultados obtenidos (fig. 4) constituyen la pri-
mera demostracién experimental de cambios significativos
en el reciclado de glutamato en ojos con hipertensién ocu-
lar”. En cste sentido, demostramos una disminucién en
el influjo de glutamarto (proceso que permite remover al
glutamato del espacio sindptico) y en la actividad de glu-
tamina sintetasa (enzima que cataliza la transformacion de
un producto potencialmente téxico como el glutamato en
un producto no téxico como la glutamina), as{ como un
aumento cn la liberacién y el transporte de glutamina y en
la actividad de glutaminasa retinal (enzima que cataliza la

Ciclo glutamato/glutamina
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Figura 4. Representacion esquematica del ciclo glutamato/glutamina retinal
y el efecto de la hipertension ocular y la melatonina como moduladores del
ciclo. La hipertension ocular disminuyd el influjo de glutamato, la actividad
de glutamina sintetasa y aumento la liberacion y el influjo de glutamina y

la actividad de glutaminasa. En animales intactos la melatonina modifico
todos estos parametros (salvo la liberacion y el influjo de glutamina) con
signo contrario al inducido por la hipertension ocular. Glu: glutamato, iGluR:
receptor pos-sindptico ionotrépico de glutamato y EAAT: transportador de
glutamato.
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reconversion de glutamina en glutamato) en retinas de ojos
con hipertensién ocular. Estos cambios podrian contribuir
en forma sinérgica y/o redundante a un aumento significa-
tivo en las concentraciones sindpticas del neurotransmisor.
Por lo tanto, estos resultados avalan la participacién del
glutamato en la neuropatia glaucomatosa.

b. Participacién del sistema GABAérgico en la

retinopatia glaucomatosa

En la retina de vertebrados, el GABA (4cido y-aminobu-
tirico) y el glutamato son los principales neurotransmisores
inhibitorios y excitatorios, respectivamente. De hecho, un
ajustado balance entre ambas sefiales es un aspecto clave
en la organizacion de la funcién retinal. Si bien resulta-
dos ya mencionados en el punto a demuestran que la ex-
citotoxicidad por glutamato podria constituir una de las
causas del dafio de las células ganglionares en el glaucoma,
la actividad inhibitoria retinal (esencialmente del sistema
GABAérgico) no habia sido previamente analizada en esta
patologfa. En este contexto, hemos analizado la actividad
del sistema GABAérgico retinal en ojos con hipertensién
ocular inducida por la inyeccién de AH. Para ello, se in-
yectaron ratas semanalmente con AH en la cdmara anterior
de un ojo y el ojo contralateral se inyectd con vehiculo. El
turnover de GABA (un indicador del flujo de sehales en
neuronas GABAérgicas) y la actividad de la enzima gluta-
mico descarboxilasa (GAD) (enzima que cataliza la sintesis
de GABA) disminuyeron significativamente en retinas de
ojos con hipertensién ocular®. La liberacién de GABA in-
ducida tanto por glutamato como por alto K* disminuyé
y el influjo de GABA aumenté significativamente en ojos
tratados con AH. La unién especifica de t-butil-biciclofos-
forotionato (TBPS), un ligando que se une especificamen-
te al canal de cloruro asociado al receptor GABAérgico de

Sistema 6ABAérgico
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Figura 5. Representacion esquematica del sistema GABAérgico retinal y
el efecto de la hipertension ocular y la melatonina como moduladores del
sistema. La hipertension ocular aumenté el influjo de GABA y el binding
de TBPS y disminuy¢ la actividad de GAD y el turnover y la liberacién de
GABA. En animales intactos la melatonina modificé la actividad de GAD y
el turnover de GABA con signo contrario al inducido por la hipertension
ocular.

tipo A aument¢é significativamente en retinas de ojos hi-
pertensos™. Los resultados que se resumen en la figura 5
demuestran que la hipertensién ocular provoca un déficit
significativo de la actividad GABAérgica retinal. Teniendo
en cuenta que estos cambios precedieron a las alteraciones
funcionales ¢ histoldgicas inducidas por la hipertension
ocular, estos resultados podrian vincular causalmente al
GABA con el desarrollo de la neuropatia glaucomatosa.
No se dispone de informacién respecto de alguna otra
condicién patoldgica retinal que hubiera sido previamen-
te asociada a un déficit en la actividlad GABAérgica. Sin
embargo, se ha involucrado una disminucién de la neuro-
transmision GABAérgica en la fisiopatologia de varios des-
érdenes del sistema nervioso central, particularmente en la
epilepsia. En este caso, el aumento en la neurotransmision
glutamatérgica y la disminucién de la transmisiéon GA-
BAérgica, entre otros mecanismos, pueden desencadenar
una cascada de eventos que induce muerte neuronal®. La
excitoxicidad es un mecanismo patogénico relativamente
frecuente en enfermedades neurodegenerativas que puede
atribuirse a una falla en los mecanismos compensatorios
anti-excitatorios necesarios para mantener la homeostasis
tisular. Estos resultados indican que la reduccién del trafico
de senales inhibitorias GABAérgicas podria ser una causa
adicional de este desbalance. De acuerdo con esta hipdre-
sis, la hipertensién ocular podria provocar una prevalencia
de senales excitatorias (aumento de los niveles sindpticos
de glutamaro) sobre sefiales inhibitorias (disminucién de
las concentraciones sindpticas de GABA), lo que a su vez
podria desencadenar efectos deletéreos a nivel celular.

c. Efecto de la hipertensién ocular sobre la acti-

vidad del sistema nitrérigo retinal

Entre los posibles blancos sensibles a un exceso de sefiales
glutamatérgicas y a una reduccién del freno GABAérgico
inhibitorio, el NO merece particular atencién. De hecho,
como ya se menciond, diversas lincas de evidencia avalan la
participacién del sistema nitrérgico en la neuropatia glau-
comatosa> 22, Por lo tanto, se considerd de interés exami-
nar la actividad de este sistema en el modelo de glaucoma
experimental inducido por AH. Los resultados obtenidos
que se resumen en la figura 6 indican que la actividad de la
enzima que cataliza la sintesis de NO, 6xido nitrico sintasa
(NOS), fue significativamente mayor en ojos tratados con
AH respecto de los controles inyectados con vehiculo®. El
influjo de L-arginina (sustrato de la NOS) y los niveles
de ARNm que codifican para transportadores de L-argi-
nina fueron significativamente mayores en retinas de ojos
hipertensos (fig. 6). En suma, estos resultados indican un
aumento significativo de la actividad del sistema nitrérgico
retinal en ojos hipertensos y avalan la participacién del NO
en la neuropatia glaucomatosa®.
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Figura 6. Representacién esquematica del sistema nitrérgico retinal y el
efecto de la hipertension ocular y la melatonina como moduladores de
este sistema. La hipertensién ocular aumentd la actividad de NOS, el influjo
de L-arginina y el efecto de la arginina sobre la acumulacién de GMPc. En
animales intactos, la melatonina inhibi6 la activad de NOS retinal. NMDA:
receptor glutamatérgico de tipo N-metil D-aspartato, L-Arg: L-arginina.

d. Dafio oxidativo retinal inducido por la hiper-

tensién ocular

El dano oxidativo es la consecuencia citopatolégica de
una generacion excesiva de especies reactivas del oxigeno
(ROS) que supera la capacidad celular de defensa contra
la accién téxica de estos compuestos. Evidencias crecien-
tes avalan la participacién de estas especies reactivas en un
amplio rango de neuropatologfas, probablemente por cam-
bios estructurales y funcionales irreversibles que resultan
del aumento en la peroxidacién de 4cidos grasos, dcidos
nucleicos y el cross-linking de proteinas®*?. Los sistemas
celulares disponen de mecanismos variados y normalmente
eficientes para la proteccién contra la acumulacién de estas
especies reactivas. Entre estos mecanismos, las actividades
de superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutatién pe-
roxidas (GPx) desempefan un rol clave (fig. 7).

La retina es una estructura altamente susceptible al
dafio oxidativo debido a su alto consumo de oxigeno, su
alta proporcién de 4cidos grasos poliinsaturados y su ex-
posicién directa a la luz visible. En este contexto, se ha
sugerido que el dano oxidativo podria constituir un fac-
tor causal en el dafio glaucomatoso®. Para analizar esta
hipétesis examinamos la actividad del sistema de defensa

Sistema de defensa antioxidante endogeno
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Figura 7. Sistema de defensa antioxidante y efectos de la hipertensién ocular
y la melatonina sobre los distintos parametros del sistema. La hipertension
ocular disminuy las actividades de SOD, catalasa y los niveles de

glutation reducido. En retinas de animales intactos, la melatonina modificé
significativamente varios de estos pardmetros con signo contrario a la
hipertension ocular.
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antioxidante retinal en ratas con hipertensién ocular cré-
nica inducida por AH. Los resultados obtenidos, que se
resumen en la figura 7, indican un déficit significativo en la
capacidad antioxidante retinal en este modelo experimen-
tal. En este sentido, demostramos una caida significativa de
la actividad de catalasa y de superéxido dismutasa (SOD)
y de los niveles de glutation reducido en retinas de ojos hi-
pertensos?’. Estos resultados indican una disfuncién de la
actividad del sistema de defensa antioxidante en retinas de
ojos con hipertensién ocular. Esta hipétesis es avalada por
el incremento en la peroxidacién lipidica retinal que au-
menté significativamente en retinas de ojos con hiperten-
sién inducida por AH?. Asimismo, los niveles retinales de
melatonina (un compuesto con probadas propiedades an-
tioxidantes a nivel local) disminuyeron significativamente
en ojos inyectados con AH, ya a partir de etapas tempranas
de hipertensién ocular”. Estos resultados demuestran un
déficit significativo en la actividad del sistema de defensa
antioxidante enddgeno en retinas con hipertension ocular.
Estos cambios fueron evidentes en periodos tempranos de
tratamiento y se iniciaron ain antes de que se evidencien
los cambios funcionales e histolégicos asociados a la hiper-
tensién ocular. Por lo tanto, es posible que la injuria oxida-
tiva (eventualmente en forma conjunta con el aumento de
la actividad glutamatérgica y nitrérgica, asi como un déficit
GABA¢érgico, ya mencionados) constituya un factor causal
en el dafo retinal inducido por la hipertension.

Efecto de la melatonina como herramienta tera-
péutica de prevencién de las alteraciones funcio-
nales e histolégicas inducidas por la hipertensién
ocular crénica

La bisqueda de modelos animales que reproduzcan la
patologia humana persigue tres objetivos esenciales:

i) Reproducir en condiciones controladas y con la ma-

yor exactitud posible las caracteristicas patognoméni-

cas de la enfermedad que se pretende modelar,

i) Elucidar los mecanismos etiopatogénicos involucra-

dos en el desarrollo de la enfermedad,

iii) Desarrollar terapias de nueva generacién.

Habiendo satisfecho el primer aspecto y luego de haber
logrado avances de consideracién en el segundo de ellos,
la continuacién de este trabajo consistié en analizar una
nueva estrategia terapéutica para el tratamiento del glau-
coma. El conjunto de resultados ya presentados permite
postular que los sistemas glutamatérgico, GABAérgico y
nitrérgico, as{ como el dafio oxidativo, podrian constituir
mecanismos causales del dafio funcional e histolégico in-
ducido por la hipertensién ocular. Con el objeto de evaluar
el efecto de la melatonina como una herramienta terapéu-
tica para el tratamiento del glaucoma, en una primera serie
de experimentos se analizé el efecto de la melatonina sobre
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Actividad electrorretinografica en animales inyectados
con AH durante 6 6 10 semanas
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Figura 8. Efecto de fa melatonina sobre la amplitud de las ondas ay b

del ERG escotépico en animales con hipertension ocular. Panel izquierdo:
Amplitud de la onda a del ERG. El tratamiento con melatonina redujo la
magnitud de |a caida de este parametro en ojos hipertensos. Este efecto se
observo tanto a las 6 como a las 10 semanas de hipertension ocular. Panel
derecho: Amplitud de la onda b. El tratamiento con melatonina redujo la
magnitud de la caida de este parametro en ojos hipertensos. Este efecto se
observé tanto a las 6 como a las 10 semanas de hipertension ocular. No se
observaron diferencias significativas en las latencias de las ondas a y b entre
los grupos experimentales. Se representan las medias + ES (n 8 ojos/
grupo). *¥p < 0,01 respecto de ojos inyectados con vehiculo en animales
no tratados con melatonina, test de Tukey.a:0,01 y b:0,05 vs. animales
inyectados con AH sin pellet de melatonina.

los posibles mecanismos etiopatogénicos involucrados en
esta neuropatia optica. Para ello se examiné el efecto de
la melatonina sobre algunos de los componentes del ciclo
glutamato/glutamina. La melatonina, en concentraciones
nanomolares, aumentd significativamente el influjo de L-
*H-glutamato y la actividad de glutamina sintetasa retinal
y disminuy6 la conversién de glutamina a glutamato (fig.
4). Con el objeto de analizar ¢l efecto de la melatonina
sobre el sistema GABAérgico retinal se determing el efecto
de la inyeccién intravitrea de melatonina sobre el rurno-
ver de GABA vy la actividad de GAD. La melatonina au-
ment6 significativamente ambos pardmetros (fig. 5). Para
analizar el efecto de la melatonina sobre la actividad del
sistema nitrérgico retinal se examiné el efecto in vitro del
metoxiindol sobre la sintesis de NO. La melatonina dismi-
nuy6 significativamente la conversion de L-"H-arginina en
L-*H-citrulina (fig. 6). A continuacién se examiné el efecto
de la melatonina sobre la actividad del sistema de defensa
antioxidante endégeno retinal. Los resultados obtenidos
indican que la melatonina aumenté significativamente
la actividad de SOD, no modificé la actividad retinal de
catalasa pero incrementd significativamente la actividad
de GPx y los niveles de glutation reducido (fig. 7) y dis-
minuyé la peroxidacién lipidica retinal. Este conjunto de
evidencias indican que en los sistemas estudiados, la mela-
tonina provoca mayoritariamente efectos de signo opuesto
a los inducidos por la hipertensién ocular, lo que podria
sugerir el uso de este metoxiindol con fines terapéuticos en
el glaucoma. Para analizar esta hipdtesis se implanté cada
15 dias un pellet subcutineo de 30 mg de melatonina antes
de la primera inyeccién de AH y se analizaron los ERGs es-
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Efecto del tratamiento con melatonina sobre la
histologia retiniana luego de 10 semanas de
hipertension ocular

CPI

CNI
CPE

CNE

- Sum

AH:5.7 0,8 cé1/100um AH + melatonina: 7,2+ 0,6 cél/100um

Figura 9. Secciones transversales de la retina de un animal no tratado

con melatonina e inyectado durante 10 semanas con AH y de un ojo de
un animal con hipertensién ocular implantado con un pellet subcutineo
de melatonina. En el animal tratado con melatonina el nimero de células
de la capa de células ganglionares (CCG) fue significativamente mayor.
Tincion con hematoxilina y eosina, magnificacion original X 200. CPI: Capa
plexiforme interna, CNI: Capa nuclear interna, CPE: Capa plexiforme
externa y CNE: Capa nuclear externa.

cotépicos a diferentes periodos de hipertensién ocular. La
implantacién del peller de melatonina revirtié los cambios
funcionales observados en el electrorretinograma de ratas
tratadas con AH, tanto a las seis como a las diez semanas
(fig. 8). En cuanto a los cambios histolégicos, el tratamien-
to con melatonina disminuy6 significativamente la pérdida
de células de la capa de células ganglionares inducida por

hipertensién ocular (fig. 9).

Consecuencias conceptuales de los resultados y
perspectivas futuras

Aunque no se dispone de estadisticas actualizadas en
nuestro pafs, el glaucoma es, probablemente, una de las
enfermedades que mds frecuentemente requieren de tra-
tamiento oftalmolégico. La terapéutica farmacoldgica ac-
tualmente en uso para esta enfermedad es onerosa, dado
que la medicacién es costosa en si misma y debe aplicarse
en forma indefinida. Ademis, el glaucoma es una enfer-
medad invalidante porque en estados avanzados produce
ceguera total e irreversible. La posibilidad de desarrollar
con éxito nuevas estrategias terapéuticas podria beneficiar
a toda la poblacion que padece esta enfermedad, asi como
a su entorno familiar y social. El glaucoma es una patologia
compleja con varios factores de riesgo, en la que probable-
mente convergen diversos mecanismos en la induccion de
muerte celular. La terapéutica contempordnea estd esen-
cialmente destinada a disminuir la PIO. Sin embargo, di-
versas evidencias experimentales y clinicas indican que la
pérdida visual persiste luego de su restauracién a valores
normales. Por lo tanto, la terapia de nueva generacion aspi-
ra a incluir neuroprotectores que puedan ser utilizados como
herramientas complementarias con otros medicamentos
disefiados para disminuir el insulto inicial (esencialmente
hipotensores oculares).
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El conjunto de resultados presentados en este trabajo se-
nalan a la administracién de melatonina como una posible
estrategia de significacién en la terapia del glaucoma. Esta
hipétesis adquiere una dimensién adicional si se considera
que los niveles retinales de este meroxiindol disminuyen
significativamente en animales inyectados con AH desde
etapas tempranas de hipertensiéon ocular. Asimismo, una
ventaja adicional para ello, es que este compuesto probada-
mente carece de efectos téxicos atin en altas concentracio-
nes. Si bien quedan ain muchos aspectos por analizar (las
dosis dptimas, las vias de administracién, la efectividad de
la combinacién de melatonina con hiportensores oculares
y fundamentalmente la posibilidad del uso de melatoni-
na con fines no sdlo preventivos, sino también de utilidad
terapéutica en etapas mas tardias de la neuropatia), el con-
junto de resultados obtenidos podrian contribuir a respon-
der algunos de los grandes interrogantes que quedan atn
sin resolver en la etiopatogenia del glaucoma y constituir,
ademds, una futura avenida fértil para aumentar el espectro
de recursos disponibles ante el desafio terapéutico que en-
frentan los oftalmélogos en el tratamiento del glaucoma.

Conclusiones
® La administracién intracameral aguda de AH produ-
ce una hipertension ocular significativa.
® La administracion crénica de AH induce una hiper-
tensién ocular persistente.
o El tratamiento crénico con AH induce alteraciones
funcionales ¢ histolégicas compatibles con el glaucoma
humano.
¢ La hipertension ocular inducida por AH provoca una
alteracién significativa en la actividad del ciclo gluta-
mato/glutamina retinal.
e La hipertensiéon ocular inducida por AH provoca un
déficit de Ja actividad GABAérgica retinal.
e La hipertension ocular inducida por AH provoca una
activacion del sistema nitrérgico retinal.
e La hipertension ocular inducida por AH provoca una
disminucién de la actividad del sistema de defensa an-
tioxidante enddgeno.
e La administracién intracamcral de AH provoca una
disminucién significativa en la sintesis retinal de mela-
tonina.
eLa melatonina podria disminuir las concentraciones
sindpticas de glutamato, aumentar la actividad GA-
BAérgica, inhibir el sistema nitrérgico y disminuir el
dano oxidativo retinal.
o El tratamiento crénico con melatonina previenc las
alteraciones funcionales inducidas por hipertensién
ocular.
e Ll tratamiento crénico con melatonina disminuye la
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vulnerabilidad de las células ganglionares retinales fren-
te a los efectos deletéreos de la hipertensién ocular.
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