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JUSTIFICACION

La vision es el sentido que permite detectar parte de la energia radiante e
interpretarla, pero la misma luz puede producir un efecto téxico en la retina de
individuos vivos, en particular las radiaciones mas energéticas del espectro “visible”:
la luz violeta y azul. Por otro lado, existen filtros de absorbancia selectiva que

manipulan la luz eliminando distintas bandas del espectro electromagnético.

Esta tesis doctoral propone probar la eficiencia de los filtros de
absorbancia selectiva como medio para neutralizar el efecto nocivo de la luz

sobre laretina, evitando los cambios que provocan el deterioro retiniano.

El proceso de degeneracion macular en 0jos vivos, a pesar de su reconocida
importancia ha sido poco estudiado, debido a dificultades técnicas. La cuantificacién del
grado de distrofia inicial y la medida de la evolucion del deterioro tisular de las
neuronas retinianas ha resultado particularmente dificil. Es en la Gltima década cuando
la innovacion tecnoldgica en el diagnéstico de la degeneracion retiniana ha
posibilitado la realizacién de estudios cuantitativos longitudinales y transversales en
retina de humanos y de animales de experimentacién incidiendo de manera concreta
en la cuantificacién, que permite objetivar los datos y realizar analisis comparativos

rigurosos.

Este estudio se ha disefiado en experimentacién animal con la intencién de
acortar los tiempos en la obtencion de resultados para su extrapolacion
conceptual en humanos, estudios previos a los ensayos clinicos. La justificacion
de este trabajo es colaborar en el conocimiento de las causas, de los tratamientos

necesarios y de las acciones paliativas en relacién a las retinopatias.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Emisor: Energia Radiante

Es una forma de energia que puede propagarse en el vacio, es decir, sin
necesidad de soporte alguno. Esta energia que se desprende de un cuerpo
infrecuentemente puede producir trabajo debido a la pequefia fuerza que lleva consigo,
pero si puede producir calor. Para ello basta la presencia de un cuerpo absorbente que
transforme la energia radiante en agitacion molecular. La Energia radiante esta
constituida por ondas electromagnéticas con una gama de frecuencias entre 10%y
10*s™,

Se denomina Espectro Energético al conjunto diferenciado de las distintas
radiaciones que integran la energia radiante. Cada uno de los componentes se llama
radiacion monocromatica y puede definirse por su frecuencia o su longitud de onda. La
Unica caracteristica fisica de la radiacion es la frecuencia de su vibracion, ya que la
longitud de onda depende de la velocidad, y por consiguiente del medio en el que se
propaga. Sin embargo, es frecuente describir una radiacion empleando la longitud de
onda en el vacio o en el aire, asi por ejemplo, dentro del espectro electromagnético, el
intervalo correspondiente al espectro “visible” se define generalmente como el
comprendido entre las longitudes de onda que van desde 380nm hasta 780nm.

La Radiacion se emite en forma de cuantos, unidades elementales de energia,
gue son proporcionales a la frecuencia de la radiacion (fotones).

La energia de un foton viene dada por:

Donde: h es la constante de Planck (6.62 x 107** J.s),

AE :f.'V:h% C es la velocidad de la luz en el vacio (3x108 m/s)

Es interesante resefiar, tal y como resume Artigas en su libro titulado Optica
Fisiolégica: Psicofisica de la Vision que, en el estudio de la vision y del color, se
aprovecha el aspecto corpuscular de la radiacion (cuantos) para explicar las leyes de
su emision y de su recepcién (comportamiento fotoquimico retiniano por el que la
energia radiante se transforma en energia nerviosa). Sin embargo, para el analisis de
la radiacion luminosa en si, se acude preferentemente al estudio de su aspecto
ondulatorio.

El Espectro electromagnético (EEM) es la distribucién energética del conjunto de

las ondas electromagnéticas que emite (espectro de emisién) o absorbe (espectro de
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absorcion) una sustancia. El EEM incluye una amplia gama de radiaciones, desde las
de menor longitud de onda, como son los rayos gamma y los rayos X, pasando por la
radiacion ultravioleta, la luz “visible” y los rayos infrarrojos, hasta las ondas

electromagnéticas de mayor longitud de onda, como son las ondas de radio.

Rayos Rayos Ravos X LI I_I Infrarrajo Radar UHF Orda meda Frecusncia
cosmicos | Gamma AT WHF Onda torta Onds largs :-:Ir\ernadarr'enbe
aja
AR EEE L— Mizroordas Radic
1fm 1pm 14 1 nm 1pm 1mm 1lcm im 1km 1Mm
Lorgiud g1 g g7 e ge™ 1™ 10w 17 1wt w® o w? o w? ow? ow? 1w 1w ! ow' o wt owt w
e onda (m]
Freguencia ez 1077 107 10%0 10® 10" w0 ' w* 0" 0" " ¥ " w" w' w' w' 1w w w ' w’
i1 Zetta-Hzl i1 Exa-Hz) 11 Peta-Hz) (1 Tera-Hzl 1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz} (1 Kile-Hzp

Figura 1. Espectro electromagnético

Se denomina Espectro de luz “visible” a la regidbn del espectro
electromagnético que el ojo humano es capaz de percibir. A la radiacion
electromagnética en este rango de longitudes de onda se le llama también luz “visible”
o simplemente luz. No hay limites exactos en el espectro visible; un ojo patron humano
responde a longitudes de onda desde 380nm a 780nm, aunque el ojo adaptado a la

oscuridad puede ver en un intervalo mayor, que va desde 360nm a 830nm.

Espectro de luz

Violeta 380-450 nm
Azul 450-495 nm
Verde 495-570 nm
Amarillo 570-590 nm
Anaranjado 590-620 nm
Rojo 620—780 nm

Figura 2. Bandas del espectro de luz

Con relacion a la composicion espectral de la luz se puede comprobar que ya
en el siglo Xlll, Roger Bacon (1214-1294) observo y describio por primera vez el
espectro visible. Posteriormente Isaac Newton (1643-1727) establecié un principio

hasta hoy aceptado: “la luz es color’. En 1665 Newton descubrié que la luz del sol al
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pasar a través de un prisma se dividia en varios colores conformando un espectro.
Newton consiguio evidenciar la descomposicién de la luz en los colores espectrales,
puesta de manifiesto de manera contundente, cuando llueve y los haces de luz
atraviesan las gotas de agua. Por su parte, Johann von Goéethe (1749-1832) estudio y
probd las modificaciones fisiologicas y psicolégicas que el ser humano sufre ante la
exposicion a los diferentes colores. Para Gdethe era muy importante comprender la
reaccion humana a los colores, y su investigacion fue la piedra angular de la actual

psicologica del color.

OPTICKSE:

OR, A

TREATISE

OF THE

Reflections, Refradtions,
Inflettions and Colours

LI GHT.

The FourTHu EDI1TION, correfed.

By Sir ISAAC NEWTOWN, Knt.

Figura 3. Estudios Opticos Figura 4. Cuarta edicion del Figura 5. Comparacion
de Bacon en su obra Opus tratado sobre Optica de Isaac esquematica entre la
Majus (1267). Newton (1704). dispersion de la luz a través

de un prisma, por Newton
(1643-1727) y por Goethe
(1749-1832).

Como ya se ha dicho, la luz posee una naturaleza corpuscular, estando formada
por fotones que absorben y emiten energia, pero se comporta como una onda
electromagnética en su propagacion. Las ondas electromagnéticas, lejos del foco
emisor, pueden considerarse como ondas planas transversales formadas por un campo
eléctrico y otro magnético, perpendiculares entre si, cuya intensidad varia
sinusoidalmente con el tiempo y el espacio, y cuya direccion de propagacion es
perpendicular a ambos campos. Por tanto, la luz puede considerarse como una entidad

gue tiene comportamiento de onda y que consta de particulas llamadas fotones.
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Figura 6. Onda electromagnética.

1.1.1- Radiometria y Fotometria

Llegado a este punto, conviene recordar algunos conceptos elementales de la
Métrica Optica; asi la Radiometria es la Ciencia que tiene por objeto la medicién de la
energia radiante en general, siendo la Fotometria una parte de la Radiometria que
mide la energia radiante en cuando a su caracteristica como activadora de sensaciones
visuales. Es decir, la Radiometria se refiere a la medida de la potencia o flujo que
produce una fuente de radiacion electromagnética y la Fotometria se refiere al efecto
gue tiene esta radiacion en el sistema visual humano para lo que emplea métodos
psicofisicos en los que un individuo, en lugar de un instrumento, detecta y compara la
sensacion visual producida por la luz, en términos de claridad, color, contraste y otras
caracteristicas.

Como ocurre con la medida de cualquier magnitud, se debe definir un patrén.
Para tener una referencia, se acordo internacionalmente utilizar un emisor de luz como
patrén y de esta forma se lleg6 a la definicion de la unidad de Intensidad Luminosa que
se denominé “candela”. La candela estd considerada la unidad fundamental del
Sistema Internacional de Fotometria. Para la obtencién practica de la candela fue
necesario un radiador completo o cuerpo negro que emite a la temperatura de fusién
del platino y del cual se calcula su radiancia espectral a partir de la Ley de Planck. Se
entiende por cuerpo negro un cuerpo que, a cualquier temperatura, absorbe toda la
radiacion que incide sobre él, cualquiera que sea la longitud de onda. En la actualidad,
existen radiometros piroeléctricos calibrados eléctricamente que dan lugar a excelentes
resultados sin necesidad de patrones concretos. Por este motivo se ha considerado
una nueva definicion de la candela, en términos radiométricos, que la convierte en una

unidad derivada del watio.
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Utilizando cualquier técnica, instrumento o artificio capaz de medir con suficiente
precision la energia radiante en el intervalo del “visible” se puede obtener una escala
espectrorradiométrica absoluta (watios).

Para la definicion de algunas magnitudes radiométricas y fotométricas es
imprescindible conocer el tipo de fuente que emite la radiacion. Se llama fuente a una
superficie o volumen que emite energia radiante. Para la comprension de esta tesis
conviene exponer las definiciones de fuente puntual y extensa. El limite del diametro
aparente que debe tener una fuente para ser considerada como puntual es de 1 minuto
de arco.

A continuacién se enumeran y definen las magnitudes, unidades y equivalentes
radiométricos y fotométricos mas usuales: el Flujo Luminoso (F) es la magnitud
fotométrica fundamental, una medida de potencia luminosa comparable a la potencia
radiante. Es la fraccibn de energia radiante emitida por una fuente y evaluada de
acuerdo con su capacidad para producir sensacion visual en el ojo humano normal. Es
una medida no direccional y su unidad es el Lumen. La Intensidad Luminosa (I) se
refiere al flujo luminoso emitido por unidad de angulo sélido en una direccién por una
fuente de luz puntual. La unidad es la Candela = lumen/estereorradian. Luminancia (L)
es la intensidad luminosa, radiada en una direccion determinada, por unidad de area
aparente de una fuente extensa. La unidad es el Nit = Candelas/m?. lluminacia (E) es
el flujo luminoso (F) incidente sobre una superficie por unidad de area. La unidad es el
Lux = lumen/m?.

Retomando el concepto de las fuentes de energia radiante se puede utilizar otro
criterio de clasificacion, ilustrativo para este documento que clasifica a las fuentes en
primarias, si son ellas mismas las que producen la energia emitida y, en fuentes
secundarias, si lo que hacen es reenviar parte de la energia radiante que ellas mismas
reciben. A continuacion, se comentan algunas propiedades generales de los materiales
gue dependen de la luz, resultando interesantes para introducir la relacion de la luz con
la materia. El Brillo es el aspecto de la superficie de un material cuando se refleja la
luz. Los materiales pueden clasificarse segun la transmision de la luz a través de su
estructura en transparentes, translicidos y opacos, determinandose asi su grado de
Transparencia. El indice de Refraccion se define como el cociente entre la velocidad
de la luz en el vacio y la velocidad de la luz en el medio considerado. La posesion de
mas de un indice de refracciobn por parte de un material, se conoce como Doble

refraccion o Birrefringencia. Y por ultimo, cuando el movimiento ondulatorio se
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reduce a vibraciones en un solo plano, se produce el fendbmeno de Polarizacion. El
Color es el resultado de una combinacion de las longitudes de onda no absorbidas por
los materiales. La Comision Internacional de lluminacion (CIE) define las franjas
espectrales en el rango oOptico. El color no es una caracteristica intrinseca de la
materia, Sino que constituye una percepcion visual estimulada por la luz. Cuanto mas

corta es la longitud de onda, mayor energia tiene la radiacion.

100—- 190- 280— 315—-
190 nm 280 nm 315 nm 380 nm

Figura 7. Relacién entre longitud de onda y energia radiante

La Temperatura de color de una fuente de luz se define comparando su color
dentro del espectro luminoso con el de la luz que emitiria un Cuerpo Negro calentado a
una temperatura determinada. Por este motivo, la temperatura de color generalmente
se expresa en grados Kelvin, a pesar de no reflejar expresamente una medida de

temperatura.

1200k A000K SS00K 000K 12000k 1&000kK

Figura 8. Gradiente de la Temperatura de color.

Su especificacion constituye una forma usual de caracterizar tanto el color como
el reparto de energia de una fuente de luz.

Por otra parte, para la comprension de los mecanismos que en parrafos
sucesivos se explican, conviene referir los tres niveles de iluminacion ambiente
establecidos:

e Condiciones ambientales fotdpicas cuando la luminancia es superior a 10 cd/m?

e Condiciones ambientales mesopicas cuando los valores de luminancia se
encuentran entre 102y 10 cd/m?.

e Condiciones ambientales escotépicas, si la luminancia es inferior a 10 cd/m?
Por ultimo no se puede olvidar diferenciar las fuentes de luz natural y artificial. La

principal fuente natural de luz es el sol y conocer su distribucion espectral de energia
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con precision es complicado, ya que las medidas suelen hacerse a nivel del suelo, por
lo que el espectro medido viene modificado por la absorcidbn atmosférica. Es
conveniente considerar la posicion del sol para la determinacién del espectro. Fuera de

la atmésfera, la radiacion solar posee una temperatura de color de 6200°K.

2000 Mk 150 \‘//:—‘\\
— /
s A / \
Iradiancia /\/ \\\\,\ Fuera de la atmdsfera f, Y )

i | A
W/m2*microm Energia | ~ \\
relativa Y
100 o R

I [
/ ‘ Sobre |a superficie de la tieera (m =2) ‘ X E/H

L 50

/ 0
/ 400 500 600 700

longitud de onda
300 400 500 600 700 800 | Lonaitud de onda (nm)

Figura 9. Irradiancia espectral del disco solar Figura 10. Distribucién espectral de la radiacién
fuera de la atmosfera y sobre la superficie de solar para diferentes situaciones:
la Tierra, para una masa de aire = 2. cielo del norte, ----- cielo cubierto,

(Wyszecki G y Stiles WS, 1982) -.-.-. luz media solar, .... luz media solar + cielo.

Las fuentes artificiales pueden clasificarse genéricamente en dos grandes
grupos: fuentes térmicas y fuentes por descarga eléctrica. Las fuentes térmicas son
cuerpos calientes que emiten energia radiante con una distribucién espectral continua,
gue depende del cuerpo en cuestién y de la temperatura. Entre las fuentes de descarga
eléctrica destacan los tubos fluorescentes que consisten en un tubo que contiene gas
gue se ioniza cuando la diferencia de potencial entre los electrodos alcanza un valor
determinado, y las lamparas espectrales que consiste en un gas encerrado en una
ampolla de vidrio. En la actualidad la industria de la iluminacion se basa
eminentemente en los LEDs, que son diodos que producen luz “visible” y radiacion
ultravioleta e infrarroja cuando se encuentran polarizados. El voltaje de polarizacion de
un LED varia desde 1.8 V hasta 2.5 V, y la corriente necesaria para que emita la luz se

encuentra entre 8 mA 'y 20 mA.
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x
Los iluminantes se definen con los
N H/ valores numeéricos correspondientes a la
— ® M V4 distribucion espectral de las fuentes
ﬂ @ vi;};—“‘ta_-—){ patrén. Segun la CIE, las tres fuentes
. E_“,i ' ) ;j;;;‘\:)‘é_\‘#» 9 mas utilizadas como iluminantes son las
\ denominadas A, C, D65. La fuente A
w0 a0 0 ™ " intenta imitar el espectro de una lampara
incandescente, la fuente C y la fuente

Figura 11. Distribucion espectral relativa de D65 son dos formas de caracterizar la

energia de los iluminantes A, C y D65. luz del dia

Modificado de Artigas, (Interamericana, 1995)

1.1.2.- Modificaciones del espectro de luz incidente
1.1.2.1- A nivel ambiental

La energia solar es emitida en forma de radiacion electromagnética y llega con
una intensidad practicamente constante al exterior de la atmadsfera, intensidad que se
denomina Constante Solar H, que es la energia que llega en la unidad de tiempo a la
unidad de superficie colocada fuera de la atmdsfera, perpendicularmente a la direccién
de llegada.

La National Aeronautics and Space Administration (NASA) ha tomado para la
Constante Solar el valor estandar H = 1353 +/- 1,5% W/m?. Este valor estandar ha sido
adoptado por la ASTM (American Society of Testing and Materials), por la ANSI
(American National Standard Institute) y por la ISO (International Standard
Organization). Las mismas organizaciones han adoptado el espectro de radiacion solar
extraterrestre que es la distribucion espectral de la energia emitida por un cuerpo negro
a la temperatura de 5762° Kelvin. La cantidad de energia que llega al exterior de la
atmosfera de cada longitud de onda, constituye el espectro de la radiacion extra-
atmosférica.

Para la mejor comprension de los siguientes parrafos y de las modificaciones
gue la energia radiante sufre hasta llegar a la Tierra, a continuacion se van a explicar
algunos aspectos relativos a la atmosfera. La atmdsfera terrestre esta formada por
diferentes capas, que deben ser atravesadas por la radiacion solar hasta llegar a la

superficie del suelo o del mar, y en su camino la radiacion es absorbida por los distintos
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componentes de la atmosfera, de diferente manera segun su longitud de onda,
quedando modificada la distribucion espectral.

A continuacion, se van a relacionar las capas de la atmosfera mas relevantes
para la adecuada comprension de este trabajo. En primer lugar, se encuentra la
troposfera, cuyo limite superior, llamado tropopausa, esta situado a 9 Km de altura en
los polos y los 18 km en el ecuador. En ella se producen importantes movimientos
verticales y horizontales de las masas de aire y hay relativa abundancia de agua. La
temperatura va disminuyendo conforme se va subiendo, hasta llegar a -70°C en su
limite superior. La estratosfera ocupa la segunda posicién y comienza a partir de la
tropopausa, llegando hasta un limite superior llamado estratopausa, situado a 50 km
de altitud. La temperatura cambia su tendencia y va aumentando hasta llegar a ser de
alrededor de 0°C en la estratopausa. En esta capa, no hay practicamente movimiento
en direccion vertical del aire, sin embargo, los vientos horizontales llegan a alcanzar
frecuentemente los 200 km/h, lo que facilita que, cualquier sustancia que llega a la
estratosfera, se difunda por todo el globo con rapidez. Este es el caso de los
compuestos clorofluorocarbonados (CFC) que, como es sabido, destruyen el ozono. En
esta parte de la atmosfera, entre los 30 y los 50 kilbmetros, se encuentra la mayor
concentracion de ozono, capa crucial en la explicacion de este trabajo porque absorbe
las radiaciones dafiinas de longitud de onda corta.

En tercer lugar, se extiende la mesosfera, situada entre los 50 y 80 km de
altura, que contiene solo cerca del 0,1% de la masa total de aire, y es una capa de la
atmosfera especialmente importante por la ionizacién y las reacciones quimicas que
ocurren en ella. La disminucion de la temperatura combinada con la baja densidad del
aire en la mesosfera determinan la formacion de turbulencias y ondas atmosféricas que
actian a escalas espaciales y temporales muy elevadas. Mas alejadas de la superficie
terrestre se encuentran otras capas como la exosfera que se extiende hasta los 9.600
km, lo que constituye el limite exterior de la atmosfera.

La radiacion ultravioleta se puede dividir en: ultravioleta A (315-380 nm),
ultravioleta B (280-315 nm), ultravioleta C (190-280 nm) y ultravioleta V (100-190 nm).
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La radiacion ultravioleta, inferior a 380
nm es absorbida, aunque no totalmente,
por el ozono de la estratosfera. La
absorcion en las longitudes de onda

visibles, de 380 a 780 nm, es minima y la

(AR absorcion en el infrarrojo se realiza en la
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s6lo deberia permitir el paso de

radiacion infrarroja, del espectro
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Figura 12. Capas de la atmésfera: su altitud y temperatura (grados Celsius). Tomado de

http://educadultos

100 180 200 250 300 350 Es preciso diferenciar entre las

|....|....|....I....I....!... diferentes bandas de la radiacién

ultravioleta debido a que su funcién y su

repercusion vital son muy diferentes.

1M- 190- 280- -
130 nm 280 nm Minm 38nm

Figura 13. Diferentes bandas del espectro ultravioleta.

El ozono juega un papel importante en el proceso de modificacion del espectro
de radiacion incidente. Varias son las vias por las que se puede producir ozono. En

primer lugar, por la propia radiacion ultravioleta. El proceso es el siguiente:

20


http://educadultos/

El oxigeno molecular que se encuentra en las capas altas de la atmosfera es
bombardeado por la radiacion solar. Del amplio espectro de radiacion incidente una
determinada fraccion de fotones (UV) cumple los requisitos energéticos necesarios
para catalizar la rotura del doble enlace de los atomos de oxigeno de la molécula de
oxigeno molecular. Posteriormente, la radiacion solar convierte una molécula de ozono
en una de oxigeno biatomico y un atomo de oxigeno sin enlazar. Durante la fase
oscura, (la noche de una determinada region del planeta) el oxigeno monoatémico, que
es altamente reactivo, se combina con el ozono para formar moléculas de oxigeno
biatbmico. Para mantener constante la capa de ozono en la estratosfera esta reaccion
fotoquimica debe hacerse en perfecto equilibrio, pero estas reacciones son facilmente
perturbables por moléculas, como los compuestos clorados (como los
clorofluorocarbonos) y los compuestos bromurados. El ozono también puede ser
producido a partir del oxigeno emitido por los vegetales en su funcion clorofilica, o del
contenido en el vapor de agua, para la que requiere radiacién ultravioleta

El ultravioleta es absorbido por el ozono, desdoblandolo en oxigeno atémico y
molecular lo que realimenta el proceso de formacién de ozono y asegura una continua
absorcion de ultravioleta. La energia asi absorbida provoca un calentamiento de la
estratosfera.

En conclusion, casi el 99% de la radiacién ultravioleta del Sol que alcanza la
estratosfera se convierte en calor mediante una reaccion quimica que continuamente
recicla moléculas de ozono (O3). Cuando la radiacién ultravioleta impacta en una
molécula de ozono, la energia escinde a la molécula en 4&tomos de oxigeno altamente
reactivos; casi de inmediato, estos atomos se recombinan formando ozono una vez
mas Yy liberando energia en forma de calor. La formacién y destruccion del ozono por
procesos naturales es un equilibrio dindmico que mantiene constante su concentracion
en la estratosfera.

Por otro lado, el aumento de la concentracién en la atmdésfera de los gases que
provocan el efecto invernadero, modifica el equilibrio energético en el sistema
radiacion-atmosfera-superficie terrestre, aumentando la energia absorbida y elevando
la temperatura de la superficie de la Tierra, con las consiguientes modificaciones en el
espectro de luz incidente.

Con relacion a la modificacion de la luz artificial en su curso hasta el ojo, no

existe esta barrera natural que supone la atmésfera en el caso de la luz solar.
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1.1.2.2.- A nivel ocular

El espectro de luz se modifica al pasar a través del interior del ojo antes de
provocar sensacion visual por varias causas. La reflexion, la absorcion y la dispersion
de la luz son los fenémenos que modifican la proporcion y la composicion espectral de
la luz que estimula los fotorreceptores de la retina.

En primer lugar, el cambio de indice de refraccion entre el aire y los distintos
dioptrios oculares da lugar al fenomeno de reflexion luminica. La luz que atraviesa los
distintos medios oculares, choca con las particulas, de diferente tamafio, que estan en
su interior, produciendo la dispersién en los medios oculares, y, por ultimo, es
importante el fendmeno de absorcion de la radiacién en su doble vertiente: por un lado,
en los dioptrios oculares para preservar la retina; y por otro lado, la absorcion de la
energia luminosa por los fotopigmentos, necesaria para producir los cambios
bioguimicos que inician el proceso visual.

La primera estructura ocular relevante respecto a la modificacion del espectro de
luz incidente es la cOrnea, un tejido altamente diferenciado que permite la refraccion y
la transmision de la luz. Su estroma consiste en una serie de fibras colagenas paralelas
a la superficie rodeadas de una sustancia con un indice de refraccion diferente por lo
que dispersan la luz. El radio de las fibras es inferior a la longitud de onda y mantiene
un orden y una distancia entre ellas, el comportamiento optico de la cérnea es similar al
de un material homogéneo y la dispersion que ocurre sufre una interferencia,
permitiendo el paso de aproximadamente el 95% de la luz que recibe en una longitud
de onda de 500 nm. El lugar de mayor absorcion de luz por la cornea se sitla en el
epitelio, principalmente para las longitudes de onda cortas. Con estas caracteristicas, la
capacidad de transmision de luz por la cérnea se encuentra entre los 310 nm (radiacion
ultravioleta) y los 2.500 nm (radiacion infrarroja). Para cumplir con esta funcién de
transmision de luz es esencial que la disposicion de fibras y su didmetro sean
constantes.

En el interior del ojo se producen reflexiones de la luz alli donde el indice de
refraccion cambie bruscamente, que aumentan, ademas, con el angulo de incidencia.
La mayor diferencia del indice de refraccion se produce en el paso aire-cornea, por lo
tanto esta superficie es la que produce mayores pérdidas por reflexion. También se
producen reflexiones, aunque de mucha menor importancia, en la superficie posterior

de la cornea, y el cristalino. Como es sabido, la fraccion de luz reflejada de un haz que
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incide normalmente en una superficie reflectora esta relacionada con la intensidad de la
luz incidente y la relacion de los indices de refraccion de los distintos dioptrios. En la
cornea se refleja aproximadamente un 2% de la luz incidente normal. Este porcentaje
aumenta con el angulo de incidencia, y se llega casi a una reflexion total cuando la
incidencia es rasante.

El segundo fendmeno de interés en este sentido es la dispersion de Rayleigh,
considerada como la dispersion de la luz o de cualquier otra radiacion electromagnética
por particulas mucho menores que la longitud de onda de los fotones dispersados.
Ocurre cuando la luz viaja por sélidos y liquidos transparentes, pero se ve con mayor
frecuencia en los gases. Si el tamafio de las particulas es mayor que la longitud de
onda, la luz no se separa y todas las longitudes de onda son dispersadas, como
cuando, al atravesar una nube, ésta se ve blanca. Para que la luz sea dispersada, el
tamafio de las particulas debe ser similar o menor que la longitud de onda. La
intensidad de la luz dispersada es inversamente proporcional a la cuarta potencia de la
longitud de onda, relacion conocida como Ley de Rayleigh. La dispersion produce
pérdidas de luz en el paso de la energia radiante a través del ojo. Se debe a las
particulas submicroscopicas que se encuentran en las estructuras celulares de los
medios oculares.

Por dltimo, la transmisién o absorcion de las radiaciones por los diferentes
medios oculares determina cuales son las longitudes de onda que alcanzan la retina.
Los medios oculares absorben parte de la radiaciéon que los atraviesa transformandola
en calor. La transmitancia en los medios oculares tiene como caracteristicas mas
importantes que es selectiva y que varia con la edad, en especial debido al
amarilleamiento del cristalino. El ojo es bombardeado continuamente por todas las
formas de radiacion electromagnética, sin embargo solo aquellas longitud de onda que
son absorbidas por los fotopigmentos de la retina con la consiguiente generacion del
impulso nervioso se llaman luz “visible”.

A continuacién se exponen las modificaciones concretas de la Energia Radiante
al atravesar los distintos dioptrios oculares. Asi, la cérnea absorbe las radiaciones de
longitud de onda inferior a 290 nm y las radiaciones hasta 315 nm. Transmite casi toda
la radiacion “visible” y es un filtro muy importante para el infrarrojo, ya que absorbe casi
toda la radiacion a partir de 2 um. Respecto al Humor Acuoso contribuye a absorber la

radiacion ultravioleta (UV) que ha dejado pasar la coérnea. Se caracteriza por una
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absorcion despreciable de la luz “visible” y una absorcion significativa en el infrarrojo
por debajo de 2.000 nm.

El cristalino proporciona la mayor proteccion frente a las radiaciones UV de
longitud de onda mas alta, UV A y UV B, absorbe entre 300 y 400 nm, y es el filtro que
evita que el UV A llegue a la retina. Se puede pensar en el cristalino como un filtro que
absorbe la radiacién UV y, por tanto, protege la retina. Sin embargo, esta absorcion de
la radiacién UV, durante muchos afios, lesiona el cristalino y puede conducir a la
formacion de cataratas. El cristalino contiene un pigmento amarillo gracias al cual la
longitud de onda corta sufre una fuerte absorcion. Este pigmento se hace muy
importante en la vejez. En el cristalino adulto la transmision empieza a partir de los 380
nm y este limite se desplaza hacia los 400 nm con el aumento de la edad. El cristalino
es el principal responsable de las pérdidas de luz por absorcién en el “visible”. Su
absorcion es mas importante en el azul que en el amarillo y varia con la edad. En la
region del infrarrojo, el cristalino transmite casi toda la radiacion.

El Humor Vitreo es transparente a toda la radiacién y presenta Unicamente una
pequefia barrera de absorcion en la radiacién infrarroja. Sabiendo que la cérnea
absorbe el UV By CyellRBYC, el cristalino el UV A, la radiacion que llega a la retina
estara constituida basicamente por luz “visible” e infrarrojo A, aunque también puede
llegar UV A en una pequefia cantidad (no llega radiacion menor de 400 nm
aproximadamente), como puede deducirse del espectro de transmision del ojo. De esta
radiacion, la retina y la coroides absorben basicamente la luz “visible” y en mucha
menor cuantia el infrarrojo.

La retina y coroides absorben aproximadamente el 75% de la luz incidente,
siendo la absorcidbn maxima alrededor de 575 nm. Luego la curva de absorcién cae
rapidamente hacia los 1000 nm. Para 1000 nm casi la mitad de la energia incidente
alcanza la retina, aunque los fotopigmentos no sean sensibles a estas radiaciones.

Ademas el pigmento amarillo (no fotosensible) de la mécula lutea actia como un
filtro para luz azul, con una absorcibn maxima en la region de los 460 nm. Esta
absorcion de luz de baja longitud de onda ayuda a la visiébn debido a que reduce la
dispersiéon de luz y la aberracién cromatica y evita que las longitudes de onda cortas
alcancen el area central de la retina y de la févea donde existe una mayor agudeza
visual. El espectro de absorcién de la macula varia segun el sujeto, pero en promedio

puede considerarse que comprende (casi en un 50%) las radiaciones cuyas longitudes
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de onda, estan por debajo de 495 nm. Este importante tema se explicara

pormenorizadamente en los apartados correspondientes.

1.2.- Receptor: Retina.
1.2.1.- Principales estructuras implicadas en la interaccion con la
radiacion

Embriolégicamente, la retina procede de una evaginacion bilateral del
prosencéfalo llamada vesicula optica primaria, que tras una invaginacion local se
transforma en la vesicula oOptica secundaria con forma de copa. Cada copa Oéptica
permanece conectada con el cerebro mediante un tallo, el futuro nervio 6ptico. En el
adulto, los derivados de la vesicula éptica secundaria bilaminar estan formados por una
capa epitelial pigmentada externa, el epitelio pigmentario, y una lamina interna, la retina
neural o retina propiamente dicha, que contiene elementos semejantes a los del
cerebro, por lo que puede considerarse como una parte especialmente diferenciada del

sistema nervioso central.
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Figura 14. Proceso embrioldgico de retina y fotorreceptores. Tomado de Nature Reviews.
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Como es sabido, las capas de la retina son: capa pigmentaria, capa de bastones
y conos, membrana limitante externa, capa nuclear externa, capa plexiforme externa,
capa nuclear interna, capa plexiforme interna, capa de células ganglionares, capa de

las fibras del nervio 6ptico, y membrana limitante interna.
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Figura 15. Secciones retinianas por microscopiay en esquema.

La retina humana es invertida. La luz, una vez que atraviesa el sistema Optico de
dioptrios oculares y el humor vitreo, penetra en la retina. En primer lugar se encuentra
con las células ganglionares, posteriormente atraviesa las capas plexiformes y
nucleares interna y externa y por ultimo accede a la capa de fotorreceptores (bastones
y CON0S).

El epitelio pigmentario constituye la Ultima estructura retiniana que tapiza toda su
superficie con funciones de maxima importancia, como posteriormente se detallaran,
entre las que destacan su capacidad para almacenar vitamina A, depdésito de melanina
y su funcidén fagocitica de parte del segmento externo de los fotorreceptores.

Existe una zona en el centro de la retina denominada févea, que ocupa un area

total de poco mas de 1 mm? y que est& especialmente capacitada para la visién aguda

y detallada.
r-%%\wg a2 La parte central de la fovea, de solo
1‘3‘?@.,,. A\\\:&%\% .. 0,3 mm de diametro, recibe el nombre de
I = foveola central (Polyak, 1941); ésta zona se

compone casi por completo de conos, los

cuales poseen la deteccidén del detalle de la

imagen visual, llegando la luz sin obstaculos.

Figura 16. Esquema de la retina central.
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La foveola es una region muy especializada de la retina que mide menos de 200

micras (difiere en su estructura tanto de la retina periférica como de la retina central).

La figura de Cajal ya indica el
desplazamiento lateral de toda la
cadena neuronal en la foveola. Esta
disposicion es la que permite, desde
el punto de vista funcional, conseguir
valores de resolucion 10 veces
superiores en la foveola con respecto
a 5° de

a la retina central,

excentricidad.

A nivel de la retina central los

conos  presentan unos axones

oblicuos que se encuentran
desplazados lateralmente respecto a
sus pediculos sinapticos a nivel de la

plexiforme externa.

Los axones
oblicuos, junto con los
procesos de las células
de
acompafian, dan lugar a
de

formacion en empalizada

Mdaller que los

una especie
gue se denomina capa
de fibras de Henle. Esta
capa no existe a nivel de

la retina periférica.
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Figura 17. Desplazamiento de la cadena neuronal en

la foveola.

U= > : I Soum—
Figura 18. Seccién vertical de la fovea

humana. Tomada de Yamada (1969).

Figura 19. Diferencias estructurales entre estructura central (A) y

periférica (B)
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La capa nuclear externa, donde se encuentran los cuerpos celulares de los
conos y bastones, presenta un espesor semejante a largo de toda la retina. Sin
embargo en la retina periférica el nimero de cuerpos de bastones es muy superior al
de los conos, y lo opuesto ocurre a nivel de la retina central.

Un ojo humano contiene aproximadamente 120.000.000 de bastones dispuestos
masivamente en la periferia. Con relacion a los conos el namero total es proximo a
6.200.000, que se pueden dividir en tres tipos segun su coeficiente de sensibilidad
espectral maximo: conos sensibles a longitudes de onda larga (conos L), conos

sensibles a longitudes de onda media (conos M) y conos sensibles a longitudes de

onda corta (conos S).

2 } =g el o B el o

Figura 20. Diferente disposicion de las capas retinianas segun la seccién.

Tal y como se explicarda detalladamente en el apartado correspondiente, la
proporcién de conos L, My S no es homogénea. En la retina central existen 5.500.000
de conos L y conos M mientras que los 700.000 conos S estan situados en la retina
paracentral y en la retina periférica. La distribucion de fotorreceptores en un corte
horizontal de la retina permite, en gran medida, entender la funcionalidad visual. La
grafica siguiente muestra una densidad constante de conos, préxima a 14.000
fotorreceptores/mm?, a lo largo de toda la retina, salvo en la févea donde de forma

concreta el nimero aumenta hasta 180.000 fotorreceptores/mm?.
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R e ,gf G TS e T 56 en el meridiano horizontal de la retina.

TEMPORAL ovea NASAL

ECCENTRICITY in degrees  Osterberg, 1935 Tomado de Osterberg (1935).
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La capa nuclear interna es mas gruesa a nivel de las zonas centrales de la retina
debido, por una parte, a la mayor densidad de conos, y por tanto de células bipolares
especificas para conos y, por otra parte, a la existencia de células horizontales y
amacrinas mas pequefas, funcionales, en general, en la primera y segunda sinapsis
respectivamente. El fasciculo Optico, como es bien sabido, estad constituido por los
axones mas de 1.000.000 de células ganglionares. En ellas converge la informacién
proveniente de los receptores, a través de las bipolares de cono y de bastén.

Los bastones estan presentes en proporcion 20 veces mayor a lo largo de toda
la retina con un pico de maxima densidad a 18°-20° de la fovea y decreciendo hasta su
anulacion en la zona févea. Naturalmente en la papila 6ptica no existen fotorreceptores,
ni conos ni bastones.

En la siguiente tabla, a modo de resumen, se muestran algunos datos de interés

relativos a caracteristicas de la retina en este sentido:

Méaxima densidad de conos en la zona central de la Févea
(50 x 50 um)

178.000-238.000/mm?

Ndmero total de conos en la Fovea Aprox. 200.000 conos

NUmero de conos en laretina H6.400.000 millones. ‘

NuUmero de bastones en la retina Hll0.000.000 a 125.000.000 millones. ‘

La densidad maxima de bastones se encuentra a
los 18° desde el centro de la févea, donde hay
Distribucion de los bastones 160.000 bastones/mm?

No existen bastones en la févea.

NGmero medio 80-100.000 bastones/mm?

Proporcion de conos/células ganglionares en la Fovea 1 cono por cada 2 células ganglionares

Proporcion de conos/células del epitelio pigmentario HSO conos/células epitelio pigmentario en la Fovea

. 3 o ) En la periferia 22-28 bastones/célula epitelio
Proporcion de bastones/células del epitelio pigmentario

pigmentario

Tabla 1. Datos cuantitativos relativos a la retina.

Los bastones miden entre 2 y 5 micras de didmetro, mientras que los conos
miden entre 5 y 8 micras; teniendo como principales segmentos: Segmento Interno que
contiene el citoplasma con sus organulos y el nucleo, Cuerpo Sinaptico que conecta los
fotorreceptores con las células neuronales posteriores: es decir, las células horizontales
y bipolares, que constituyen el siguiente eslabon de la cadena visual, dando lugar a las

triadas de la primera sinapsis.
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1000 discos separados en el caso de los bastones y con plegamiento de membrana en
el caso de los conos, que contienen, cada uno de ellos, en torno a 1000 moléculas de
pigmento fotosensible. En el caso de los bastones se denomina rodopsina, mientras

discas libres
flotartes

invaginacién de la invaginacién de la

merbrana exterior de ; ‘ membrana exterior de
lacells ; s célula
cilio de corexidn ‘“Sr zom cipsoide con

(apara'.o i ot

célula de Mitller

“ ——— micleo del bastén

icleo del cono //i fibra conduciora
e ""1 /X\(ﬁsf&nﬂa
AT

O, pedicuio
MX(\ )

filamento cintiforme
(banda sindptica)

Figura 22. Fotografia de detalle por microscopia electrénica de conos y bastones.

Respecto al Segmento Externo se debe saber que esta constituido por mas de

gue los pigmentos de los conos son eritrolabe, clorolabe y cianolabe.
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En la tabla siguiente se resumen las caracteristicas comparativas de ambos

elementos celulares retinianos.

Estructura Direccionalmente selectivos

CARACTERISTICAS CONOS BASTONES

Menor selectividad de direccion

Concentracion de Menor que en bastones.
fotopigmentos

Elevada concentracién.

Conexiones Cada cono en la region central conecta
con 2 bipolares enanas que a su vez
conectan con 2 ganglionares enanas.

Convergencia de muchos bastones a
una sola bipolar en brocha.

Hiperpolarizacion

Amplificacion Baja

Elevada

Umbral Baja sensibilidad (umbral elevado).
Deteccion de un solo fotén. Umbral de
iluminacién: superior a 100 fotones.

Alta sensibilidad (umbral bajo).
Deteccion de un solo fotén. Umbral de

iluminacién: superior a 10 fotones.

Saturados con luz diurna.

Vision escotdpica (acromética).

Un dnico pigmento.

Respuesta a la luz. Hiperpolarizacion

Sélo para luz muy intensa.
Minimos de sensibilidad Vision fotépica (croméatica).

Tres tipos de pigmento.

Elevada. Muy baja debido a la convergencia.

Resolucién temporal Alta Baja
Respuesta temporal Rapida Lenta

Tiempo de regeneracion Unos 5 minutos.

Entre 40 y 60 minutos.

Tabla 2. Caracteristicas comparativas entre fotorreceptores.

Pigmentos fotosensibles de Conos y Bastones

Los pigmentos visuales se distinguen por sus propiedades espectrales. Los
pigmentos de la retina humana sensibles a la luz incluyen al pigmento de los bastones
utilizado en la vision con baja luminancia (condiciones escotopicas y mesopicas), la
rodopsina y tres pigmentos de los conos responsables de la discriminacion de los
colores y de la vision de la luz del dia (condiciones fotépicas). El fotopigmento de los
bastones de la retina es mas abundante y estable que los pigmentos de los conos.

L e La mayoria de los pigmentos visuales,
NoLo| "

i incluyendo la rodopsina, consisten en una

Quter
Segmept:

apoproteina, la opsina, a la cual se halla unida la

,@(rcmum i i s

, ; g;: p— molécula cromoéfora 11-cis-retinal.
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forma de acido conjugado de la unién de una base de
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Schiff con un residuo de lisina de la apoproteina.

Figura 24. Pigmento visual de baston en el segmento externo del fotorreceptor.
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Los fotorreceptores de
todos los vertebrados responden
a la luz en funcion de los
pigmentos visuales que se

encuentran incrustados a nivel de

la bicapa lipidica de los
repliegues de membrana, en el

caso de los conos, y en los

v -

discos membranosos, en el caso

Figura 25. Disposicién relativa del pigmento macular en
de los bastones. g P P19
los discos de los fotorreceptores.

Como es sabido, los bastones, que contienen rodopsina, son los responsables
de la visibn en condiciones de baja luminosidad, presentando un pico de mayor
sensibilidad hacia la longitud de onda de 500 nm (luz verde azulada). Los conos, por su
parte, contienen tres tipos diferentes de opsinas. Una con mayor sensibilidad para las
longitudes de onda largas (luz roja), otra sensible a las longitudes de onda media (luz
verde) y otra con mayor sensibilidad a las longitudes de onda cortas (luz azul). Los
conos son la base de la percepcion en color.
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Figura 26. Curvas de absorcion espectral de los pigmentos de fotorreceptores.
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Células bipolares
Ramoén y Cajal (1893), ya describié dos tipos basicos de células bipolares, unas
gue recibian ingresos exclusivamente de conos y otras que lo hacian exclusivamente

de bastones.
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Figura 27. Esquemas de la retina realizados por Ramén y Cajal con diferenciacion de los tipos de
bipolares.

Esto refuerza la teoria de la duplicidad
retiniana, pues establece dos vias
centripetas para la conduccion del
estimulo visual: conos-bipolar de conos y
bastones-bipolar de bastones, si bien
entre las primeras cabe distinguir en un

primer término entre polisindpticas o

difusas y enanas o monosinapticas.
Figura 28. Tipos de neuronas bipolares: de

bastén, y de cono. Tomado Hogan-Alvarado
(1985).

Un solo pediculo de cono establece sinapsis con dos tipos de bipolares
individuales en la retina de los primates: la bipolar invaginante (enana), cuyas dendritas
constituyen el elemento central de la triada y la bipolar plana (enana), que establece
contactos del tipo union basal en la membrana no invaginada del pediculo.

Las células bipolares no generan potenciales de accion del tipo “todo o nada”.
Responden a los estimulos presinapticos con potenciales graduados transitorios de dos

tipos: Hiperpolarizantes y despolarizantes. Dado que los axones de estas células son
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muy cortos, los potenciales generados en sus dendritas son también conducidos por

electrotono hacia sus terminaciones axonicas.

Células horizontales

Morfolégicamente se distinguen dos tipos de células horizontales en la retina de
los vertebrados: células horizontales de axon corto y células horizontales sin axén, que
se diferencian en su estructura y conexiones con los fotorreceptores. Los vertebrados
tetrdpodos en general, exceptuando los primates, tienen un solo tipo de célula de axén
corto, que segun las especies presenta diferencias en el nimero de sus dendritas y en
la estructura y longitud de su axon. En la retina de gato se distinguieron dos tipos
funcionales (Gallego, 1971; Kolb, 1974; Nelson, 1975; Boycott, 1978).

Estudios combinando

Neo , o
Hil ¢ microscopia Optica y
axon ferminal .
r‘(cones)J electronica con el
A g,

dM\@ método de Golgi han

\“ N
%, demostrada gue en
N 0o

Y axonterminal  retina humana existen

y¢ tres tipos de células
horizontales (Kolb et
al., 1994).

Figura 29ay 29b. Tipos de células horizontales segln Golgi y por microscopia 6ptica.

Las células horizontales de tipo | no poseen axon y contactan preferencialmente
con conos ‘rojos” y “verdes” aunque también con conos “azules”. Las células
horizontales de tipo Il, o células horizontales con axdn, contactan preferentemente con
conos “azules” pero también con otros tipos de conos a nivel de sus terminaciones
dendriticas y Unicamente con conos “azules” a nivel de su axén terminal. Las células
horizontales de tipo Ill son semejantes a las células de tipo |, aunque de mayor tamafio
a cualquier excentricidad y evitan cualquier contacto con conos “azules” (Ahnelt y Kolb,
1994). Un diagrama de las conexiones sinapticas de los distintos tipos de células

horizontales se presenta en la figura correspondiente.
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Figura 30. Tipos de conexiones de células horizontales. Tomado de Ahnelt y Kolb (1994).

Las células horizontales responden con una hiperpolarizacion. Mediante las
conexiones transversales, estas células modulan la respuesta del sistema
fotorreceptor-bipolar. En gran parte, las conexiones entre células horizontales se
efectlan mediante sinapsis eléctricas y estas células, pueden mediar en la informacién
lateral transferida a larga distancia. La accion inhibidora de la célula horizontal es la
gue modula las interacciones antagonicas entre zonas retinianas concéntricas;
fotorreceptores centrales y periféricos. En la zona limitrofe entre iluminacién y
oscuridad, las diferencias de polarizacion de las membranas de los fotorreceptores son
maximas. La célula horizontal aumenta el contraste entre las dos zonas, facilitando la
distincion de contornos. Este mecanismo es la base de la discriminacion del contraste,

y se repetira sucesivamente en los niveles superiores para amplificar el contraste

claridad-oscuridad.
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Figuras 31ay 31b. Entramados horizontales, bipolares, ganglionares.
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Como es sabido, en la retina, los sistemas de circuitos nerviosos se agrupan en
dos capas plexiformes, de tipo trama. En la externa se encuentran las prolongaciones
de las células receptoras, bipolares y horizontales, mientras que la capa interna
corresponde a las células bipolares, amacrinas y ganglionares. De esta forma las

células bipolares establecen un puente entre ambas capas plexiformes.

Otras neuronas de importancia en las
conexiones retinianas son las células amacrinas,
que envian seflales en dos direcciones:
directamente desde las células bipolares a las
ganglionares, o bien horizontalmente dentro de la

capa plexiforme interna.

Figura 32. Fotografia de una neurona

amacrina de la retina.
Células Ganglionares.

Transmiten las sefiales de salida desde la retina o el fasciculo éptico hasta el
cerebro. En animales de experimentacibn se han reconocido varios tipos;
concretamente las Tipo W, con grandes campos receptores y sensibles para detectar
los movimientos y las Tipo X e Y con campos receptores pequeiios y se ocupan de la

visién en color.

Figura 33. Células
ganglionares en tintura de
Golgi. Tomado de Polyak
(1941)
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La respuesta de las células ganglionares a la iluminacién difusa es muy débil
siendo la respuesta mucho mayor cuando se encuentran ante altas intensidades de luz,
informan sobre los contrastes luminicos. En los humanos hay aproximadamente
1.600.000 células ganglionares por lo que convergen en cada célula una media de 60
bastones y 2 conos. A medida que nos acercamos al centro de la retina el nUmero de
bastones y conos que convergen en cada fibra disminuye y son mas delgados.

parasol ot
M cell _ 3

Figura 34. Células ganglionares
del centro retiniano mediante

tincion de Golgi.

Epitelio pigmentario

Es una estructura de gran importancia en la retina rico en melanina que es el
pigmento que se ubica en el interior de las células para impedir la reflexién de la luz por
todo el globo ocular, lo que supone un aspecto vital para la vision nitida. Esta capa
también contiene grandes cantidades de vitamina A, sufriendo un intercambio bilateral
a través de la membranas celulares de los segmentos externos de los bastones y

conos.
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Figura 35. Epitelio pigmentario de la retina.

En este estudio, se ha realizado, como se explica en el apartado
correspondiente, un analisis cuantitativo de los diferentes estratos nucleares de

la retina, se ha comparado la densidad celular de las capas nuclear externa e
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interna de retinas de animales de experimentacion y se ha determinado el tipo de

fotorreceptor visual mas afectado por los distintos tipos de iluminacion.

1.2.2.- Principales mecanismos de homeostasis celular.

La homeostasis se define como el conjunto de fendmenos de autorregulacion
gue conducen al mantenimiento en la composicion y propiedades del medio interno de
un organismo. Esto se logra gracias a un balance entre la division celular y la
eliminacion de células. Ambos procesos son estrictamente regulados para permitir el
desarrollo de nuevas condiciones y propiciar la proteccion contra agentes dafiinos y
contra diversas patologias.

El ser humano presenta diferentes mecanismos que regulan la muerte celular,
los cuales son esenciales para el adecuado desarrollo y mantenimiento de la
homeostasis. Las células crecen controladamente gracias a la expresion e inactivacion
de diferentes genes que regulan las sefiales de divisién y muerte en estadios definidos
de diferenciacidon y en respuesta a estimulos fisiolégicos determinados.

La muerte celular fisiolégica ha sido conocida por varios nhombres. Virchow, en
1858, fue el primer investigador en describir los procesos de muerte celular v,
basandose s6lo en parametros macroscopicos, los defini6 como degeneracion,
mortificacion y necrosis. En 1879, utilizando observaciones microscépicas se
introducen los términos Karyorhesis y Karyolysis, que hacen referencia a la
desintegracion y desaparicion del nucleo. Diez afios mas tarde, Arnheim, propone los
términos piknosis y marginacion de la cromatina. Flemming, estudiando los foliculos de
los ovarios de los mamiferos, observé y describié la desaparicion de células,
denominando a este proceso cromatolisis, término que fue reutilizado por Gréaper, en
1914, como anténimo de los procesos de mitosis. Pero no fue hasta 1972 cuando Kerr
y Wyllie implantan el término «apoptosis», ampliamente utilizado en nuestros dias.

En la ultima década, hemos sido testigos de un crecimiento exponencial de los
trabajos de investigacion realizados sobre los procesos que rodean a la muerte celular
y parece que se ha llegado al consenso de englobarlos en dos grandes grupos:
necrosis y apoptosis. Actualmente se esta considerando también el mecanismo de
regulacion por autofagia.

Se ha establecido que las caracteristicas de la célula apoptoética difieren de las

observadas en las células que sufren otros tipos de muerte como la necrosis. En la

38



necrosis la muerte es un proceso «pasivo» que no requiere de sintesis proteica y se
caracteriza por procesos violentos como dafio mitocondrial y una rotura de la
membrana, un proceso osmoético desmesurado y finalmente lisis celular y liberacion de
su contenido al medio exterior atrayendo células inflamatorias

Sin embargo, la apoptosis es un proceso activo que implica sintesis proteica y el
contenido intracelular nunca es liberado al medio circundante, por lo tanto no

desencadena reacciones inflamatorias.

Condiciones Patologica Fisiolégica

Alteraciones patolégicas

Tamano celular Edema Retraccion

Membrana citoplasmaticaiii§§ Rotura

Expresion de glucoproteinas

Mitocondria Hinchazoén Rotura / Funcional

Degradacién del ADN Aleatoria Ordenada

Requerimiento energéticof\le] Si

Reaccioén inflamatoria Si No

Tabla 3. Diferencias entre los procesos de necrosis y apoptosis

La apoptosis se ha definido
(o . L
como un mecanismo fisiolégico de

Receptor

muerte programada, inherente al

/— ——-\\Segumﬂsmmﬂms r desarrollo celular, caracterizado por
[ Genes ensonucteasas ? \ 3 eventos morfolégicos, bioquimicos vy
NmﬂK--_-f—/l% % oo moleculares distintivos que requieren

S una regulacion coordinada de genes

v

| ® Warcadores espeCiﬁCOS

Fagocitosis

Figura 36. Rutas celulares activadas durante los

procesos apoptéticos.
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1.2.2.1.- Proceso de la apoptosis con su cascada de compuestos

La muerte apoptética puede ser desencadenada por una gran variedad de
estimulos, por diversas sefiales que pueden ser fisiolégicas o estimulaciones
ambientales exdgenas entre las que se encuentra la luz. Existen dos principales rutas
de sefializacion mediante las cuales una célula se vuelve apoptética. La via extrinseca,
la cual es iniciada por la union de ligandos especificos a ciertos receptores de la
superficie celular llamados receptores de la muerte. Esta interaccion lleva a la
activacion de la caspasa 8 quien comienza una cascada de activacion de otras
moléculas que provocan la muerte celular. La otra ruta corresponde a la via intrinseca,
es iniciada a nivel mitocondrial y lleva a la conformacion del apoptosoma, un complejo
de proteinas que genera la activacion de la caspasa 9 quien inicia la cascada que

llevara a la muerte por apoptosis.
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Figura 37a. Cascada de reacciones intracelulares implicadas en la homeostasis.

Cuando la célula recibe una sefial de muerte el proceso se inicia en la
mitocondria donde se produce una alteracion de la permeabilidad de sus membranas
debido a la formaciéon de un complejo multiprotéico (poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial), que conduce a la liberacion del contenido intramitocondrial como el
citocromo C, el factor inductor de apoptosis y miembros de la familia de caspasas.
Otros episodios son alteraciones en la cadena transportadora de electrones, pérdida
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del potencial electroquimico de membrana y cambios del ciclo metabodlico de
oxidacion/reduccion. A continuacion, se producen una serie de procesos bioquimicos
que conducen a la degradacion de proteinas y de la cromatina. La protedlisis es
irreversible y altamente especifica. Ocurre ademas la fragmentacion intranuclear del
ADN vy la pérdida sistematica de diferentes sustratos vitales, ambas por efecto de
proteasas especificas como las caspasas. El proceso ordenado de muerte celular por
apoptosis es caracterizado por diversas fases morfologicas:

e Se inicia la muerte celular por pérdida de contacto con sus células vecinas y

por desprendimiento del tejido.

e Se presenta una condensacion del nacleo y de la cromatina.

e Se produce una condensacion del citoplasma con marcada reduccion del

volumen celular.

e Se libera citocromo C desde las mitocondrias al citoplasma, perdiéndose

potencial de membrana.
e Se produce fragmentacion internucleosomal del ADN por parte de
endonucleasas dependiente de Mg?*.

e Se producen burbujas de la membrana celular y vesicularizacion del
contenido celular (cuerpos apoptéticos).

e Se lanza una sefial a células vecinas y se activa la atraccion de fagocitos.

Los procesos de apoptosis juegan un papel fundamental en el desarrollo normal
de los tejidos. Recientemente se ha relacionado la inhibicion de la apoptosis con
mecanismos que pueden dar lugar a procesos neoplasicos. Son muchos los elementos
a nivel molecular que pueden ser alterados para inducir a las células normales a anular
los procesos de apoptosis, perpetuandolas como tumores. Varios de los proto-
oncogenes y genes supresores de tumores también estan involucrados en el control de
los mecanismos que gobiernan la apoptosis celular. En tal sentido no es sorprendente
gue la pérdida en la funcién normal de los productos de estos genes determine la
progresion neoplasica por pérdida de los mecanismos normales de muerte celular.

En los parrafos anteriores se introduce el conocimiento de la regulacion
por homeostasis, ya que esta tesis tiene entre sus objetivos, conocer si la luz
induce muerte celular por apoptosis o si en la pérdida de numero de células

inducida por la luz intervienen otros mecanismos.
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1.2.3.- Principales factores y mecanismos implicados en el
metabolismo intracelular

1.2.3.1.- Principales factores implicados

Para esta tesis doctoral y con el fin de profundizar en el conocimiento de los
posibles efectos toxicos de la luz, se ha disefiado un estudio experimental de analisis a
nivel de expresion génica de algunos mecanismos implicados en la accion toxica de la
luz. En este epigrafe se describen, de manera sencilla, algunos aspectos que se han
estudiado en el analisis de la expresidn génica para que sirva de introduccion en este
sentido.

En primer lugar se propuso el estudio de:

e Genes pro-apoptoticos y anti-apoptéticos; es bien conocido que algunos de
estos genes sufren procesos de regulacion al alta (up-regulation) o a la baja
(down-regulation) en exposiciones agudas a la luz, pero se desconoce si sucede
lo mismo en exposiciones largas, en ciclo circadiano y de intensidad moderada.
Los fotones lesivos de la luz tras ser absorbidos por la rodopsina crean una
sefial de muerte por activacion de factor de transcripcion AP-1 (Wenzel et al.,
2000). Este es un complejo que consiste en heterodimeros de las familias Fos
(c-Fos, Fos-B, Fra-1, Fra-2) y Jun (c-Jun, Jun-B, Jun-D) y homodimeros de Jun
(Curran et al.,, 1988). Los complejos inducidos por la luz estdn compuestos
principalmente de proteinas c-Fos, c-Jun y Jun-D (Hafezi et al., 1999). Por otro
lado, la ejecucion de la apoptosis depende de diferentes miembros de la familia
Bcl-2 tanto antagonistas de la muerte (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Bfl-1, Bag-1, Mcl-1,
Al) como agonistas (Bax, Bak, Bcl-XS, Bad, Bid, Bik, Hrk). La sobre-expresién
de Bcl-2 retrasa la apoptosis inducida por iluminacién constante (Chen et al.,
1996) o exposiciones cortas a altas intensidades de luz (Joseph y Li, 1996). Otro
de los sistemas implicados en la apoptosis es el de las cistein-proteasas o

caspasas.
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Figura 37b. Cascada de apoptosis

Proteinas ligantes del calcio implicadas en la homeostasis intracelular del i6n
calcio y mediadoras de algunas otras funciones. Como es sabido, el calcio (Ca'™)
interviene en la mayoria de los procesos celulares, regulando diferentes canales
de membrana, proteinas acopladas a ella y vias de sefalizacion. Por ello el
mantenimiento de su homeostasis intracelular es clave para la normal fisiologia
celular. Entre los mecanismos responsables del mantenimiento de las
concentraciones intracelulares adecuadas de Ca*™" se encuentra un grupo muy
heterogéneo de proteinas denominadas colectivamente proteinas ligantes del
calcio (Haeseleer y Palczewski, 2002). Muchas de estas proteinas se encuentran
alteradas en las patologias neurodegenerativas y por ello se estudia si sufren
modificaciones en las patologias retinianas relacionadas con la exposicion a la
luz. Segun la bibliografia consultada no existe ninguna informacion respecto a
los posibles cambios de estas proteinas tras iluminaciéon a largo plazo en ciclo
circadiano. En este trabajo se han incluido tres proteinas ligantes del calcio: una
de fotorreceptores (S100a6) y dos de neuronas bipolares (calretinina y
calbindina D28Kk).

Receptor de las neurotrofinas Trk-B, que podria estar implicado en los
procesos de proteccion contra los efectos toxicos de la luz ya que su ligando
fisiologico, el BDNF, es un protector contra la degeneracion retiniana inducida
por la luz. Las neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que

ejercen sus acciones principalmente en el tejido nervioso (Farifias, 1999), pero
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también en diferentes tejidos no nerviosos, especialmente sobre los érganos y
células del sistema inmunitario (Vega y Cols., 2003, 2004). La familia de las
neurotrofinas esta formada por: el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la NT-4.
Estas moléculas actian sobre las células sensibles a ellas uniéndose a
receptores de la familia Trk: NGF se liga a Trk-A; BDNF y NT-4 a Trk-B; y NT-3 a
TRC (Huang y Reichardt, 2003; Reichardt, 2006). Ademas, todas las
neurotrofinas pueden ligarse a un pan-receptor de baja afinidad denominado
p75NTR que media tanto funciones de supervivencia como de apoptosis de
diferentes categorias celulares (Chao, 2003). De todas las neurotrofinas, el
BDNF es la que parece tener mas acciones sobre la retina. Asi, se ha visto que
actuando sobre Trk-B controla de manera célula-especifica y experiencia-
dependiente el remodelado de las estructuras neuronales del sistema visual (Liu
et al, 2007), e incrementa la actividad fagocitica de las células pigmentadas del
iris. Ademas, el BDNF parece estar mas implicado en los fendmenos de
proteccion de la retina ante diferentes tipos de lesion, desde los neurotéxicos
hasta los inducidos por la exposicion a la luz (Gauthier y Cols., 2005; Sailer y
Cols., 2007). Sin embargo, la accion del BDNF sobre los fotorreceptores debe de
realizarse de manera indirecta ya que estas células carecen del receptor Trk-B.
Recientemente se ha propuesto que la accion del BDNF en la prevencion de la
degeneracion de los fotorreceptores tras por accion de la luz se ejerce
indirectamente a través de las células de Miiller que liberarian CTNF y bFGF
activos sobre los fotorreceptores. Pero Wilson y Cols. (2007) han observado que
niveles bajos de BDNF producen proteccion de los fotorreceptores debido a una

disminucioén del estrés oxidativo.

Metaloproteasas (MMPs) MMP-2, MMP-3 y MMP-9; estas enzimas estan
implicadas en los procesos de renovacion de la matriz extracelular y las
membranas basales. Es conveniente conocer experimentalmente la implicacion
de algunas de estas enzimas ya que, esta sobradamente referenciado que, en
algunas enfermedades asociadas a la exposicion a la luz se producen depdésitos
an6malos de sustancias que pueden relacionadas con la fisiopatologia de las
lesiones retinianas mediadas por la luz. Las metaloproteasas (MMPs) son una

familia de proteinas que degradan de forma bastante selectiva los componentes



de la membrana basal y de la matriz extracelular. Entre sus funciones se
encuentran las de participar en los procesos de neoformacion vascular y la
eliminacion de tales restos celulares; igualmente, tienen un papel muy destacado
en los procesos degenerativos y en los tumores (Lopez-Otin y Overall, 2002).
Las MMPs estan implicadas en todos los procesos que requieren remodelacion
de la matriz extracelular y actian en equilibrio con sus inhibidores endégenos los
TIMPs (tissue inhibitor of MMPs). Actualmente se conocen unas 20 MMPs
agrupadas en 4 familias: 1) colagenasas (MMP-1, 8 y 13) que hidrolizan el
colageno intersticial; 2) gelatinasas (MMP-2 y 9) que hidrolizan el colageno
desnaturalizado y algunas proteinas no fibrilares; 3) la familia de la estromelisina
(MMP-3, 7, 10, 11y 12); y 4) las MMPs unidas a membranas (MMP-14, 15, 16 y
17). La participacién de estas proteasas en los procesos fototdéxicos mediados
por la luz se apoyan en datos tanto experimentales como clinicos. El grupo de
Plantner (Plantner, 1991a; 1992; Plantner and Drew, 1994) fue el primero en
describir la presencia de MMPs, concretamente MMP-1, MMP-3 y MMP-9, en la
matriz situada entre los fotorreceptores; posteriormente se confirmé que la
presencia de la MMP-2 aumenta tras la exposicion a la luz (Plantner et al.,
1998). La sobrestimulacion de la retina por la luz lleva igualmente a un
incremento en la expresion de la MMP-9 o gelatinasa B independientemente de
gue se produzca o no pérdida de fotorreceptores (Papp et al., 2007). Por otro
lado se ha observado que la fotocoagulacién con laser induce al epitelio
pigmentario a producir MMP-2, MMP-3 y MMP-9 (Flaxel et al., 2007).

Inhibidores tisulares de las metaloproteasas. Desde el punto de vista
histopatoldgico, ciertas retinopatias se caracterizan por el cimulo de depdsitos
de material rico en lipidos especificos por debajo del epitelio pigmentario, y por
alteraciones en el “turn-over” de algunos componentes de la matriz extracelular
(ME) de la membrana de Bruch, aunque se desconoce si son causa O
consecuencia de la degeneracion retiniana (Kliffen et al., 1997; Spraul et al.,
1997, 1998, 1999). El mantenimiento de la estructura vy fisiologia de la ME, en
condiciones de normalidad, requiere un “turn-over’ permanente del colageno y
otros componentes de la misma y en este sistema desempeian un papel clave

las metaloproteasas (MMPSs) y sus inhibidores tisulares especificos (TIMPS)
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(Corcoran et al., 1996; Nagase y Woessner, 1999). Alteraciones minimas en la
proporcién de estos factores producen cambios profundos en la ME, entre los
que se incluyen engrosamientos o depdsitos. La expresion de la mayoria de
estas moléculas es regulada transcripcionalmente por factores de crecimiento,
hormonas, citoquinas, interacciones célula-célula y célula-matriz y Ia
transformacion celular (Jones et al.,, 2003). La actividad de las MMPs es
controlada por diferentes moléculas entre las que se encuentran los TIMPs,
tissue inhibitor matrix metalloproteinases (Williamson et al., 1999). Aunque estas
moléculas tienen sustratos mas o menos especificos de actuacion, la mayoria de
ellos pueden unirse a casi todas las MMPs. Los TIMPs estan implicados en la
invasion celular, tumorogénesis, metastasis y angiogénesis (Gomez et al., 1997)
funciones que son atribuibles a la inhibicion de las MMPs o a su propia actividad
biolégica. Se conocen cuatro TIMPs (TIMP-1 a TIMP-4) que también son
regulados durante la remodelacion tisular y en condiciones fisiol6gicas para
mantener el balance de la ME (Gomez et al., 1997). Las MMPs y los TIMPs
parecen estar implicadas en los procesos fototoxicos mediados por la luz
(Plantner et al., 1998a, b; Elliot et al., 2006; Flaxel et al., 2007). El epitelio
pigmentario posee altos niveles de expresion de MMP-2 (interviene en la
degradacion del colageno IV, fibronectina y otros componentes de la ME) el cual
es importante en la formacion de los depdsitos antes comentados (Ahir et al.,
2002; Eichler et al., 2002) ya que se ha encontrado disminuida en ratones
expuestos a luz azul en consonancia con la presencia de depdsitos (Cousins et
al., 2002). Por su lado el TIMP-2, también esta presente en el epitelio
pigmentario y es capaz tanto de favorecer como de inhibir a la MMP-2 (Leu et
al., 2002). Los TIMPs 2 y 3 son los inhibidores especificos de las MMPs de
membrana, y TIMP-3 es capaz de bloquear al TNF, pero todos ellos TIMPs
pueden bloquear la accion de casi todas las MMPs. De cualquier forma, TIMP-3
se encuentra aumentado en el envejecimiento y Degeneracién Macular Asociada
a la Edad (Kamei y Hollyfield, 1999). La produccién de algunas MMPs y
agrecanasas ADAMITSs esta regulada por citoquinas inflamatorias factores de
crecimiento, interacciones célula-célula y célula-matriz. La mayoria de las MMPs
se producen y liberan como formas inactivas mientras que otras sufren
activacion intracelular y liberadas como enzimas activas. Las vias para

bloquear las metaloproteasas son: 1) inactivacion de las citoquinas y factores de



crecimiento; 2) inhibicion de las vias de sefalizacion; 3) inhibicion de la
transcripcion; 4) inhibicion de la activacion intracelular; 5) inhibicion de la
actividad metaloproteasas; 6) aumento de la produccion de TIMPs.
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Figura 37c. Regulacion de la actividad de las MMPs.

1.2.3.2.- Principales mecanismos implicados

Con relacién a los genes pro- apoptéticos y anti-apoptoticos y como introduccion
a las caspasas es conveniente conocer que son una subfamilia de 13 cistein-proteasas
gue son sintetizadas de manera inactiva y son activadas en respuesta a estimulos tanto
extracelulares como intracelulares por corte proteolitico. Es de interés para este estudio
conocer que las caspasas en la apoptosis se pueden clasificar en dos grupos: las
iniciadoras (de sefializacién o que activan a otras caspasa) como las 2, 8, 9y 10; y las
efectoras o0 ejecutoras como las 3, 6 y 7 que hidrolizan sustratos selectivos. La
consecuencia final es la fragmentacion de la célula, formando pequefias vesiculas
llamadas cuerpos apoptéticos aun rodeados de membrana; la cual cambia de
composicién dandose una translocacion de la fosfatidilserina a su superficie la cual
sirve de sefal de reconocimiento para macréfagos y asi los cuerpos son rapidamente

fagocitados. La fosfatidilserina es un componente de los fosfolipidos que usualmente se
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mantiene en la monocapa lipidica interior, en el lado citosélico, de las membranas

celulares gracias a una enzima llamada flipasa.

R Cuando una célula  sufre
H‘a __/ KR“‘C
|| = apoptosis, la fosfatidilserina ya no
RO O——-E:—--H 0 se limita a la parte citosdlica de la
C H i H H, membrana, sino también queda
H- C -
” ,/\K““ - H“ e expuesta a la superficie de la
[:l s

Yoo célula.

Figura 38. Estructura de la fosfatidilserina.

Hasta ahora, se han evidenciado, en mamiferos quince miembros de la familia y
para su mejor comprension los expertos los han dividido tres subfamilias:
1. Subfamilia Bcl-2 (a): Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 y Al.
2. Subfamilia Bax (pro-apoptética): Bax, Bak y Bok.
3. Subfamilia BH3 (pro-apoptotica): Bad, Bid, Bik, Blk, Hrk, BNIP3 y BimL.

Las proteinas Bcl-2 son una familia de proteinas relacionadas en la respuesta a
la apoptosis. Algunas de ellas (Bcl-2 y Bcl-XL) son anti-apoptéticas mientras que otras
(Bad y Bax) son pro-apoptoticas. La sensibilidad de las células a la apoptosis depende
del balance entre estas proteinas. Las proteinas pro-apoptoticas se encuentran en el
citosol, donde actuan como sensores del dafio celular o del estrés.

Si hay estrés celular se trasladan a la membrana de la mitocondria. Estas proteinas
antagonistas forman dimeros, siendo su abundancia relativa la que determina el umbral
de desencadenamiento de la muerte celular

En este momento de la introducciéon es conveniente considerar el papel de la
mitocondria en la regulacion de la muerte celular. La mitocondria juega un importante
rol en la regulacion de la muerte celular. Algunas proteinas anti-apoptéticos estan
localizadas en la parte exterior de la membrana de la mitocondria y también miembros
pro-apoptéticos como Bad y Bax también realizan sus efectos a través de la
mitocondria, sea interactuando de forma indirecta o por accién directa sobre la
membrana de la mitocondria. Las mitocondrias tienen la habilidad de promover la
apoptosis, dejando salir el citocromo-C que junto con Apf-1 (apoptotic Alproteases
activating factor-1) y el ATP forman un complejo (apoptosoma que lleva a la activacion
de la caspasa 9 y de la cascada de las caspasas). La sobreexpresion de Bcl-2 y de Bcl-

XL confiere a las células proteccién frente a agentes téxicos.

48


http://es.wikipedia.org/wiki/Flipasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/91/Phosphatidyl-Serine.png

Para introducir el concepto de protooncogen se acude a la definicion de
oncogeén que es un gen anormal o activado que procede de la mutacion o activacion de
un gen normal llamado protooncogen. Los oncogenes son los responsables de la
transformacion de una célula normal en una maligna que desarrollara un determinado
tipo de cancer. En el hombre se han identificado y secuenciado mas de 60 oncogenes
en los diferentes cromosomas del genoma, formando un conjunto muy heterogéneo de
genes. Los protooncogenes son genes cuyos productos promueven el crecimiento y la
division de la célula. Codifican factores de transcripcidn que estimulan la expresion de
otros genes, moléculas de traduccién de sefiales que estimulan la division celular y
reguladores del ciclo celular que hacen que la célula progrese a través de este ciclo.
Los productos de los protooncogenes pueden localizarse en la membrana plasmatica,
en el citoplasma y en el ndcleo, y sus actividades se controlan de diversas maneras,
incluyendo la regulacién a nivel transcripcional, traduccional y de modificaciéon de la
proteina. En definitiva la division celular, y por lo tanto, la proliferacion, es finamente
regulada por una compleja maquinaria en la que participan entre otros elementos los
denominados factores de trascripcion que viajan al nucleo de la célula después de ser
fosforilados. En el nucleo, estas proteinas se unen al ADN en secuencias reguladoras
especificas que controlan la expresion de los genes. La superfamilia de los factores de
trascripcion AP-1 (activator protein 1) esta formada por dos familias de proteinas: Fos y
Jun, ambas relacionadas porque tienen una estructura muy similar. Estas proteinas se
asocian entre si para formar homodimeros o heterodimeros que se unen al ADN
especificamente a la secuencia AP-1. Las proteinas Fos y Jun son los productos de los
protooncogenes correspondientes Fos y Jun, a los cuales se les relaciona con el
control de la proliferacion, con la diferenciacion o con la apoptosis de muchos tipos de

células.
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En la expresion de los genes los
elementos que funcionan como
mensajeros nucleares de la sefial
extracelular son los llamados
factores de transcripcion. Estas

proteinas citoplasmaticas pasan de

un estado inactivo o de reposo a

' TGACTCA
un estado activo, cuando son sitio de unién

AP-1 0 TRE

fosforiladas por las proteinas
) . Figura 39. Esquema representativo de la secuencia
quinasas que les transfieren ¢onsenso TGACTCA llamada AP-1 o TRE para el factor

. . de transcripcidon AP-1. La secuencia AP-1 esta presente
grupos fosfato a residuos de serina en el promotor de una gran diversidad de genes

o de treonina.

AP-1 es un factor de transcripcibn que resulta de la expresion de los
protooncogenes Fos y Jun y de sus productos correspondientes. Este factor controla la
expresion de muchos genes, pero ademas, contribuye a la actividad de otros factores.
Fos y Jun, de manera independiente cada uno, forman dimeros con el factor ATF4, y
Jun también con los factores ATF2 y ATF3.

De gran interés también en este estudio ha sido conocer las modificaciones de
algunas proteinas ligantes de calcio presentes en las células de la retina. En este
sentido y muy relacionado con los parrafos precedentes es sabido que entre los iones
mas distorsionadores de la configuracion de las proteinas figuran el Ca®* y el H". Una
de las reacciones que ocurren cuando se activan los genes de muerte es que aumenta
la concentracién de Ca?*, que entra en una cantidad inusitada y activa enzimas
(endonucleasas) que cortan las moléculas de ADN. El calcio es uno de los mensajeros
mas importantes dentro del microambiente celular. Alteraciones en la concentracién de
este ion puede influenciar diversos procesos celulares. Sin embargo, el calcio no actda
solo, sino unido a proteinas citoplasmaticas entre las que destacan la calbindina (CB) y
calretinina (CR). Durante el desarrollo se ha relacionado a la calretinina con procesos
de crecimiento dendritico, remodelacién, elongacion axonal y sinaptogénesis, mientras
gue la calbindina esta involucrada en migracién neuronal, procesos de extension y
supervivencia celular. Dada la gran importancia de estas proteinas en el
funcionamiento celular, y que su deteccion inmunohistoquimica permite identificar las

células gque las expresan se ha considerado su analisis en esta tesis.
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En esta introduccidon no pueden faltar algunos conceptos elementales de
proteinas implicadas en el metabolismo de la retina. No se va a realizar una exhaustiva
explicacion pues no es este el objeto de este epigrafe pero si se van a utilizar algunos
parrafos para que con esquemas y conceptos elementales sea mas productiva la
aportacion de este documento en su conjunto.

El receptor Trk-B es parte de la larga familia de receptores tirosinas quinasas.
Una tirosina quinasa es una enzima que es capaz de afiadir un grupo fosfato a ciertas
tirosinas sobre proteinas diana, o substratos. Un receptor de la tirosina quinasa esta
localizada en la membrana celular, y es activado mediante un ligando al dominio del
receptor extracelular. Otros ejemplos de receptores tirosina quinasa incluyen el
receptor del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial.

La funcién primordial de la Tirosina Kinasa B es actuar como receptor catalitico
de alta afinidad para varias proteinas de Factor de Crecimiento, que inducen la
supervivencia y la diferenciacion de distintas poblaciones de células.

Las neurotrofinas, también Illamadas
factores neurotroficos, son una familia de
proteinas que favorecen la supervivencia
de las neuronas. En este documento y

para el objeto que se persigue es de

especial interés la Tirosina Kinasa B
(Trk-B).

Las neurotrofinas que activan Trk-B son: Factor Neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), NT-4 (neurotrofina-4) y NT-3 (neurotrofina-3). Como tal, la Trk-B

media los multiples efectos de estos factores neurotroficos, que incluyen diferenciacion

Figura 40. Esquema de la estructura del Trk-B

neuronal y supervivencia.
Con relacién al factor de crecimiento derivado del cerebro en el esquema

siguiente se aprecia el ensamblaje de diferentes moléculas.
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Figura 41. Esquema de receptores del BDNF.

Por otro lado y para comentar algunos aspectos de interés de las enzimas
metaloproteasas 0 metaloproteinas conviene recordar el concepto de matriz
extracelular que es una entidad estructuralmente compleja que rodea y soporta las
células de los tejidos en mamiferos. La matriz extracelular estd compuesta
principalmente de tres clases de moléculas: proteinas estructurales como colageno y
elastina; proteinas especializadas como la fibrilina, la fibronectina y la laminina y
proteoglicanos compuestos por una proteina central a la cual se unen cadenas largas
de unidades de disacaridos repetitivos llamados glicosaminoglicanos (GAGs) formando
asi compuestos complejos de alto peso molecular que conforman la matriz extracelular.
Por tanto las Metaloproteasas de matriz (MMPSs) son enzimas codificadas por genes
nucleares que pueden descomponer las proteinas, como el colageno. Y dado que estas
enzimas necesitan zinc o atomos de calcio para activarse adecuadamente, se las
denomina metaloproteasas.

Las metaloproteasas participan en la angiogénesis y la metastasis de las células
tumorales. Existen 24 tipos distintos que participan en la remodelacién del tejido
conectivo, tanto en condiciones normales como en condiciones patolégicas, jugando un
papel importante dentro de la respuesta inflamatoria y actuando como efectores de las

interacciones en la modulacién célula-célula.
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Figura 42. Esquema estructural de las metaloproteasas

La estructura basica de las metaloproteasas presenta una serie de dominios
caracteristicos: un péptido-sefial que dirige la secrecion al exterior de la célula, un
propéptido que mantiene a la enzima inactiva hasta que sufre un corte proteolitico y un
dominio catalitico carboxiterminal que une zinc. Sobre esta estructura basica aparecen
diversas variantes que median en la especificidad del sustrato y las interacciones con
inhibidores enddgenos, o un dominio transmembrana en el caso de las asociadas a la
membrana plasméatica. En la clasificacion estructural de las metaloproteasas se
distinguen ocho grupos: cinco grupos de metaloproteasas secretadas y tres de
metaloproteasas asociadas a la membrana. Se dan muchos casos en los que las
metaloproteasas liberan factores antiangidgenos por degradacion de los componentes
de la membrana extracelular, como es el caso de las MMP2 y MMP9, que estan muy
implicadas en la progresion tumoral pero que, ademas, intervienen en la hidrolisis de
plasminégeno para liberar angiostatina, un potente antiangiégeno; otras, como la
MMP8, estan muy implicadas en procesos inflamatorios. En la figura se muestran las

distintas estructuras de tres de las metaloproteasas implicadas.

MMP-2 MMP-3 MMP-9

Figura 43. Estructura de las metaloproteasas analizadas en este estudio.
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Como se ha referido en parrafos anteriores las metaloproteasas son proteasas
que degradan practicamente todos los componentes proteicos de la membrana
extracelular. La actividad de estas enzimas estd controlada por otras proteinas
denominadas Inhibidores Tisulares de las Metaloproteasas (TIMPs). Los TIMPs se
unen a las metaloproteasas y forman complejos que impiden a éstas degradar las
fibras de la matriz. El balance del metabolismo del colageno reflejara el equilibrio entre
la intensidad de sintesis por expresion de los genes correspondientes y la accion
catabdlica de las metaloproteasas moduladas por sus inhibidores tisulares (TIMPS).

Los TIMPs inhiben las MMPs con gran afinidad mediante la formacién de
complejos de estequiometria 1:1.De forma genérica se diferencian tres tipos de
Inhibidores de las metaloproteasas: TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 pero solo el TIMP-1 vy el
TIMP-2 parecen tener estructuras primarias y propiedades inhibidoras relacionadas.
Influyen sobre la activacion de la pro-metaloproteinasa y modulan la protedlisis de la
matriz extracelular, especialmente durante la remodelacion tisular y los procesos
inflamatorios. En ciertos tipos de células, pueden presentar una actividad similar a la
del factor de crecimiento y pueden inhibir el fenotipo tumorogénico y metastasico en
células cancerosas.

El Inhibidor de la metaloproteasa 1, también conocido como TIMP1, es una
glicoproteina que es expresada en muchos de los tejidos del organismo. El TIMP 2 es
el inhibidor de la metaloproteasa 2 se trata de un gen que actlia como un supresor del
grupo de péptidas envueltas en la degradacion de la matriz extracelular. Ademas del rol
inhibitorio hacia las metaloproteasas, las proteinas codificadas tienen un Gnico rol entre
la familia de los TIMP en su habilidad para suprimir de forma directa la proliferacion de
células endoteliales. Como resultado de este hecho, la proteina codificada puede ser
critica para el mantenimiento de la homeostasis tisular suprimiendo la proliferacion de
tejido quiescente o estable, en respuesta a factores antigénicos, e inhibiendo la
actividad de la proteasa en tejidos que sufren una remodelacién de la matriz

extracelular.

TIMP 1 TIMP 2

Figura 44. Estructura de los Inhibidores de las metaloproteasas analizados en este estudio
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Segun los estudios de Castelld6 Cros en 2004 los TIMPs son inhibidores
especificos, asi por ejemplo, el TIMP-1 se fija preferentemente a las colagenasas y las
metaloproteasas 3 y 9 mientras que el TIMP-2 tiene una alta afinidad por
metaloproteasa 2. Es sabidos que los TIMPs 1 y 2 son secretados en forma soluble y
difunden en el medio extracelular, mientras que el TIMP-3 esta ligado a los
constituyentes de la membrana extracelular por lo que su mecanismo de accion es
distinto; segun estudios clasicos de Leco en 1997 y anteriores de Pavloff en 1992 actua
impidiendo la fijacion de las metaloproteasas a su sustrato.

Los ultimos estudios indican que en el envejecimiento cronoldgico, los
principales hallazgos indican un aumento de los niveles de metaloproteasas (MMPSs)
con la edad, derivados de una mayor expresion de los genes correspondientes una

disminucién de los Inhibidores de las metaloproteasas (TIMPS).

1.3.- Interaccién de la radiacion electromagnética con el sistema

visual

Una vez analizados en los epigrafes anteriores el emisor y el receptor de la luz,
con sus elementos mas interesantes para este trabajo, se procede a la introduccion de
la relacién entre la radiacion electromagnética y el sistema visual. En concreto estos
apartados se van a referir al analisis elemental de la visién que puede subdividirse en
tres etapas: la 6ptica, que permite la formacién de una imagen; la foto recepcion, que

hace posible el registro de imagen; y el proceso neural la percepcién visual.

1.3.1.- El ojo como instrumento 6ptico y receptor de energia radiante

Como es sabido, el sistema 6ptico del ojo esta formado por cuatro superficies:
dos dioptrios corresponden a la cornea y dos al cristalino. Para el mejor estudio de su
comportamiento se ha intentado hacer modelos Opticos, pero esto no es sencillo debido
a la asfericidad de la cérnea, a la variacion del indice de refraccion del cristalino, a los
cambios en las dimensiones oculares a lo largo de la vida o a la falta de simetria a lo
largo del eje antero posterior.

Por otro lado se debe considerar que la pupila actia como un diafragma de
abertura del sistema 6ptico del ojo. La pupila de entrada del sistema 6ptico del ojo es
aproximadamente un 13 por 100 mayor que la pupila del iris. El didmetro de la pupila

puede variar entre 2 mm y 8 mm en funcion del nivel de iluminacion. En la zona interior
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del ojo hay dos zonas de especial interés que corresponden a las regiones retinianas
de la fovea y de la papila o disco Optico. En la porcion central de la fovea (foveola) se
forma la imagen del punto de fijacion. Sus dimensiones son 0,3 mm en el meridiano
horizontal 0,2 mm en el vertical. EI angulo que subtiende respecto al punto nodal
imagen es de 1 grado por 0,7 grados que corresponde a un area de 6,03 mm por 4,2
mm a una distancia de lectura de 35 cm.

La retina humana es una retina invertida en la que los fotorreceptores se encuentran
en la capa mas externa y las neuronas que intervienen en el procesamiento y la
transmision de la informacion al cerebro en las capas internas.

La papila mide unos 2 mm en el meridiano vertical y 1,5 mm en el horizontal. El
angulo que subtiende es de 7 grados por 5 grados respecto al punto nodal. La retina
puede ser considerada como una porcion movil del cerebro, ya que es una estructura
del sistema nervioso central que se mueve junto con el ojo. Ontogenéticamente
constituye una extension del cerebro anterior que avanza junto con el nervio 6ptico y
formar las partes siguientes:

a) La neurorretina (capa fotorreceptora) y el epitelio pigmentario hasta la ora
serrata, limite de la retina funcional. Tiene una superficie aproximada de 5 cm?y
unos 0,56 mm de grosor en la zona mas espesa. En el ecuador es muy fina
(0,18 mm) y en la ora serrata alcanza 0,88 mm.

b) La retina ciliar, que cubre externamente el cuerpo ciliar.

c) Laretina iridiana, sobre la capa posterior del iris.

1.3.2. Mecanismos implicados en la funcion visual en la retina.

Para un mejor entendimiento de los apartados posteriores se exponen
brevemente algunos aspectos de interés de los mecanismos implicados en la
fotoquimica de la funcién visual de la retina. En el capitulo anterior se comenté la
estructura de la retina y sus receptores. Como ya se ha dicho los fotorreceptores de la
retina en los primates son de dos tipos: conos, que responden a niveles elevados de
luminosidad y que son responsables de la vision diurna y en color (vision fotépica), y
bastones, con respuestas a muy baja intensidad luminosa y que permiten la visién
nocturna (vision escotdpica), sin detalles ni color. En ellos tiene lugar la
fototransduccion, es decir, la transformacion del estimulo luminoso en un impulso

nervioso que sera percibido en ultima instancia en las zonas especificas de la corteza
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cerebral. Supone como primer evento la captacion del foton por la molécula de
cromoforo (retinal) que se localiza en el interior del fotopigmento.

Los péarrafos anteriores sirven para introducir el mecanismo de la fotoquimica de
la visibn: Cuando un fotdon es absorbido por la rodopsina, ésta comienza a
descomponerse en picosegundos y su conformacion tridimensional cambia en
sucesivas etapas que, concluye una separacion del retinal y la opsina. La causa es la
fotoactivacion de los electrones en los enlaces insaturados del retinal, que produce un

cambio casi instantaneo de la forma cis del retinal a la forma trans.

CH,0H L
Vitamina A,

CH,OH )
Vitamina A;

Retinal 1.-todo tran.

@\/W It Figura 46. Formulas quimicas de la
CHs Vitamina A y de los retinales.

Extraido de Optica fisioldgica.

CH; . .- . s .
ot Hy G Retinal 111 cis. Psicofisica de la Vision, de Artigas,

Capilla, Felipe y Pujol. Ed.

cH, ~ Interamericana McGraw Hill. (1995)

A continuacion se expone el conocido mecanismo de la cascada de activacion
por la luz de la rodopsina; cuando incide la luz, la rodopsina oscila en la membrana del
disco y se pone en contacto con una proteina G llamada transducina, la cual es
activada a su vez. La molécula transducina fija el guanosin-trifosfato (GTP) o trifosfato
de guanosina, el cual activa a su vez una fosfodiesterasa que cataliza la conversién de
una molécula cerrada, el GMPc (guanosin monofosfato en formato ciclico), en 5’GMP.
El GMPc se halla en la oscuridad en una concentracion elevada en el citoplasma de los

fotorreceptores y mantienen abiertos los canales de sodio.
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Rodopsina

Energia
luminica

S

(minutos)

\-‘—‘—-_________——_

11-cis-Retinal

»  Prelumirrodopsina

[p seg] (nseg)

v

Lumirrodopsina
[k seg]
v
Metarrodopsina |

[mseg]

Metarrodopsina |l

[seg]

Opsina
Isomerasa

Todo-trans-Retinal

vt

v !

Isomerasa

11-cis-Retinal

Todo-trans-Retinal

La disminucion de la concentracion
de GMPc cierra

sodio y como resultado se produce

los canales de

la hiperpolarizacién. Esta cascada
de reacciones amplifica la sefal
luminosa y ayuda a explicar la gran
sensibilidad de los bastones, que
son capaces de dar una minima
respuesta cuando una molécula de

rodopsina capta un Unico foton

luminoso (Hecht, 1938).

[Vitamina A]

Figura 47. El ciclo visual o bloqueo de la Rodopsina

en los bastones.

Es de suma importancia el ciclo visual rodopsina-retina y excitacion de los
bastones, por este motivo se incide en estos parrafos.

El segmento externo del baston que se extiende hasta la capa pigmentaria de la
retina, tiene 40% de concentracion de la rodopsina. Esta sustancia se compone de una
combinacion de la proteina escotopsina y del pigmento carotenoide retinal.

Ademas, esta forma de retinal es de un tipo
determinado, denominado 11-cis retinal. Esta forma cis
del retinal es importante porque se trata de la Unica que
puede unirse a la escotopsina para sintetizar la
rodopsina. Cuando la rodopsina absorbe la energia
luminica, este pigmento se descompone en billonésimas

de segundo. La causa reside en la fotoactivacion de los

electrones de la fraccion retinal de la rodopsina, que

Figura 48. Estructura de la determina un cambio instantaneo de la forma cis a la

Rodopsina forma todo-trans que conserva la misma estructura

guimica que la forma cis, pero con una estructura fisica distinta: se trata de una
molécula recta en lugar de una molécula doblada, a la altura del carbono 11. Como la
orientacion tridimensional de los sitios de reaccién de todo-trans retinal ya no se ajusta
a los sitios de reaccion de la proteina escotopsina, aquél comienza a separarse de la
una combinacion

escotopsina. El inmediato es
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producto la batorrodopsina,


http://lt.wikipedia.org/wiki/Vaizdas:Rhodopsin.jpg

parcialmente disociada del todo-trans retinal y la escotopsina. La batorrodopsina es
sumamente inestable y se descompone en nanosegundos en lumirrodopsina. Esta, a
su vez, se descompone en microsegundos en metarrodopsina |; a continuacién, en un
milisegundo aproximadamente forma metarrodopsina Il y, por ultimo, mucho mas
lentamente (en segundos), se descomponen los productos completamente disociados.
Es de interés resefiar que la regeneracién de la rodopsina consiste en la reconversion
del todo-trans retinal en 11-cis retinal. Este proceso requiere energia metabdlica y esta
catalizada por la enzima retinal isomerasa. Una vez formado el 11-cis retinal, se
recombina automaticamente con la escotopsina para volver a formar rodopsina, la cual
permanece estable hasta que la absorcion de energia luminica vuelve a desencadenar
su descomposicion. La regeneracion total de la rodopsina dura 35 minutos.

Como es sabido, el mecanismo de la fototransduccion consiste en una serie de
procesos que se inician cuando la retina esta en condiciones de oscuridad. En este
momento se encuentran abiertos una serie de canales idnicos a nivel de los segmentos
externos de los fotorreceptores que permiten la entrada fundamentalmente de iones
sodio. Esta entrada de sodio, despolariza parcialmente a los fotorreceptores,
permitiendo la liberacién de neurotransmisor a nivel de sus terminales sinapticos. El
transmisor liberado es Glutamato. Cuando la luz estimula a la molécula de rodopsina,
se producen una serie de cambios que se presentan esquematicamente en la imagen
siguiente, que van a producir el cierre de los canales i6nicos permeables al sodio.

Con relacién a la fotoquimica de la vision por los conos, la composicidon quimica
de los fotopigmentos de los conos coincide casi por completo con la de la rodopsina de
los bastones. La Unica diferencia reside en que las porciones proteicas, las opsinas,
llamadas fotopsinas en los conos, son ligeramente distintas de la escotopsina de los
bastones. La porcion retinal de todos los pigmentos visuales es exactamente la misma
en los conos que en los bastones. Los pigmentos sensibles al color de los conos son,
por tanto, combinaciones de retinal y fotopsinas. Cada uno de los diferentes conos sélo
posee uno de los tres tipos de pigmentos de color lo que determina la sensibilidad
selectiva de los conos a colores distintos: azul, verde y rojo.

Después de comentar el inicio del proceso visual mediante la fotoquimica
retiniana y de repasar de forma elemental la bioquimica de la vision, se comenta en
esta tesis doctoral la funcion nerviosa de la retina.

Para explicar el procesamiento neuronal de la visién, es necesario introducir el

concepto de campo receptor de célula bipolar y célula ganglionar. Los estudios de
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Kuffler, Barlow, Hubel y Wiesel en el decenio de los afios sesenta pusieron de
manifiesto una caracteristica comun de las células bipolares y ganglionares en la retina,
las células del cuerpo geniculado lateral y las células de la capa IV del area 17 de la
corteza visual. Todas estas células responden de una forma casi 6ptima a un estimulo
circular, pequefio y que incida dentro de su campo sensorial receptor. Campo receptor
de una célula ganglionar de la retina es la zona del entono que al proyectarse sobre
una zona concreta de la retina y estimularla influye sobre la frecuencia de descargas de
dicha célula, aumentandola (ON) o disminuyéndola (OFF). Ademas, dentro de su
campo sensorial receptor, a un anillo de luz situado alrededor del centro (iluminacion
del borde o periferia) inhibe la respuesta al punto central. El centro puede ser excitador
y la periferia inhibidora (célula de centro ON o célula de encendido en el centro) o bien
el centro puede ser inhibidor y la periferia excitadora (célula de centro OFF o célula de
apagado en el centro).

En los propios fotorreceptores, la conduccion desde sus segmentos externos,
donde se generan las sefales visuales, hasta los cuerpos sinpticos se lleva a cabo
mediante conduccion electroténica. Asi, cuando se hiperpolariza el segmento externo
por accién de la luz, se conduce un grado aproximadamente igual de hiperpolarizacion
por flujo directo de corriente eléctrica hasta el cuerpo sinaptico, sin que tenga lugar la
produccién de un potencial de accién. Cuando posteriormente el neurotransmisor de un
fotorreceptor excita a una célula horizontal o a una bipolar, de la misma manera la
sefial se transmite desde la entrada hasta la salida mediante electrotono. El electrotono
es, asimismo, la forma en que se transmiten las sefiales visuales en la mayoria de los
tipos de células amacrinas. El significado fisiolégico de la conducciéon electroténica es
gue esta modalidad de conduccion permite la conduccion gradual de la fuerza de la
sefial. De este modo, en el caso de los fotorreceptores, la sefial hiperpolarizante de
salida esté directamente relacionada con la intensidad de la iluminacion. La sefial no es
de “todo o nada” como ocurria en el caso de que la conduccién se hiciera a través de
potenciales de accién, con lo que no se percibiran intensidades graduales de
iluminacion.

Para entender debidamente las conexiones neuronales y la interaccion funcional
de ellas se explica el concepto de Campo Receptor de una neurona de la via visual
como la zona de la retina sobre la cual tiene que incidir la luz para que esa neurona sea
estimulada y dé una respuesta. Si una neurona recibe informacion de fotorreceptores

localizados en la fovea, su campo receptor se localiza en el punto de fijacion ocular. Si
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la recibe de la periferia retina, su campo receptor se localizara fuera y a un lado de

dicho punto.

En |a perlferla de |a retina mUChOS Centro del campo Marco del campo

recepter recepler

fotorreceptores individuales convergen en TN
una anica célula ganglionar,
suministrando informacion de una zona
relativamente amplia del campo visual. La

vision foveal, en cambio, es mas directa,

ya que existen alli casi el mismo numero
de ganglionares y de conos, lo que explica

Célula horizental

porqué la vision foveal es mas aguda que
Célula bipolar

la periférica. Como campo receptor puede

definirse por lo tanto, en sentido amplio,
como la zona de influencia de una Figura 49 : Estructura del Campo Receptor de
neurona. una Célula Bipolar (Bear, 1998)

La base anatdbmica de estos campos receptores fue propuesta por Dowling y
Boycott en 1966 segun: la secuencia directa de fotorreceptores a células bipolares y a
una célula ganglionar, se traduce en el sustrato anatémico del centro de un campo
receptor, y la secuencia indirecta de fotorreceptores a bipolares a través de las
horizontales y de las bipolares a la misma ganglionar a través de las amacrinas, es el
encadenamiento basico de la zona periférica.

Por otro lado, en el siguiente nivel, se estudia el Campo Receptor en células
bipolares. EI Campo Receptor de una célula bipolar, es la zona de la retina cuya
estimulacién provoca respuesta en esta célula. ElI tamafio del Campo Receptor de
centro-ON o de centro-OFF, se corresponden muy exactamente con la dispersién de
las ramificaciones dendriticas de la bipolar, por lo que la respuesta central debe estar
producida por los fotorreceptores en contacto sinaptico directo. Dado que la periferia
del campo receptor es mucho mas extensa que las ramificaciones dendriticas de la
bipolar, la respuesta debe originarse a partir de la contribucion de fotorreceptores que
influyan en la bipolar de manera indirecta, mediante la interaccién lateral de células

horizontales.
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Existen dos tipos funcionales de
ILUMINACION DEL CENTRO

células bipolares: bipolar de centro-ON: my

Se despolariza con estimulos luminosos

puntuales que incidan en el centro del

campo receptor, hiperpolarizandose con

Tmm > . el £
estimulos luminosos anulares en su b ' 0.8 SEG

periferia; bipolar de centro-OFF. Se ILUMINACION ANULAR
i m my LUz

hiperpolariza con estimulos luminosos
puntuales que incidan en el centro del
campo receptor, despolarizandose con

estimulos anulares en su periferia.

Figura 50. Respuestas al iluminar el centro
(arriba) y la periferia (abajo) en una célula
bipolar de centro Off. Tomado de Kuffler, 1982.

Las células bipolares emiten las sefiales verticalmente desde los bastones,
conos y células horizontales hasta la capa plexiforme interna, es decir, transmiten las
sefiales desde los conos a las células ganglionares a través de vias directas e
indirectas. La informacién visual pasa de los conos a las células ganglionares mediante
dos vias existentes en la retina. Los conos del centro del campo receptivo de la célula
ganglionar establecen conexiones sinapticas directas con las células bipolares y éstas
con las ganglionares; estas conexiones se conocen como vias directas o verticales.

Todas las células retinianas transmiten sus sefiales visuales por conduccion
electrotonica, es decir, por un flujo de corriente eléctrica en el citoplasma desde el
punto de excitacion hasta el terminal presinaptico (transmisién de la sefial de forma
pasiva). Esto permite una conduccion gradual de la intensidad de la sefial. Asi la
intensidad de la sefial de hiperpolarizacion de los conos y los bastones esta
relacionada con la intensidad de iluminacion (la sefial no es todo o nada). Como los
axones de las células ganglionares (constituyen el nervio Gptico) tienen que recorrer
distancias considerables hasta el encéfalo, transfieren la sefial por potenciales de
accion. Cuando los conos del centro del campo receptivo se activan, las células
bipolares de centro conectado se despolarizan, mientras que las células bipolares de
centro desconectado se hiperpolarizan. La activacion de los conos periféricos provoca
la respuesta contraria. Hay dos tipos de células bipolares: despolarizante e

hiperpolarizante. Cuando los bastones y los conos se excitan unas células bipolares se
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despolarizan y otras se hiperpolarizan. Esto permite a la mitad de las células bipolares

transmitir sefales positivas y a la otra mitad negativas.

Estimulacitn del centro Estmulacién de la perifena
H-HE i cova -cowo on - HHHHH— S coa ~conwo on-
H- HHH- S coua <contro o —H-H—HHRHHH——— —HHHHH couia -contro oré
B e (R -
B ey SRS Oscundad [
Oscuridad | 2 Tiempo
Tiempo
Eatinehicii el Gore0 y s e osierh Figura 51. Organizacién funcional de los
campos receptores de las células ganglionares
G):) de la retina. En las células “centro on”, un
& punto de luz que se refleja en el centro del
campo receptor excita a la célula ganglionar.
I H H”” I } —H*__*—HHH B Un punto de luz similar que se refleja en la
H | | | ||H i HIHIH ” HI Célula «contro o~ regidn periférica inhibe la descarga de la célula
ganglionar. Para las células de “centro off” la
SR e organizacion es inversa. En ambos tipos
Oscuridad — . celulares, la iluminacién difusa de todo el
Tiempo campo receptor da lugar a una excitacion débil.

El ritmo de activacion de una célula ganglionar proporciona una medida de la

diferencia en la intensidad de la luz que ilumina el centro y la periferia. Asi, la

informacién sobre pequefas diferencias de intensidades se transmite directamente a

los centros superiores. El ritmo de activacion de las células ganglionares de centros

conectados es bajo con una iluminacion débil; por tanto, un aumento rapido de la

activacion indica un aumento rapido de la intensidad de la luz en el centro del campo

receptor. El ritmo de activacion de las células ganglionares desconectadas en el centro

es bajo con la luz; un aumento rapido de la activacién de estas células indica una

rapida disminucién de la intensidad de la luz en el centro de su campo receptivo.
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1.3.3.- Eficiencia luminosa fotopica, mesdpicay escotopica.

Como se ha dicho con anterioridad, la capacidad del sistema visual para
discernir diferencias de intensidad se denomina adaptacion y depende de la iluminancia
del entorno. La calidad del sistema visual depende de la contribucion de factores
opticos y neuronales, y sus medidas subjetivas dependen de factores psicofisicos.

1800 Scotopic Las curvas que reflejan la

1600 sensibilidad espectral del ser

L humano adaptado a la

1200 . )
oscuridad es casi

1000

800 perfectamente pareja al

- espectro de absorcion de la

luminous efficacy (lm/W]

400 rodopsina, con un pico de

200 sensibilidad que se produce a

los 500nm.

380 420 4500 500 540 580 620 660 TOD 740

wavelen gth {nm)

Figura 52. Niveles de iluminacion Fotépica, Mesb6pica y

Escotépica.
La curva de Iluminosidad fotopica para los tricrbmatas normales es
razonablemente pareja al espectro de absorcién que representa a los tres pigmentos

de los conos.

Los niveles tipicos de iluminacion
en condiciones naturales varian en un
rango de unos 9™ érdenes de magnitud,
desde la iluminacion estelar nocturna,

inferior a 5-10° lux, hasta la luz solar a

Sensibilidad relativa

mediodia. El sistema visual humano se

adapta para optimizar la imagen

AW ] ' . .
400 %60 490 500 530 g0 eso Joo  formada, funcionando principalmente las
Longitud de onda (nm) , . .
t t t células bastones de la retina en niveles

Azul Verde Rojo . . .
bajos de Iluminosidad (respuesta

Figura 53. Curvas de sensibilidad relativa para L. ..
escotopica) y los conos en condiciones
Conos-S, Conos-M y Conos-L

de alta luminosidad, (respuesta fotopica).

64



La sensibilidad de luminancia del ojo es dependiente de la longitud de onda de la
luz. Se ha definido de forma numérica la sensibilidad relativa V(A) del observador
estandar, como se puede ver en la tabla de la derecha en condiciones fotopicas. Existe
también una valoracion de la sensibilidad relativa denominada V’(A). La sensibilidad
espectral se caracteriza por la respuesta relativa, V(A), cuya dependencia espectral

(con la longitud de onda) cambia segun las condiciones de luminosidad:

Longitud de Longitud de
onda en nm V(L) onda en nm V(n
370 .0001 570 952
4 380 .0004 580 870
! 390 0015 590 757
iy 400 0045 600 631
K 410 0093 610 503
il Roic 420 0175 620 381
; 430 0273 630 265
P 440 0379 640 175
! 450 0468 650 107
) 460 060 660 061
[ 470 091 670 032
480 139 680 017
490 208 690 .0082
i 500 323 700 0041
o 510 503 710 0021
| 520 710 720 00105
! 530 862 730 00052
l S 540 954 740 00025
L gobe 550 995 750 00012
s 560 995 760 .00006

Figura 54. Valores de la sensibilidad relativa para el

observador estandar, en condiciones fotopicas.

Lo[ JS Bm—— T ]
Y NN 1 Una condicibn de iluminacibn ambiente
/ . especial y muy poco estudiada hasta la
. N\ actualidad es la condicion mesopica, en la
s ooy e ~~——  que la sensibilidad del sistema visual se
e} D'ms?‘l' 10'1Ecd:'1((;,03 td) v\ N L, . ., . .
= 10 ctm? 10310 NRS sita en una situacion intermedia entre las
0,001 JuZd':"{auma .. L - L -
F condiciones fotOpicas y escotbpicas, tal y
0,0005_— f
como se aprecia en la figura.
J 400 4‘50 500 ;50 600 I650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 55. Modificado de Optica Fisiolégica:
Psicofisica de la Vision. Artigas (1995).
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Log umbral (ped/m?)

——X

-1

0 10 20 30

Curva de adaptacidn a la oscuridad [(—) Valores medios. (---) Valores

maximos). Mathey, (1945). Segin LeGrand, Y (1972).

Figura 56. Curvas de adaptacion a

oscuridad. Modificado de Optica fisiolégica.

Psicofisica de la Vision.

40

El sistema visual, como cualquier
otro fotorreceptor, se puede caracterizar
por sus capacidades como detector y como
discriminador de energias. El término
umbral (valor minimo) puede ser entendido
tanto en términos absolutos como en
términos relativos. Se denomina umbral
absoluto a la menor cantidad de luz, en
términos  radiométricos  (energia) 0
fotométricos (luminancia), necesaria para

gue un estimulo sea justamente detectado.

Es de interés resefiar que la capacidad para distinguir entre longitudes de onda

préximas no es constante a lo largo del espacio croméatico y la capacidad de

discriminacion puede representarse mediante las llamadas elipses de McAdam. Estas

elipses representan areas del diagrama cromatico de forma que todos los puntos

dentro de una elipse corresponden a colores que no pueden discriminarse unos de

otros. No todas las elipses tienen el mismo tamafio: la discriminacion del color es mejor

para longitudes de onda préximas a 490 nm donde las elipses son menores que en la

region del 540 nm, donde las elipses son mayores. La capacidad de discriminacién es

muy variable en funcién de la raza, de la altitud
y del entrenamiento, por tanto el tamafio de las
elipses es muy variable. Actualmente, sélo hay
dos funciones reconocidas internacionalmente
gue describen la eficiencia luminosa espectral
del ojo, la funcién CIE 1924 (VA) para la vision
fotopica (CIE 1926), y la funcion CIE 1951 (V'A)

para la vision escotdpica (CIE 1951).
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Figura 57. Elipses de MacAdam en el

diagrama cromético XY




6 Este apartado no quedaria completo sin

? \ explicar la diferente sensibilidad respecto
4 . .. ., .,
- \ / a la discriminacion del color en funcién a
z 3 . . .
3 \ / la longitud de onda en el sistema visual

humano, representada en la grafica

adjunta.

450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 58. Umbrales diferenciales de longitudes
de onda en colores espectrales. Modificado de
Wright, (1934)

En definitiva, el sistema sensorial se ocupa en general de detectar, codificar y
transmitir informacion de muy diferente indole, para que posteriormente pueda ser
procesada e interpretada. Los mecanismos que llevan a cabo el proceso de la vision se
ocupan concretamente de codificar y transmitir la informacién contenida en las

imagenes Opticas formadas en la retina.

1.3.4. Mecanismos no visuales inducidos por la luz.

Son numerosos los estudios que indican la existencia de nuevos tipos de células
fotosensibles en los vertebrados. Ya en 1928, los estudios del reflejo pupilar con
ratones ciegos se observé una reaccién de la pupila en ratones totalmente ciegos. Este
hecho indujo a diferentes hipotesis entre las que se encontraba la estimulacién
luminica directa de las células ganglionares (Keeler et al, 1928).

La idea de la presencia de

—— ——— —

- e R RPE nuevos tipos de  células
LU BRL BRL

Photoreceptors !‘ {

fotosensibles  fue  ganando
adeptos y en 1993, las

Bipoiar cells =3

investigaciones de  Kashani

2)
m}.c.

g
B i

RGCs:] Lo

. Optic Nerve

“triple  vision” en la retina
- Melanopsin RGCs

Co : (Kashani, 1993).

Figura 59. Esquema de la retina donde se muestra la

apuntaban como hipoétesis una

existencia de ganglionares melanopsinicas
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En otro sentido y en estudios posteriores se introdujeron nuevas pistas sobre los
mecanismos de regulacion de hormonas con ajuste circadiano, como es la
independencia de los conos y bastones en la liberacion ciclica de melatonina (Lucas et
al, 1999a; 1999b). En 1998 se caracterizO una nueva opsina en melanéforos
denominada melanopsina. Los primeros estudios importantes en mamiferos fueron
realizados por Provencio a partir de 1998 y pusieron de manifiesto la presencia de este
mismo tipo de fotopigmento en ojos de mamiferos (Provencio et al, 1998a; 1998b;
2000). La pregunta de si esta nueva molécula fotosensible, descubierta en vertebrados,
presentaba la capacidad en otras especies tuvo su respuesta en las investigaciones
simultaneas del Berson y Hattar, ambas en el afio 2002. Como caracteristicas propias
la melanopsina es menos sensible a la luz que los fotopigmentos de los fotorreceptores
clasicos y su respuesta es 100 veces mas lenta (Fu et al, 2005), por tanto, las células
portadoras de ella son especialistas en la deteccion de estimulos relativamente
brillantes y mantenidos.

Estas células se denominaron, por sus caracteristicas, como células
ganglionares intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs, intrinsically photosensitive Retinal
Ganglion Cells). En base a la morfologia de estas células se ha determinado que
podrian ser incluidas dentro de las células ganglionares tipo Ill o W (Provencio et al,
1998a; Gooley et al, 2001) presentando un campo receptor extraordinariamente amplio,
200-300um (Hattar et al, 2002) y sus axones de estas células proyectan a diversos
centros visuales. Es interesante conocer, ademas, que su numero poblacional es muy
reducido, no alcanzando el 3% del total de las células ganglionares.

En estudios morfolégicos se han descrito dos tipos de células ganglionares
intrinsecamente fotosensibles en el raton adulto (Provencio et al, 2002b), realizado
principalmente en la especie Mus musculus dependientes de la posicion de los
procesos dendriticos: a) Células con procesos dendriticos localizados en regiones mas
internas de la capa plexiforme interna y b) Células con procesos dendriticos en

regiones externas.

68



CPI OFF
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Figura 60a y 60b. Tipos de células ganglionares melanopsinicas en funcién de la arborizacion de
sus dendritas. *=célula con proyeccidn a zonas mas exteriores de la CPI

**= célula con proyeccién en zona mas interna de CPI.

En la doble figura 60 a y b tomada de la reciente tesis (2009) del Dr. Javier
Vicente-Tejedor, se puede apreciar en la retina de ratén, a la izquierda, los ndcleos de
la capa ganglionar (CG) y de la capa nuclear interna (CNI), y a la derecha, dos tipos de
ipPRGCs segun la localizacion de sus procesos dendriticos.

Con respecto al procesamiento de las sefiales resulta muy clarificadora la figura
correspondiente en la que se indica, de manera esquematica, las diferentes vias:
aferencia, eferencia y no-visual. La aferencia de las ipRGCs a diferentes estructuras
subcorticales en el raton se muestra en linea azul oscuro: NSC=nucleo
supraquiasmatico; NGLv=nucleo geniculado lateral ventral; LIG=lamina intergeniculada;
NOP=nlcleo de la oliva pretectal). Las eferencias vegetativas para el control del reflejo
fotomotor a nivel del iris se presentan con linea azul claro: NOP; EW=nlcleo de
Edinger Westfall; GC=ganglio ciliar. La sefial emitida por la via no visual incluye
caminos a nivel del hipotdlamo (NPV=nucleo paraventricular), de la espina dorsal
(IML=nucleo intermediolateral) y otros centros (GCS=ganglio coliculo superior) para la
liberacién fotopicamente regulada de melatonina (P= glandula pineal).

Hasta el momento la clasificacion de las células ipRGCs mantiene cierto caracter
indeterminado. La clasificacion estructural de las células portadoras de melanopsina
aun gueda mas abierta por lo incompleto del conocimiento genético sobre el pigmento

fotosensible.
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Figura 61. Proyecciones de las células ganglionares de la via no visual. Modificado de
Berson, 2003.

Recientes investigaciones aportan nuevos elementos de discusion para la
clasificacion de las células portadoras del pigmento fotosensible melanopsina. Pires y
colaboradores han publicado recientemente sus trabajos referentes a la presencia de
dos isoformas de la melanopsina (Pires et al, 2009). Estudios anteriores han dividido
las IpPRGCs en tres tipos, identificadas en retina de ratones jovenes, en base a la
latencia de disparo y fotosensibilidad (Sekaran et al, 2003; 2005; Tu et al, 2005; 2006;
Hattar et al, 2006; Baver et al, 2008; Schmidt et al, 2008; 2009):

e Tipo | (M1): 70% del total. Tienen una elevada fotosensibilidad. Largo periodo
de latencia de actividad en respuesta a iluminacién débil. Las mas abundantes
a edades cortas del animal.

e Tipo Il (M2): constituyen el 15%. Sensibilidad baja y larga latencia. En el adulto
es preponderante este tipo.

e Tipo Il (M3): son el 15% restante. Sensibilidad alta y latencia corta.

Al margen de las posibles clasificaciones, desde un punto de vista funcional, es
importante entender que las ipRGCs reciben un input doble. Por un lado, las ipRGCs
reciben un estimulo directo de la luz ambiental (respuesta intrinseca), y por otro reciben
un input sinaptico desde los fotorreceptores clasicos, a través de las sinapsis que
establecen con las interneuronas retinianas (células bipolares y amacrinas) (Belenky et
al, 2003; Dacey et al, 2005; Pérez-Leon et al, 2006; Wong et al, 2007).

En resumen, en la actualidad se propone que las funciones no visuales de las
ipPRGCs son la sincronizacion del ritmo circadiano con los ciclos luz/oscuridad
(Provencio et al, 2000; Gooley et al, 2001; 2003; Hannibal y Fahrenkrug, 2002;
Hannibal et al, 2002a; Hattar et al, 2002; 2003; Panda et al, 2002; 2003; Ruby et al,
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2002; Rollag et al, 2003; Semo et al, 2003; Warren et al, 2003), la regulacion del
didmetro de la pupila dependiente de la luz (Lucas et al, 2001; 2003; Gooley et al,
2003; Hattar et al, 2003; Panda et al, 2003), la supresién de melatonina debida a
estimulaciéon luminica (Freedman et al, 1999; Lucas et al, 1999a; 1999b; Thapan et al,
2001), la supresion de la actividad motora (masking) (Mrosovsky y Hattar, 2003), y la
regulacion de las fases de suefio/vigilia (Panda et al, 2003; Lupi et al, 2006; 2008;
Altimus et al, 2008).

1.3.5. Efectos nocivos de laluz en el Sistema Visual.

La rodopsina es regenerada en el Epitelio Pigmentario a través del ciclo visual
del metabolismo retiniano. Los conos y los bastones, usan casi toda su energia no en
la iniciacién de los mensajes visuales sino en la incesante produccién de sus propias
moléculas, un proceso que parece ser principalmente independiente de la funcion. El
concepto de la renovacion implica la existencia de un estado estable en el cual la tasa
de formacion equipara la tasa de destruccion. La migracion de los discos desde la base
hasta el extremo del segmento externo del baston lleva aproximadamente 10 dias en
retinas de primates.

En términos ontogenéticos, las células fotorreceptoras son post-mitéticas y
pueden sobrevivir y funcionar durante toda la vida del animal, tal y como hacen todas
las células del sistema nervioso (SNC). No obstante los fotorreceptores son mas
fragiles que otras neuronas del SNC, siendo mas vulnerables a pequefias mutaciones
de sus proteinas y mas sensibles al dafio causado por el medio ambiente. El
funcionamiento y el mantenimiento del segmento externo requiere enormes cantidades
de energia en forma de nucleétidos fosforilados, particularmente adenosin trifosfato
(ATP). Las células generan ATP principalmente de la glucosa, ambos por metabolismo
oxidativo y glicdlisis. Este metabolismo meramente oxidativo tiene lugar en la
mitocondria en la porcion elipsoide del segmento interno. Los fotorreceptores usan 3-4
veces mAas oxigeno que otras células de la retina y otras neuronas del SNC, siendo
probablemente las células del cuerpo con mas alta tasa de metabolismo oxidativo.

Como es sabido, el epitelio pigmentario juega un papel critico en el control del
volumen y en la composicién del fluido en el espacio subretinal a través de transporte
activo de iones, fluido y metabolitos, y este control es a su vez responsable de

mantener la integridad de la interfaz Epitelio Pigmentario- Fotorreceptor .
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Para la comprension correcta de esta tesis es necesario un pequefio
recordatorio de la naturaleza del dafio por luz en la retina. Como es natural, la luz es
necesaria para la vision pero puede dafiar al globo ocular y a partes del sistema visual.
La porcion de energia absorbida en cualquier tejido depende de la transparencia del
tejido para luz incidente. La manera en que la luz penetra en el tejido es un importante
factor que determina el tipo de efectos fotobiolégicos producidos: la energia de la luz, al
ser absorbida, puede causar dafios patolégicos. La accidbn mecanica subyace
basicamente del impacto rapido de energia en los melanosomas del epitelio
pigmentario, que genera ondas de choque. Estas causan un dafio irreparable a los
fotorreceptores y al epitelio pigmentario, denominado dafio fotomecanico. El efecto
nocivo en el tejido puede resultar de unas fuerzas mecanicas compresoras o tensoras,
gue conducen a la formacion de burbujas de que son letales tanto para el epitelio
pigmentario como para otras células. El efecto es causado por altas irradiaciones (en el
rango megavatios / cm?) y cortos periodos de exposicién (en el rango nanosegundos a
picosegundos) durante los cuales la energia es absorbida tan rapidamente por los
granulos de melanina en el epitelio pigmentario que la dispersién de calor no puede
tener lugar.

Por otro lado, conviene definir el dafio fototérmico. Un quantum de energia
radiante (un fotén) puede ser absorbido por una molécula solo si la energia del foton
equipara a la diferencia de energia entre el nivel de energia normal de una molécula y
el maximo nivel de energia permitido. Los estados rotacionales y vibracionales de los
guantum de las moléculas predominan sobre los estados de excitacion por las
longitudes de onda mas largas en el espectro “visible” y en el infrarrojo cercano (600-
1400nm). La vibracion de energia ganada por la molécula es rapidamente disipada
mediante colisiones con otras moléculas, aumentando momentaneamente el nivel local
de la misma energia cinética, un proceso que es visto como un aumento de la
temperatura. Las lesiones térmicas no son producidas por el incremento de energia
cinética hasta que la irradiancia de la radiacion es suficientemente alta como para
aumentar la temperatura en, al menos 10°C, por encima del nivel ambiental de la retina.
Consecuentemente, la reaccion térmica depende de los umbrales de irradiancia.

El dafio térmico es mucho mayor en el centro de la lesion donde el aumento de
la temperatura es mucho mas elevado. Las lesiones causadas por una alta temperatura
cubren una gran area de la retina, porque el calor se dispersa desde el lugar primario

de absorcion.
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Por ultimo, es importante resefar que el riesgo del dafio fotoquimico como una
forma diferente de interaccion entre la energia radiante y las moléculas biolégicas tiene
lugar cuando la radiacion incidente tiene una longitud de onda en la porcion de alta
energia del espectro “visible”: dafio fotoquimico. Un electrén en estado excitado puede
volver al estado inhibido disipando la energia extra de una de las varias formas que
tiene para hacerlo. La forma de eliminar energia es romper una unién en otra molécula
mediante un intercambio directo de electrones o un intercambio directo de hidrégeno
produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como un ‘singlet’ de oxigeno,
radicales de superoéxido, peroxido de hidrogeno y radicales de hidroxil. El proceso
también puede producir otros radicales libres, importante en la produccion de tejido
dafado.

Una radiacion particular de longitud de onda siempre aporta el mismo tipo de
cambio. Un cierto nimero de fotones son necesarios para completar la reaccion
mediante la ruptura de un cierto nimero de uniones. Tedricamente existe una reaccion
reciproca entre la irradiancia y la duracion de la exposicion requerida para causar un
cierto nivel de dafo, y las reacciones fotoquimicas dependen del total de dosis
recibidas. La regla de reciprocidad se rompe en exposiciones muy largas (mayores de
24h) porque los mecanismos de reparacion se vuelven significativos en exposiciones
tan largas. Ningun dafio agudo tiene lugar por debajo de un cierto umbral de nivel de
irradiancia. El dafio por exposicion cronica, que viene a ser, periodos de exposicion de
meses e incluso afios a altos niveles ambientales es regulado por distintas leyes.

Con relacion a los aspectos generales del dafio fotoquimico retinal en animales,
fue Noell, en 1965, el que descubrié accidentalmente que la retina de ratas albinas
puede ser dafiada de forma reversible mediante exposiciones de varias horas o dias a
luz ambiental dentro del rango de intensidad de la luz natural. EI mismo dafio que en
albinos es producido en ratas pigmentadas cuando las pupilas son dilatadas. A
continuacion se da un repaso a la investigacion en animales:

Segun el trabajo “Dano fotoquimico en la retina” de Wu, del 2006, el dafio
fotoquimico retiniano ocurre con diferentes tipos de morfologia Kuwabara y O’Steen
emplearon microscopios de luz y microscopios de electrones para estudiar los cambios
patolégicos que ocurren en la retina de la rata tras una exposicion en una habitacion
con fluorescentes durante varias semanas 0 meses. Las primeras alteraciones ocurren
en los segmentos externos de las células de los fotorreceptores. Los segmentos

externos aparecen tortuosos e hinchados y las estructuras del lamelares se rompen,
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mostrando separaciones y formando tubulos y vesiculas. La hinchazén de la
mitocondria aparece en el segmento mas interno. El nimero de cuerpos mieloides en el
pigmento epitelial se incrementa. Finalmente todos los fotorreceptores dafiados
desaparecen, acabando con una completa adhesion de epitelio pigmentario y las
células de Miuller

Los bastones son méas sensibles que los conos al dafio por luz en la rata.
Marshall et al estudiaron en palomas que el dafo retinal ocurre exclusivamente en
conos en exposiciones de 6 horas a un nivel de luz correspondiente a la iluminacion de
un cielo nublado. El dafio en el segmento externo lamelar es similar al dafio que tiene
lugar en los bastones de la rata.

Lawill expuso conejos pigmentados a la luz por mas de 4h y demostré que el
dafio es mayor en el area de la linea visual, donde la densidad de los fotorreceptores
es mas alta. Esta claro que la morfologia del dafio retiniano por luz varia entre especies
y que depende de la severidad del dafio. La variabilidad inherente de modelos de
animales en vivo, un amplio espectro de condiciones experimentales y un amplio rango
de métodos de evaluacion, hacen dificil comparar las caracteristicas morfolégicas de
varias lesiones retinianas inducidas por luz.

Se ha observado el tipico dafio de los fotorreceptores en monos expuestos a
fluorescentes que imitan la luz solar durante varias horas al dia que, mientras que el
dafio se restringe al epitelio pigmentario cuando los monos son expuestos a
1,000segundos en varias lineas espectrales de longitud de onda corta. Los segmentos
externos de los fotorreceptores muestran primero signos de dafio cinco dias mas tarde
cuando los macréfagos invaden y se rompen las células de epitelio pigmentario. No
obstante, una caracteristica general del dafio fotoquimico es que es mucho mayor en
las capas externas en la parte central de la retina.

Muchos estudios han intentado determinar qué longitudes de onda de luz
producen el mayor nivel de dafio. Noell et al usaron una serie de estimulos de banda
corta y demostraron que bandas de 495nm inducen mas pérdida de electroretinograma
(ERG) que las de 435-nm o las de 578-nm, cuando la irradiancia de todas las bandas
era igual. Los autores concluyen que el efecto dafino de la luz se correlaciona con su
eficacia al blanquear la rodopsina.

El dafo retinal por luz es mediado por la rodopsina en ratas expuestas a
constantes flujos de fotones en 6 longitudes de onda. La hipétesis de que el dafio

retiniano por luz es mediado por fotopigmentos es apoyada por diversos experimentos
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en los cuales los ojos de los monos fueron expuestos a longitudes de onda que
blanqueaban predominantemente el pigmento en una clase particular de
fotorreceptores. Los resultados mostraron que la luz puede dafar selectivamente una
clase de receptor de cono. El dafio a los conos azules es permanente mientras que el
dafo a los verdes es temporal.

En contraste, Ham et al mostraron que la sensibilidad retiniana depende de la
longitud de onda en una manera que no es relativa al espectro de absorcion de la
rodopsina. La sensibilidad de la retina del mono se incrementa continuamente cuando
decrecen las longitudes de onda. Los autores sugieren que sistemas moleculares
adicionales se vuelven vulnerables a la excitacion electronica y el dafio foténico cuando
la energia por foton se incrementa. Lawill et al demostraron que esto mismo ocurre con
conejos a los que se expone a luces de 4 longitudes de onda diferentes. Parece que
hay dos espectros de accion diferentes, uno coincide con el espectro de absorcion de
la rodopsina y otro alcanzando el maximo en la regién de longitud de onda corta (lo
gue proporciona la base para el concepto de riesgo de luz azul).

Consecuentemente, ha sido propuesto que hay dos clases de dafio fotoquimico
en la retina, que previamente se mencionaron: El dafio de clase | tiene una accion
espectral que es idéntica al espectro de absorcién del pigmento visual y ocurre tras la
exposicion de varias horas a la semana a irradiancias relativamente bajas, por debajo
de 1 Mw/cm? de luz azul. El dafio inicial esta principalmente localizado en los
fotorreceptores. La lesion de clase Il tiene un espectro de accion que alcanza su pico
maximo en longitudes de onda cortas y esta lesiébn ocurre bajo exposiciones a altas
radiancias de luz azul, por encima de 10Mw/cm?* El dafio inicial est4d generalmente
confinado en el pigmento epitelial. Las dos acciones espectrales son encontradas en la
retina de la rata, demostrando que las dos clases de dafio por luz, dafo al fotorreceptor
y el dafio mediado por epitelio pigmentario, estan presentes en diferentes especies
animales.

Segun el estudio de Wu los factores que refuerzan la susceptibilidad del dafio por
luz identificados hasta ahora en estudios animales, son:
1. Longitud de onda

Dos tipos de dafio retinal por luz son inducidos en ratas pigmentadas mediante
radiacion de pequefias parcelas de retina tanto a 380nm como a 470nm. La exposicion
a la luz a 380nm dafia especificamente a las células de los fotorreceptores,

particularmente a los bastones. La exposicién a la luz a 470nm dafia tanto la capa del
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receptor como al epitelio pigmentario. Grimm et al han demostrado que la luz azul
causa severos dafios retinianos bajo condiciones experimentales y que la luz verde no
induce a cambios histologicos en la retina.
2. Intensidad de luz y duracién de la exposicion

El dafio fotoquimico depende del total de dosis recibida. O’'Steen et al, ademas,
han demostrado que existen diferencias cualitativas entre el dafio de baja intensidad y
el causado por alta intensidad. Demostraron que la media de degeneracion esta
directamente relacionada con la intensidad de la iluminacion y que la magnitud de la
degeneracion retinal y la involucracion del epitelio pigmentario es mayor con
iluminantes de alta intensidad. También demostraron que el modelo de degeneracion,
especialmente en el lugar inicial de la destruccién celular es diferente con iluminacién
de alta intensidad. La evidencia se ha presentado recientemente demostrando que la
traduccién esta implicada en el dafio retiniano producido por luz con baja intensidad.
En contraste, el dafio retinal inducido por luz con alta intensidad en el que no depende
del proceso de traduccion.

3. Efectos acumulativos de la luz

Noell fue el primero en demostrar el efecto acumulativo de la luz en el dafio
retiniano. Demostré que a 5 minutos de exposicion no se produce ningun efecto
significativo, mientras que tras tres o cuatro exposiciones de 5 minutos cada una y cada
uno seguido de una hora de intervalo de oscuridad, conducen a un dafio significativo.
Este hecho sorprendente no tiene lugar si la retina se recupera lo suficiente del dafio
subliminal durante un intervalo de oscuridad antes de la siguiente exposicion.
Organisciak et al han confirmado que la exposicion a luz intermitente puede dar como
resultado un mayor dafio en el fotorreceptor que en exposicion continua, y esto
exacerba el dafio de tipo | en ratas.

4.Ritmos circadianos

Duncan y O’'Steen demostraron que la susceptibilidad a la muerte celular
inducida por luz depende del periodo durante el ciclo de luz-oscuridad en el cual los
animales reciben una exposicion a la luz diurna. Las retinas de los animales expuestos
durante la mitad del periodo de oscuridad o durante las primeras 5 horas del periodo de
luz fueron significativamente mas dafiadas que las retinas de los animales expuestos
durante las ultimas 9 horas del periodo de luz. Cuando se incrementa la exposicion de

luz durante el periodo de fagocitosis del segmento externo de baston también se
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refuerza el dafio en el fotorreceptor. También Organisciak et al mostraron idénticos
resultados.
5. Estado adaptativo
Noell et al demostraron que el dafio retiniano por la luz esta correlacionado con
cambios adaptativos en los fotorreceptores. Encontraron que las ratas que se criaron
en la oscuridad tienen un nivel aumentado de rodopsina en la retina, y que son mas
susceptibles al dafio retiniano por luz inducido que aquellos animales criados en luz
ciclica. Las ratas se volvieron menos susceptibles al dafio por luz cuando se cambiaron
de un periodo de cria en un ambiente oscuro a un periodo de cria con luz ciclica débil,
mientras que las ratas criadas en luz ciclica se vuelven mucho mas sensibles al dafio
por luz si pasan tiempo en un ambiente oscuro. Esta observacion fue confirmada por
Organisciak et al que demostraron que el 50% de las células de los fotorreceptores en
ratas criadas en la oscuridad se pierden tras 8 horas de exposicion a la luz. Son
requeridas aproximadamente 24 horas para producir el mismo grado de dafio en ratas
criadas en luz ciclica. Estudios adicionales han demostrado que las ratas criadas bajo
bajas iluminancias tienen una alta densidad de rodopsina, una media mayor de longitud
de segmento externo y mayores niveles de acido docosaehexaenoico (DHA 22:6 n-3)
gue animales criados en niveles de luz mas altos.
6. Drogas fotosintetizantes
Ciertas sustancias son fototdxicas para el 0jo. Agentes exdgenos que traspasan
la barrera de sangre de la retina pueden producir un dafio fotoquimico a la retina, si
absorben la radiacién en UV o rango “visible”. Las estructuras heterociclicas, triciclicas
y porfirin- relacionadas son buenas candidatas para los fotorreceptores. Los estudios
de laboratorio han demostrado que las células del epitelio pigmentario son
fotosensibles y que la muerte celular aumenta después de la radiacién con luz azul o
UVR lo que explica la retinopatia pigmentaria en pacientes tras el tratamiento.
7. Edad
La susceptibilidad al dafio por luz aumenta con la edad en un proceso que es
diferente de los cambios degenerativos relacionados con la edad. O’Steen et al
expusieron animales de diferente edad a la misma duracion de luz y compararon la
histologia de la retina. Aquellos animales de 9-10 semanas mostraron discontinuidades
en la capa externa de la retina y se volvieron progresivamente mas severos en
animales con 11-14 semanas. Aproximadamente en 95% de los fotorreceptores fueron

dafados en retinas adultas (16-18 semanas).
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8. Genética
a. Pigmentacion ocular

Noell et al estudiaron el dafio retinal en ratas albinas y pigmentadas bajo
idénticas condiciones de luminancia y demostraron que el tiempo de exposicion puede
ser doblado en las ratas pigmentadas para lograr la misma pérdida de ERG, incluso
cuando las pupilas son dilatadas. No obstante la luz monocromatica enfocada hacia la
retina da el mismo grado de dafio en ratas pigmentadas que en albinas.

b. Modelos animales de la degeneracion retinal humana

Las ratas Royal College of Surgeons (ratas RCS) estan genéticamente
predispuestas a un dafio en la retina por luz inducido, y estas ratas tienen un modelo
de retinitis recesiva pigmentosa autosomica (RP) muy caracteristico debido a un
defecto en el RPE que resulta de una acumulacion de segmentos externos ‘debris’ y
consecuentemente una pérdida de células fotorreceptoras. Los modelos de animales
transgénicos P23H y S334ter tienen mas bajo umbral de fototoxicidad que las castas
normales, y esto sostiene la hipotesis que aquellos pacientes con RP son menos
susceptibles de sufrir pérdida de vision cuando trabajan en ambiente de luz de alta
intensidad.

Después de la exposicion pormenorizada sobre el dafio retiniano en animales de
experimentacion, realizada en los parrafos precedentes, tomado del trabajo de Wu a
continuacion se realiza una actualizacidon de la bibliografia cientifica referente al tema.
Aungue existe abundante bibliografia cientifica sobre los efectos de la luz en la retina
(ver Wenzel y Cols., 2005; Wu y Cols., 2006) se esta lejos de conocer los mecanismos
exactos por los que actia y, sobre todo, de poder prevenir las lesiones que produce.

Existen evidencias de que la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE)
y otras patologias retinianas estan relacionadas con la intensidad de la luz, la longitud
de onda y el tiempo de exposicion (Meyers, 2004). Se considera que la exposicion a luz
intensa de forma aguda causa un dafio térmico, mientras que exposicion a luz no tan
intensa pero de forma crénica produce dafio fotoquimico. A pesar de los abundantes
estudios sobre los efectos de la luz en la patogenia de la DMAE aun no hay evidencias

claras de su participacion directa (Margrain y Cols., 2004).
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Healthy retina Neuronal cell types of the retina Retina of patient with
retinitis pigmentosa
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Pigment epsthelium

Se denomina reaccién fotoquimica a la que ocurre cuando una molécula absorbe
un fotén. Como consecuencia de ello se producen moléculas de oxigeno reactivo que
son oxidantes y muy toxicas para las célula en la que se ha producido la reaccion:
fotorreceptores y epitelio pigmentario (Margrain y Cols., 2004). Consecuentemente
estas dos capas de la retina son las que se afectan en la fototoxicidad inducida por la
luz, pero existen evidencias de que de forma secundaria se afecten los estratos
nerviosos de la retina.

Este trabajo de tesis doctoral pretende colaborar en el esclarecimiento de

algunos de los mecanismos implicados en la fototoxicidad retiniana.

1.4.- Mecanismos naturales de proteccion ocular frente a la luz
visible: Extrinsecos e Intrinsecos

1.4.1.- Absorcién atmosférica de Radiacion electromagnética

La capa de ozono situada en la estratosfera fue descubierta en 1913 y descrita
con mayor exactitud en los afios treinta. El ozono de la estratosfera terrestre es creado
por la luz ultravioleta que choca con las moléculas de oxigeno gaseoso, que contiene
dos atomos de oxigeno (O,), separandolas en atomos de oxigeno (oxigeno atomico); el
oxigeno atdmico se combina con aquel O, que aun permanece completo, formando asi
el ozono, O;. Las moléculas de ozono son inestables (aunque en la estratosfera
poseen una larga vida) y cuando la luz ultravioleta choca con el ozono, este se separa

nuevamente en sus reactantes (O, y O), formando asi un proceso continuo llamado
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“ciclo del ozono y oxigeno", el cual provoca la formacién de la capa de ozono en la
estratosfera. El ozono troposférico es creado en pequefias cantidades a través de
diferentes mecanismos.

En 1974 los quimicos Sherwood Rowland y Mario Molina (premios Nobel, 1996),
alertaron sobre el deterioro de la capa de ozono causado por el hombre. El ozono actia
como filtro de las radiaciones nocivas que llegan a la Tierra, como parte del espectro
ultravioleta y de la bandas azul y violeta del espectro “visible”, permitiendo el paso de
las otras como ultravioleta de onda larga que llega a la superficie terrestre. En los
ultimos afios se considera amenazada a capa de ozono. La reduccion de la capa de
ozono (estratosfera 12-20 Km) influye en nuestro escudo protector ante las radiaciones,
afectando muy considerablemente a las radiaciones de mas energia, como son las UV.
El enrarecimiento grave de la capa de ozono provocaria el aumento de los casos de
cancer de piel, de cataratas oculares y de degeneracion retiniana.

La luz “visible” puede causar lesiones por fotocoagulacion térmica. Cuando la
retina recibe altas intensidades de luz se producen quemaduras en su estructura. La
gravedad de la lesion dependera de la intensidad de la fuente. Puede producirse una
lesion no térmica con la exposicidbn a largo plazo a niveles de luz ambiental con
intensidades muy por debajo de las necesidades para provocar una lesién térmica.

Los estudios experimentales con animales han demostrado que puede
producirse una lesién retiniana con niveles relativamente bajos de luz “visible” y, por
tanto, existe la preocupacion de que dicha exposicion pueda ser la responsable de la
degeneracion retiniana en el ser humano (Noell y colaboradores, 1996; Kuwabara y
Gorn, 1968; O'Steen y Cols, 1972; Lanum, 1978; Ham y Cols, 1982). Se ha
demostrado que la exposicién a largo plazo a niveles bajos de luz “visible” y UV causa
lesiones de los fotorreceptores, en especial los conos y el epitelio pigmentario de la
retina (Heriot, 1985; Marshall, 1985; Mainster, 1987; Young, 1988). Parece que la
sobrecarga de fotopigmentos provoca una cadena de acontecimientos metabdlicos que
puede conducir a una lesion reversible o irreversible de los fotorreceptores.

Los conos son mas sensibles a las lesiones que los bastones (Marshall y Cols;
Sykes y Cols, 1981) y en especial a la region azul de la luz “visible” y UV. Por ello,
debemos conocer bien los niveles de iluminacion para las tareas habituales, ya que se
ha visto que, a niveles de iluminacion muy altos, se produce fotopatologia retiniana en
primates y en el ser humano. Sin embargo, la tendencia a niveles de iluminacién mas

elevada debe estudiarse con precaucion en vista de la lesion que se produce en los
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fotorreceptores —conos- que puede contraerse con estos niveles elevados (Lerman,
1987). En los paises donde la luz y el calor son muy intensos, se adelanta en varios
afos la presbicia en la mayoria de la poblacion (Heys, Friedrich et al. 2007; Truscott,
2010).

1.4.2.- Cristalino
El ojo dispone, de forma fisioldgica, de un sistema de proteccién combinado que
consigue evitar que las neuronas maculares absorban la luz violeta y azul. Esta
proteccion esta sustentada principalmente por la presencia de sustancias amarillas en
la trayectoria que siguen los rayos de luz a su paso a través del sistema oOptico del ojo.
Existen unas sustancias llamadas croméforos que actian como bloqueantes de las
longitudes de onda cortas, absorbiendo una proporcién de estas bandas espectrales
mas energéticas. Los cromoforos producidos en el proceso de madurez y
envejecimiento del cristalino, se colorean de manera progresiva segun la edad del
sujeto.
Desde hace décadas, fueron experimentalmente demostrados los cambios del
color del cristalino humano en funcion de la edad, los trabajos de Hood, Garner y
Truscott, en 1999, ratifican mediante estudios bioquimicos las diferentes
concentraciones de cromoforos o colorantes naturales que modifican el espectro de luz
incidente.
Estas sustancias estan
representadas por el N-formilo-
quinurenina glucésido y segun Meyers,
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La siguiente grafica muestra experimentalmente medidas realizadas en los
laboratorios de la Universidad Complutense de Madrid, en septiembre de 2005, las
curvas de transmision espectral de distintas zonas de lentes intraoculares coloreadas.
Se puede apreciar las variaciones ostensiblemente en las curvas de
transmitancia/absorbancia. Por otro lado esta grafica permite exponer la variabilidad en
las medidas en funcion de la zona de la lente observada debido a la acumulacion
heterogénea distribucién de pigmentos, que se ve claramente reflejada en las tres

funciones, cuya diferencia Unica es la proporcion de transmitancia/absorbancia.
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Figura 64. Funciones de Transmitancia/Absorbancia segun las zonas valoradas de la lente.

Por este motivo, en las personas mayores de 65 afios la luz violeta (<400 nm) no
llega hasta la retina y ademas disminuye marcadamente la recepcion de luz azul (400-
500 nm).
Una situacion especialmente :
Blue light
delicada es la que se presenta después
de una intervencion de catarata. Como

es sabido este tipo de cirugia,

25% of day
light

actualmente ambulatoria, esta muy
extendida y se estima que el nimero de -]_-
pacientes anuales en Espafia es el
préximo a 350.000. Con la extracciéon
del cristalino en la CiruQia de cataratas, Figura 65. Absorcion en los dioptrios oculares de
se eliminan las sustancias naturales |as distintas bandas del espectro de luz “visible”.
amarillas(croméforos) que filtran la luz

violeta y azul, dejando la retina expuesta a las nocivas longitudes de onda corta,

altamente energéticas, que pueden producir dafios irreversibles.
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1.4.3.- Pigmento macular.

A nivel de la retina, hay dos mecanismos de proteccion frente a la luz de longitud
de onda corta. Primero, la distribucidn no homogénea de los fotorreceptores retinianos,
y en concreto la carencia de fotorreceptores sensibles a la luz azul en la depresion
macular (el epigrafe siguiente desarrollard pormenorizadamente esta circunstancia) y
en segundo lugar, el hecho de que las neuronas de la retina contengan pigmentos
amarillos, los carotenoides (luteina, zeaxantina y meso-zeaxantina) que la protegen del
estrés oxidativo.

El pigmento macular es el responsable de la apariencia amarilla de la zona
central de la retina que es la macula latea. Estos datos ya los proporcionaba Wald en
1945. Autores de la talla de Maxwell (1864), Haidinger (1844,1854) ya demostraron la
absorcién de la luz azul por parte del pigmento macular y la conjuncién de carotenoides
gue constituye su composicién quimica. Desde la década de los 70 se postulod, de
manera firme, el papel fotoprotector del pigmento macular (Ditchburn, 1973). Es muy
conocido el papel antioxidante en el sistema matabdlico de los carotenoides,
especialmente en presencia conjunta de luz y oxigeno.

#0H  Segun Snodderly (1995)

la retina es un tejido con

Lutein, 3R.3'R,6'R-[,e-carotene-3,3"-diol una demanda

OH . . ,
extraordinaria de oxigeno

i D y, Obviamente, con una

HO . ., ;.
Zeaxanthin, 3R.3'R-p}, f-carotene-3,3"-diol alta exposicion luminica.
<0 Estas dos caracteristicas

le convierten en un tejido-

diana para los procesos

Meso-Zeaxanthin, 3R,3'S-f,-carotene-3,3"-diol

neurodegenerativos.

Figura 66. Estructura de los carotenoides mayoritarios de la macula humana (Landrum, 2001).

El pigmento macular esta compuesto principalmente por tres carotenoides
isoméricos: la luteina, la zeaxantina y la meso-zeaxantina, que segun Handelman
(1988) representa el 36%, 18% y 18% respectivamente, del total de carotenoides

contenido en la retina.
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De la revision realizada para Archivos de Bioquimica y Biofisica, por Landrum y
Bone en 2001, se extraen las graficas de las estructuras de los carotenoides que
mayoritariamente componen el pigmento macular.

Desde el punto de vista estructural, en la figura siguiente se tipifican las distintas
zonas maculares en funcién del tiempo de retencion de los diferentes cromoforos
(luteina y zeaxantina). La distribucién y densidad de croméforos es importante para la
profilaxis y terapia, ya que su conocimiento permitira replicar la proporcién adecuada en
los filtros oOpticos artificiales que suplementa la proteccion retiniana tal y como se vera

en los epigrafes correspondientes.
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Figura 67. Cromatogramas de los cromoforos en vjoleta.
retina humana (Landrum, 2001).
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Figura 68. Curva de absorciéon espectral del Figura 69. Espectro de luteina y zeaxantina.
pigmento macular en macaco, medido por Caracteristicas diferenciales. (Landrum, 2001).
espectrofotometria (adapted from Snodderly,

1991).
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La mas obvia caracteristica de los carotenoides es su intensa coloracion.
Destacan tres publicaciones de referencia que se quieren mencionar en esta tesis: en
primer lugar la aportacion del Dr. Isler, en 1971, con su libro Carotenoides,
posteriormente los Dres. Klaui y Bauernfeind, en 1981, amplian los estudios y sus
resultados son publicados en un libro titulado Carotenoides como colorantes y
precursores de vitamina A y por Ultimo, en 1985, y publicada por la misma editorial
(Birkhauser-Verlag) el Dr. Britton presenta una nueva revision denominada también
Carotenoides. Todas ellas inciden en la importancia de las curvas de absorcion
espectral de luteina y zeaxantina, que se presentan en las figuras anteriores.

Los carotenoides son frecuentemente citados por su habilidad en la funcién
antioxidantes de los sistemas biolégicos, accion que realizan por mecanismos
diferentes. Probablemente la mas importante distincion entre luteina y zeaxantina es
gue la luteina es mucho mas facilmente oxidada que la zeaxantina. Este hecho
marcara la diferente composicién de los complementos nutricionales que colaborar en
el aumento del pigmento macular.

Desde el punto de vista anatomico y
usando microespectrofotometria  en
secciones retinianas, Snodderly vy
colaboradores (1984), describieron la
distribucion espacial de los carotenoides
en la retina central. Sus resultados
indican un incremento drastico en la
concentracion de los pigmentos en el
centro de la méacula. La distribucion de

carotenoides es asimétrica, con altas

concentraciones en las laminas internas,

Figura 70. Microespectrofotometria en

_ o tal y como se muestra en las figuras
secciones retinianas.

correspondientes.

1.4.4.- Ausencia de conos-S en la foveola

Como es sabido, la fovea central humana es tritanope o “ciega al azul” (Kdnig,
1894; Wald, 1967; Willmer, 1946). Los trabajos de Magnussen (2001,2004) analizan en

profundidad tanto la representacion esquematica del escotoma foveal azul como el
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campo periférico que lo rodea. En la grafica siguiente se muestra un esquema de los
trabajos de Magnussen de 2004, donde se ratifica el escotoma foveal al azul obtenido
con luz monocromatica de 440 o 450 nm. La apariencia de la post-imagen esta
ilustrada en la figura.

Se muestran 3 distintas regiones: una zona externa de bordes difusos, de
aproximadamente 5° una zona interior mas iluminada de aproximadamente 2° de
diametro y, en su interior, un agujero pequefio de aproximadamente 25 min de arco,
parecido a un estimulo blanco de mayor brillo que el fondo.

La zona central brillante 5 deg

representa el escotoma foveal a la
luz azul, es decir, el area libre de
conos S.

En las cuatro graficas SE mire il
siguientes, seleccionadas de los
trabajos de Magnussen (2001,

2004), se muestran respecto a las

bandas de longitud de onda corta
2 deg

Figura7l. Representacion esquemética de la post-

del espectro de luz “visible”, los
resultados de dos y tres

imagen negativa de un circulo monocromatico de

observadores. _
longitud de onda de 450nm.

En las dos primeras graficas se representa la post-imagen negativa en funcion a
la longitud de onda y en las dos segundas graficas el tiempo de llenado del estimulo

brillante central con relacion a la longitud de onda del campo de adaptacion.
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Figura 72. Ratio de la post-imagen negativa en funcién de la longitud de onda monocromaética.
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Figura 73. Tiempo de llenado del estimulo brillante central en la post-imagen negativa en funcion

de lalongitud de onda.

Esta tesis doctoral tiene interés en remarcar la ausencia de conos-S en la
foveola porque junto con los epigrafes que con anterioridad se han descripto
(Amarilleamiento del cristalino y Pigmento macular) se considera que es el mecanismo
combinado natural de defensa por medio del cual la retina se preserva; no en cualquier
zona, sino en su area mas perfecta, donde la densidad de fotorreceptores conos es de
150.000 fotoreceptores por mm?Z. El resto de la retina presenta una densidad uniforme
de 10.000 conos por mm?. Como es sabido, la distribucién de los distintos tipos de
conos en la retina humana no es uniforme y ademas de los 6 millones de conos que
aproximadamente presenta una retina patron, el 65% corresponde a conos-L (sensibles
a longitudes de onda larga), el 33% a conos-M (sensibles a longitudes de onda media)

y solo el 2% a conos-S (sensibles a longitudes de onda corta).

Distribucion proporcional
de los conos en la retina humana

Conos-1

Figura 74. Distribucion de fotorreceptores
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1.5.- Mecanismos artificiales de proteccion ocular frente alaluz
1.5.1.- Filtros opticos

1.5.1.1. - Transmitancia/Absorbancia/Reflectancia.

En una definicion genérica se dice que un filtro es un dispositivo disefiado para
separar, pasar o suprimir un grupo de objetos o cosas del total de la mezcla. En el tema
gue nos ocupa en este documento que es el filtrado del espectro electromagnético y
mas concretamente de una parte de éste que es la luz “visible” los filtros Opticos son
elementos ideados para la seleccién de un determinado intervalo de longitudes de onda
de luz. El mecanismo es siempre sustractivo, consiste en el bloqueo de unas longitudes
de onda, permitiendo el paso de otras. Asi, no intensifican un color, sino que se limitan
a oscurecer el color complementario.

Para describir las propiedades Opticas de un filtro se utilizan distintos conceptos:
absorcion, absorbancia, coeficiente de absorcion, transmision, transmitancia,
coeficiente de transmision, reflexion, reflectancia y coeficiente de reflexion.

La Absorcion (A) de un material se define como el cociente entre la intensidad
de la luz que absorbe y la que incide sobre el mismo. El valor de A estara siempre entre
0 (transmision total) y 1 (absorcion total). La absorcion se da a menudo en %.

La Transmision (T) de un material se define como el cociente entre la
intensidad de la luz que transmite y la que incide sobre el mismo. Su valor también esta

entre 0y 1, y se da en %.
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Figura 75. Curvas de transmitancia de un filtro CPF 511 (mineral fotocromatico) y un MLF 511

(organico monofocal)
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Figura 76. Diferentes curvas de transmitancia de Filtros: la primera de un filtro menos eficaz que

el segundo

La Reflexion (R) de un material se define como la intensidad de la luz que se
refleja y la que incide sobre el mismo. Su valor también estd entre 0y 1, y se da en %.

La relacion entre absorcién y transmisién y reflexion es A+T+R=1

En la grafica siguiente se muestra un ejemplo de la transmision de la luz de un
ojo normal y de la curva correspondiente a la luz que llega al ojo después de atravesar
un filtro de longitud de onda de corte de 511 nm. Como se puede ver en el eje de
abscisas se presenta el espectro de luz “visible” y las franjas de ultravioleta Ay B, y en

el eje de ordenadas se muestra el porcentaje de transmitancia

UVB  UVA
1000/
] T CETPTEPEEFRE—
® - 3
o . .
c ]
ag - ' — — = Ojo normal
a 50%: ': 51 1 Con filtro|de absorcién
© '
= T ' Figura 77. Diferencia de
X . : . . o
] N transmitancia entre un 0JO sin
"‘t M . .
0% filtro y otro con un filtro de
L] L] L L] L] L] L] L]
30 400 500 600 7  nm corte en 511nm.

La técnica mas habitual para la caracterizacion de filtros es la
espectrofotometria, considerada como el método de medida de la cantidad de energia
radiante que absorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de onda de la
radiacion, y a las mediciones a una determinada longitud de onda. La teoria ondulatoria

de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de cuantos de energia
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llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda esta asociada con los fotones,
cada uno de los cuales posee una cantidad definida de energia. Por todo ello, las 2
magnitudes mas significativas a la hora de definir o caracterizar un filtro son la
Transmitancia y la Absorbancia. En la grafica siguiente se representan 7 filtros opticos

con sus respectivas curvas de caracterizacion, resultado del uso del espectrofotometro.
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Figura 78. Curvas de absorcion espectral de diferentes filtros, medidos por espectrofotometria.

El esquema que a continuacion se presenta es el mas sencillo de un
espectrofotometro de doble haz. Se utiliza como fuente de luz una lampara que tenga
una emision intensa en todo el intervalo de longitudes de onda que se quiere analizar.
La emision de la lampara pasa a través de un monocromador que selecciona la luz de
una determinada longitud de onda.

Esta luz monocromada se divide mediante un “beam splitter’ que la separa en
dos haces de luz con una intensidad de luz aproximadamente igual. Uno de los haces
pasa directamente al detector, mientras que el otro atraviesa la muestra antes de llegar
al mismo. Posteriormente el detector compara la luz que le llega en los dos sensores y
calcula la cantidad de luz que ha transmitido (o absorbido) la muestra. La operacion se
repite variando la longitud de onda de la luz que sale del monocromador con lo que se
obtiene el espectro de absorcion. Normalmente, los espectrofotometros vienen
controlados por un ordenador que permite almacenar los datos para realizar calculos

con ellos posteriormente.

90



Monocromador

:/#
=
\
Lampara Muestra

AN

Detector

PC

Figura 79. Esquema de un espectrofotémetro de doble haz

Los fisicos Opticos utilizan para el disefio de un filtro una funcion de red con el

rango de frecuencias que se desean suprimir.

La funcién de red es la relaciéon de

xIs)
- Y(s)
la transformada de Laplace de la salida . Filtro -

con respecto a la transformada de |xit) ¥(t}

Laplace de la entrada.
Y{S] Figura 80. Funcién de transferencia o funcion de

{3] = —{ } red. Relacién salida contra entrada

La Transformada de Laplace es una funcién de la variable independiente s,
donde s es una variable compleja y puede escribirse como s= ct+jo, ¢ es la parte real y

jo es la parte compleja. Todas nuestras funciones de red estaran desarrolladas en s.

1.5.1.2. — Tipos de filtros.

Los filtros 6pticos se pueden clasificar en funcion de varios criterios, en este
documento se han seleccionado los mas interesantes. Asi, existen principalmente dos
tipos de filtros, si se clasifican en funcién de la seleccién espacial o temporal:

1. Selectivos en el Tiempo.

Conocidos como “Pasa Todo”. Este tipo de filtro no modifica el espectro
en magnitud. Se emplea para derivar o integrar una sefial £90°, elimina el desfase de
una sefal (problemas de fase) y ocasionan un retraso.

2. Selectivos en Frecuencia.
Son capaces de suprimir o permitir el paso de determinado rango de

frecuencias, estos filtros modifican la magnitud de la sefal. Los filtros selectivos en
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frecuencia se dividen en cuatro tipos: Pasa Bajas (Low Pass) / Pasa Altas (High Pass) /
Pasa Bandas (Bass Pass) / Rechaza Bandas (Stop Bass)

Por otro lado, si se utiliza como criterio de clasificacion la densidad Optica, la
relacion dictada por la Comision Europea (UNE-EN 1836:2006+Al), clasifica los filtros
en 4 categorias, con relacion a su transmision, indicando ademas las aplicaciones, las
restricciones y las indicaciones de uso. En la tabla siguiente se exponen todos los

casos.

Categoriade

o Transmision Aplicaciones Restricciones Indicaciones Uso
iltro

Lentes claras o . . .
De 80% a 100% ) Ninguna Interior o cielo nublado
ligeramente coloreadas

Lentes ligeramente No validas para la Luminosidad solar
De 43% a 80% .
coloreadas conduccién nocturna atenuada
Lentes medianamente No validas para la Luminosidad solar
De 18% a 43% . )
Coloreadas conduccién nocturna media
Lentes fuertemente No validas para la Fuerte luminosidad
De 8% a 18% .
coloreadas conduccién nocturna solar

Luminosidad solar

. excepcional.
No validas para la
De 3% a 8% Lentes muy oscuras . No adaptadas para
conduccién nocturna N
conduccién de

automoviles.

Tabla 4: Categorizacion de filtros segin norma UNE-EN 1836:2006
Otro criterio de clasificacion de alta utilidad se expone en el esquema siguiente:

[ TIPOS FILTROS ]

_[A. ATENUADORES (densidad neutra) ]

— GRISES ]

_{ POLARIZADORES ]

_[ B. DE BANDA (absorcién) J

_[ B1. INTERFERENCIALES ]

PASO ANCHO ]

PASO ESTRECHO J

PASO LINEA ]

_{ B2 DE CORTE ]

CUT-ON ]

CUT-OFF ]

Tabla 5: Tipos de filtros. Clasificacion.
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A) Filtros Atenuadores o de Densidad Neutra
Reducen la intensidad de todos los colores por igual. Se dividen en filtros grises,

y polarizadores. Estrictamente, alteran en la misma proporcién todas las frecuencias
del espectro “visible”, con lo que reducen el brillo de la imagen, pero no modifican el
tono. Ademas tienen un corte de proteccion < 390 nm. Con ellos se puede disminuir a
voluntad el brillo de una imagen. Un filtro gris simplemente atenta en una proporcion
fija la luz incidente. Por el contrario, un polarizador modifica la intensidad absorbida a

voluntad del usuario, por lo que en la practica equivale a un ilimitado namero de filtros

grises.

UVB  UVA

T ' mem Filtro absorcion Pol.

== Fjltro densidad neutra
/

% Transmitancia

4
0%
T T T T T T T T

300 400 500 600 700 nm

Figura 81. Curvas de absorcidn espectral de filtros

Un filtro polarizador realmente consta de dos filtros idénticos montados juntos,
llamados polarizador y analizador, que tienen la propiedad de sélo permitir el paso de la
luz que posea un plano de oscilacion paralelo a la estructura microscopica del material.

A medida que se va anulando la perpendicularidad de los planos mediante el giro del

analizador, la imagen se va aclarando gradualmente.

B1) Filtros interferenciales
También llamados filtros dicroicos, dieléctricos o de Fabry-Perot, son filtros de

banda que seleccionan la luz no por absorcién, sino por interferencia. Se usan tanto en

el espectro “visible”, como UV e IR (200-15000 nm).
En esencia constan de dos o mas grupos de capas, separados entre si por

laminas de resina o aire. Cada grupo esta a su vez constituido por apilamientos de
finisimas capas de un material transparente, generalmente dieléctricos como MgF; o
CaF,, alternadas con peliculas de materiales de un mayor indice de refraccion (laminas

metalicas o de ZnS), formando subgrupos. Los subgrupos a su vez se separan con
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capas espaciadoras y de acoplamiento, para hacer posibles las interferencias. El
conjunto queda encerrado entre dos placas de vidrio plano para su proteccion. Un filtro
ordinario de este tipo suele constar asi de varias decenas de capas, depositadas
sucesivamente. Normalmente los grosores se eligen de forma que cada cuatro capas
formen dos filtros completos. Controlando el espesor de las laminas de dieléctrico
interpuestas, se puede seleccionar una longitud de onda, que sera reforzada en esa
etapa del filtro. Existen filtros de banda interferenciales, de gelatina, de vidrio, mixtos y
liquidos.

La seleccion del color se produce por medio de interferencias destructivas de la
radiacion incidente. Asi, cuando un haz luminoso de rayos paralelos se dirige hacia un
filtro interferencial, parte de la luz atraviesa la primera capa metdalica, cruzando a
continuacion la primera capa de dieléctrico interna. Al llegar a la segunda capa, de
mayor indice de refraccion, parte de la luz la atravesara, pero una fraccién importante
sera reflejada hacia el interior, dirigiendose de nuevo hacia la superficie. EI encuentro
entre un nuevo haz directo y el reflejado produce fendmenos de interferencia. Asi, sélo
aquellas frecuencias de luz cuyo recorrido por el interior del filtro sea un multiplo entero
de su longitud de onda seran reforzadas, mientras que el resto se anularan total o
parcialmente. La repeticidbn de este fendmeno mdultiples veces consigue que poco a
poco la radiacion emergente sea gradualmente mas pura.

La formacion de las capas y peliculas separadoras es un proceso dificil y
costoso. Tipicamente, un filtro nebular puede contener 40 o0 mas capas depositadas
sucesivamente, una sobre otra. La uniformidad del espesor, que determina la pureza
del filtraje, requiere un control muy riguroso de fabricacion. Habitualmente la seleccion
se consigue con el segundo grupo de capas y que se llama blogueador (al primer grupo
se suele llamar selector de banda). También es una practica corriente depositar una

capa coloreada, que igualmente puede eliminar los arménicos o reducir la luz base.
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Figura 82. Perfil de transmision de un filtro de paso estrecho (Lumicon UHC)

Estos filtros se dividen en tres clases segun la eficiencia con que seleccionan las

lineas de emision de las nebulosas:
¢ filtros de paso ancho (broad band),
e filtros de paso estrecho (narrow band)
e filtros de paso linea (line filters).

Los filtros de interferencia proporcionan grandes transmitancias en dominios muy
estrechos de longitudes de onda. Su elevada selectividad ha facilitado el desarrollo de
multiples aplicaciones. Los filtros de paso ancho: la mayoria son filtros mixtos de
absorcion e interferencia, con pasos de banda en la regidén del verde. Los filtros de
paso estrecho: El paso de banda hace posible distinguir muchos objetos de una

debilidad extrema. Los filtros de paso linea: son los mas selectivos con transmisiones
del 97%.

B2) Filtros de banda o de corte selectivo

Los filtros de corte selectivo son aquellos que tienen poder de absorcién en una
sola porcién del espectro luminoso. Los mas interesantes para en este trabajo son los
gue absorben las longitudes de onda corta (azul), radiacibn muy energética, que
produce dafo retiniano.

Se usan en la region “visible” del espectro y en el infrarrojo cercano, desde los

380 a los 2000 nm. En realidad, son sustancias que absorben luz, que se encuentran
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disgregadas y suspendidas en un medio inerte, como un liquido, plastico o gelatina, o
bien vidrios a los que se ha adicionado algunas sustancias para darles color.

A modo de ejemplo se presentan a continuacion varias curvas de absorcion
espectral de filtros utilizados en algunos trabajos de investigacion realizados por el
grupo de Neuro-Computacion y Neuro-Robdtica de la Universidad Complutense de
Madrid.

UVB UVA

UVB UVA Visible
100% 0%

FILTER 2

50%

SUVB: 0%
SUVA: 17%
Visible: 11%

SUVB: 1%
SUVA: 51%
Visible: 63%

0%

100%

50% 50
SUVB: 0%
SUVA: 32%
Visible: 17%

SUVB: 0%
SUVA: 13%
Visible: 41%

0% 0%

300 400 500 600

Figura 83. Curvas de absorcidn espectral

Se suelen caracterizar mediante dos parametros, relacionados con su peffil
espectral: porcentaje de transmitancia 0 maxima relacién observada entre la luz que
atraviesa el filtro y la que en un principio llegd hasta él (se define transmitancia como la
fraccion de luz incidente que consigue atravesar un determinado medio) y ancho de
banda efectivo o amplitud de la banda de transmisién a la mitad de su altura maxima.

Se pueden construir combinaciones uniendo un filtro de paso alto y otro de paso
bajo, siempre que ambos posean un dominio de transmisién compartido, aunque es
mas comun valerse de otros medios.

Los filtros de corte constituyen sélo un caso particular de filtro de banda, parte de
cuyo dominio de absorcidn se prolonga hacia el “visible”, desde el infrarrojo (paso bajo)
o desde el ultravioleta (paso alto). Es frecuente también encontrar filtros constituidos
por una capa de pigmento que recubre un soporte transparente. El grado de opacidad
del filtro a una determinada longitud de onda, puede ser cuantificado mediante la ley de
Beer-Lambert.

En la grafica siguiente se exponen curvas de absorcion espectral para aclarar los

conceptos anteriores.
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Figura 84. Diferencias entre las curvas de transmitancia de 1 Filtro de corte en 511nm frente a 2

Filtros con distintas polarizaciones y a otros 2 que combinan Filtro y polarizacion.

En definitiva, la intensidad transmitida en la regién espectral seleccionada

depende de la naturaleza quimica del compuesto absorbente (coeficiente 60), del

espesor del filtro (d), y de la concentracion del pigmento (c). En la figura inferior se

puede apreciar tres curvas que corresponde a un ojo normal y a dos tipos diferentes de

filtros.

% Transmitancia

Figura 85.

UVB  UVA
100% TTTTITITITIT
. ;' - === Ojo normal
. :' —— Filtro de absorcién
50/°: :' = Fijltro densidad neutra
0%- Lt L
| | | | | | | | | | ] | |
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Diferentes curvas de transmitancia en funcién del tipo de Filtro utilizado
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2.- Objetivos

2.1.- Objetivo general
Evaluar el efecto fototoxico de la luz y la accion protectora contra las longitudes
de onda corta de los filtros 6pticos de absorbancia selectiva en la retina de animales de

experimentacion.

2.2.- Objetivos Especificos
2.2.1.- Anédlisis Estructural de laretina

1.- Realizar un andlisis cuantitativo de los diferentes estratos nucleares de la retina
como punto de partida al ser indicativo de las capas retinianas que se ven mas
afectadas.

2.- Comparar la densidad celular de las capas nuclear externa e interna de retinas de
conejos expuestos a luz de diferente composicién espectral. Los animales seran
sometidos a implante mixto de lentes intraoculares de distinta absorbancia en cada uno
de los dos ojos (amarilla/transparente).

3.- Determinar si la luz induce muerte celular por apoptosis o si en la pérdida de
celularidad inducida por la luz intervienen otros mecanismos.

4.- Analizar el efecto protector de los filtros épticos de absorbancia selectiva de las
bandas mas energéticas del espectro luminoso en los cambios en el proceso de muerte
celular de la retina.

5.- Determinar el tipo de fotorreceptor visual mas afectado por los distintos tipos de
iluminacién.

6.- Valorar el efecto de las lentes intraoculares con filtro selectivo a la luz azul respecto

al tipo de fotorreceptor afectado.

2.2.2.- Analisis expresion génica
7.- Estudiar el efecto de la exposicion a la luz sobre la expresion de diferentes genes
implicados las vias pro y anti-apoptéticas.
8.- Determinar si la luz produce modificaciones en la expresion de algunas proteinas
ligantes del calcio presentes en las células de la retina y si este efecto puede ser
prevenido por la implantacion de lentes intraoculares que eliminan la parte azul y

violeta del espectro luminoso.
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9.- Estudiar las variaciones en la expresion del Trk-B, el receptor del BDNF, como
consecuencia de la exposicion a la luz.

10.- Contribuir al conocimiento de la regulacién de las metaloproteasas en la patogenia
de la degeneracion retiniana inducida por la luz.

11.- Evaluar el efecto de la exposicion a la luz sobre la expresion de los genes TIMP-1
y TIMP-2 y analizar si este efecto puede ser prevenido mediante filtros de absorbancia
selectiva para longitudes de onda corta.
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3.- Hipotesis

3.1.- Hipdtesis Conceptual:

La luz de longitud de onda corta provoca un proceso neurodegenerativo en el

sistema visual que es menor si se interponen filtros épticos que absorban esta
radiacion.

3.2.- Hipotesis Fisiologica:

Los filtros Opticos de absorbancia selectiva del espectro “visible”, que contienen
pigmentos amarillos, protegen la retina.
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4.- Muestra, Material y Método

4.1.- Muestra

Segun la Asociacibn Americana de criadores de Conejos existen 28 razas y
alrededor de 80 variedades de conejos que pueden ser utilizados como animal de
experimentacion. Su clasificacion taxonomica es: clase: mamifera, orden: lagomorpha,
familia: leporidae, género: orictolagus. A continuacion se exponen algunos datos
biologicos de estos animales: Su vida media es de 6 a 7 afios. Su peso al nacer esta
comprendido entre 30 y 70 gr, segun la raza, alcanzando un peso adulto muy variable
entre 1 y 6 kg. Algunas caracteristicas elementales de estos animales de
experimentacion son: presentan 4 digitos posteriores y 5 anteriores; su formula dentaria
es | 2/1; C 0/0; PM 3/2; M 3/3; el esqueleto corresponde al 7 % del peso corporal; su
campo visual es casi independiente con 15° de binocularidad; presentan un corazén
pequefio, 3 pulmones derechos y 2 izquierdos; el timo altamente desarrollado y un
higado que presenta 4 I6bulos. Su vida reproductiva es de 3 a 4 afios y el periodo de
gestacion de 32 dias; el tamafio de camada es de 6 animales, en promedio, con un
tiempo de destete de 6 a 8 semanas.

Respecto al macroambiente es interesante resefiar que la iluminacion en
estabulacion habitual suele ser de 12 horas luz/12 horas de oscuridad. La temperatura
ambiental debe ser de 15 a 20°C y la humedad relativa del ambiente debe oscilar entre
50 y 55 % de HR.

Con relacion al

microambiente, solo
comentar que se
mantienen en jaulas

metalicas de una superficie
recomendada de 0,14 m?2
para animales de menos de
2 kg, de 0,37 m? para
animales entre 2 y 5 kg, y

una superficie adicional de
Figura 86. Diferentes razas de conejos de experimentacion 0,19 m2 para hembras

lactantes.
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El alimento y agua se suministra habitualmente ad libitum, generalmente
dispuestos en tolvas y sistemas automaticos.

Para la realizacion de esta tesis doctoral se han utilizado conejos pigmentados
de la raza Leonado de Borgofia, con edades comprendidas entre 2 y 2,5 afos,
procedentes del bioterio de la Universidad Complutense de Madrid (UCM). Es
importante destacar la necesidad de utilizar un modelo animal que permita la
intervencion quirdrgica con lentes intraoculares, ademas, al seleccionar la raza se tuvo
en consideracion que las retinas fueran pigmentadas. Esta aclaracion es de interés ya
gue, en general, los conejos utilizados en experimentaciéon animal son albinos y en
consecuencia sus retinas estan desprovistas de pigmentos. A continuacién se
explicaran algunas caracteristicas de la raza seleccionada.

Es de origen francés y
semejante al neozelandés rojo.
Tiene buena morfologia
corporal. No se adapta bien a
los suelos de rejilla, lo que
supone un inconveniente para
su estabulacion. Presenta el
pelo liso y tupido de color

marrén en todo el cuerpo. Ojos

oscuros. Tamafio mediano,
Figura 87. Animal de experimentacion seleccionado con peso adulto entre los 4,0 y

4,5 Kg.

Intervenidos
No intervenidos (control)

oD Ol
LIO-A LIO-T

Inicial Término Inicial Término
No expuestos 7 4 11 8
Luz Blanca 8 6 12 7
Luz Amarilla 8 5 12 8
Luz Azul 6 5 5 3

TOTAL | 29 20 | 40 27
Tabla 6: Muestra total de animales de experimentacion.

La muestra se ha dividido en dos grupos segun hayan sido o no intervenidos

para el implante de las lentes intraoculares. El grupo de no-intervenidos (control) contd
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en un principio con un total de 29 conejos de los cuales llegaron a término 20 animales.
Por otro lado el grupo de conejos intervenidos para el implante de las lentes
intraoculares se inicié con 40 conejos de los cuales finalizaron el proceso 27 animales.
Los motivos de las pérdidas fueron varios. Algunos conejos murieron durante la propia
intervencion, otros por razones desconocidas después de la cirugia y otros tuvieron que
ser sacrificados por sufrir infecciones por sarna.

En la tabla superior puede observarse la distribucion de los animales segun las
exposiciones a distintos tipos de luz y los no expuestos. La muestra final estuvo
compuesta por 20 conejos no intervenidos (4 no fueron expuestos, 6 expuestos a luz
blanca, 5 expuestos a luz blanca exenta de azul y 5 expuestos a luz azul) y 27 conejos
intervenidos (8 no expuestos, 7 expuestos a luz blanca, 8 expuestos a luz blanca

exenta de azul y 3 expuestos a luz azul).

4.2.- Material

A continuacion se relaciona el material utilizado para cirugia de implantacion
de lentes intraoculares, sustitutivas de los cristalinos de cada conejo: Lente
intraocular Acrysoft Natural (Alcon), Lente intraocular Acrysoft (Alcon), Blefarostato,
Blefarostato desechable, Inyector Monarch II, Cuchilletes (Slit Knife Dual Bevel
8065993247 3,2 mm), Lancetas (V-Lance Knife 20GA 8065912001 - 1,3 mm);
Cuchilletes oftalmicos (Ophthalmic Knife 15° 8065921501), Canulas de hidroseccion
curvas ("J" shaped cannula 27 GA_8065441120); Canulas de hidroseccion rectas
(Hidrossection cannula 27 GA, 8 mm bend_8065441620), Manguitos de irrigacion
' Maxvac Manifold Set (ref 8065740882), Pinzas de
capsulorépsis rectas, Pinzas de capsulorepsis rectas
desechables, Pinzas de capsulorépsis curvas, Pinzas
de capsulorépsis curvas desechables (Monarch 1l IOL
Delivery System Cartridges 8065977758), Cartucho
Monarch Il B, Agujas hipodérmicas, Lancetas

quirdrgicas V- Lance Knife 20 GA de 1,3 mm y Lancette

Figura 88 a. Quirdfanos e instrumental utilizados.
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Chirurgicale.Ophthalmique 8065913198), Viscoelastico
.| (Celoftal), Supresor de Burbujas BSI, Jeringuilla de
insulina, Jeringuilla de 2 ml, agujas, Bolsa de drenaje,
Suero fisiolégico, Guantes quirdrgicos, Batas asépticas,
Gorros, Calzas, Mascarillas, Guantes de latex, Recipientes

para analisis de orina, Batas no esterilizadas, Gasas.

Figura 88 b. Quiréfanos e instrumental utilizados.

Los farmacos utilizados fueron Tropicamida al 1% (Alcon Cusi), Fenilefrina de
Llorens Colirio 10% (Fenilefrina hidrocloruro, Tetracaina), Maxitrol de Alcon Cusi
(Dexametasona, Neomicina sulfato, Polimixina B sulfato), Alsir-40 (Enrofloxacina,
200mg), Diclofenaco Saodico (Lepori), Flumixin de Schering Plough (meglumine 50mg).
Microscopio quirdrgico con luz coaxial., facoemulsificador Universal de la casa Alcon,
caja de cirugia de catarata con blefarostato, pinzas de cérnea tipo Barraquer, pinzas
MacPherson, tijeras Weskott y tijeras Vannas. Asi como todos los instrumentos

necesarios para la anestesia de los animales de experimentacion.

A g

Figura 89. Material fungible utilizado

Las lentes intraoculares fueron siempre de la

- v\ marca Alcon en dos modalidades: Acrysoft
i (transparente) y Acrysoft Natural (con pigmentacion

amarilla). Las curvas de absorcion espectral se

y \
&A encuentran en la figura correspondiente en la que se
s , comparan ambas lentes y cristalinos de diferentes

Figura 90. Lentes Acrysoft vy edades.

Acrysorf Natural (Alcon®)
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Datos sobre el cristalino humano de Boetttner and"Wolter, 1962
LRGNNSR
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Figura 91. Curvas de absorcion espectral de distintas lentes y cristalino humano.

Con posterioridad a las necesidades de material para la cirugia de cristalino se
han utilizado jaulas realizadas expresamente para este experimento, en los Talleres de
metalurgia de la Facultad de Ciencias Fisicas de la Universidad Complutense de
Madrid. El material utilizado fueron varillas de acero inoxidable curvadas manualmente
para adecuarlas a un espacio donde pudieran vivir los animales expuestos a la
iluminacién requerida, que se detallard en el apartado correspondiente. Las medidas
fueron de 482x630x300mm, siguiendo las directrices sugeridas por el animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

Figura 92. Jaulas metalicas sin ninguna

- ]
e superficie bloqueante de luz, realizadas
“'f expresamente para este experimento.

El material utilizado para la iluminacion de las jaulas eran fuentes de luz con

caracteristicas especificas y curvas de emision espectral propias de luz blanca,
iluminante patron D65. Todas las medidas técnicas y valoraciones de mantenimiento de

la instalacion luminica fueron realizadas por profesores de la Escuela Universitaria de
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Optica de la Universidad Complutense de Madrid. La marca seleccionada fue Phillips.

Cada jaula dispuso de tantas fuentes de iluminacién como fueron necesarias hasta

conseguir una iluminacion homogénea y controlada.

! \’\ — lluminante D65
0} v\_/\\
0.8
0.7—"
os \/v

0.5+

0.4}

50 700 750 800

0300 450 500 550 600 65
Longitud de onda (nm)

Figura 94. Aspecto externo y emision espectral relativa para el D65 de la CIE

Se utilizaron tres tipos de iluminacion: en primer lugar luz blanca, en segundo

lugar luz blanca exenta de azul, para lo cual se ha utilizado tubos fluorescentes de luz

blanca cubiertos por filtros de absorbancia selectiva cuyas caracteristicas se expondran

en los siguientes parrafos, y en tercer lugar tubo fluorescentes de luz azul cuya curva

de emision espectral normalizada al azul se muestra en la gréfica correspondiente.

Normalizado al azul

— Blanco
— Azul |

- Figura 95a. Emision espectral relativa

500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

En la tabla siguiente se resume el flujo radiante porcentual en

fuente de iluminacion.

Blanco

700 750 800 al fluorescente azul

cada tramo de

650-700  700-750

450-500 ‘ 500-550 550-600 600-650

23.3 20.6 13.8 16.6

D65 (estandar CIE)

Azul

Tabla 7: Flujo radiante porcentual en cada tramo de cada fluorescente asi como para el D65.
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Figura 95 b. Grafica comparativa de la composicion espectral por bandas de las distintas luces

La luz blanca exenta de azul se consigue mediante la disposicion de filtros E-
Colour #010: Medium Yellow (Transmision = 83,91%) de la marca ROSCO Ibérica S.A.
cubriendo la fuente de luz blanca. La curva de absorcién espectral del filtro optico se
muestra en la gréafica siguiente.

P;SCO COLOR FILTER TECHNICAL DATA SHEET

SWATCHBOOK: E-COLOUR

COLOR FILTER: #010 Medium Yellow COLORIMETRIC DATA
DESCRIPTION: Color Effects Lighting Filter. OBSERVER: CIE 1964 10° R: £
TRANSMISSION = % or 0.3 stop loss SOURCE: * A (tungsten) G: m
MIRED SHIFT = Not Applicable. * D65 (daybght) B8: °
CC EQUIVALENT =  Not Applicable.
" ECOLOUR #010 Mediurm Yellow CIE CHROMATICITY DAGRAM
0 e[ - R e
7
_ . / "
g » 1 T 2",
£ %%
H | ; }’::,
| 43 -
N / O 1984 e .,u
' . 5 . A SOURCE D8 06 B 853 03 G4 6y B
PP OPPPIOPOPIPOEPEOSIELY ¥ 78227 "
"

MATERIAL SPECIFICATIONS: AVAILABLE SIZES:

General Description:  Dye-Coated Polyester Film 20 in. x 24 in_ sheets (50cm x 60cm)
Substrate PET (Polyetnytens Tecephthalate) \ 21in.x24 in. sheets (53 x 60cm)
Thickness 3.0 mil (003" or 75 micron) 24 in. x 25 0. rolls (60cm x 7.62m)

\ 48in x 251t rolls (121cm x 7.62m)
Manufactured in: UK 60 in. x 20 A1, rols (152.40m x 6.10m)

13.5 n. Diameter Glass (34 3cm) - Cut 10 order

Figura 96. Caracteristicas 6pticas de los filtros superpuestos a las jaulas en exposicion.

Las mediciones de los filtros E-Colour #010: Medium Yellow realizadas por los

expertos en iluminacion dieron las siguientes curvas
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Figura 97. Curvas de absorcién y transmision en diferentes zonas de las lentes intraoculares

utilizadas en las intervenciones quirdrgicas

Por otro lado, para el andlisis comparativo estructural se han utilizado los

anticuerpos primarios siguientes:

Animal

anti-PGP 9.5

Conejo

anti-NFPp Raton
anti-MAC Ratén
anti-GFAP Rat6n
anti-CP3 Conejo
anti-CR Cabra
anti-S100 P Conejo
anti-CBD28k Mouse
anti-PV Mouse
anti-TrkA Conejo
anti-TrkB Conejo
anti-TrkC Conejo
anti-opsin Ratén
anti-RPE 65 Ratén
anti-Bcl-2 Ratén

Especificidad

en conejo

Si

No

Si

Si

No

No

No

Si

Si

Si

Si

Si
No testado
No testado
No testado

Dilucion

1:500
1:100
1.50
1:100
1:50/1:100
1:50/1:100
1:200
1:100
1:100
1:100
1:100
1:100
1:100
1:50/1:100
1:25/1:50

Obtenidos de

Biogenesis
Sigma-A
Chemicon
Boehringer

Cell Sign.T.
Sta. CBT

Dako
Sigma-A
Sigma-A
Sta. CBT
Sta. CBT
Sta. CBT
Sigma-A

Biocompare
Sta. CBT

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en el experimento.
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Para el analisis génico se han utilizado los primers siguientes, que se muestran

clasificados en funcion de su utilidad, en los siguientes parrafos

Genes relacionados con la apoptosis
B-actin: up: 5'-caa cgg ctc cgg cat gtg c-3'; down: 5'-ctc ttg ctc tgg gcc tcg-3'.
Bad: up: 5'-aga gta tgt tcc aga tcc cag-3'; down: 5'-gtc ctc gaa aag ggc taa gc-3'.
Bcl-2: up: 5'-ttg tgg cct tct ttg agt tcg-3'; down: 5'-att tct act gct tta gtg aac c-3'.
Bcl-XL: up: 5'-gac ttt ctc tce tac aag c-3'; down: 5'-cga aag agt tca ttc act ac-3'.
Caspase-1: up: 5'-gag aag aga gtg ctg aat cag-3'; down: 5'-caa gac gtg tac gag tgg ttg-3'.
d-Jun: up: 5'-gca atg ggc acat cac cac-3'; down: 5'-gaa gtt gct gag gtt ggc g-3'.
c-Fos: up: 5'-caa cgc cga cta cga ggc gtc at-3'; down: 5'-gtg gag atg gct gtc acc g-3'.
Proteinas S100
S100a6: up: 5'-atg gca tgc cct ctg gat-3', down: 5'-tta ttt cag agc ttc att-3'.
CB28k: up: 5'-cca cca ctc cat gac tcc aac-3', down: 5'-cac ttg ggt tct ctc att ttc tga-3'
CR: up: 5'-gac gcc ctc ctg aag gat ct-3’, down: 5'-tgc act ctg ttg gac tcg gaa gcta-3’
Metaloproteasas
MMP-2: up: 5’-cca ctg cct tcg ata cac-3’, down: 5’-gag cca ctc tct gga atc ttc aaa-3’
MMP-3: up:5’-gct ttg aag gtc tgg gag gag gtg-3’,down: 5-cag cta tct tcc tgg gaa atc ctg-3’
MMP-9: up: 5’-gtt ccc gga gtg agt tga-3’, down: 5'-ttt aca tgg cac tgc aaa gc-3’

TrkB: up: 5 ‘-ggg gaa gga gcc ttc ggg-3’, down: 5’-cat cca tcg gat ggg caa cat-3’

TIMP1 (FL) - ACCESSION NM_001082232

atggc ccccttggca geectggect ccageatget getgetgetg  tggetggtag cccccagecag agcectgcace tgtgtcccac ctcaccegea
gacggccttc tgcaactccg accttgtcat cagggccaag titgtggggg ctccagaagt caatcatact accttgtacc agcgttatga aatcaagacc
accaagatgt tcaaaggatt tgacgccttg gggcatgcca cggatatccg gtttgtctac accccegeca tggaaagtgt ctgcgggtac cccagaaccg
cagcgaggag tttctcatcg ctggacaact gcggaacggg ctcttgcaca tcacgactty cagtttcgty gttccctgga acagtctgag cttctctcaa
cgttccgget tcaccaagac ctacgctgec ggctgtgaca tgtgcacagt gtttgectgt geatccatce cctgecatct ggagagtgac actcattgct
tgtggacaga cagctctctaggctctgaca agggcttcca gagecgecat ctcgectgee tgccacagga gectgggetg tgegectggg agtcectgeg
gccccggaaa gactga

TIMP2 (PCD) - ACCESSION AF069713

gtagtgatca gggccaaagc ggtcagcgag aaggaggtgg actctgggaa cgacatctac ggcaacccca tcaagaggat ccagtatgag
atcaagcaga tcaagatgtt caaaggcccc gacaaggaca tcgagttcat ctacacagcg ccgtcctcgg ccgtgtgegg cgtgtccctg gacgtgggag
gcaagaagga gtatctcatt gcagggaagg ccgagggcga cggcaggatg cacatcacgc tctgtgactt catcgtgecc tgggactcecc tgagcagcac
gcagaagaag agcctgaacc acaggtacca gatgggctgc gagtgcaaga tctcgcgcetg ccccatgatcececgtgctaca tctectctce ggacgagtge
ctctggatgg actgggtcac agagaa

Tabla 9. Primers utilizados en el experimento

4.3.- Metodologia

Los farmacos utilizados fueron Tropicamida al 1% (Alcon Cusi), Fenilefrina de
Llorens Colirio 10% (Fenilefrina hidrocloruro, Tetracaina), Maxitrol de Alcon Cusi
(Dexametasona, Neomicina sulfato, Polimixina B sulfato), Atropina 1%, Alsir-40
(Enrofloxacina, 200mg), Diclofenaco Sédico (Lepori), Flumixin de Schering Plough
(meglumine 50mg).

Respecto a las intervenciones quirdrgicas se van a relacionar los distintos

protocolos utilizados.
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En el Preoperatorio se utiliz6 Tropicamida 1%: 1
gota 3 veces al dia; Fenilefrina 10%: 1 gota 3
veces al dia; Maxitrol (Dexametasona, Neomicina
sulfato, Polimixina B sulfato): 1 gota 3 veces al dia;
Alsir-40  (Enrofloxacina): 10mg/kg/l24h  via
subcutdnea. Una de las principales dificultades
encontradas durante las primeras cirugias fue

debida a la rapida miosis que se producia en el

momento de la incision. Por este motivo fue
Figura 98. Protocolo pre operatorio necesario un cambio del protocolo pre-quirargico.
A continuacion se exponen ambos: El Primer Protocolo Prequirtrgico consistié
en: el dia previo se instil6 Tropicamida: 1 gota 3 veces al dia; Fenilefrina 10%: 1 gota 3
veces al dia; Maxitrol: 1 gota 3 veces al dia; Enrofloxacina (Alsir): 10mg/kg/24 h via
subcuténea. El dia de la intervencion se administré Tropicamida: 1 gota por la mafiana;
Fenilefrina 10%: 1 gota por la mafiana; Maxitrol: 1 gota por la mafana y dos horas
antes de la cirugia: 1 gota cada 30 minutos de fenilefrina, tropicamida y diclofenaco.

El Segundo Protocolo Prequirdrgico no se
modific6 el tratamiento del dia previo, sin
embargo en el dia de la intervencion se
administré el mismo tratamiento pero dos horas
antes de la anestesia fue necesario administrar

Atropina, 2 aplicaciones cada 30’.

Figura 99. Ojo de experimentacién con pupila dilatada

Finalizada la administracion de atropina se administran en el orden expuesto y
cada 15 minutos hasta el momento de la anestesia los siguientes colirios: Fenilefrina,
Homatropina, Cicloplégico.

Para la induccién anestésica, por cada animal y en funcién de su peso, 20
minutos antes de la intervencion, se aplicaron, via intramuscular, los siguientes
farmacos: Ketamidina (Imalgene al 10%): 20 mg/kg, Medetomidina (Domtor): 0,1 mg/kg
y Metoxicam (Metecam): 1 mg/kg.

A los cinco minutos de iniciado el proceso, se pasé a aplicar oxigeno mediante

mascarilla, para mezclar con el anestésico inhalatorio (PO,- Isoflurano) gradualmente.

112



Este proceso evita la apnea voluntaria del animal al detectar el anestésico. Una vez

alcanzada la cantidad requerida, se mantuvo durante toda la intervencion una

proporcion constante de oxigeno y anestésico.

T4 i

Figura 100. Diferentes fases del trabajo pre-quirirgico, en anestesia

Mientras se administré el anestésico inhalatorio se aplicaron electrodos para
controlar y monitorizar las frecuencias cardiaca y respiratoria del animal durante la
intervencidon. Una vez finalizada la cirugia, se procedié a reducir la concentracion de
Isoflurano, aumentando la de oxigeno gradualmente, hasta la eliminacion del
anestésico. Se mantuvo el oxigeno hasta que se observo que el animal comenzaba a

realizar los primeros movimientos de forma auténoma y respiraba sin dificultad.

Figura 101. Proceso de facoemulsificacion clasica

La técnica quirdrgica empleada fue la Facoemulsificacion (Cirugia de Catarata
con ultrasonido) que consiste en la extraccion del cristalino a través de una pequefa
incision en la cornea por la cual se introduce una sonda de ultrasonido que va
fragmentando el cristalino. El instrumento de ultrasonido utilizado fue el Modelo
Universal de la Marca Alcon. Los fragmentos se extrajeron aspirandolos con la misma
sonda, por el procedimiento habitual en operaciones de esta naturaleza.
Posteriormente se introduce la lente intraocular mediante un inyector. La cirugia

practicada por veterinarios y residentes de oftalmologia de la Facultad de Veterinaria y
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Medicina de la Universidad Complutense de Madrid respectivamente. Se utilizaron los

quiréfanos de la Clinica Veterinaria de la Facultad.

Figura 102. Dependencias del animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad

Complutense de Madrid

Durante 4 dias se realizé el siguiente protocolo post-operatorio: Maxitrol: 1 gota
4 veces al dia, Diclofenaco colirio: 1 gota 4 veces al dia, Enrofloxacina: 10 mg/kg/24h
via subcutanea. Pasados estos cuatro dias se reduce la aplicacion de los colirios a 3
aplicaciones/dia durante el tiempo que fue necesario, entre 8 y 12 dias, segun la
evolucion del ojo intervenido. Ademas, en los casos en los que se observé una alta
presién intraocular se instilé 1 gota Alphagan cada 12 horas y, en los casos de edema

corneal muy marcado, solucion anti-edema, 1 gota tres veces al dia.

Figura 103. Escenas post-quirlrgica

Método de Exposicion

Se realizaron unas valoraciones en la Ciudad de Murcia, por el Laboratorio de
Fisica Optica de esa Universidad, para medir la intensidad y la composicion espectral
de la luz a diferentes horas del dia y en dias diferentes segun la incidencia solar
(soleado, nublado, nebuloso, muy luminoso). Estos valores permitieron la obtencion de
la media de exposicibn normal de un humano a la radiacién solar. También se

considero el nimero de horas y el tipo de iluminacién artificial a la que estamos
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expuestos los humanos. Con todo ello se calcularon las caracteristicas de las luces que
debian replicar las circunstancias normales de la exposicion luminica de un humano
para transferirlas al experimento con los animales seleccionados. El lugar de
disposicion de las luminarias, la intensidad de ellas, el nUumero de horas de actividad y
el resto de las circunstancias necesarias se evaluaron para que existiera una
iluminacion por superficie iluminada. Todas las medidas se realizaron para luz blanca
(compuesta por todas las bandas del espectro “visible”), para luz violeta y azul
(correspondiente al 23% de la luz blanca) y a luz exenta de azul (que contiene,
naturalmente el 77% restante).

La exposicion a luz diseflada para este experimento pretende replicar las
condiciones de iluminaciéon habituales, tanto desde el punto de vista de intensidad y
composicién espectral como de numero de horas de exposicion, para lo cual se
necesita una exposicion controlada de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Los conejos fueron mantenidos en las condiciones de iluminacién que se indican

en la siguiente tabla, durante un tiempo medio de 2 afios, entre 21 y 26 meses.

Luz Luz blanca Luz azul

blanca exenta de azul

lluminancia Tabla 10. lluminancia de exposicién para
(lux)

las diferentes fuentes de iluminacién

lluminancia (lux)

Luz blanca 100%
3500 -~

3000
2500
2000
1500 + M Luzazul 23%

007 4l EEEEN B

100% 7% 23%

| Luz blanca exenta d
azul 77%

Figura 104 a. Grafica de la intensidad

luminica, en lux, de cada una de las fuentes
Luz blanca Luz blanca Luz azul . . ., .
exentade de iluminacion utilizadas.

azul

Es decir, los animales después de la intervencion y de la necesaria
convalecencia de una media de 2 meses fueron expuestos o a luz blanca con una
iluminancia de 3086 lux o a luz blanca exenta de azul con 2376 lux o a luz violeta y azul

con una iluminancia de 710 lux.
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Figura 104 b. Esquema del tipo de iluminacién ambiental (amarilla, blanca y azul) y de las lentes
intraoculares (transparente en el ojo izquierdo I, y amarilla en el derecho, D) implantadas a los

conejos.

Por otro lado, se ha utilizado un grupo control sin ninguna iluminacién especial,
que vivia con la iluminacion habitual del animalario. Transcurrido el tiempo de
exposicion se procedio a la extraccion de los globos oculares y a su fijacion en formol al
10% durante un periodo de tiempo superior a un mes.

Cada uno de los ojos fijados fue abierto por el limbo esclero-corneal y se
procedio a la extraccién de la lente intraocular y el cuerpo vitreo para facilitar la entrada
del fijador en el interior del ojo (24 horas). A continuacion se dividio el globo ocular en 4
partes siguiendo direccién antero-posterior. Una mitad nasal y otra temporal de la retina
fueron incluidas en el estudio sobre el que se basa esta tesis doctoral.

Las partes seleccionadas para la realizacion del trabajo, se lavaron
abundantemente en agua corriente, y se procesaron de forma rutinaria para su
inclusion en parafina: deshidratacién en etanoles de graduacion progresiva, xilol, xilol-
parafina blanda, parafina blanda y parafina dura. Los bloques obtenidos fueron
cortados a un grosor de 10 um y las secciones obtenidas montadas sobre portaobjetos
tratados con pegamento Aptex® (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma). Sobre estas
secciones se procedid a la realizacion de estudios estructurales (asociados a analisis

cuantitativo) y estudios inmunohistoquimica con los anticuerpos y al analisis génico.
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4.3.1.- Método de Analisis Estructural de la Retina

Estudio estructural: técnica de la hematoxilina-eosina.- La estructura general de la
retina se estudio en secciones tefiidas con hematoxilina-eosina. Para ello se realiz6 el
siguiente protocolo: Desparafinado en estufa durante 30 minutos a 60° y bafo en xilol
durante 10 o 15 min. A continuacion se procedié a la hidratacién, sumergiendo la
muestra en alcohol absoluto durante 5 minutos, alcohol 96° durante 5 minutos y alcohol
70° durante 5 minutos. Se lavdO en agua destilada y se realizd la tincion con
Hematoxilina durante 5 minutos. Se lavé con agua destilada durante 2 minutos y se
realizé la tincidbn con Eosina alcoholica durante 1 minuto. A continuacion se procedio a
la deshidratacion con bafos sucesivos en alcohol de 70°, alcohol de 96°, alcohol
absoluto, Xilol. Posteriormente se realiz6 el montaje analizando 10 secciones por pieza

y animal, separadas 100 um entre ellas.

Andélisis cuantitativo.- Sobre las secciones histoldgicas procesadas mediante la
técnica de la hematoxilina-eosina se procedio a la realizacion de un estudio cuantitativo
en el que se evaluaron los siguientes parametros:

a) densidad de nucleos en la capa granular externa, utilizado como método
indirecto para cuantificar la densidad de conos y bastones;

b) densidad de nucleos en la granular interna, utilizado como método para
valorar, sobre todo, la densidad de neuronas bipolares;

c) densidad de neuronas ganglionares.

El estudio se realiz6 sobre 20 campos por seccion, en 10 secciones por animal
(5 nasales y 5 temporales), utilizando un objetivo 40x acoplado a un sistema de analisis
de imagenes (Quantimed 500; Servicio de Andlisis de Imagenes, Universidad de

Oviedo). El observador desconocia la muestra que estaba estudiando.

Técnica de TUNEL para la deteccion de la muerte celular por apoptosis.- Para
detectar la presencia de células apoptéticas en la retina se procedié de la siguiente
manera: secciones desparafinadas y rehidratadas se lavaron con PBS (Phosphate-
Buffered Saline) al 0.1 M, pH 7.5. A continuacion las secciones se procesaron
utilizando el Kit POD de deteccion de muerte celular in situ (Boehringer-Mannheim,
Indianapolis, IN, USA) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Las secciones

de control positivo fueron tratadas con DNAase, 0,1 U/ut a temperatura ambiente.
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El nimero de perfiles nucleares TUNEL-positivos fue evaluado en 20 campos
por seccion, en 10 secciones por animal (5 nasales y 5 temporales), utilizando un
objetivo 40x acoplado a un sistema de analisis de imdgenes (Quantimed 500; Servicio
de Analisis de Imagenes, Universidad de Oviedo). Los datos se expresan como valores
de la media £ S.E.M. El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante ANOVA y se

consideraron como significativos valores de p<0.05.

Deteccidn de la apoptosis por ensayo de la caspasa-3.- La actividad caspasa-3 se
midi6 mediante el kit caspasa-3 BD Apoalert (BD Bioscience Clontech, La Jolla, CA)
siguiendo las instrucciones de uso facilitadas por el fabricante. Se utilizaron
homogenizados de retina, incubados en tripsina y tampon de lisis. El pellet se
centrifugd durante 10 minutos a 4°C. Cada muestra se dividid en tres partes, de las
cuales una se incubd con inhibidor de caspasa 3 DEVD-CHO durante 30 minutos y se
utiliz6 como control negativo; estas muestras fueron posteriormente incubadas con un
tampon de reaccion 50ul de 2x que contiene sustrato de caspasa-3 DEVD-AFC 10 mM
DTT y 50mM, a una temperatura de 37°C durante 1 hora. En otra muestra no se inhibio
la actividad caspasa, y en la tercera no se afiadid a la incubacion el sustrato de la
enzima. Las muestras se analizaron con un fluorometro a una excitacion de 400nm y

filtros emisores 505nm.

Estudio inmunohistoquimico.- La técnica general utilizada para el estudio
inmunohistoquimico se basa en la peroxidasa-antiperoxidasa indirecta y se realiz
siguiendo el protocolo del test de deteccién EnVision antibody complex kit (Dako,
Copenhagen, Denmark). El tampén de lavado utilizado durante toda la experimentacion
fue TBST (0.05M Tris, 0.3M NaCl que contiene Tween 20 al 0,1%, pH 7.5) y todos los
pasos se realizaron a temperatura ambiente, si no se especifica lo contrario. Tras 5
minutos de incubacién con el reactivo blogueante de la peroxidasa, las secciones se
lavaron y se previno la formaciéon de uniones no-especificas incubando las secciones
durante 30 minutos con suero albumina sérica bovina al 1% (BSA) en TBS que
contiene Tween 20 al 0.05%. A continuacion se incubaron las secciones con los
anticuerpos primarios, a diluciones previamente establecidas, durante 30 minutos.
Posteriormente, se lavaron las secciones y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente ligado a peroxidasa (o aun fluorégeno) conjugado con polimero

durante otros 30 minutos. Finalmente, después de 2 lavados de 5 minutos se visualice

118



la reaccion final con una solucion de diaminobencidina. En los casos en que el
anticuerpo secundario estaba ligado a un fluor6geno se observaron directamente en un
microscopio de fluorescencia equipado con los filtros correspondientes.

Los controles negativos se realizaron por exclusién del anticuerpo primario en la
incubacion o sustituyendo el anticuerpo primario por suero preinmune de conejo o de
ratbn. En ambos casos no se detectdé inmunorreaccion especifica, pero si un ligero
marcaje inespecifico debido a la especie-especificidad de algunos de los anticuerpos
utilizados.

Los anticuerpos fueron utilizados para marcar los siguientes tipos celulares:

1.- anti-PGP 9.5: es un marcador especifico de las neuronas y de algunas poblaciones
de células endocrinas. En el presente estudio se ha utilizado para marcar las neuronas
bipolares y ganglionares.

2.- anti-NFPp: las proteinas de los neurofilamentos se encuentran de forma especifica
en los somas neuronales y en sus prolongaciones. El anticuerpo utilizado en este
trabajo esta dirigido contra la subunidad de 200 kDa de los neurofilamentos que se
localiza principalmente en los axones. Ha sido utilizado para poner en evidencias las
plexiformes interna y externa, asi como axones del fasciculo optico.

3.- anti-MAC: se ha utilizado un clon (MAC387) para detectar macréfagos activos en las
retina, especialmente en la zona del epitelio pigmentario.

4.- anti-GFAP: marca el filamento intermedio propio de las células gliales (proteina
glifibrilar acida) y se ha utilizado para evidenciar la posible reaccion glial subsecuente a
la exposicion a la luz.

5.- anti-CP3: para detectar mediante inmunohistoquimica la actividad caspasa-3. Se ha
realizado este test para confirmar los resultados del ensayo de caspasa-3 (ya que el
tejido utilizado estaba fijado).

6.- anti-CR, anti-S100, anti-CB D28k y anti-PV: se trata de cuatro proteinas ligantes del
calcio.

7.- anti-Trk-A, anti-Trk-B y anti-Trk-C: para marcar los receptores de las neurotrofinas
de la familia de factor de crecimiento nervioso, ya que pueden estar implicados tanto en
los procesos degenerativos como regenerativos.

8.- anti-opsin: como marcador especifico de los bastones

9.- anti-RPE 65: como marcador especifico de los conos

10.- anti-Bcl2

11.- Otros (expuestos en la tabla correspondiente)
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4.3.2.- Método de Analisis de Expresion Geénica

Las hemirretinas de los ojos de los animales sometidos a la misma iluminacién
ambiental se procesaron conjuntamente. El mRNA total se extrajo de las retinas de los
diferentes grupos experimentales utilizando el TRI reagent (Sigma; St. Louis, MO) y la
integridad del RNA se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa. El RNA
extraido se proceso para transcripcion inversa en un volumen final de 20ul usando 20U
de Superscript RNA-ase H- Reverse Transcriptase (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) en
el tampon facilitado por la casa comercial, que contiene 2ug de RNA, 5uM de oligo (dT)
12-18, mM dNTPS, 40U de inhibidor de RNA-ase (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK), 0.1ug/ul de BSA y 10mM de DTT. La reaccién se
desarroll6 a 42° C durante 90 minutos. Las secuencias de los oligonucleétidos primers
utilizados se basan en las secuencias publicadas para el ratdbn (GenBank accesion).

Las condiciones de la amplificacion fueron las siguientes: 2U de Taq DNA
Polymerase (Promega, Madison, WI), 1 uM de los primers, 10 ng de cDNA de retina de
conejo, 0,2 mM cada uno dNTP en 15ul de Taq DNA Polymerase buffer. La reaccion se
realizé en un ciclador (Hyband Th. Cycler) con el siguiente programa: 1 minuto a 94 °C
para la desnaturalizacion inicial, seguido de 10 ciclos de 1 minuto a 94°C, 65°C
durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos, seguido de 20 ciclos de 1 minuto a
94°C, 61°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos y una extension final de 5 minuto a
72°C. El producto final de la PCR se visualiz6 mediante tinciébn con bromuro de etidio
bajo luz ultravioleta seguido de electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los productos
se cuantificaron en un Phosphorimager (Fuiji).

Estos andlisis se realizaron bajo la direccion del Profesor Vega Alvarez,
Catedratico de Embriologia y Anatomia de la Universidad de Oviedo, eminente experto
en este tipo de metodologia.

El andlisis estadistico de los resultados fue supervisado, en diferentes fases, por
la Universidad de Oviedo y por la Universidad Complutense de Madrid. Se aplicaron los
analisis estadisticos Utiles en este tipo de estudio mediante el programa informético

SPSS, en diferentes versiones segun el centro.

120



5.- Resultados

5.1.- Analisis estructural de la retina

Estructura de la retina.- La estructura de la retina en los diferentes grupos de
animales experimentales permite observar las diferentes capas que la constituyen. En
ningun caso pudo observarse con claridad el epitelio pigmentario. No se observaron

diferencias aparentes en los segmentos de la retina analizados.

Az + LIA

Figura 105. Secciones de retina de conejo expuesto a luz blanca (izquierda), azul (centro) y a luz

azul con una lente intraocular amarilla (derecha)

Estudio cuantitativo.- El andlisis cuantitativo se llevo a cabo siguiendo la metodologia
comentada en el apartado de Material y Técnicas. Los resultados del analisis
cuantitativo expresan la media de los campos estudiados y de forma separada, a nivel

de las diferentes estructuras retinianas:

Capas nucleares interna y externa

Los nucleos de la capa nuclear externa corresponden, casi en su totalidad a los
fotorreceptores, y en nuestro estudio las variaciones cuantitativas en ella se
consideraran como evidencia de cambios en el nimero de dichas células.

Uno de los resultados mas interesantes de este estudio se refiere a la
cuantificacion del ndamero de nldcleos en las capas retinianas. Se analizé
pormenorizadamente las consecuencias de la exposicion a diferentes tipos de luz (tal y
como se ha comentado en metodologia) con ausencia o presencia de implante de lente

intraocular, transparente o amarilla en segin qué caso.
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Los animales control expuestos a luz blanca, son los que mantienen el mayor
namero de nucleos de fotorreceptores, concretamente 470 nucleos (figura 106a) Si se
compara con las retinas expuestas a luz azul se cuantifican hasta 325 nucleos de
células supervivientes, lo que significa una supervivencia al 25% de nucleos celulares
perdidos por la exposicion a longitudes de onda corta. Sin embargo, en los animales
expuestos a luz exenta de azul, el nimero de células que sobrevive a la exposicion ha
sido de 400, representando por tanto una disminucién de los nucleos celulares en torno
al 10%.

Este hecho indica, tal y como se 0 ®
ratifica en posteriores epigrafes, que las w1 %|—|
longitudes de onda corta producen mayor * 1

200 4

pérdida de fotorreceptores que si esta
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T T
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interpuestos, el proceso se ve paralizado

y las pérdidas de ndcleos disminuyen. Figura 106a. Resultados del analisis
cuantitativo en la capa nuclear externa

En la figura 106b se representa el

600 -
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+|—|—| namero de ndcleos sobrevivientes después

de la exposicion a luz azul y luz exenta de
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[ azul comparado con animales expuestos a
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s | que la pérdida de nucleos es inferior cuando

100 4 aLuzAzul

0 T T

Contel lzhed  Luedulelh lente intraocular amarilla. Los datos

v | la luz azul es eliminada en parte por una

Figura 106b. Resultados del analisis concretos son de 470 células sobrevivientes
cuantitativo en la capa nuclear externa con en expuestos a luz blanca, 325 con luz

azul, tal y como se ha dicho en la grafica anterior, pero en este caso se comprueba que
en los animales con implante de lente intraocular amarilla y expuestos a luz azul, la

supervivencia aumenta hasta 360 células, lo que supone un 10% de beneficio.
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Figura 106c. Resultados del anélisis

cuantitativo en la capa nuclear externa

En esta figura se afiade, respecto a

la anterior, los resultados obtenidos
cuando el implante es lente transparente y
el filtrado de las longitudes de onda corta
se realiza en la propia fuente de luz. En
este caso, el numero de nucleos celulares

supervivientes es de 385 unidades.

Con estos resultados se demuestra la evidente accién nociva de las longitudes

de onda corta del espectro de luz “visible” en los fotorreceptores. Ademas, como se

puede comprobar en los datos presentados la interposicion de filtros Opticos de

absorbancia selectiva que eliminan en parte las longitudes de onda corta, ya sea

mediante el filtro implantado en el interior del ojo, 0 ya sea mediante un dispositivo

filtrante en el exterior de la fuente de luz. (Los resultados anteriores expresan los

valores medios obtenidos del analisis estadistico).

Por lo que se refiere a la capa nuclear interna, las células predominantes son

las neuronas bipolares, pero en ella también se encuentran células horizontales,

células de Muller y células amacrinas. La densidad de los nucleos de esta capa tiene

una evolucion paralela a la de la nuclear externa.

N de células

ocControl
@Luz Azul
OLuz Amarilla

T T
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107a. Resultados del andlisis

cuantitativo en la capa nuclear interna

Figura

Respecto a los resultados concretos, el
namero de células cuantificadas en las
retinas expuestas a luz blanca fue de 57.
Este dato disminuy6 hasta 38 cuando la
exposicion fue exclusivamente a luz azul.
Es decir, la pérdida de la densidad
de
producida por la exposicion a luz azul ha

sido del 21%.

nuclear la capa nuclear interna,
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Figura 107 b y C. Resultados del analisis cuantitativo en la capa nuclear interna

El filtrado de la luz de longitudes de onda corta, mediante lente de contacto
amarilla (figura 107b) o mediante filtrado de la fuente de iluminacién (figura 107c)
permiten una densidad celular de 53 neuronas en el primer caso y de 49 neuronas en
el segundo caso. En ambos casos, una mejora entre el 18 y el 25%. (Los resultados
anteriores expresan los valores medios obtenidos del analisis estadistico).

Andlisis de la muerte celular determinada por la luz.- En base a los datos del
estudio cuantitativo, es evidente que la exposicion a la luz, especialmente a la luz azul,
determina la pérdida de un porcentaje variable de células de la retina. Ademas,
presumiblemente la muerte celular se produce por apoptosis.

Los resultados obtenidos con la técnica de ensayo de la caspasa-3 no mostraron
ninguna diferencia entre los grupos de animales estudiados. Ello es posiblemente
debido al hecho de que las muestras de tejido utilizadas estaban previamente fijadas y
la actividad detectada es, por tanto, un artefacto.

Sin embargo, en las preparaciones procesadas para la deteccion del DNA
fragmentado, considerado como una evidencia indirecta de muerte celular por
apoptosis, el efecto fototoxico de la luz fue evidente, especialmente a nivel de la capa
nuclear externa.

En las retinas de los animales sometidos a luz blanca existe un pequefio nimero
de células TUNEL-positivas, que se incrementa de manera muy significativa en los
animales sometidos a luz azul. En el resto de los grupos experimentales, si bien se
produce un aumento del nimero de perfiles nucleares TUNEL-positivos, los valores son

muy préximos a los normales.
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Figura 108 b y c. Namero de perfiles de nlicleos TUNEL-positivos en la capa nuclear externa

En el analisis de los perfiles de nucleos TUNEL-positivos los resultados
muestran la misma tendencia que en el resto de los resultados. Cuando la exposicion a
luz azul es neutralizada por la absorciébn a esas longitudes de onda, ya sea en el
interior del ojo con lente intraocular amarilla o en el exterior de la jaula mediante
dispositivos de filtrado, la muerte por apoptosis disminuye hasta un 60%. Este dato se
ve reforzado con los estudios de los ojos con implante de lente intraocular transparente
y exposicion exenta de luz azul, donde los perfiles de nucleos TUNEL-positivos
disminuyen hasta 25 unidades, lo que supone una mejoria del 80%.

En la capa nuclear interna sélo se encuentran nucleos TUNEL-positivos en un
namero muy bajo de células y éste no se modifica significativamente en ninguna de las
situaciones experimentales analizadas (datos no mostrados). (Los resultados anteriores
expresan los valores medios obtenidos del analisis estadistico).

Otro de los indicadores utilizados para la determinacion de la muerte celular por
apoptosis fue la localizacion inmunohistoquimica de la caspasa-3. El patron de

distribucion de la enzima es citoplasmatico y se localiza principalmente en la capa de
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los fotorreceptores. Aparentemente, no se observan variaciones en el nivel de

expresion inducidas por las situaciones experimentales.

Figura 109.
Deteccidn
inmunohistoquimica  del
Bcl-2 en la retina de
conejos cometidos a luz
blanca (izquierda) y a luz

azul (derecha)

Otras técnicas realizadas para confirmar los resultados anteriores y
estrechamente relacionadas con los mecanismos celulares de la muerte-vida celular se
encuentran los productos de los genes de la familia Bcl-2. En condiciones de
normalidad los receptores expresan inmunorreaccion para Bcl-2. En las exposiciones a
luz azul se produce una marcada disminucién en la inmunorreaccion para el Bcl-2, que
es revertida parcialmente, sin llegar a los valores propios de los controles en los
animales portadores de lentes amarillas intraoculares; las lentes transparentes no
tuvieron ningun efecto en la prevencién de la disminucion de inmunorreaccion.

Por tanto, puede concluirse que la exposicién circadiana a luz, especialmente a
la luz de longitud de onda corta, produce fragmentacién del ADN (reaccion de TUNEL)
en algunos fotorreceptores y en menor medida otras células de la retina, que
presumiblemente les lleva a un proceso de muerte celular por apoptosis. En las vias
intracelulares implicadas en el proceso se encontrarian implicados los productos de la
familia Bcl-2; los resultados no son concluyentes respecto a la participacion de la
caspasa-3. Por otro lado, todos los procesos relacionados con la muerte celular se ven
atenuados por la implantacién de lentes intraoculares amarillas.

Para profundizar en el estudio de la pérdida de fotorreceptores se analiza el
efecto de la luz azul en los cambios en la expresion de las proteinas marcadoras de
conos (RPE 65) y bastones (opsina). Una vez establecido, en los epigrafes anteriores,
gue la exposicion a la luz induce pérdida celular, posiblemente causada por muerte
celular por apoptosis, el paso siguiente fue determinar qué poblacion de fotorreceptores

se encuentra mas afectada, o si las dos poblaciones se modifican por igual.
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Figura 110. Localizacion inmunohistoquimica de la opsina para bastones en la retina de conejos
cometidos a luz blanca (izquierda) y a luz azul (centro) y a luz azul y portadores de una lente
intraocular amarilla (derecha)

Los resultados en este apartado han sido particularmente complejos ya que la
inmunorreaccion para la opsina ha sido mas sensible a la exposicidon a unos tipos de
luz que a otros. En todos los casos se produce una reduccion de la expresion de la
opsina, pero ésta es particularmente marcada en las exposiciones a la luz azul.

Por otro lado, las lentes amarillas intraoculares son capaces de prevenir
parcialmente la pérdida de expresion de inmunorreaccion a la opsina, pero nunca se
alcanzan los niveles propios de los animales expuestos a luz blanca.

Sorprendentemente la expresion de la proteina REP 65 no sufre ninguna

variacion en ninguna de las situaciones experimentales creadas.

Figura 111. Localizacion
inmunohistoquimica de la proteina
REP 65 (conos) para bastones en la
retina de conejos sometidos a luz
blanca (superior izquierda), luz azul
(superior derecha), luz amarilla (inferior
izquierda) y luz azul y portadores de

una lente intraocular amarilla (inferior

derecha).
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En términos generales, resulta que la exposicion a los diferentes tipos de luz
produce una reduccién en la expresion de opsina, pero no de RPE 65, es decir afecta
mas a los bastones que a los conos. Se vuelve a ratificar que las longitudes de onda
corta del espectro luminoso son las mas lesivas para los fotorreceptores y su efecto
puede ser contrastado parcialmente por la supresion de las longitudes de onda corta.

Por otro lado, y con el fin de analizar si las neuronas bipolares y ganglionares
sufren alguna modificacion se ha estudiado la expresion de la proteina PGP 9.5y de la
subunidad mayor de los neurofilamentos fosforilados. La primera para marcar los
somas neuronales y la segunda las plexiformes interna y externa. En el estudio
cuantitativo ya se ha detectado despoblacion celular en la capa nuclear interna que
debe de implicar a las neuronas bipolares y probablemente a otros tipos celulares.

La proteina PGP 9.5 marca una subpoblacién celular situada en la nuclear
interna, pero no a todas las células situadas en ella. Por otro lado, el nimero de celular
marcadas no sufri6 ninguna variacion significativa en ninguna de las situaciones
experimentales creadas.

Por lo que se refiere al estudio de las neuronas ganglionares, se marcé una
subpoblacion, y el numero de células PGP 9.5 positivas fue menor (en torno al 20%) en
los animales sometidos a iluminacién con luz azul que en el resto de los grupos
experimentales.

El nimero de neuronas ganglionares

1 " " existentes tras la exposicion a luz azul
; _1_'—| '—l—I— fue de 12 unidades, sin embargo cuando
s se elimind de la fuente de luz las
=] longitudes de onda corta, las neuronas
ok contabilizadas fueon de 23 unidades, lo

’ comel ket tu A e gue supone un 50% de supervivencia, al

Figura 112 a. Densidad de células PGP positivas ~ €liminar la luz nociva. (Los resultados

en el estrato de las células ganglionares anteriores expresan los valores medios

obtenidos del analisis estadistico).
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Figura 112 b y c. Densidad de células PGP positivas en el estrato de las células ganglionares

De la misma manera que ha ocurrido en el resto de los analisis estructurales de
la retina, en las figuras 112 b y c, se observa como la densidad de células ganglionares
cuando se elimina la luz azul, aumenta de forma importante. En este caso se duplica o
triplica la densidad de células ganglionares, segun sea el filtrado con lente intraocular

amarilla o con dispositivo en la propia fuente de luz, respectivamente.
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s o
: blanca (izquierda), a luz azul (centro) y a luz
- 2271 conunalente intraocular (derecha)

A diferencia de lo que sucede con las neuronas, los axones de las capas
plexiformes interna y externa, marcados con un anticuerpo contra la subunidad mayor
de los neurofilamentos, muestran diferencias de densidad en los distintos grupos
experimentales. En los animales sometidos a iluminacion luz azul hay una disminucion
en el marcaje de la plexiforme interna y ausencia de marcaje en la externa; en el caso
de la iluminacién amarilla la situacion fue muy semejante a la de los animales
expuestos a luz blanca. Por otro lado la implantacién de lentes amarillas intraoculares
no modificé el patrén de distribucion de la inmunorreaccién en los animales sometidos
a luz amarilla, pero mejoré notablemente el de los animales con lentes intraoculares

amarillas expuestos a luz azul.
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Figura 114. Deteccion
inmunohistoquimica de la subunidad
fosforilada de 200 kDa de |los
neurofilamentos en la retina de conejos
expuestos a luz blanca (izquierda), a luz
azul (centro) y a luz azul con una lente

intraocular amarilla (derecha).

Figura 115. Deteccion
inmunohistoquimica de la calretinina en
la retina de conejos expuestos a luz
blanca (izquierda), a luz azul (centro) y a
lente intraocular

luz azul con una

amarilla (derecha).

En cuanto a la posible reaccion de las células gliales a la exposicién a la luz, los

resultados del estudio inmunohistoquimico fueron siempre negativos.

Alteraciones en la homeostasis del Ca'" mediadas por las proteinas

ligantes del calcio pueden estar implicadas en la fototoxicidad.- En esta tesis se

ha investigado la distribucién de la proteina S100, la calbindina D28k, la calretinina y la

parvalbumina. El patrén de distribucion de estas proteinas es muy complejo. Algunas

de ellas se localizan preferentemente en las neuronas y capas plexiformes mientras

gue otras (neurocalcina y proteina S100) estan presentes preferentemente en los

fotorreceptores. Los datos preliminares sugieren que la exposicion a la luz produce

disminucion en la expresion de todas las proteinas ligantes del Ca™ investigadas y que

este efecto no es revertido por el filtrado de la luz.

5.2.- Analisis de la expresion génica

Expresion de genes pro-apoptéticos y anti-apoptoticos

Caspasa 1
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Figura 116 ay b. Expresion del gen Bad en la retina de conejos expuestos a iluminacién durante
2 afos. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca sin la parte azul del
espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla.
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Figura 116 c. Expresion del gen de la caspasa-1 en la retina de conejos expuestos a iluminacién
durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca sin la parte azul del

espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla.
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Figura 116 d. Expresién del gen Bax en la retina de conejos expuestos a iluminacion durante 2
afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca sin la parte azul del espectro.

LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla

De estos datos se desprende que en los mecanismos de muerte celular por
apoptosis inducidos por la exposicién a luz a largo plazo en ciclo circadiano, la via

principal de sefializacién incluye a Bad.
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En cuanto a los genes antiapoptoticos nuestros resultados demuestran que no
se producen cambios en la expresion de Bcl-2 en ninguna de las situaciones
experimentales creadas, mientras que los niveles de Bcl-XL (anti-apoptotico) estan

incrementados en los animales con una lente intraocular amarilla implantada.
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Figura 117 a, b y c. Expresién de los genes. Bcl_XL y Bcl-2 en la retina de conejos expuestos a
iluminacion durante 2 aflos. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca sin la

parte azul del espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla

En los animales de experimentacién utilizados, la expresion de c-Fos se
incrementa 3.3 veces en los animales expuestos a luz azul y 2.7 veces en los animales
a luz blanca exenta de azul; sin embargo los niveles de expresion se reducen a 1.6
veces en los animales portadores de una lente intraocular amarilla.

Por lo que respecta a la expresion de d-Jun, su expresién no se ve modificada
por los diferentes tipos luz, pero sin embargo esta muy disminuida (- 2.2 veces) en los

animales con la lente intraocular amarilla.
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Figura 118 a, b y c. Expresién de los genes c-Fos y d-Jun en la retina de conejos expuestos a
iluminacion durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca exenta

de azul. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla.

Expresién de genes relacionados con las proteinas ligantes del Ca?*

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la expresion de la
calbindina no se modifica como consecuencia de la exposicidon a la luz ni por la
implantacion de lentes intraoculares amarillas; la proteina S100a6 se mantiene a
niveles basales sin modificaciones en ninguna de las situaciones experimentales

creadas.
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Figura 119 a, b, c. Expresidén de los genes calbindina, S100a6 en la retina de conejos expuestos a
iluminacion durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca sin la

parte azul del espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla.
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Finalmente, la calretinina tiene unos niveles de expresion inferiores en los
animales sometidos a luz blanca exenta de azul (-1,3 veces) y en los animales

portadores de una lente intraocular amatrilla.
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La hipdtesis del calcio en los mecanismos degenerativos celulares,
especialmente en las neuronas, es muy atractiva, pero dada la complejidad de los
mecanismos reguladores los datos disponibles no permiten conclusiones en ningun

sentido.

Expresion del gen para el receptor de neurotrofinas Trk-B

En este estudio se ha observado que la exposicion a la luz a largo plazo regula
al alta la expresion de TDK-B 1,8 veces la luz blanca, 2,3 la luz azul, 3,9 la luz amarilla;
en los animales portadores de una lente intraocular el incremento en la expresion de

Trk-B fue de 4.2 veces respecto a los valores basales.
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Figura 120 a y b. Expresion del gen Trk-B en la retina de conejos expuestos a iluminacion permanente

—— —— LIT-Am

LIA-Az

durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz blanca exenta de azul. LIT: lente

intraocular transparente; LIA: lente intraocular amarilla
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Expresion de genes relacionados con las algunas metaloproteasas
Los resultados de este trabajo indican que la luz, o la implantacion intraocular de
una lente amarilla, no modifican la expresion de MMP-2.
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Figura 121 a y b. Expresion de los genes MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en la retina de conejos
expuestos a iluminacién durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz

blanca sin la parte azul del espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular

amarilla
Por el contrario, en los animales
MMP-3
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Figura 121 c y d. Expresion de los genes MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en la retina de conejos
expuestos a iluminacién durante 2 afios. NE: no expuestos; B: luz blanca; Az: luz azul; Am: luz
blanca sin la parte azul del espectro. LIT: lente intraocular transparente; LIA: lente intraocular

amarilla.

Expresion de genes de los TIMPs
Los genes que codifican para los inhibidores tisulares especificos de las MMPs,
TIMP1 y TIMP2 se expresan en condiciones de normalidad en la retina del conejo y su

expresion no se altera en ambientes de luz blanca al implantar la lente intraocular. Sin
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embargo, el ambiente de luz amarilla tiene como consecuencia una caida muy marcada
en la expresion de TIMP1, que es evidente pero no ha sido cuantificada en
comparacién al ambiente de luz blanca. La lente intraocular en ambiente de luz amarilla
no altera el patron de expresion de TIMP1. Por el contrario, la exposicion a luz azul
produce un aumento en la expresion de TIMP1, que en los animales portadores de una
lentilla intraocular amarilla fue semejante al observado con la exposicion a luz blanca
pero que se eleva 3 veces cuando no existe tal proteccion. Es decir, la lente intraocular
amarilla, en ambientes de luz azul evita la elevacion en los niveles de expresion de
TIMPL.

i TIMP-1
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Figura 123 ay b. Resultados de la expresiéon génica de TIMP-1

L O L]

En cuando al TIMP2, los niveles de expresién fueron muy similares en los
grupos de animales expuestos a ambientes de luz blanca y de luz amarilla, y la
implantacion de una lente intraocular amarilla no modifica la expresion de este gen. Sin
embargo la exposicidn a luz azul incrementa la expresion de este gen y tal elevacion es
frenada por la lente amarilla intraocular; en este grupo de animales, los animales sin

lente presentaron niveles de expresion 6 veces superiores.
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Figura 123 c y d. Resultados de la expresion génica de TIMP-2
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6.- Discusion

Los resultados obtenidos en el andlisis estructural realizado para esta
investigacion, que incide en el estudio de la muerte celular determinada por la luz de
longitudes de onda corta, son coincidentes con estudios clasicos previos que analizan
este mismo aspecto e indican el dafio inducido por la luz en los fotorreceptores y otros
tipos neuronales de la retina. La exposicion a luz permanente (Noell y Cols., 1966;
Lawill, 1973; Tso, 1973; Tso y Woodford, 1983; Dureau y Cols., 1999) produce un
adelgazamiento de la capa nuclear externa, indicativo de la disminucion de los
fotorreceptores. EI mecanismo exacto por el que se producen estos cambios no se
conoce aungue es probable que la lesion inicial se localice en los segmentos externos
de los fotorreceptores (Organisciak y Cols., 1994). Pero por otro lado, parece innegable

gue a largo plazo también esta implicada en el proceso la retina nerviosa.

El tipo de homeostasis por pérdida neuronal mediante el proceso de apoptosis
ha sido estudiado por Portera-Cailliau et al., en 1994, siendo la exposicién luminica
aguda, es decir, 72 horas ininterrumpidas con dilatacion pupilar en el ojo a estudio.
Esta tesis aporta datos, hasta ahora inéditos, relativos al efecto de las luces de
longitudes de onda corta en las retinas de animales con exposicién de los mismos tipos
de iluminacion, con una particular condicion: intensidad luminica semejante a la luz
ambiental y, ademas, considerando el ciclo circadiano de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Hao et al., en 2002, demuestra que la exposicién aguda e intensa produce
dafo tisular por mecanismos transducina-independiente mientras que el dafio por luz
por exposiciones de menor intensidad es transducina-dependiente. En este estudio de
investigacion se muestran resultados de pérdida de neuronas en la capa nuclear
interna, en la capa nuclear externa y de células ganglionares, por exposicion de
longitudes de onda corta con intensidad moderada y en ciclo circadiano, semejantes a
los obtenidos en exposiciones agudas, con independencia de cuales sean los

mecanismos de accion.
Con relacion a la expresion génica de los genes pro y anti-apoptoticos, los
resultados de esta tesis son coincidentes, el lineas generales, con los de Grimm et al.

(2000) y de Chen et al (2004) que indican que Bcl-2, Bcl-XL, Bax, Bad y Caspasa-3 se
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expresan a niveles similares con independencia de la intensidad y duracion de la
iluminacion. Sin embargo, en este trabajo se ha observado un aumento notable de Bad
en la exposicion a luz azul, que revierte parcialmente con la implantacion de lentes
intraoculares amarillas. Hay que hacer constar que los resultados de dichos autores se
obtienen como maximo a las 24 horas de exposicion a la luz. Los hallazgos de esta
tesis sugieren que en la exposicién a la luz a largo plazo, existe modulaciéon de la
expresion génica, estando fuertemente incrementada la expresion de Bad, que podria
relacionarse con una muerte celular mantenida a lo largo de todo el tiempo de la
exposicion 'y que, necesariamente, debe de implicar a las células que los
fotorreceptores (neuronas, células de Muller, amacrinas, etc...). Por otro lado, aunque
se sabe que Bcl-2 se sobre-expresa para inhibir la apoptosis en la retina (Chen et al.,
2004), esto no ha podido demostrarse en el caso de la luz. Estos hallazgos son

plenamente coincidentes con los presentados en este estudio.

Con relacién a los iniciadores de la apoptosis existen datos experimentales de
gue la exposicion a niveles no fisiologicos de luz blanca produce muerte celular por
activacion, entre otros, de los protooncogenes c-Fos y d-Jun, especialmente el primero
ya que los animales carentes de dicho gen son resistentes a los efectos fototoxicos de
la luz y no presentan degeneracion retiniana (Wenzel et al., 2000, 2005). En este
estudio hemos analizado, si este efecto se mantiene a lo largo del tiempo, ya que
ambos genes son de los considerados de expresién inmediata. No podemos comparar
los resultados de esta investigacion con los datos obtenidos en otros previos de otros
autores, porque no existen en la literatura modelos semejantes al presentado en esta
tesis. Se sabe que la exposicion a la luz induce la expresién de c-Fos, pero sus niveles
caen a partir de las 2 horas; sin embargo, para experimentos agudos, el c-Fos suele
mantenerse elevado mientras dura el tiempo de exposicién y se mantienen al menos 2
horas tras el cese de la misma. Los datos relativos a d-Jun son paralelos a los de c-Fos
(Chen et al., 2004).

Respecto a los efectos de la iluminacion circadiana, durante un periodo largo de
tiempo, sobre el BDNF o el Trk-B son poco abundantes. El BDNF se produce en las
células ganglionares, células amacrinas, y se incrementa en las células ganglionares
tras exposicion a la luz constante (Fujieda y Sasaki, 2008). Por otro lado se ha

observado que la exposicion a luz aumenta la expresion de Trk-B en la nuclear externa,
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interna, plexiforme externa y células de Miuller (Asai et al., 2007). En otros modelos de
regeneracion retiniana se ha observado que el Gnico receptor para las neurotrofinas
gue se expresa en la retina es p75NTR mientras que Trk-B desaparece (Llamosas y
Cols., 1997). Este dato es interesante porque p75 esta relacionada con los procesos de
muerte celular por apoptosis. Como ya se ha referido en el analisis estructural de esta
tesis se ha observado que el tipo de exposicion utilizado afecta a las neuronas
bipolares y ganglionares de la retina, que disminuyen en densidad y alteran algunas de
sus caracteristicas. Teniendo en cuenta que estas células expresan Trk-B (Llamosas y
Cols., 1997) y los efectos benéficos BDNF, los resultados de este trabajo demuestran
una mayor expresion con implantacion de lente intraocular amarilla o mediante el
filtrado de longitudes de onda corta mediante dispositivos dispuestos sobre la fuente de
iluminacién. Estos datos son dificiles de interpretar sobre todo si se tiene en cuenta que
Trk-B se localiza en las capas nerviosas de la retina y no en los fotorreceptores. De
cualquier forma es evidente que la exposicién a la luz de cualquier tipo incrementa la
expresion de este receptor y que la luz privada de la parte azul del espectro es la que
mas regula al alta su expresion y por tanto las células que lo expresen (por determinar)
pueden responder a los estimulos neuroprotectores mediados por esta molécula. En
general estos resultados estan en linea con los Asai et al (2007) y Fujieda y Sasaki
(2008) que han observado que Trk-B se incrementa tras exposicion a luz. Los estudios
de Thanos y Emerich, en 2005, indican que la utilizacién de esta neurotrofina en el
tratamiento de las lesiones retinianas producidas por la luz, puede ser un tratamiento
para la retinitis pigmentosa y la degeneracion macular; por tanto los resultados de las
expresiones al alta del Trk-B y del BDNF, obtenidos en este estudio, permiten
considerar que el filtrado de las longitudes de onda corta mediante filtros interpuestos

colabora en el tratamiento de retinopatias.

Por otro lado, y con relacién a los resultados obtenidos en este estudio, conviene
resefiar que se acepta con caracter general que, en cualquier proceso biolégico que
conlleve remodelacion de la matriz extracelular, de las membranas basales y
neoangiogénesis, intervienen proteasas de la familia de las metaloproteasas. Una de
las caracteristicas patognomonicas de las patologias inducidas por la luz en humanos,
y también en modelos experimentales, es la aparicion de depdositos de material no bien
caracterizado, que constituyen las drusas. Por tanto, cabe pensar que tales depdsitos

serian debidos a una disminucion en la expresion de metaloproteasas. Pero también es
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plausible la hipdtesis de que el material depositado sea no degradable por estas

proteasas.

Estos resultados coinciden parcialmente con los datos publicados en otros
modelos animales. En este trabajo no se han encontrado modificaciones en la
expresion de MMP-2 mientras que Plantner et al. (1998) la encontr6 aumentada en los
animales expuestos a la luz. Por el contrario los hallazgos respecto a la MMP-9 estan
en la linea de las observaciones de la Papp et al. (2007). Pero en general, no podemos
apoyar la hipotesis de que la formacion de las drusas sea debido a una disminucién en
la produccion de MMPs por el epitelio pigmentario, tal como sugieren Elliot et al. (2006).
La interpretacion de nuestros resultados puede ser, en principio, doble. Por un lado se
obtiene la impresion de que la exposicion a largos periodos de luz, con independencia
de las caracteristicas de la misma, aumenta la expresion de algunas MMPs vy ello
podria ser lesivo para la retina ya que indicaria lesiones de la matriz extracelular. Sin
embargo, también pueden interpretarse en el sentido de que la expresion aumentada
de las MMPs estaria en relacion con un turn-over acelerado de la matriz para impedir la

formacion de los depdsitos de material que dan origen a las drusas.
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7.- Conclusiones

1.- La exposicion cronica a iluminacion circadiana, con diferentes tipos de luz, da
lugar a una disminucion en la densidad celular de las capas nucleares externa e interna

y ganglionares.

2.- La mayor pérdida de células retinianas se observa en los animales sometidos
a luz azul y este déficit se evita parcialmente con el filtrado de las longitudes de onda

corta.

3.- Las pérdidas celulares de las capas nucleares externa e interna se producen

por apoptosis.

4.- Los fotorreceptores mas afectados por la exposicion a longitudes de onda
corta fueron los bastones, y este efecto nocivo es corregido parcialmente con el filtrado

de estas bandas.

5.- La conectividad entre las células retinianas se encuentra disminuida en los
animales sometidos a iluminacion circadiana siendo mayor el defecto en los animales
sometidos a luz azul. Los efectos son corregidos en parte por los filtros Opticos

amarillos.

6.- La exposicién a luz de longitud de onda corta favorece la apoptosis por
incremento en la expresién del gen pro-apoptético Bad y una disminucién en la
expresion del gen anti-apoptético Bcl-XL. Los efectos nocivos de la luz azul son
prevenidos por absorcibn de estas longitudes de onda corta con filtros 6pticos

selectivos.

7.- El filtrado de las longitudes de onda corta inhibe la sefial de inicio de la

apoptosis por modificacion de la expresion de los protooncogenes c-Fos y d-Jun.
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8.- El filtrado de las longitudes de onda corta produce una expresion al alta del
gen Trk-B, que puede ser una respuesta a los estimulos neuroprotectores mediados

por esta molécula.

9.- La exposicidon cronica a iluminacién circadiana aumenta la expresion de
algunas MMPs implicadas en la aparicion de drusas. Se desconoce si este aumento

favorece su formacion o impide el acumulo de éstos depdsitos.

10.- La exposicion a luz azul produce un aumento en la expresion del TIMP-1 y
del TIMP-2 que revierte con la interposicion de filtros Opticos selectivos de longitudes
de onda corta.

11.- La absorcion de las longitudes de onda corta mediante la interposicion de un
filtro Optico selectivo es beneficiosa y produce los mismos resultados tanto si éste es
aplicado sobre la propia fuente de luz, como si es incluido en la lente intraocular
implantada. Es decir, los efectos del filtrado de las longitudes de onda corta se

producen con independencia de la posicidn del filtro respecto a la retina.
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ANEXOS

1.- Estudios Experimentales Previos del efecto fototoxico de la luz
“visible”:

Cuando se inici6 el andlisis bibliografico previo a cualquier trabajo de
investigacion se detecto, en la literatura cientifica, la existencia de un razonable nimero
de articulos en los que se estudia el efecto fototoxico a luz “visible”. Pero resulta
interesante comprobar que hay dos variables importantes de nuestro trabajo
concretamente la pigmentacion de los animales y el tipo e intensidad de la iluminacién
de exposicion que practicamente no esta considerado en otras investigaciones sobre la
degeneracion retiniana. Resulta sorprendente el déficit de estudios en el que se
consideren estas variables porque es conocido, desde hace tiempo, no sélo que la luz
tiene un efecto fototdxico sobre la retina sino también que el grado y tipo de afeccion
depende de la intensidad de la luz, de su longitud de onda y del tiempo de exposicion.
La exposicion a luz intensa de forma aguda causa un dafio térmico, mientras que la
exposicion a luz no tan intensa pero de forma cronica produce dafio fotoquimico.

A continuacion se van a exponer, de forma resumida dos estudios previos
realizados de forma paralela al trabajo objeto de esta tesis doctoral porque se
considera que pueden colaborar a la demostracion de la hipotesis de trabajo. En el
primer caso se analizan retinas de ratas sin pigmentacion y expuestas a una radiacion
continua mientras que en el segundo trabajo se analizan retinas de ratas pigmentadas

expuestas a luz en ciclos.
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ANEXO [: Exposicion a luz continua de forma intensa: Fototoxicidad

en ratas albinas. Estudio piloto.

Consideraciones Preliminares

La reaccion fotoquimica ocurre cuando una molécula absorbe un fotén. Como consecuencia se
producen una serie de especies de oxigeno reactivo que son oxidantes y, por lo tanto, muy téxicas para
la célula en la que se ha producido la reaccion. En la retina, las moléculas que absorben los fotones
estan contenidas en los fotorreceptores o en el epitelio pigmentario. Por ello, estas dos capas de la retina
son las que se afectan en la fototoxicidad inducida por la luz.

La lipofucsina ocular se localiza sobre todo en las células del epitelio pigmentario y procede de
los productos de fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores. Posee varios fluor6genos
que absorben la luz y emiten autofluorescencia amarillo-anaranjada cuando se estimula con luz azul. Los
efectos adversos de la excitacidon de la lipofucsina por la luz estan mediados por su capacidad para
generar sustancias oxidantes que producen dafio celular mediante peroxidacion lipidica, ruptura de
lisosomas y del DNA. Ello conlleva una atrofia de las células del epitelio pigmentario. En la mediacion del
dafio se ha implicado a un fluoréforo de la lipofuschina, el A2E que puede producir apoptosis de las
células del epitelio pigmentario Uno de los principales modelos experimentales para producir
degeneracion retiniana experimental es la exposicién a luz permanente. La exposicion de ratas a
iluminacién permanente produce un adelgazamiento de la capa nuclear externa. Este modelo es
especialmente interesante cuando se utilizan ratas albinas cuyos fotorreceptores se destruyen después

de unos pocos dias sometidos a niveles moderados de intensidad luminica.

Objetivo
Estudiar la estructura de la retina de ratas albinas sometidas a diferentes tipos de iluminacién

permanente (luz blanca, luz azul y blanca exenta de azul).

Material y técnicas

Para este estudio se utilizaron ratas albinas, las cuales fueron expuestas a luces de diferente
composicidn espectral de forma continua durante 72 hs. Cada una tenia la pupila del ojo derecho
dilatada con atropina y la izquierda sin dilatar. Se estudiaron las retinas en cortes inmunohistoquimicos

con hematoxilina-eosina y otras técnicas habituales en estos estudios.

Resultados y Discusién

La estructura de la retina de los animales sometidos a luz blanca muestra una estructura
compatible con la normalidad y las capas retinianas estan bien organizadas. No obstante hay un detalle
gue llama la atencién en estos animales: la existencia de células, de naturaleza desconocida, entre las
capas granulosas interna y externa. La ausencia de pigmentacion del epitelio pigmentario es propia de

los animales albinos, como los utilizados en este trabajo.
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En cuanto a la estructura de la retina de las ratas sometidas a iluminacién amarilla durante
periodos de tiempo prolongados, se han encontrado dos tipos de comportamiento bien diferentes. En
unos casos (imagen de la izquierda) se aprecian todas las capas de la retina, aunque la plexiforme
externa estd muy reducida de espesor. En otros casos (imagen derecha) la atrofia retiniana es bien
manifiesta y hay ausencia de segmentos externos de los fotorreceptores, escasa celularidad en la
granular externa y disminucion de la densidad de células en la granulosa externa; la plexiforme externa

es casi inexistente.

Blanca

Estructura de la retina de ratas Wistar-Kioto sometidas iluminacién blanca permanente durante 15 dias. Se aprecia la
ausencia de pigmentacion en el epitelio pigmentario.

Amarilla

Estructura de la retina de ratas Wistar-Kioto sometidas iluminaciéon amarilla permanente durante 15 dias. Se aprecia en
ambas imagenes la reduccion de la plexiforme externa, y en la imagen derecha la ausencia de segmentos externos en los
fotorreceptores, reduccion marcada en la celularidad de las granulosas.

En cuanto a las ratas tratadas con luz azul, los efectos méas evidentes se producen a nivel de los
fotorreceptores en los cuales desaparece el segmento externo y, ademas, los que persisten estan
reducidos en nimero. La plexiforme externa es casi inexistente y, aparentemente, el nimero de células
de la granular interna esta disminuido. Otro detalle importante observado en este grupo de animales fue
la presencia de grandes vasos a nivel de la coroides en la mayor parte de los animales (Figura 3,

derecha) que afectaban a segmentos variables del ojo.
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Estructura de la retina de ratas Wistar-Kioto sometidas iluminacién azul permanente durante 15 dias. Se aprecia en ambas
imagenes la reduccion del espesor de la plexiforme externa, ausencia de segmentos externos en los fotorreceptores y la
existencia de grandes vasos en la coroides de amplios sectores del ojo.

En cuanto a la granular interna, también en los animales expuestos a la luz azul y la amarilla hay
una disminucién en la densidad celular determinada por el nimero de nlcleos. Seguramente se
encuentran afectadas las neuronas bipolares, pero es posible que también lo estén otras células situadas
en esta capa.

Las neuronas ganglionares son las que sufren menos variaciones cuando se expone la retina a

diferentes tipos de iluminacion. No obstante, se encuentran reducidas en los animales expuestos a la luz

azul.
500 7 —
400 A
300 - — Oblanca
Damarilla
200 A Dazul
Resultados del estudio cuantitativo
100 realizado en la retina de los diferentes
grupos de animales realizados en las capas
o |—|_|:| nuclear externa (CNE), nuclear interna (CNI)

y capa de las neuronas ganglionares (CNG).
CNE CNI CNG

Los resultados obtenidos en este modelo experimental demuestran claramente que la exposicion
prolongada y permanente a diferentes tipos de luz produce lesiones en la retina En el proceso de
degeneracion retiniana, y no s6lo macular, estan implicadas la mayoria de las capas celulares de la
retina, pero sobre todo los fotorreceptores, especialmente los segmentos externos de los mismos.

Como en la mayoria de los estudios sobre el tema, para la realizaciéon de este trabajo hemos
utilizado animales albinos. Tedricamente, las pérdidas retinianas inducidas por la luz deberian ser mas
evidentes en estos animales al carecer de la proteccion que ofrecen los pigmentos del iris y la retina. Sin
embargo, trabajos realizados en animales pigmentados demuestran que esta caracteristica no los hace
menos vulnerables a los efectos fototoxicos de la luz (Noell y Cols., 1966). Ello sugiere que la
sensibilidad de la retina a la exposicién luminica no esté influenciada tanto por la pigmentacion como por
la cantidad de luz (Rapp y Williams, 1980; LaVail y Gorrin, 1987).

Por lo que respecta a los hallazgos histoldgicos observados en las retinas de nuestros animales,

las lesiones afectan principalmente a los fotorreceptores y se manifiesta como una disminucién en las
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capas celulares y desorganizacion de los segmentos externos. Las capas internas de la retina muestran
alteraciones evidentes y no tan discretas o inexistentes como sefialan algunos autores. (Wenzel y Cols.,
2005).

En este trabajo se ha analizado un posible modelo de estudio de las patologias retinianas y se
han mostrado signos evidentes de degeneracion de la retina como consecuencia de la situacion
experimental creada. Se eligié este modelo porque representa una aproximaciéon importante al estudio de
estas patologias: los cambios fisiopatolégicos inducidos por la iluminacién permanente con diferentes
tipos de luz.

Hemos obtenido resultados interesantes que ya son parcialmente conocidos por la literatura,
pero otros, como la afectacidn cuantitativa de las capas internas de la retina son mas novedosos. Los
datos que se presentan, tal y como se ha insistido varias veces, son preliminares y estan pendientes de
conformacion con el andlisis de un mayor niimero de animales y la realizacion de un estudio estadistico
adecuado.

En base a estos datos, pues, podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.- La exposicién a luz permanente amarilla y azul produce cambios estructurales en la retina de
rata albina que afectan fundamentalmente al segmento externo de los fotorreceptores, pero también al
namero de estas células, y a los estratos neuronales de la retina. Los efectos mas nocivos fueron los
causados por la luz azul.

2.- La exposicion a luz azul permanente produce cambios vasculares importantes y evidentes en
la coroides.
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ANEXO II: Exposicion a luz continua de forma intensa: Ratas

pigmentadas. Estudio preliminar

Antecedentes

Se utilizaron ratas hembras pigmentadas, Lister-Hooded (LH), de ocho semanas, para una
secuencia de tres experimentos donde se sometido a cada grupo de animales a fotoexposiciones de
distintas intensidades luminicas, siendo la media en el primer experimento de 3086,67lux y 2350lux en el
segundo. En el tercer experimento, se utilizé6 una intensidad luminica que oscilaba entre 700-800lux,
adaptandose al valor estandar de las condiciones medias ambientales de la ciudad de Madrid (Espafia) y
con una irradiancia que variaba desde 1,48w/m? hasta 1,64w/m?. Tanto en el segundo como en el tercer
experimento, se utilizaron filtros bloqueantes de longitudes de onda corta, de distinta absorbancia.

Los resultados se obtuvieron aplicando las técnicas de Montajes globales y Seccion
transversales: Las retinas fotoexpuestas, sin proteccién o protegidas un 5%, con filtros bloqueantes de
longitud de onda corta, presentaron una densidad nuclear de 2-4 nucleos en la capa nuclear externa,
mientras que las retinas fotoexpuestas con una proteccion de un 20% de filtros bloqueantes de longitud
de onda corta, presentaron un densidad de 10-12 nucleos, comparable a las retinas control, lo que indica

el efecto compensador de los elementos Opticos.

Ratas pigmentadas Foto-expuestas a iluminacion Seccion transversal del globo ocular de

exenta de longitudes de onda corta rata.
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OD Control

r

Fotomontaje de una retina izquierda de rata adulta. 1 dia
después del periodo de fotoexposicién. En ella podemos
observar méas oscura el &rea que més precozmente se afecta
por la fototoxicidad y que se ha llamado éarea arciforme.

Resultados:

OD Control

Micrografia de un extremo del éarea arciforme de
degeneracion fototéxica de una retina izquierda del grupo
de animales fotoexpuestos sin filtro, montada a plano 7
dias después de la fotoexposicion. En ella podemos
observar células del epitelio pigmentario intrarretinianas.
Barra=125um

Reconstruccion fotografica de un montaje global de una
retina derecha representativa del grupo control o sin
exposicion. En ella se pueden observar los vasos
retinianos marcados con peroxidasas. Barra=1mm.

La exposicion de ratas hembras L-H adultas a 3000 lux de luz blanca fria fluorescente durante 72

horas tras la dilatacion produce:
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Ruptura de la barrera remoto-retiniana en la region arciforme de la zona supertemporal
de la retina que es mayor el primer dia de foto exposicidon y que disminuye a los siete
dias.

Una migracion de las células del epitelio pigmentario hacia las capas de la rtina

neurosensorial en esta area arciforme a los siete dias de foto exposicion.

Un adelgazamiento de la capa nuclear eterna de la retina por muerte de fotorreceptores .
la muerte solo ocurre e n la zona dorsal media superior un dia tras el periodo de

exposicién y de forma mas severa y en toda la retina a los 7 dias.

La interposicion del filtro reduce la intensidad de la luz que llega a los animales hasta valores de

791 lux y protege la retina de la fototoxicidad.

Estos trabajos han permitido demostrar la utilidad de filtros 6pticos especificos para la

terapia y prevencidn de la ceguera en procesos de neurodegeneracion dando respuesta a objetivo

general de la investigacion

Se han alcanzado todos los objetivos especificos propuestos de forma satisfactoria

Se han foto-expuesto animales de experimentacién (conejos y ratas pigmentadas)
consiguiendo establecer patrones de normalidad y patologia de retinas expuestas a

difierntes longitudes de onda

Con los analisis fisiopatolégicos realizados se han cuantificado la degeneracién y

pérdida de fotorreceptores en animales expuestos a fototoxicidad

Se han corroborado los resultados de los cambios funcionales debido a la
fototoxicidad estudiados en los andlisis fisiopatologicos mediante técnicas de

electrofisiologia en animales de foto-expuestos y foto-protegidos

Se ha evaluado efecto protector de los filtros Opticos para evitar proceso

degenerativo tanto en lentes de contacto como en lentes intraoculares

En definitiva los resultados han proporcionado importantes datos aclaratorios sobre la

relacién entre fototoxicidad y los filtros protectores.
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