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Rosa Dolz Marco

Resumen.

Objetivo: Evaluar la toxicidad retiniana a corto plazo de Ia
administracion intravitrea de wuna dosis Unica de acido

docosahexaenoico (DHA) en un modelo experimental de conejo.

Material y métodos: Dieciséis conejos albinos Nueva Zelanda fueron
seleccionados para este estudio toxicoldgico preclinico. Se
prepararon seis concentraciones de DHA (Brudy Laboratorios,
Barcelona, Espafia): 10mg/50ul, 5mg/50ul, 2'5mg/50ul, 50ug/50ul,
25ug/50ul, 5ug/50ul. Cada concentracidn fue inyectada por via pars
plana en inyeccion intravitrea en el ojo derecho de dos conejos. La
soluciéon vehiculo se inyectd en el ojo derecho de cuatro animales
gue se consideraron el grupo control. Se evaludé la seguridad
retiniana de cada concentracion de DHA mediante la exploracién
clinica oftalmolégica y la realizacién del electrorretinograma. Los
animales fueron eutanasiados y sus ojos fueron enucleados y
procesados para el estudio histolégico mediante microscopia éptica.

Al mismo tiempo se tomaron muestras de humor acuoso y vitreo



Resumen

para la cuantificacién de acidos grasos por cromatografia de gases. El

analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 21.0.

Resultados: El examen clinico revelé una gran reaccién inflamatoria
en el segmento anterior en los conejos a los que se administrd las
concentraciones mas altas (10mg/50ul, 5mg/50ul, 2'5mg/50ul). Las
concentraciones inferiores de DHA no produjeron respuesta
inflamatoria. Los pardmetros estudiados en el electrorretinograma y
el examen histolégico morfolégico y morfométrico no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los conejos de los
grupos control y aquellos en los que se administré una inyeccién

intravitrea de DHA, salvo para la dosis de 50ug/50ul.

Conclusidn: Nuestros resultados indican que el DHA administrado
por via intravitrea es un agente farmacoldgico seguro en el modelo
de conejo albino con una dosis maxima tolerada de 25ug/50ul. Este
estudio deberda completarse con nuevos estudios que permitan
evaluar el efecto de la administracion intravitrea de DHA como
tratamiento, per se o en combinacién con otros farmacos, de

diferentes enfermedades de la retina.
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Abstract.

Purpose: to evaluate the retinal toxicity of a unit dose of intravitrea
pure docosahexaenoico acid (DHA) in rabbit eyes over a short-term
period.

Methods: Sixteen New Zealand albino rabbits were selected for this
toxicology pre-clinical study. Six concentrations of DHA (Brudy
Laboratories, Barcelone, Spain) were prepared: 10mg/50 pL, 5mg/50
uL, 2’5mg/50 uL, 50ug/50 pl, 25ug/50 uL, and 5ug/50 uL. Each
concentration was injected intravitreally in one eye of two rabbits.
As a control, the vehicle solution was injected into one eye of four
animals. Retinal safety was studied by slit-lamp examination, and
electroretinography. All the rabbits were euthanized one week after
the intreavitreal injection of DHA and the eyeballs were processed to
morphologic and morphometric histologic examination by light
microscopy. At the same time aqueous and vitreous humor samples
were taken to quantify the concentration of omega-3 acids by gas

chromatography. Statistical analysis were performed by SPSS 21.0



Abstract

Results: Slit-lamp examination revealed an important inflammatory
reaction on the anterior chamber of the rabbits injected with the
higher concentrations of DHA (10mg/50ul, 5mg/50ul, 2'5mg/50u)
Lower concentrations showed no inflammation. Electroretinography
and histological studies showed no significant difference between
control and DHA-injected results at any of the concentrations except
for the group injected with 50ug/50.

Conclusions: Our results indicate that administration of intravitreal
DHA is safe in the albino rabbit model up to the maximum tolerated
dose of 25ug/50 L. Further studies should be performed in order to
evaluate the effect of intravitreal injection of DHA as a treatment,

alone or in combination of different retinal diseases.
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Resum.

Objectiu: Avaluar la toxicitat retiniana a curt termini de
['administracié intravitria d'una dosi Unica d'acid docosahexaenoic

(DHA) en un model experimental de conill.

Material i meétodes: Setze conills albins Nova Zelanda van ser
seleccionats per a aquest estudi toxicologic preclinic. Es van preparar
6 concentracions de DHA (Brudy Laboratoris, Barcelona, Espanya):
10mg/50ul, 5mg/50ul, 2'smg / 50ul, 50ug/50ul, 25ug/50ul,
5ug/50ul. Cada concentracid va ser injectada per via pars plana en
injeccid intravitria a I'ull dret de dos conills. La solucié de vehicle es
va injectar a I'ull dret de quatre animals que es van considerar el
grup control. Es va avaluar la seguretat retiniana de la injeccid
intravitria de cadascuna de les concentracions de DHA mitjancant
I'examen anatomic i funcional que va incloure l'exploracid
oftalmolodgica i la realitzacié de I'electroretinograma. Els animals van
ser eutanasiats i els seus ulls van ser enucleats i processats per a

I'estudi histologic mitjancant microscopia optica. Al mateix temps es
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varen obtindré mostres de humor aquds i vitre per a la quantificacié
de acids omega-3 per cromatografia de gasos. L'analisi estadistic es

va realitzar amb el programa SPSS 21.0.

Resultats: L'examen clinic va revelar una gran reaccio inflamatoria en
el segment anterior en els conills als quals es va administrar les
concentracions més altes de DHA (10mg/50ul, 5mg/50ul, 2'5mg /
50ul). Les concentracions inferiors de DHA no van produir resposta
inflamatoria. Els parametres estudiats al electrorretinograma i
I'examen histologic morfologic i morfométric no van mostrar
diferéncies estadisticament significatives entre els conills dels grups
control i aquells en qué es va administrar una injeccid intravitria de

DHA, excepte per a la dosi de 50ug/50ul.

Conclusid: Els nostres resultats indiquen que el DHA administrat per
via intravitria és un agent farmacologic segur en el model de conill
amb una dosi maxima tolerada de 25ug/50ul. Aquest estudi s'ha de
completar amb nous estudis que permetin avaluar l'efecte de
I'administracio intravitria de DHA com a tractament, per se o en

combinacié amb altres farmacs, de diferents malalties de la retina.
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Abreviaturas.
AG: 4cido graso.
CCG: capa de células ganglionares.
CFN: capa de fibras nerviosas.
CG: células ganglionares.
CNE: capa nuclear externa.
CNI: capa nuclear interna.
CPE: capa plexiforme externa.
CPI: capa plexiforme interna.
DHA: 4cido docosahexaenoico.
DPA: 4cido docosapentaenoico.
EOG: electrooculograma.
EPA: acido eicosapentaenoico.
EPR: epitelio pigmentario de la retina.
ERG: electrorretinograma.
Fa: factor de conversidn derivado de la magnificacion del analisis

de imagenes.



Abreviaturas

Fc: factor de conversiéon derivado de la magnificacién del
microscopio.

NB: neuroblastica.

NPD1: neuroprotectina D1.

PEV: potenciales evocados visuales.

PL: peroxidacion lipidica.

PUFAs: acidos grasos poliinsaturados del inglés PolyUnsaturated
Fatty Acids.

RL: radicales libres.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

SEF/SE: segmentos externos de los fotorreceptores.

SIF/SI: segmentos internos de los fotorreceptores.



Rosa Dolz Marco

Listado de figuras.

Figura 1: Esquema del desarrollo embrioldgico del ojo humano.

Figura 2: Imagenes de microscopia éptica de secciones transversales

de la retina humana.

Figura 3: Retinografia.

Figura 4: Imagen histoldgica de la retina.

Figura 5: Detalle de la estructura histoldgica de la retina a nivel de la

macula.

Figura 6: Esquema de la estructura formada por los fotorreceptores,

el EPR y la coriocapilar.
Figura 7: Estructura de los fotorreceptores.

Figura 8: Representacion de las principales estructuras de la via
Optica (percepcién y transmisién) y las pruebas electrofisioldgicas

para evaluarlas.

Figura 9: Esquema de las fuentes exdgenas de radicales libres.



Listado de figuras

Figura 10: Sistemas de defensa enzimaticos frente al estrés

oxidativo.

Figura 11: Clasificacion y nomenclatura de los 4cidos grasos

esenciales.

Figura 12: Metabolismo del DHA con produccién de NPD1, su

metabolito mds importante.

Figura 13: Imagenes de retinas de humana, de mono, de conejo y de

rana donde se muestra las distribucion de DHA.

Figura 14: Distribucién del DHA en la retina.

Figura 15: Esquema del metabolismo del DHA desde que se ingiere

hasta su incorporacion a los fotorreceptores.

Figura 16: Dispositivo portatil de ERG y utensilios necesarios para la

realizacion de las pruebas electrofisioldgicas.

Figura 17: Aspecto clinico macroscopico de los conejos de los grupos

2,3y4.

10



Rosa Dolz Marco

Figura 18: Detalle del aspecto clinico macroscépico de uno de los

conejos del grupo 4.

Figura 19: Aspecto clinico macroscépico de los conejos de los grupos

6,7y 8.

Figura 20: Diagramas de cajas para las distintas variables ERG

estudiadas segun los grupos.

Figura 21: Montaje de cortes histolégico de cada conejo

estudiado.

Figura 22: Grafico de cajas de la media de densidad de nucleos

tefiidos de células ganglionares en los distintos grupos.

Figura 23: Diagrama de cajas para las distintas variables

histoldgicas estudiadas segun los grupos.

11



Listado de figuras

12



Rosa Dolz Marco

Listado de tablas.

Tabla 1: Esquema de las capas de la retina y los componentes

celulares que las forman.

Tabla 2: Esquema de los tipos de vascularizacidn retiniana existentes

en los animales vertebrados.

Tabla 3: Signos indicativos de dolor en el conejo.

Tabla 4: Distribucidn por grupos segun las concentraciones de DHA

administradas por via intravitrea.

Tabla 5: Distribucidon por grupos segun las concentraciones de DHA
administradas con cddigo de colores gradual proporcional a la

concentracion.

Tabla 6: Datos estadisticos descriptivos de ERG por grupos de

tratamiento.

Tabla 7: Datos de comparacion de 2 variables relacionadas
(Variables de ERG pre-inyeccién y variables de ERG post-inyeccion)

analizados por el test de Wilcoxon.

13



Listado de tablas

Tabla 8: Comparacidon de variables de ERG en grupos tratados
respecto a grupos control mediante el test estadistico U de Mann-

Whitney.

Tabla 9: Correlacion entre las distintas variables de ERG post-
inyeccion y la dosis de DHA inyectadas segun los test no

paramétricos de Tau de Kendall y Rho de Spearman.

Tabla 10: Datos de correlacién entre la dosis de DHA administrada y

la densidad de células ganglionares.

Tabla 11: Datos de comparacion de medias de la densidad de
nucleos tefiidos de células ganglionares de cada grupo inyectado
con DHA respecto a los grupos control mediante el test U de Mann

Whitney y W de Wilcoxon.

Tabla 12: Datos estadisticos descriptivos de las distintas medidas

histoldgicas por grupos de tratamiento.

14



Rosa Dolz Marco

Tabla 13: Datos de correlacién entre la dosis de DHA empleada y los
valores de espesor retiniano total y por capas segun el test de Tau de

Kendall y Rho de Spearman.

Tabla 14: Comparacién de medias de las variables histoldgicas en
grupos tratados respecto a grupos control mediante el test
estadistico U de Mann-Whitney y W de Wilcoxon.

Tabla 15: Concentraciones de DHA medidas en pg/ul en humor
vitreo y acuoso una semana después de la inyeccion intravitrea de
DHA.

Tabla 16: Datos de correlacién entre la dosis inoculada y la
concentracion de DHA en humor acuoso y vitreo una semana post-

inyeccion.

15



Listado de tablas

16



Rosa Dolz Marco

1. Introduccion

1.1. Embriogénesis de la retina

1.1.1. Embriogénesis temprana

La placa neural, derivada del ectodermo, es el precursor
embrionario del sistema nervioso, incluyendo la retina. La primera
manifestacion del desarrollo de la retina en el ser humano aparece a
partir de la tercera semana de gestacion, antes del cierre del tubo
neural (Creuzet S et al, 2005; Meier S, 1982; Barishak RY y Ofri R,
2007). Inicialmente se forman unos surcos poco profundos a cada
lado del cerebro anterior (surcos épticos), que en pocos dias dan
lugar a las vesiculas Opticas (Etchevers HC et al, 1999). Entre la
cuarta y la sexta semana las vesiculas épticas empiezan a invaginarse
formando la copa dptica que queda unida al encéfalo por el tallo
Optico. Esta invaginacion en forma de caliz deja una hendidura que
se cerrara progresivamente, la fisura retiniana, por la que accede la
arteria hialoidea, rama de la arteria oftdlmica que aporta la irrigacidn

a laretinay el cristalino en desarrollo.
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Vesicula
Ectodermo &
Ectodermo neural Op“i" superficial p: Prosencéfalo

Ectodermo

~ superficial
Placoda __/
del %

cristalino Placoda
del
cristalino
/

Ectodermo neural

Tallo éptico & Vesicula
Ectodermo neural Ectodermo Optica
superficial
Ectodermo
ficia
D superficial E Cipula 6ptica  Espacio intraretiniano

| Cupula optica

Retina neurosensorial
Ectodermo

superficial
/ Tallo dptico Epitelio pigmentario de la retina

Vesicula—Y
del
cristalino

Ectodermo neural

Fisura optica

Vesicula optica invaginandose

Retina neurosensorial Vesicula
del
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P pig cristalino

de la retina
Tallo optico
Matriz vitreo Vasos hialoideos

primaria  (Vitreo primario)  Fisyra gptica

Vesicula del cristalino

Figura 1: Esquema del desarrollo embriolégico del ojo humano que
muestra el desarrollo de las vesiculas opticas a partir del tubo neural (A 'y
B), con la progresiva invaginacion de las vesiculas opticas (C) para
finalmente formar las copas dpticas (D). En el detalle de la copa dptica (E),
correspondiente a un embrion de 5 semanas, se aprecia la diferenciacion
entre retina neurosensorial y epitelio pigmentario de la retina. Modificada
de Cook CS et al, 1995.

La gruesa pared interna de la copa dptica (disco retiniano
primitivo), que dara lugar a la retina neural, se subdivide en capa
interna (marginal enucleada) en contacto con la placoda del
cristalino y capa nuclear externa (germinativa o proliferativa). Por

otra parte, la pared externa de la copa dptica comienza a tener

18
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granulos de pigmento meldnico a partir del dia 33 de desarrollo y
formara posteriormente el epitelio pigmentario de la retina (EPR).
(Barishak RY y Ofri R, 2007; Creuzet S et al., 2005; Fuhrmann S, 2010;

Hollenberg MJ y Spira AW, 1972; Meier S, 1982).

1.1.2. Formacién de las capas de la retina

Las estructuras oculares siguen creciendo, produciéndose la
mayoria de divisiones celulares en las capa externa germinativa,
desde donde oleadas de células emigran en direccién al cuerpo
vitreo primitivo (Zaghloul NA et al, 2005). Ademads, la capa
germinativa proyecta unos cilios hacia la superficie de la capa del
futuro EPR que desaparecerdan durante la séptima semana de
gestacion y seran reemplazados por los precursores de los
segmentos externos de los fotorreceptores durante el cuarto mes de
desarrollo embrionario. Por otro lado, los axones de las células de la
retina neural crecen en direccién al cerebro por medio del tallo
Optico, que se convertird en el nervio optico (Williams RW et al,

1991).

19
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La diferenciacidon de las capas de la retina comienza cuando
practicamente han cesado las mitosis y tiene lugar entre la sexta
semana y el octavo mes de desarrollo. Esta maduracion se extiende
desde las zonas internas en contacto con el humor vitreo (zona
marginal) hacia las capas externas de la cupula 6ptica, y desde el
centro hacia su periferia. Las células ganglionares de la retina y las
células de Miller se desarrollan simultdneamente con la misma
distribucién desde el centro hacia la periferia (Hagedorn M et al,
1998; Willbold E et al, 1996). Debido a estos movimientos celulares
migratorios, en torno a la semana 7 de gestacion, el epitelio neural
se separa en dos capas: neurobldstica interna y externa, separadas
por una estrecha banda acelular llamada capa fibrilar transitoria de
Chievitz que desaparecerd entra la octava y décima semanas de
desarrollo embrionario. Las células ganglionares, los conos, las
células horizontales y algunas células amacrinas son las primeras en
abandonar el ciclo celular y por tanto madurar (Fujitani Y et al, 2006;
Gallego-Pinazo R et al, 2010). Le siguen el resto de células amacrinas

y por ultimo los bastones y las células bipolares (Chalupa LM, 1998).

20
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En el momento del nacimiento, estdn presentes las células

ganglionares y horizontales y la mayoria de células amacrinas vy

conos; sin embargo, algunos bastones de la periferia, las células de

Miiller y algunos conos continuaran diferenciandose hasta el tercer

mes de vida.

RPE
NB

CG

RPE

SEF
CNI

CG

SEF
SIF
CNE
CNI
CPI
CEG

Figura 2: Imagenes de microscopia
Optica de secciones transversales de la
retina humana. A: semana 8 de
desarrollo embrionario, se observa el
epitelio pigmentario de la retina (EPR),
la capa neuroblastica (NB) y las células
ganglionares (CG). B: Progresivamente
aparecen los segmentos externos de
los fotorreceptores (SEF) y la capa
nuclear interna (CNI). C: En las ultimas
semanas de desarrollo embrionario
podemos observar la mayoria de las
capas de la retina madura; Los
segmentos externos e internos de los
fotorreceptores (SEF y SIF), las capas
nuclear externa e interna (CNE y CNI),
la capa plexiforme interna (CPI) y la
capa de células ganglionares (CCG).
(Imagen extraida de Gallego-Pinazo R,
2010)

En la semana 9 de desarrollo, aparecen dos nuevas capas que

rodean a la retina neural, la membrana limitante externa entre el

EPR y la parte externa de la neurorretina, y la membrana limitante

21
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interna que la separa del cuerpo vitreo primitivo. Las capas
definitivas de la retina adulta se pueden visualizar a partir del octavo
mes y se originan de las capas neuroblastica interna (capa de células
ganglionares y células de soporte) y externa (capa de

fotorreceptores).

1.2. Anatomia de la retina

1.2.1. Anatomia macroscdpica de la retina

Se pueden distinguir varias regiones en la retina, desde la

periferia hacia el centro ( Grenn WR; 1996).

- Periférica o anterior: desde la ora serrata, adyacente a la pars
plana, hasta el ecuador.

- Ecuatorial: alrededor del ecuador

- Macula: region central de la retina, donde encontramos
desde la periferia; la perifdvea, la parafévea y la fovea. En la figura 3
se puede observar con detalle la estructura macroscdpica de la

macula.
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Perifovea

Parafovea

Fovea

Parafovea |

Perifovea

Figura 3: Retinografia que muestra la localizacion topografica en la
macula de la fovea, la parafovea y la perifovea.

1.2.2. Histologia de la retina

La retina consta de 10 capas distinguibles en los cortes
histoldgicos. Simplificando esta estructura, en todos los vertebrados
podemos encontrar tres capas celulares y dos capas sindpticas. En el
esquema de la figura 4 se muestra la organizacion histoarquitectural
de la retina y con mas detalle en la figura 5. La composicidén de cada
capa se esquematiza en la tabla 1 (Kaufman PL y Alm A, 2003; Spaide

RF et al, 1999; Ramodn y Cajal S, 1884-1892).
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Figura 4: A la derecha, imagen histoldgica en la que se diferencian las 10
capas de la retina; desde las capas externas a las internas: EPR (Epitelio
pigmentario de la retina), capa de los fotorreceptores donde se
distingues los SEF (segmentos externos de los fotorreceptores), la SE/SI

(unién entre los segmentos externos e internos de los fotorreceptores, Sl
(segmentos internos de los fotorreceptores; MLE (membrana limitante
externa); CNE (capa nuclear externa); CPE (capa plexiforme externa); CNI
(capa nuclear interna); CPI (capa plexiforme interna); CCG (capa de
células ganglionares); CFN (capa de fibras nerviosas) y MLI (membrana
limitante interna. A la izquierda, esquema basico de la arquitectura

celular de la retina, donde se distinguen tres capas celulares y dos
sinapticas.
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Lamina supracoroidea

Esclera

Coriocapilar
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Mb. de Bruch

MLI
CFN
ccG
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CNI
CPE
CNE
MLE
CCF
EPR

Figura 5: Detalle de la estructura histolégica de la retina a nivel de la

macula. Extraida de Caputo G, Décollements de rétine, Rapport 2011 Société
Frangaise d’Ophtalmologie.

25



Introduccion

COMPONENTES
EPR Células del epitelio pigmentario de la retina.
C. Fotorreceptores Segmentos externos de los fotorreceptores y de

las células de Miiller.

Mb. Limitante Externa Segmentos internos de los fotorreceptores (conos
y bastones) y parte de las células de Miiller.

C. Nuclear Externa Somas de los conos y los bastones.

C. Plexiforme Externa Axones de los conos y bastones que hacen
sinapsis con las dendritas de las células bipolares,
de las células horizontales y con otros
fotorreceptores.

C. Nuclear Interna Somas de las células bipolares , de las células de
Miuiller, células horizontales y células amacrinas.

C. Plexiforme Interna Axones de las células bipolares y amacrinas que
hacen sinapsis con las dendritas de las células
ganglionares.

C. C. Ganglionares Somas de las células ganglionares.

C. Fibras Nerviosas Axones de las células ganglionares.

Mb. Limitante Interna Membrana basal y extremos distales de las
células de Miller.

Tabla 1: Esquema de las capas de la retina y los componentes celulares que las
forman.
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Células del EPR: Es la capa mas externa de la retina, y descansa
sobre la membrana de Bruch que la separa de la coroides. Se trata
de una monocapa celular hexagonal con fuertes uniones celulares y
prolongaciones en su zona apical que rodean los segmentos externos
de los fotorreceptores, sin unirse a ellos. Tiene varias funciones muy
importantes: 1) barrera hematorretiniana entre la coroides y Ia
retina neural, 2) transporte activo de metabolitos, 3) fagocitosis de
los segmentos externos de los fotorreceptores y reciclaje de los
pigmentos visuales, 4) absorcién de la luz dispersa. En la figura 6 se
ilustra el complejo formado por la coroides, el EPR y los

fotorreceptores (Marmor MF y Wolfensberger TJ, 1998) .

En muchos animales vertebrados se encuentra una estructura
que facilita la visidn en situaciones escotdpicas. Se trata del tapetum
lucidum, situado entre el EPR y la coroides. Aqui el EPR de la retina
carece de pigmento, por lo que los fotones que no han sido
absorbidos por los fotorreceptores atraviesan el EPR sin ser
absorbidos y llegan al tapetum para ser reflejados de nuevo hacia la

retina neural. Por tanto esta estructura actla como un espejo que
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refleja los la luz dispersa para aumentar las probabilidades de que
sea absorbida y facilitar la vision en condiciones de escasa

luminosidad (Ollivier FJ et al, 2004).

|

10
Fagocitosis de discos =
de los bastones —_—t
\ o _
ANV,

Fagosoma
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Granulo ’
de lipofuscina
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Ribosomas

Mitocondria O

Membrana de Bruch Borde basal festoneado Coriocapilar

Y f" )%

Figura 6: esquema de la estructura formada por los fotorreceptores, el
EPR y la coriocapilar, la estructura intracelular del EPR, con gran cantidad de
organelas intenta poner de manifiesto la actividad metabdlica realizada por éste.
Imagen modificada de Spalton DJ et al, Atlas of Clinical Ophthalmology. 3rd
Edition. 2005 Ed. Elsevier.

Fotorreceptores: Existen dos tipos de fotorreceptores, los
bastones y los conos. Los primeros, se encargan de la visidon en
condiciones escotdpicas, mientras que los conos lo hacen en

condiciones fotdpicas y contribuyen a la visién cromatica. Los dos
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tipos tienen la misma estructura basica que se explica en la figura 7

(Hagedorn M et al, 1998).

BASTON CONO

Pediculos

Nucleo del
Baston
Nucleo del cono

Segmento

interno
Membrana limitante
externa
Pequenas raices
ciliares

El d Cuerpo basal del
= ipsoide cilio

Filamentos ciliares

Segmento

externo

Epitelio pigmentario

foce

Figura 7: Los fotorreceptores se estructuran en: 1) segmento externo que
constituye la porcion fotosensible ya que estd compuesto por discos que
contienen el pigmento visual; 2)Cilio: region estrechada; 3) Segmento interno:
subdividida a su vez en porcién elipsoide, que contiene mitocondrias y porcion
mioide, que contiene el aparato de Golgi y ribosomas; 4) una fibra conectora
entre el segmento interno y el nucleo que es corta en los conos y de tamaiio
variable en los bastones; 5) Un ntcleo; 6) Una fibra conectora interna que
conecta el nucleo con la region sinaptica; 7) Region sinaptica. Imagen modificada
de Spalton DJ et al, Atlas of Clinical Ophthalmology. 3rd Edition. 2005 Ed.
Elsevier.
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Células horizontales: Son neuronas que interconexionan con
otras células a nivel de la CPE y cuyo soma se encuentra en la CNI. En
los mamiferos podemos distinguir el tipo HI, con axdén, cuyas
dendritas contactan con los conos y los bastones y el tipo HIl, en el
humano con axdn y en el conejo sin axén, que sélo contacta con

conos.

Células bipolares: Son las células encargadas de conducir la
sefial desde las CPE, donde hacen sinapsis con los fotorreceptores,
hasta la CPl donde conectan con las células ganglionares y
amacrinas. Su soma se encuentra en la CNI. Existe clara diferencia
entre las células bipolares para bastones, de las que sélo se conoce
un subtipo, y las células bipolares para cono, que se subdivide en 8 o
10 subtipos dependiendo del patrén de ramificacion de sus dendritas

(Fujitani Y et al, 2006).

Células amacrinas: Son neuronas con una gran cantidad de
dendritas pero carentes de axdn. Su soma asienta en la CNI. Sus

terminaciones dendriticas hacen sinapsis con otras células
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amacrinas, con los axones de las células bipolares y con las dendritas

de las células ganglionares.

Células interplexiformes: Son neuronas cuyo pericarion se
encuentra en la CNI y emite terminaciones sindpticas a ambas capas

plexiformes.

Células gliales: El principal grupo celular glial de la retina lo
constituyen las células de Miiller. Estas células aportan un soporte
estructural a la retina de forma radial, atravesando todas sus capas, y
rodeando el resto de neuronas. Su soma se localiza en la CNI. Tiene
importantes funciones como almacenar glucégeno y proveer glucosa
a las neuronas, mantener la homeostasis y el equilibrio iénico y
reciclar los aminodcidos liberados en las sinapsis. Otros tipos de
células gliales son los astrocitos que se localizan en la CPly la CCG y

las células microgliales de naturaleza fagocitica.

Células ganglionares: Destaca de estas células su gran soma,
localizado en la CCG, sus dendritas hacen sinapsis en la CNI como ya

hemos comentado, y sus axones pasan a formar la CFN, siguiendo la
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direccion hacia la papila para formar el nervio éptico. Constituye la

tercera neurona de la via dptica.

1.2.3. Vascularizacion de la retina.

La retina es uno de los tejidos con mayor actividad metabdlica
del organismo, de ahi la importancia del aporte de nutrientes vy
oxigeno. La retina mds externa (fotorreceptores) recibe el aporte
vascular de la capa coriocapilar, un sistema capilar de las arterias
coroideas que se ramifica desde las arterias ciliares. La retina
interna, en cambio, se nutre de los vasos propios de la retina que son
ramas de la arteria central de la retina que a su vez es rama de la
arteria oftdlmica. Las arterias de la retina interna forman dos capas
capilares, la primera de ellas, mas superficial, se sitia en la capa de
células ganglionares y la capa de fibras nerviosas. La segunda red
capilar se localiza en la capa nuclear interna. Las retinas se pueden

clasificar segln su patrén de vascularizacion como vemos en la tabla
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Toda la retina interna
recibe aporte sanguineo
de una arteria central
(primates) o de arterias
ciliorretinianas que
emergen radialmente
desde el nervio O&ptico
(mayoria de mamiferos)

Mayoria de los mamiferos

El aporte vascular se
localiza a nivel nasal vy
temporal Unicamente

Conejos

Los vasos son filiformes y
abarcan un reducido
espacio alrededor del
nervio Optico, dejando la
mayor parte de la retina
avascular

Caballo, rinoceronte, elefante y

marsupiales
Ausencia de vasos en la Aves, reptiles y anfibios y algunos
retina interna mamiferos (armadillo, Chinchilla, ...)

Tabla 2: Esquema de los tipos de vascularizacion retiniana existentes en los
vertebrados.
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Otro aspecto importante en la vascularizaciéon de la retina, y
que diferencia lo diferencia de otros tejidos, es la existencia de la
barrera hematorretiniana. Estd compuesta principalmente por el
EPR, que separa la retina neural de la coroides. El segundo
componente de esta barrera es el endotelio de los vasos de la retina

interna.

1.3. Pruebas retinianas funcionales de diagnostico.

1.3.1. Introduccidon

La activacidon de las células visuales retinianas provoca unas
reacciones bioguimicas que, a su vez, desencadenan los fendmenos
eléctricos que propagan los influjos sensoriales a lo largo de las vias
Opticas hasta la corteza occipital. Podemos clasificar la via éptica en
2 grandes estructuras (Brigell M et al, 1998) representadas en la

Figura 8:

Estructuras de percepcion: fotorreceptores -conos y bastones.
La regién macular o central contiene una gran densidad de conos y la

retina periférica, con una superficie mil veces mayor, contiene un
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numero de bastones mucho mayor que el de conos; la densidad de

estos ultimos va disminuyendo desde el centro hacia la periferia.

Estructuras de transmision: Son tres neuronas: La célula
bipolar, la célula ganglionar y la tercera neurona que conduce el
estimulo visual desde el diencéfalo hasta el cértex occipital a través

de las radiaciones opticas.

Epitelio EOG

pigmentario

Fotorreceptores

Células horizontales ‘g - ERG

Capa plexiforme
externa

Células bipolares

Células amacrinas

Capa plexiforme
interna
| ERG en

Células ganglionares patréon

Capa de fibras
nerviosas retinianas

PEV

Nervio 6ptico

Figura 8: Representacion de las principales estructuras de la via dptica
(percepcion y transmision) y las pruebas electrofisioldgicas que evaltan
cada tipo celular. Extraida de Spalton DJ et al, Atlas de Oftalmologia
Clinica. 32 Edicion. 2006. Ed. Elsevier
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El ser humano es capaz de ver en las longitudes de onda
comprendidas entre 400 y 750 nandmetros. La maxima sensibilidad
del ojo es variable segun esté adaptado a la luz o a la oscuridad y asi
hablamos de visidn fotdpica, escotdpica y mesdpica. Los conos son
responsables de la vision fotdpica, es decir: los colores y detalles. Los
bastones son responsables de la visidon escotdpica, acromatica y muy

sensible a bajos niveles luminosos.

Para provocar respuestas eléctricas de la retina y la via dptica
se utilizan basicamente dos tipos de estimulos: los estimulos
luminosos con flash (destellos de corta duracién - luz blanca o filtros
de color rojo, azul o naranja-) y los estimulos estructurados o

pattern (dameros, -generalmente en blanco y negro-).

El registro de las respuestas eléctricas se realiza mediante la
colocacién de electrodos y generalmente se usa un amplificador de
la sefial obtenida. Finalmente un sistema informatico recibe y analiza

las sefales eléctricas provenientes de los electrodos.
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1.3.2. Pruebas electrofisiolégicas.

A continuacion se describen las principales técnicas
electrofisioldgicas empleadas para evaluar el sistema visual y su

utilidad clinica.

Electrooculograma (EOG): mide la variacién del potencial de
reposo (unos 6 miliVoltios) entre la cdrnea (positivo) y la parte
posterior del ojo (negativo) en relacidn con los cambios de incidencia
de la luz sobre la retina que se producen con los movimientos
oculares. El coeficiente de Arden (1962) compara la variacién de la
amplitud de dicho potencial en condiciones de iluminacion vy
oscuridad, es normal cuando es superior a 1,85 (Marmor MF, 1998).
El EOG explora la integridad del epitelio pigmentario (oscuridad) y el

complejo fotorreceptores-epitelio pigmentario (iluminacion).

Es especialmente util en el diagndstico de la enfermedad de
Best, siendo secundario en otras degeneraciones retinianas
hereditarias. Puede ser un buen parametro de seguimiento en las

enfermedades inflamatorias difusas y en la oclusién de vena central
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de la retina, asi como en la monitorizacién del tratamiento con
didanosina (Papakostopoulos D et al, 1992; Ohn YH et al, 1991;
Ikeda H et al, 1989; Francis PJ et al, 2005; Neubauer AS et al, 2003;

Hayreh SS et al,1989).

Electrorretinograma flash (ERG): es el registro de la respuesta
eléctrica en masa de los fotorreceptores y células no neuronales de
la retina inducida por estimulos luminosos difusos. La respuesta
eléctrica retiniana se manifiesta como una onda formada por: la
onda a (negativa): se origina en los fotorreceptores: conos vy
bastones; las ondas b1 y b2 (positivas): se originan en las células de
Miller y las células bipolares; las ondas e o potenciales oscilatorios:
aparecen en la cresta ascendente de la onda b, se forman en las
capas medias de la retina (células amacrinas) y se correlacionan con
la irrigacidon de esta zona. Cabe destacar que las células ganglionares

no participan en el ERG flash.

Las distrofias difusas de fotorreceptores son las enfermedades

en las que clasicamente se ha utilizado el ERG como prueba de
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diagndstico y seguimiento. En la retinosis pigmentaria y sindromes
asociados las alteraciones electrofisiolégicas suelen preceder a los
cambios fundoscépicos (Kaye SB et al, 1988; Krauss GL et al, 1998,

Neubauer AS et al, 2003; Hayreh SS et al, 1989).

Electrorretinograma multifocal (mfERG): consiste en la
estimulacion simultanea de diferentes areas de la retina central
permitiendo la obtencién de un mapa topografico de la respuesta de
los 30 a 50° centrales de la retina (Sutter EE y Tran D, 1992). Es muy
sensible a las alteraciones de los fotorreceptores y puede detectar y
delimitar la extensién de lesiones incluso antes de que podamos ver
cambios fundoscépicos. En casos de degeneracidn macular asociada
a la edad la afectacion de la densidad de respuesta y del tiempo de
latencia es mayor en las formas himedas que en las atrdficas. El
MfERG es especialmente util en el seguimiento de la DMAE y en las
membranas neovasculares asociadas a miopia, sobre todo tras la
aplicacion de tratamientos como la terapia fotodindmica (Marmor
MF et al, 2003; Kretschmann U et al, 2000; Kondo M et al, 1995; LiJ y

Tso MO, 2001).
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Electrorretinograma patron (pERG): consiste en la medicion de
la respuesta retiniana central ante un estimulo estructurado,
generalmente un damero de luminancia constante que alterna
blanco y negro. Dependiendo de la frecuencia de alternancia del
estimulo obtendremos el pERG transitorio o “transient” (menos de 6
cambios por segundo, 3 Hz), o bien el pERG regular o “steady-state”
(proceso de inversion superior a 10 veces por segundo, 5 Hz). Se
trata de una prueba muy interesante puesto que evalla la funcién
macular a diferencia del ERG convencional que evalla la respuesta
retiniana  en masa. Ademas permite la diferenciacion
electrofisiolégica entre maculopatias y neuropatias y facilita la
interpretacién de los potenciales evocados visuales.

Potenciales evocados visuales (PEV): Consisten en la respuesta
eléctrica provocada por las estimulaciones visuales de la corteza
occipital. Los PEV exploran la integridad de la via visual desde la
macula hasta la corteza occipital, valorando la funcién desde los
fotorreceptores (especialmente del area central) hasta el cortex

occipital, pasando por las células bipolares y las células ganglionares.
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En la practica clinica habitual se obtienen bdsicamente tres tipos de
registros: los PEV estructurados reversibles o “pattern reversal”: el
estimulo es un damero que alterna de blanco a negro con luminancia
constante; los estructurados tipo “onset/offset”: el estimulo no
alterna sino que aparece y desaparece manteniendo la luminancia
constante y los PEV tipo flash en los que el estimulo es una fuente

de luz.

En los estudios realizados con animales de experimentacion el
analisis funcional objetivo de la funcidn retiniana y de la via visual es
realizado mediante las pruebas electrorretinograficas. Este método
ha sido ampliamente utilizado en evaluaciones de toxicidad retiniana
(Gao H et al, 2006; Albini TA et al, 2007; Pereira de Almeida Manzano
RP et al, 2009; Ginsanti F et al, 2008; Fiore T et al, 2010). Existen
articulos que han protocolizado el estudio de ERG segun las distintas
especies animales utilizadas y sus caracteristicas principales (diurnas
0 nocturnas) que comportan cambios en el protocolo de adaptaciéon
para el estudio escotdpico y fotdpico respectivamente (Rosolen SG

et al, 2005).
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1.4. El estrés oxidativo

1.4.1. Generalidades

El estrés oxidativo es un desequilibrio en la homeostasis de
6xido-reduccidn intracelular. Este fendmeno se puede producir por
una deficiencia de antioxidantes, una excesiva produccién de
especias reactivas de oxigeno (ROS) o una combinacién de ambos,
conduciendo al dafio celular cuando los mecanismos de reparacion y

recambio de biomoléculas no son suficientes.

1.4.2. Los radicales libres

Desde el punto de vista quimico, todo compuesto que puede
aceptar electrones es un agente oxidante; por el contrario, los
compuestos que donan electrones son reductores. Una reaccién de
oxidacion va siempre acompafiada de una de reduccidn y viceversa

(reaccion REDOX) (Halliwell B y Gutteridge JM, 1990).

Generalmente los agentes oxidantes se denominan en biologia

ROS y se pueden clasificar en dos grupos: radicales y no radicales. El
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grupo de agentes radicales, llamados RL tienen en comun que todos
poseen un electrén desapareado en su orbital mas externo, lo cual le
confiere inestabilidad y una gran reactividad. Son agentes radicales
el oxigeno, el anién superdéxido, el anidn hidroxilo, el anién peroxilo,
el anién alkoxilo y el oxido nitrico. Por otra parte, el grupo de
compuestos no radicales engloba una gran variedad de sustancias
reactivas tales como el peréxido de hidrégeno, el ozono, el perdxido
organico, el acido hipocloroso, los aldehidos, el oxigeno singlete vy el

peroxinitrito.

Las ROS se forman en gran cantidad de situaciones tanto
fisioldgicas como patoldgicas, pero existen mecanismo de defensa

antioxidantes para mantener el equilibrio REDOX. (Fridovich I, 1978).

1.4.3. Origen de los radicales libres

Las ROS puede ser tanto exdgenas como enddgenas. Las fuentes
exogenas, resumidas en la figura 9, son: el oxigeno, el ozono, las
radiaciones y los xenobidticos. (Roth RN y Weiss LD, 1994, Pinazo-

Duradn MD et al, 1999).
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Figura 9: Esquema de las fuentes exégenas de radicales libres (Tomado de
Garcia Medina et al., 2005).

Las principales fuentes endégenas son: la oxidacién mitocondrial o
cadena respiratoria, la fagocitosis, los enzimas, la sintesis de
prostaglandinas, la isquemia-reperfusién y la NO-sintetasa. (Cadenas

E y Sies H, 1998; Freeman BA y Crapo JD, 1982).

1.4.4. Mecanismos de daino celular por los radicales libres

Los principales efectos citotoxicos de los RL y de las especies
reactivas no radicales son consecuencia de su interaccién con los
lipidos de las membranas celulares, las proteinas y los acidos

nucleicos. Las alteraciones que se enumeran a continuaciéon han sido
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implicadas en la muerte celular y otros procesos tales como el
envejecimiento, la carcinogénesis y la apoptosis y son: la
peroxidacién lipidica, la oxidacién de proteinas y la oxidacién de

acidos nucleicos.

- Dano a lipidos: la peroxidacion lipidica (PL). Todas las membranas
celulares, mitocondriales y del reticulo endopldsmico son
especialmente vulnerables a la oxidacion debido a su alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs del ingles
PolyUnsaturated Fatty Acids) (Ross R, 1993). Se produce una
reaccion en cadena: iniciacion, propagacion y terminacion, siendo la
consecuencia final el dafio de la membrana celular, asi como la
inhibicién de la actividad de proteinas enzimaticas y estructurales
asociadas a la propia pared celular que condicionan una rdpida

muerte celular.

- Dafo a Proteinas. Pueden actuar sobre las proteinas de diferentes
formas (Comporti M, 1985; Stadtman ER, 1992): oxidando los

aminodcidos aromdticos (triptéfano, tirosina), fragmentando
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proteinas, formando entrecruzamientos y agregacion de proteinas

producidos por la creacidn de puentes disulfuro intramoleculares.

- Dafio de los Acidos Nucleicos. El principal agente lesivo es el radical
hidroxilo que puede dafiar directamente las cadenas de ADN o
modificar las bases nitrogenadas que van a ser incorporadas al ADN,
dando lugar a compuestos andmalos del tipo de la deoxiguanosina
(Fraga CG el al., 1990; Izzoti A et al, 2006). Estas alteraciones causan
desde delecciones y mutaciones puntuales hasta ruptura de cadenas
y/o trastornos estructurales incluyendo aberraciones cromosdmicas

o pérdida de cromosomas.

1.4.5. Mecanismos de defensa frente a los radicales libres

- Sistemas de defensa enzimaticos: se trata de un mecanismo
intracelular en el que las enzimas superdxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa y el sistema aldehido-deshidorgenasa eliminan
las ROS una vez formadas. (Keller GA et al. 1991; Barja G, 1997;

Holmes RS et al, 1991; Pinazo-Duran et al. 2000).
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- Captadores de RL o "scavengers": enlentecen considerablemente
las reacciones de oxidaciébn en cadena o atrapan a los RL
transformdndolos en otras sustancias menos agresivas. Pueden ser
hidrosolubles o citosdlicos (glutation y 4acido ascérbico) o
liposolubles o de membrana (vitamina Ay E). (Koskela TK et al, 1989;

Krinsky NL, 1993; Galbis-Estrada et al, 2012).

- Quelantes de metales de transicion: son moléculas que captan el
hierro (ferritina y transferrina) y el cobre (ceruloplasmina)
impidiendo que estos metales actien como catalizadores de las

reacciones de Fenton y Haber-Weiss.

Superdéxido dismutasa
2H" +20;° O, + H;O,
(cobre, zinc en citosol,
manganeso en mitocondria)

Glutation reducido Catalasa

(Hierro)

Glutation Glutation
Reductasa Peroxidasa

(riboflavina) (Selenio)

Glutation oxidado 2H,O0 + O,

Figura 10: Sistemas de defensa enzimaticos frente al estrés oxidativo en el
organismo. (Imagen modificada de Beatty et al. 2000).
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1.4.6. El ojo como diana del estrés oxidativo.

Se ha relacionado el estrés oxidativo con diversos procesos de
envejecimiento (Doria E et al, 2012) y con muchas enfermedades,
como la aterosclerosis (Bian K et al, 2008), las enfermedades de
Parkinson (Kumar H et al, 2012) y Alzheimer (Sinha M et al, 2012), la
dermatitis (Nakai K et al, 2012), el cancer (Chen El, 2012), el asma
(Lee IT y Yang CM, 2012), las enfermedades neurodegenerativas
(Sultana R et al, 2012), los problemas de infertilidad (Agarwal A y
Allemanesi SS, 2011), la hipertension arterial (Virdis A et al, 2011), la
diabetes mellitus (Tran B et al, 2012) o la artritis reumatoide
(Winyard PG et al, 2011) entre otras muchas que estdn en fase de

investigacién.

Oftalmoldgicamente, se considera que la exposicidn constante
de los ojos a las radiaciones ionizantes, agentes contaminantes
industriales, humo del tabaco y de la conduccién determina que los

tejidos oculares sean mas susceptibles al ataque oxidativo. Todas las
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partes del ojo son vulnerables al dafo por ROS, sin embargo, la

retina es especialmente susceptible, por diversas razones:

Alta produccidon de RL. Los fotorreceptores en su segmento
interno poseen una considerable cantidad de mitocondrias. Esto,
unido a que es un tejido que necesita un alto consumo de oxigeno,
provoca la formacidn significativa de RL a partir de la cadena

respiratoria.

La fagocitosis de los fotorreceptores por el EPR genera

perdéxido de hidrégeno.

Exposicion cronica a la luz azul (sumado al efecto lupa
generado por la cérnea y el cristalino) hacen que la exposicién foveal

sea hasta 100 veces mayor que la exposicion de la piel.

Abundante cantidad de moléculas diana susceptibles al dafio
oxidativo. Se ha encontrado una alta concentracién de PUFAs (el 60%
es acido docosahexaenoico, -DHA-) en el segmento externo de los
fotorreceptores. La susceptibilidad de estas moléculas para ser

dafiadas por los RL se debe a la gran cantidad de dobles enlaces que
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poseen. Cada doble enlace es fuente de atomos de hidrégeno, que
contienen un electrén. Dicho electrén es captado por el RL iniciando

la cascada de peroxidacion lipidica.

Dada esta especial susceptibilidad de los tejidos oculares al
dafio oxidativo, en los ultimos afos, se ha puesto de manifiesto la
relacion causal entre el estrés oxidativo y diversas enfermedades
oculares cronicas. Es el caso de la catarata (Vinson JA, 2006), el
glaucoma (lzzoti A et al , 2006; Zandn-Moreno V et al, 2008; Pinazo-
Durdn MD et al, 2012), la retinosis pigmentaria (Berson EL, 2000), la
degeneracidn macular asociada a la edad (DMAE) (Richer S et al,
2001; AREDS report n2 8, 2001) o la retinopatia diabética y otras
alteraciones vasculares retinianas (Kowluru RA, 2005 ; Garcia-

Medina JJ, 2005; Garcia-Medina JJ et al, 2011).

1.5. Los acidos grasos

1.5.1. Generalidades.

Los lipidos del organismo comprenden las grasas neutras

(triglicéridos), los fosfolipidos y el colesterol. La parte lipidica de los
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triglicéridos y los fosfolipidos son los acidos grasos (AG). Los AG son
acidos orgdnicos de cadena larga de hasta 24 atomos de carbono, un
grupo carboxilo y una cadena hidrocarbonada apolar, la cual les
confiere su naturaleza insoluble en agua. El colesterol no contiene
AG, pero su nucleo esterol se sintetiza a partir de productos de la
degradacidon de dichos acidos, lo que le confiere muchas de las

propiedades fisicas y quimicas de estos lipidos.

1.5.2. Clasificacion de los AG.

El nimero de atomos de carbono nos permite clasificarlos en
tres grupos; los de cadena larga (mas de 12 carbonos); los de cadena
media (entre 8 y 12 carbonos); los de cadena corta (menos de 8
carbonos). Se escribe C seguido del n? de carbonos: C8, C20, C22...;

Un segundo nivel de clasificacion lo proporcionan el numero
de enlaces dobles presentes y el nivel de saturacién con atomos de
hidrégeno (H). Ello nos permite clasificarlos como: de tipo saturado,
cuando presentan el maximo ndimero posible de H, al no presentar
ningun enlace doble (ac palmitico C16:0; ac estedrico C18:0);

monoinsaturados, cuando presentan dos H menos de los posibles

51



Introduccion

por disponer de un solo enlace doble (ac palmitoleico C16:1w7; ac
oleico C18:1w-9); y tipo poliinsaturados, cuando presentan 4, 6, 8... H
menos de los posibles, por presentar un numero superior de enlaces
dobles (ac linoleico C18:2w6; ac a-linolénico C18:3w3). Los
escribimos colocando el numero de enlaces dobles detras del
nimero de atomos de carbono, separando ambas cifras mediante

dos puntos(:) (C18: 1).

Nombre comun Nombre sistematico Abreviatura Formula
Familia £-6:

Linoleico (159,12, -octadecadienoico (LA) 18206 C.H,0,
Y - linolénico Cis-6,9,12 —octadefatrienoico 18306 CH.O0,
Dihomoglinolénico  Cis-8,11,14 —eicosatrienoico 20306 CHQ0,
Araquidonico (AA) Cis-5,8,11 14-ercosatetraenoico 20406 CH0,
Adrénico C1s-7,10,13,16-docosatetraenoico 2406 CHO,
Osmond Cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico 2506 C,H,0,
Familia Q-3:

0--linolénico Cis-9,12,15-octadecatrienoico (ALA) 18303 C.H0,
Esteartdonico (C15-6.9,12. 15-octadecatetraenoico 184 Q-3 C,H,0,

Timnodonico C1s-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA) 205 Q-3 C,H, 0,
Clupanodonico Cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico (DPA)  22:5Q3 C H,0,
Cervonico Cis-4.7.10,13,16,19-docosahexaenoico (DHA) 22:6 23 C,H.0,

Figura 11: Clasificacién y nomenclatura de los acidos grasos esenciales.
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La posicidon de los enlaces dobles en la molécula permite la
clasificacién metabdlica-nutricional. Ello se determina empezando a
contar por el carbono mas lejano al grupo carboxilo; el del extremo
metilo terminal (w: omega). Cuando el primer enlace doble se halla
en posicién 6 se habla de la familia omega 6, que se escribe
anadiendo un 6 después de la letra w (linoleico;C18: 2w6). Cuando el
primer enlace doble se halla en posicién 3, hablamos de familia
omega 3, y se escribe afiadiendo un 3 después de la letra w
(Docosahexaenoico; C22: 6w3).

La ordenacion espacial cis o trans del enlace doble le confiere
una estructura mas laxa o mds compacta que modifica el estado
fisico (el punto de fusién) del 4cido graso: estedrico 69,9 2C; linoleico
-5,0 eC, linolénico -11,0 °C, oleico 13,4 °C.

1.5.3. AG poliinsaturados.

Los PUFAs se caracterizan por ser acidos grasos de cadena
larga que contienen en su estructura dos o mas dobles enlaces. En
los ultimos anos se han estudiado sus funciones bioldgicas asi como

su capacidad preventiva y paliativa en diversas enfermedades
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(Simopoulos AP, 1991; Gill | y Valivety R, 1997). Entre ellos, cabe
destacar los acidos grasos w-6 y w -3. Los w-6 se encuentran
representados principalmente por el acido graso linoleico (LA) y
derivados suyos como el y-linoleico (GLA), el dihomo- y- linoleico
(DHGLA) y el araquiddnico (AA o ARA). Los w-3 estdan compuestos por
a-linolénico (ALA) y sus derivados, principalmente el acido
eicosapentaenoico (EPA), el docosapentaenoico (DPA) vy el
docosahexaenoico (DHA).

Los PUFAs se hallan formando parte de una amplisima variedad
de seres vivos tanto del reino animal como del reino vegetal. Sin
embargo, se encuentran sobre todo en los microorganismos
(especialmente las algas, los hongos y las bacterias) y también en los
insectos, ya que poseen las enzimas desaturasas y elongasas
requeridas para la produccion de Novo de todos estos acidos
(Yongmanitchai W y Ward OP, 1991; Ratledge C, 1993). Las plantas
superiores y los animales superiores rara vez contienen acidos grasos
de cadena superior a 18 carbonos debido a la falta de las enzimas

necesarias para producirlos. Por ello no son capaces de sintetizar de
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Novo LA, ALA o PUFAs de mayor longitud. Sin embargo, una vez
obtenidos, si son capaces de transformarlos en otros PUFAs
(Grammatikos SI, 1994). La consecuencia es que estos acidos grasos
son esenciales para los animales superiores, incluidos los mamiferos,
gue se aprovisionan de ellos a través de fuentes tales como
microorganismos o plantas.

Los AG w-6 se encuentran en mayor concentracién en la
mayoria de los aceites vegetales, principalmente en los obtenidos del
lino, la borraja, la primula, el girasol. En cambio, los acidos grasos
poliinsaturados de la familia w-3 como el EPA o el DHA los debemos
obtener de los aceites que provienen del mar y el plancton, en la
grasa del pescado azul y en las microalgas.

1.5.4. Funciones de los PUFAs.

Funcién estructural. Los PUFAs son componentes esenciales tanto
de las membranas celulares como de las organulares, donde se
encuentran principalmente formando parte de fosfolipidos (Gill | y
Valivety R, 1997; Gawrisch K et al,2003). Son importantes para la

regulacién de la arquitectura y la dindmica de estas membranas vy
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también para el control de muchos procesos asociados. Regulan
proteinas de membrana tales como la ATPasa, proteinas de
transporte y complejos de histocompatibilidad y modulan Ias
interacciones con componentes extracelulares como las proteinas de
unién a 4acidos grasos (Gill | y Valivety R, 1997; Grammatikos Sl et al,
1994; Suchner U y Senftleben U, 1994). Asi mismo, son capaces de
regular la expresiéon de ciertos genes, incluyendo la acido graso
sintetasa, la Oxido nitrico sintetasa, los canales de sodio o la
colesterol-7- a -hidrolasa con lo que afectan a diversos procesos que
incluyen la biosintesis de acidos grasos, la induccién del cdncer y la
regulacién del colesterol (Clarke SD, 2001; Baillie RA et al, 1996).
Ademas los PUFAs desarrollan importantes funciones sobre la
expresion genética de cuatro familias de factores de transcripcién,
como son los receptores activadores de la produccion de
peroxisomas (PPAR), receptores X de higado (LXRs), factor nuclear
hepatico 4 (HNF-4) y proteinas de unién a elementos reguladores de

esteroles (SREBPs) (Jump DB, 2002).
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También tienen un impacto importante en actividades
bioquimicas de las células, tales como los procesos de transporte y
los procesos estimulo-respuesta celulares. Se encuentran implicados
en procesos fisiolégicos que incluyen el metabolismo lipidico, las
respuestas inmunes, la adaptaciéon al frio y cumplen un papel en
ciertas condiciones patoldgicas tales como la carcinogénesis vy
enfermedades cardiovasculares (Gill | y Valivety R, 1994; Clarke SD,

2001; Baillie RA et al, 1996).

Funcion como precursores de metabolitos. Los PUFAs son
precursores de metabolitos que regulan funciones bioldgicas criticas:
los eicosanoides, las prostaglandinas, las prostaciclinas, los
hidroxiacidos y los tromboxanos. Todos ellos poseen acciones muy
importantes y heterogéneas que condicionan el funcionamiento de
los 6rganos y los receptores celulares, influenciando la actividad del
musculo liso, la agregacion plaquetaria, la permeabilidad y la
contractilidad vascular, la inflamacién, el sistema inmunitario, la

modulaciéon de la actividad enzimatica y la transmisidon de los
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impulsos nerviosos. (Gill | y Valivety R, 1994; Suchner U y Senftleben

U, 1994).

1.6. Acido docosahexaenoico (DHA).

1.6.1. Generalidades.

El 4cido docosahexaenoico es el acido graso de cadena mas
larga y el mas insaturado que se encuentra en los sistemas
bioldgicos. A través de diversos estudios, este dcido graso ha sido
relacionado con una enorme variedad de patologias como el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, la artritis reumatoide, el asma, el
lupus eritematosos sistémico, algunas nefropatias, enfermedades
respiratorias, las dermatitis, la psoriasis, la fibrosis quistica, la
esquizofrenia, la depresidn, algunas enfermedades
neurodegenerativas, la esclerosis multiple e incluso la migrafia
(Morin C et al, 2010; Gleissman H et al, 2010; Simopulos AP, 2002,
Cardoso HD et al, 2012; Weise C et al, 2011; Nozue T et al, 2012;
Shinto L et al, 2011; Pinazo-Duran MD y Bosca-Gomar L, 2012; Elkan

AC et al, 2012; Bazan NG et al, 2011).
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Figura 12: Metabolismo del DHA con produccion de NPD1, su metabolito mas
importante. Una molécula de DH es liberada por la accion de la fosfolipasa A2
desde un fosfolipido de membrana. Este DHA libre es oxidado e hidrolizado y
finalmente se general una molécula de NPD1 que se unird a su receptor el EPR.
(Imagen extraida de Bazan NG, 2007)
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Cabe destacar la importancia del DHA en el correcto
desarrollo neuroldgico y visual (Pinazo-Durdan MD y Boscd-Gomar L,
2012), ya que este AG se encuentra en una gran concentracién casi
exclusivamente en el cerebro, especialmente las membranas
sindpticas, y en la retina, especialmente en los fotorreceptores. El
DHA es precursor de derivados bioactivos, lo docosanoides que
incluyen la neuroprotectina D1 (NPD1), las maresinas, los
neuroprostanos y otros derivados de 22-C. De todos ellos la NPD1 es
el mas importante, induce procesos homeostaticos en respuesta a
dafios  celulares.  Especificamente regula las  proteinas
antiapoptodticas Bcl2 y Bel-xL, inhibiendo las proteinas proapoptéticas
Bax y Bad ante estados de aumento del estrés oxidativo (Pinazo-

Durdn MD et al, 2012).

1.6.2. DHA en la retina: distribucién y funciones.

El medio lipidico de la membrana de los segmentos externos
de fotorreceptores en el que la rodopsina y otras proteinas
desempeiian sus funciones estd determinada principalmente por

fosfolipidos ricos en DHA y en otros acidos grasos omega-3 de mas

60



Rosa Dolz Marco

de 22 carbonos. Por lo tanto, una caracteristica Unica de los
segmentos externos de los fotorreceptores es la alta concentraciéon
de acidos grasos omega-3. (SanGiovani JP et Chew Y, 2005; Bazan NG
et al, 1992).

En esencia, todos estan esterificados en fosfolipidos de
membrana en la posicidn sn-2. En algunos fosfolipidos, existen dos
acidos grasos omega-3 esterificados, tanto en la posicion sn-1 como
en la sn-2 (Aveldano MJ y Bazan NG, 1973). Estos resultados
sumados a la identificacion de di-docosahexaenoil diglicéridos en el
la retina de los anfibios (Aveldano MJ y Bazan NG, 1973) vy el
descubrimiento de que el DHA de la retina estd muy enriquecido en
acido fosfatidico a diferencia de lo que ocurre en el cerebro, sugieren
gue la composicién, el metabolismo y la funcion del DHA en los
fosfolipidos de membrana son importantes en la organizacion vy
funcién de los fotorreceptores.

El DHA llega a los fotorreceptores a través del EPR y la matriz
interfotorreceptor que lo toma de la coriocapilar. Esto fue

demostrado en diversos estudios con modelos animales en los que
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tras la administracion sistémica de DHA con radio-marcaje, éste pasa
por el higado en aproximadamente 2 h, y llega a la retina 12-14
horas después de la administracién (Bazan NG et al, 1991; Scott BL y
Bazan NG, 1989). El DHA se distribuye de forma heterogénea entre el
EPR (altamente concentrado) y en la retina neural (mas concentrado
en la capa de células ganglionares) (Gordon WC et al, 1992; Gordon
WCy Bazan NG, 1993). Esto sugiere que el EPR regula la captacién de
DHA a partir de plasma y su liberacién a la matriz interfotorreceptor.
Una vez en el EPR, el DHA se desvia en un almacenamiento temporal
como componente de triglicéridos formando parte de las
membranas celulares o es dirigido hacia los segmentos internos de
los fotorreceptores. Siguiendo la distribucion del DHA marcado se
observé que el DHA aparece en un principio y de forma gradual en la
porcion mioide los segmentos internos de los fotorreceptores,
posteriormente se produce una rapida redistribucion a las terminales
sinapticas y a la regién elipsoide de los segmentos internos de los
fotorreceptores (Rodriguez de Turco ED et al, 1994). Por ultimo, el

DHA pasa a los formar parte de los discos que contienen los
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pigmentos visuales en los segmentos externos de los conos y

bastones tras ser activado por la adicién de coenzima A y luego

esterificado en los fosfolipidos de membrana.

Figura 13: Imagenes de inmunofluorescencia sobre corte transversal histoldgico
de retinas de izquierda a derecha: humana, de mono, de conejo y de rana donde
se muestra las distribucion de DHA tras incubacion 4 horas in vitro con DHA
radio-marcado. Obsérvese la similitud de distribucion de este acido graso en las
retinas de las distintas especies especialmente la retina humana y la del conejo
(Imagen extraida de Bazan NG, 2007)
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Figura 14: Esquema que muestra la distribucion del DHA en las distintas capas de
la retina. RPE (epitelio pigmentario de la retina); ROS (segmentos externos de los
bastones); RIS (segmentos internos de los bastones); OPL (Capa plexiforme
externa); INL (Capa nuclear interna); IPL (Capa plexiforme interna); GCL/NFL
(Capa de células ganglionares y capa de fibras nerviosas). (Imagen extraida de
Bazan NG, 2007)

Progresivamente se van afiadiendo mas discos en la region
basal del segmento externo, por lo que los discos previamente
formados son desplazados externamente de forma progresiva vy

finalmente los discos llegan a la porcion mds apical. Cuando esto
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sucede, se desprenden a la matriz interfotorreceptor y son
fagocitados por el EPR donde se degradan, apareciendo fagosomas
altamente concentrados en DHA. Estos fagosomas reciclan el DHA de
nuevo hacia los fotorreceptores y una pequeiia proporcidon queda
almacenada en las membranas celulares del EPR (Gordon WC et al,
1992; Rodriguez de Turco EB et al, 1994).

1.6.3. Respuesta ante el estrés oxidativo.

Como se comenté anteriormente, los fotorreceptores y el EPR
estan constantemente sometidos a diversos factores nocivos, asi
como factores intrinsecos que son potencialmente disruptores de la
homeostasis: alta concentracion de oxigeno, intensa exposicion a la
luz, alta concentraciéon de AG en las membranas celulares.

En condiciones normales, el DHA es retenido y protegido de Ia
peroxidacidn secundaria a estos factores nocivos. Sin embargo, en
modelos experimentales de degeneracidon de la retina, cuando Ia
peroxidacién de lipidos tiene lugar, se producen alteraciones de la
funcién de los fotorreceptores, dafio y muerte celular (Organiciak DT

et al, 1996).
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Por otra parte, en las drusas (depdsitos de material de desecho
gue se acumulan entre las células del EPR y la membrana de Bruch)
de pacientes con AMD, se han encontrado productos de oxidacion
del DHA (Crabb JW et al, 2002).

En varias formas de retinosis pigmentaria (RP) y en el sindrome
de Usher, una disminucién del contenido de DHA en la sangre ha
sido reportado (McColl AJ y Converse CA, 1995; Maude MB et al,
1998; Bazan NG et al, 1986). Una explicacién posible de estos
estudios es que la disminucién del suministro de DHA en la retina
puede alterar la funcidn de fotorreceptores por la disminucién de la
disponibilidad de DHA en los mismos. Sin embargo, la relacion entre
la disminucién de DHA en la sangre y el inicio y progresion de la
enfermedad quedan por establecer aun. En estudios experimentales
en modelo de rata con mutaciones en el gen de la rodopsina,
homoélogas a la RP en humanos muestran menores cantidades de
DHA en los fotorreceptores, (Anderson RE et al, 2002).

Ademas, el DHA ha demostrado promover la supervivencia e

inhibir los fendmenos apoptéticos de los receptores (Rotstein NP,
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1997). Varios estudios han demostrado las propiedades
neuroprotectoras del DHA (SanGiovani JP y Chew EY, 2005; Bazan NG

et al, 1985; Rotstein NP, 1996 et al).

CHORIOCAPILLARI
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Figura 15: Esquema del metabolismo del DHA desde su ingesta y paso al torrente
circulatorio hasta su incorporacion a los fotorreceptores, su reciclaje en el EPRy
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la produccion de sus derivados. EL DHA es obtenido de la dieta, en el higado es
incorporado a lipoproteinas que lo transportan hacia la coriocapilar. De la
circulacion coroidea pasa al EPR, donde es enviado a los segmentos internos de
los fotorreceptores. EL EPR ademas, fagocita los discos de los fotorreceptores,
reciclando los pigmentos maculares que alli se encuentran y el DHA que es
devuelto de nuevo a los segmentos internos de los fotorreceptores. (Imagen
extraida de Bazan NG, 2007)

Las células RPE responden al estrés oxidativo mediante la
activacion de la sintesis de un importante mediador neuroprotector
enddgeno, la NPD1, que como se comentd anteriormente es un
derivado metabdlico del DHA y que debe su nombre a la potente
capacidad para inactivar la sefializacion pro-apoptética y pro-
inflamatoria (SanGiovani JP y Chew EY, 2005; Bazan NG et al, 1985).

1.7. Suplementacion dietética con AG.

Tanto los acidos graso omega 3 como omega 6 son esenciales y
requeridos por el organismos en unas cantidades que rara vez se
alcanzan con las actuales dietas en los paises industrializados. Esta
deficiencias nutricionales unidas a la dificultad en la valoracién
individual del estilo de dieta que realiza cada paciente justifican la
prescripcion médica de una suplementacién dietética con acidos
grasos esenciales poliinsaturados en diversas situaciones. Ello

garantiza su aporte minimo y evita las situaciones carenciales,
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asegurando su necesaria presencia en las membranas de las células,
gue mejoran su metabolismo y funcionalidad. También afecta
positivamente a las células de los epitelios del organismo, incluidos
los de revestimiento de la superficie ocular, de la cérnea, la mucosa
conjuntival, y los anejos; y a los de tipo neurosensitivo de la retina y
el EPR (Pinazo-Durdn MD et al , 2008; Pinazo-Duran y Bosca-Gémez
L, 2012).

Existen numerosos trabajos publicados acerca de la influencia
beneficiosa que ejercen los acidos grasos esenciales w3 y w6 en las
diversas d4reas de la economia. Las primeras nociones de su
influencia en la salud fueron demostradas mediante estudios
epidemioldgicos en los esquimales Inuit de Groenlandia (Bang HO vy,
1976, Bang HO et al, 1972) que dieron lugar a la hipdtesis de que la
grasa y los aceites de animales marinos (Ackman RG, 1989), ricos en
acidos grasos omega 3, podian prevenir el desarrollo de la
aterosclerosis (Camargo A et al, 2012; Penumetchat M et al, 2012;

Bogl LH et al, 2011).
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A raiz de estas primeras hipdtesis, los investigadores han ido
ampliando el conocimiento sobre los potenciales beneficios de los
acidos grasos esenciales para la salud en distintos campos de la
medicina. Hoy sabemos que la mayor proporcién de acidos grasos
omega 3 en la dieta influye de manera significativa en el perfil
lipidico plasmatico y en la aterogénesis cardiovascular (Salter AM,
2011); y también sabemos que su mayor consumo se traduce en una
incorporacion mayor en los fosfolipidos de las membranas celulares
de los eritrocitos, las plaquetas, los fotorreceptores, las neuronas y el
esperma, y que de ello se derivan cambios en la flexibilidad de las
membranas celulares y de las organelas y en el funcionalismo celular
(Bazan NG et al, 2002).

1.7.1. AG en la superficie ocular .

La pelicula lipidica de la ldgrima se compone de dos fases: una
fase polar delgada adyacente a la fase acuosa-mucinica y otra mas
gruesa no polar que se ubica entre la fase polar y el aire atmosférico.

(McCulley JP y Shine W, 1997).
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La composicidn de la secrecion lipidica en pacientes afectos de
blefaritis crénica y pacientes sanos presenta diferencias bioquimicas
en la distribucidén de los ésteres que muestran el importante papel
gue deben jugar en la enfermedad, (Osgood JK et al, 1989).

Ademas existen numerosos estudios que evallan la efectividad
de la suplementacion con AG en el tratamiento de las enfermedades
oculares que secundariamente alteran la superficie ocular, ya que la
frecuente falta de respuesta a las lagrimas artificiales en el
tratamiento del ojo seco, se debe a que solamente un 11,1% de los
pacientes con ojo seco presenta un déficit en el componente acuoso.
Por el contrario, un 42,3% presenta déficits combinados
(componente acuoso y componente lipidico) de los diferentes
componentes de la misma, y hasta en el 76,7% de los pacientes
existen carencias en el componente lipidico, beneficiandose por
tanto de estos tratamientos como suplementacién y ayuda al
tratamiento cldsico (Heiligenhaus A et al, 1994; Verbey NL y van
Haeringen NJ, 1990; Horrobin DF y Campbell A, 1980; Bilgihan A et al,

2001).
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1.7.2. AGen el glaucoma.

Se ha demostrado la eficacia de la administracién del
suplemento dietético con DHA, vitamina E y complejo vitaminico B
como un soporte terapéutico positivo para prevenir o retrasar el
curso de la enfermedad, (Cellini M et al, 1998)

1.7.3. AG en laretina, los fotorreceptores y las neuronas.

La suplementacion dietética de acidos grasos w3 sobre las
especies moleculares de fosfolipidos en la retina y el cerebro de
simios, ejercen profundos efectos cualitativos y cuantitativos sobre
éstos (Lin DS et al, 1994). Del mismo modo, dietas exentas en DHA a
estos animales, producen una disminucidn en los niveles de DHA en
la retina que se asocia a alteraciones funcionales de la misma,
evidenciadas mediante electrorretinografia (Jeffrey BG et al, 2001).

Contrariamente a lo que podria esperarse, la suplementacién
dietética con DHA no incrementa la peroxidacion de las membranas
de los segmentos externos de los bastones in vivo y bajo condiciones
de iluminacién normales (Wang JY y Saito M, 2001). Se comprobaron

estos hallazgos estudiando el posible incremento en la peroxidacién
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lipidica tras la suplementacién con 4acidos grasos w3, mediante la
determinaciéon de la excrecion urinaria de F2-isoprostanos, que
presentan reducciones de entre el 20 y el 27%, lo que segun los
autores pone de manifiesto que los acidos grasos w3 reducen in vivo
el estrés oxidativo en el humano (Mori TA et al, 2000).

A partir del analisis de un buen numero de estudios clinicos
randomizados que han estudiado los efectos funcionales de los
acidos grasos de cadena larga poliinsaturados en la dieta maternal e
infantil, también se aconseja incluir DHA y acido araquiddnico en las
férmulas de neonatos prematuros y a término y se plantean ademas
la conveniencia de incluirlos en la dieta de las mujeres embarazadas
y de las mujeres lactantes (Koletzko B et al, 2001).

Mediante monitorizacidn electrorretinografica, se ha estudiado
el papel protector de la administracién de DHA en la lesidn
isquémica transitoria de la retina, provocando aumentos vy
disminuciones en la PIO. Las amplitudes de las ondas en la post-
isquemia respecto a las obtenidas antes de la isquemia fueron

mayores en el grupo DHA que en el grupo control, lo cual demuestra
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la proteccion efectiva de la retina en la isquemia transitoria
(Miyauchi O et al, 2001)

Otros autores han confirmado el papel preventivo del DHA
frente a la lesion isquémica inducida en la retina de los mamiferos,
mostrando actividad protectora de la retina sensorial frente a la
lesion celular de la isquemia-reperfusién, no sdélo inhibiendo Ia
formacion de radicales hidroxilo sino también la respuesta
inflamatoria (Murayama K et al,2002)

1.7.4. AG en la salud macular.

Actualmente se sugiere que la eliminacion del DHA en la dieta
produce defectos en la estructura y funcionamiento de los conos.
Hay evidencias de que el aceite de pescado rico en DHA puede ser
util como protector en la DMAE (AREDS report no. 8, 2001). Existen
otras enfermedades genéticas asociadas a la degeneracién macular
como la enfermedad de Stargardt, donde se ha hallado un trastorno
en una proteina de membrana llamada ABC responsable de
transportar una amplia variedad de lipidos, incluido el DHA en los

peroxisomas, citoplasma y mitocondria (Hettema EH et al, 1996),
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pudiendo de esta manera explicarse por qué no resultdé eficaz la
ingesta oral de DHA en la enfermedad de Stargardt. Esta misma
proteina ABC responsable del transporte de una amplia variedad de
lipidos procedentes de la beta-oxidacién en los peroxisomas se ha
hallado alterada también en la Adrenoleucodistrofia ligada al
cromosoma X, que sufre Retinosis Pigmentaria (Hettema EH y Tabak
HF, 2000). En las enfermedades asociadas a defectos en los
peroxisomas, como la adrenoleucodistrofia y la enfermedad de
Stargardt, a diferencia del sindrome de Zellweber donde la ingesta
de DHA corrige el déficit y mejora clinicamente, parece que el
trastorno del DHA podria estar asociado con el transporte de
proteinas, por lo que la ingesta oral de DHA no seria util en estos
Casos.

Ha sido demostrado que la prevalencia de la maculopatia
asociada a la edad (MAE) se asocia al tipo de grasa ingerida en la
dieta, hallandose inversamente relacionada con la mayor frecuencia
de consumo de pescado y que la mayor ingesta de colesterol se

relacionaba con un mayor riesgo de padecer MAE (Smith W et al,
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2000). Del mismo modo, el riesgo de padecer degeneracién macular
asociada con la edad (DMAE) se relaciona inversamente con el

consumo de DHA, y una dieta rica en pescado puede

1.8. Modelo experimental y estudios de

toxicidad.
1.8.1. Marco legal

El investigador y el cuidador deben asegurar un adecuado
bienestar a los animales de experimentaciéon segun las normativas
vigentes para cada especie animal en cuanto a ciclos de luz,
temperatura, humedad, ruido, limpieza, socializacién, entre otros
aspectos. Estas disposiciones se encuentran especificadas en
diferentes sectores legislativos como, por ejemplo, normas bdsicas
que deben cumplir los estabularios, Real Decreto 1201/2005, de 10
de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos disponible en el BOE n2 252,
de 21 de octubre, p. 34367, que traspone y desarrolla la Directiva

86/609/CEE y la Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de
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los animales, en su explotacidn, transporte, experimentacion vy

sacrificio.

En cuanto a la reglamentacidn, hay cuatro puntos basicos:

a) régimen de autorizacidn, esto es, las experiencias cientificas
o experimentales con animales no pueden ser practicadas mas

que por personas autorizadas;

b) condiciones adecuadas de tenencia y mantenimiento de los

animales, y control de procedencia;

c) procedimientos experimentales aprobados por un comité

ético de experimentacidn animal, y

d) control de los experimentos por parte del comité asi como
por una unidad de garantia de calidad del centro. De estos
puntos se deduce que la competencia se encuentra

intimamente ligada con la responsabilidad.

Por lo que respecta a la limitaciones, las experiencias con

animales sélo se deben realizar cuando los estudios pretendan
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obtener un resultado cientifico hasta ahora no confirmado, o bien si

ayudan a esclarecer problemas sin solucion actual.

1.8.2. Estudios de toxicidad retiniana en modelo experimental.

Las terapias intravitreas se han convertido en un practica muy
frecuente oftalmologia en el seguimiento y tratamiento de una gran
diversidad de patologias retinianas —endoftalmitis, edema macular
diabético, DMAE, uveitis posteriores, entre otros-(Bourges JL et al,
2003; Ziche M et al, 2004; Bhatnagar P et al, 2007; Friedman AH et
al, 1983). La elecciéon de esta via de administracion del farmaco
conlleva diversas ventajas frente a las terapias sistémicas (Espafia E y

Diaz-Llopis M, 1996):

e Ausencia de efectos secundarios sistémicos.
e Ausencia de interacciones medicamentosas con otros
tratamientos sistémicos.
e  Tratamiento ambulatorio frente a hospitalizacién en
algunos casos de tratamiento sistémico.

e Mayores niveles intraoculares del farmaco.
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Previamente a la incorporacidon de estas terapias a la clinica
habitual se realizaron los consiguientes estudios preclinicos de
toxicidad en modelos animales (Gao H et al, 2006; Albini TA et al,
2007; Pereira de Almeida Manzano RP et al, 2009; Ginsanti F et al,
2008; Fiore T et al, 2010). De hecho, uno de los requisitos cientificos,
éticos y reglamentarios antes de probar cualquier medicamento en
humanos es evaluar su seguridad en animales (Declaracién de
Helsinki; NC3Rs, 2009). Estas pruebas tienen como principal objetivo
evaluar la toxicidad potencial asociada con el medicamento
estudiado. Dado que el objetivo de los estudios es la identificacién
de los posibles efectos téxicos en los seres humanos, algunos de los
animales utilizados pueden sufrir efectos adversos, sin embargo, un
cuidadoso disefio del estudio es requerido para reducir el impacto
sobre los animales sin comprometer los objetivos cientificos o de
seguridad humana y de hecho puede mejorar la calidad de los datos

cientificos (Penha FM et al, 2010).

Los estudios de toxicidad preclinica en animales pueden

dividirse segun el objetivo principal y la duracién del estudio en:
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e Estudios preliminares de corta duracidn regulatorios o
no regulatorios que se requieren para iniciar la primera
prueba en humanos.

e Estudios de larga duracién para apoyar la Fase Il de
ensayos clinicos en humanos.

e Estudios de mas larga duracién para apoyar la Fase |l
de ensayos clinicos en humanos previos al registro del

nuevo farmaco.

Los distintos tipos de estudios toxicoldgicos se realizan como
parte de un programa escalonado. Los primeros estudios realizados
se conoce como estudios piloto, estudios preliminares, estudios de
ensayo o de diferentes dosis y se utilizan para seleccionar las dosis
para posteriores estudios reglamentarios de hasta un mes. Los
estudios de un mes a su vez se utiliza para informar a la dosis para
estudios de regulacién a largo plazo (por ejemplo, tres y / o seis

meses).
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Para iniciar un estudio de toxicidad pre-clinico debemos definir
previamente unos conceptos sobre la concentracion del farmaco de
estudio y la dosis empleada. En canto a la concentracién del

producto, tendremos en cuenta diversos conceptos:

e Concentracion efectiva: Proporcion de una sustancia en
un medio que causa un determinado efecto.

e Concentracion letal: Proporcidn de una sustancia toxica
en un medio, que causa la muerte después de un cierto
periodo de exposicion.

e Concentraciéon Letal Minima: minima proporcion de
una sustancia en un medio que produce la muerte.

e Concentraciéon Téxica Minima: minima proporcién de
una sustancia en un medio que produce un efecto

toxico.

Por otra parte, la eleccién cuidadosa de las dosis utilizadas en
los estudios preclinicos es muy importante (NC3Rs, 2009),

minimizando el impacto sobre el animal sin dejar de lograr el
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objetivo cientifico del estudio. En general, esto se puede lograr
mediante el uso de tres grupos de animales que recibieron el
producto de ensayo, a dosis baja, media y alta, ademas de un grupo

de control que recibe el vehiculo solo.

Hay cinco criterios generales para definir la dosis alta en un

estudio de toxicologia:

Dosis maxima tolerada: es el limite alto de dosis a partir de la
cual el efecto del farmaco se acompaina de efectos

secundarios.

Dosis limite: la dosis mas alta que se debe utilizar en la

ausencia de una dosis maxima tolerable demostrable.

Toxicocinética y la saturacion de la exposicion: objetivo
principal es describir la exposicidn sistémica o local alcanzada
en los animales y su relacion con la dosis, el sexo, la especie y
el curso de tiempo del estudio de toxicidad. Estos estudios se

realizan en muestras de sangre, orina, humor acuoso, etc y
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refuerzan los estudios de toxicidad ya que demuestran las

exposicion al producto en estudio.

Dosis maxima posible: en algunos casos la alta dosis esta
limitada por lo que es técnicamente factible en base a la
maxima concentracidon posible del producto de ensayo en la
formulacion y el volumen de dosis que se puede administrar

durante la duracion del estudio.

Dosis que proporcionan un margen de 50-veces de la
exposicion: mas aceptable como la dosis maxima para los
estudios de toxicidad aguda y de dosis repetidas en cualquier

especie .

Una vez administrado el farmaco debemos evaluar parametros
de seguridad de la dosis maxima. El parametro primario usado en la
seleccion de la dosis es la tolerabilidad del producto de ensayo en
animales que se puede determinar mediante observaciones como
signos clinicos, las reducciones en el peso corporal o una disminucion

en el consumo de alimentos. Otros pardmetros clave tales son la
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exposicion (medida por ejemplo como la concentracion del producto
de ensayo en el humor acuoso o vitreo) y la histopatologia. Dada la
naturaleza peculiar de nuestro producto y nuestra especialidad,
administracion intravitrea, se utilizan otros parametros funcionales

como el ERG.

1.9. Justificacion del estudio.

Tras la exhaustiva revision bibliografica en MedLine/PubMed
realizada para el disefio, elaboracién y redaccion de este trabajo de
tesis doctoral no se ha encontrado ninguna referencia o trabajo
previo que haya estudiado la seguridad de la administracién in vivo
de DHA puro por via intravitrea en dosis Unica.

Este es por tanto, el primer trabajo de evaluacion preclinica de
la toxicidad retiniana del acido graso DHA puro administrado por via
intravitrea en dosis Unica en modelo animal de conejo, estudiado
mediante estudio retiniano macroscdpico, histoldgico y funcional.

El estudio preclinico con animales de experimentaciéon es
necesario en el caso de fadrmacos no probados con anterioridad en

humanos (Declaracién de Helsinki). Es el caso del agente objeto de
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este estudio, el DHA, cuya suplementacién por via oral ha sido
analizada “in extenso”, pero del cual no se conocen estudios previos
sobre la seguridad de la administracién intravitrea.

Ademas los modelos animales permiten un control mas
estricto de diversas variables (ambientales, dietéticas y genéticas)
gue pueden actuar como factores confusidon en los datos obtenidos
en los estudios de suplementacion en humanos.

La eleccién del conejo como modelo experimental obedece a
razones anatdmicas y funcionales por su semejanza al humano
respecto a otras especies utilizadas en el laboratorio; siendo la
estructura celular de la retina del conejo muy similar a la del
humano. El principal motivo anatémico de seleccidén de esta especie
fue sido el tamano del globo ocular, que presenta un buen abordaje
via pars plana lo que es esencial para inocular una solucién en la
cavidad vitrea que pueda difundir de forma correcta y observar los
efectos en los tejidos oculares. Ademas, la falta de pigmento de esta
especie, permite visualizar facilmente la sustancia inyectada a través

de la cdrnea. De hecho, el conejo ha sido utilizado en numerosas
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ocasiones como modelo experimental de toxicidad retiniana de
farmacos por via oral o intravitrea en oftalmologia (Fiore t et al,
2010; Crafoord S et al, 2011; Zayit-Soudry S et al, 2010) por lo que
estimamos que era el animal idéneo para el disefio de nuestro

estudio.

86



Rosa Dolz Marco

2. Objetivos e Hipdtesis de trabajo.

2.1. Objetivos del estudio

El objetivo primordial de este experimento fue determinar si la
inyeccion intravitrea en dosis Unica de soluciones decrecientes de
DHA inducia toxicidad en la retina de los conejos, tanto desde el
punto de vista estructural (macroscépico y microscdpico), como

clinico (patologia oftalmoldgica) y funcional (electroretinografico).
Los objetivos secundarios fueron:

1. Ensayar concentraciones decrecientes de una solucidén de
DHA puro para administracién intraocular mediante inyeccion
intravitrea Unica y estudiar los efectos de las mismas sobre la
integridad de las estructuras del globo ocular del conejo,
desde el punto de vista macroscépico.

2. Identificar posibles signos patoldgicos en el globo ocular del

conejo mediante examen oftalmoldgico de los segmentos
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5.

anterior, y posterior, tras las inyecciones intravitreas de las
soluciones decrecientes de DHA puro.

Determinar la concentracién toéxica para la retina de las
soluciones decrecientes de DHA puro capaces de inducir
cambios microscépicos mediante estudios histoldgicos de las
diferentes capas de la retina, a nivel celular y tisular.
Determinar la concentracién toxica del producto que induce
alteraciones funcionales en la retina mediante ensayos con
diversas concentraciones decrecientes del producto vy
realizando pruebas electrofisiolégicas antes y después de la
administracion del producto.

Analizar las concentraciones de DHA en el humor acuoso y
humor vitreo del conejo tras la inyeccién intravitrea de las
soluciones decrecientes de DHA puro.

Definir la dosis mdaxima tolerada de DHA puro para la
administracion en dosis Unica, la cual podria ser probada en
nuevos estudios con inyeccién intravitrea Unica de DHA con

un periodo de seguimiento mayor.
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7. Establecer un rango de dosis dptimo de DHA puro para la
administracion en dosis Unica por inyeccidn intravitrea en el
qgue no se observen efectos adversos y que podrian servir
para ser inyectada en nuevos estudios de efectividad de dosis
en relacién a la variable tiempo (mayor duracién de la

exposicion al agente farmacolégico).

2.2. Hipotesis de trabajo.

La retina es el tejido con mayor concentracidn de acidos grasos
esenciales de todo el organismo (Querques G et al, 2011; Simopoulos

AP, 2009).

Los d4cidos grasos esenciales a-linolénico (omega 3-w3) y
linoleico (omega 6-w6) son considerados precursores de los
principales acidos grasos poliinsaturados (Bazan NG et al, 2011;
Bazan NG et al, 1992). Asi, el acido linoleico (w6) da lugar al acido y-
linolénico (GLA), precursor del acido araquiddnico. A partir del acido
a-linolénico (w3) se sintetiza el acido eicosapentaenoico (EPA) vy

acido docosahexaenoico (DHA) (Calder PC, 2001). El EPA es precursor
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de las prostaglandinas de la serie 3 (antiinflamatorias), y
exclusivamente el DHA forma parte activa de las principales
membranas del sistema nervioso y la retina (Querques G et al, 2011).
Como consecuencia del control enzimatico y de la B-oxidacién, la
ingesta de EPA no aumenta significativamente el nivel de DHA, pero

si ocurre al contrario (Simopoulos AP, 2002).

Otro aspecto dietético importante es que si estimuldramos (o
suplementaramos) una dieta demasiado rica en w6 se obstaculizaria
o paralizaria la sintesis de w3, fendmeno conocido como
biomagnificacion, de enorme relevancia para la nutricién y la salud
(Strandvik B, 2011; Gédmez-Candela C et al, 2011). Por ejemplo, en la
dieta japonesa la relacion w-6/w-3 es 4:1 con una concentracién 5
veces mayor de DHA. Por el contrario, en la dieta occidental esta
relacion es aproximadamente de 20:1 y por tanto con unas

concentraciones de DHA menores.

Cabe destacar que la dosis recomendada por la OMS de

consumo de DHA es de 300 mg/dia, sin embargo, en las dietas
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occidentales representa sélo la tercera parte. La Unica fuente dutil
para conseguir la absorciéon de DHA es la de algunos tipos de
pescado azul, pero se necesita consumir grandes cantidades de
producto para alcanzar las dosis recomendadas (Ackman RG 1989;

Kinsella J, 1987; Bang HO, 1972; Bang HO, 1980).

Por otra parte, se han descrito recientemente diferentes
mecanismos a nivel de las células nerviosas, de los vasos sanguineos
y de las células de la sangre por los cuales los acidos grasos omega-3,
y en concreto el DHA, tienen un efecto antiangiogénico,
neuroprotector y antiinflamatorio a nivel microvascular. (lbrahim A

et al, 2011; Binion DG et al, 2008; Todoric J et al, 2006).

La gran biodisponibilidad de DHA en la retina, principalmente
en las membranas de los fotorreceptores, nos lleva a pensar que la
inyeccion intravitrea de una solucién de DHA puro, en concentracion
gue podemos suponer biocompatible, no debe inducir efectos

toxicos en las estructuras del segmento posterior ocular.
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Si obtuviéramos la evidencia cientifica de que la inyeccidon
intravitrea de DHA puro no es tdxica para la retina, podria utilizarse
“per sé” o como coadyuvante y potenciador de otros agentes
farmacoldégicos, en solucién intravitrea para aumentar la
concentracion de DHA a nivel retiniano. Con este aumento podria
mejorar el prondstico de los pacientes afectos de enfermedades
degenerativas de la retina con una base inflamatoria, angiogénica o
apoptética ya que ha quedado demostrado que la disminucién de
este acido graso se asocia a diversas enfermedades oculares (McColl
AJ y Converse CA, 1995; Maude MB et al, 1998; Bazan NG et al ,

1986).
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3. Metodologia

El presente estudio se realizé tras la aprobacion por el Comité
Etico de Bienestar Animal de la Facultad de Medina de la Universidad
de Valencia (Documento adjunto en Anexo 1). Las manipulaciones de
los animales fueron realizadas en el estabulario de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valencia, bajo la supervision de los
veterinarios responsables de dicho centro y de acuerdo con las
directrices para el uso de animales en investigacion oftalmolégica y
vision de la Asociacién para la Investigacion en Vision y Oftalmologia
(ARVO, Association for Research in Vision and Ophthalmology) vy la
normativa vigente del Consejo de Europa y de Espana (Real Decreto
1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos disponible
en el BOE n? 252, de 21 de octubre, p. 34367, que traspone y
desarrolla la Directiva 86/609/CEE y la Ley 32/2007, de 7 de
noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacién,

transporte, experimentacion y sacrificio).
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Los animales se mantuvieron en ambiente tranquilo con ciclo
diario de luz-oscuridad. El control diario fue realizado por el personal
responsable del animalario y por nuestra parte. La valoracion del
bienestar animal se realizd segun los protocolos vigentes, haciendo
especial énfasis en el control de los sintomas y signos de dolor. Las
manifestaciones clinicas del dolor en los conejos son muy
caracteristicas pero pueden pasar inadvertidas si el dolor es de
intensidad leve, se revisaron los criterios indicativos de analgesia,
resumidos en la tabla 3 (Mayer J et al, 2007; Universidad de

Zaragoza, 2007).

Al inicio del estudio se realiz6 un examen general de los
conejos con medida del peso. Se completd un examen oftalmoldgico
basal incluyendo la exploracién con lampara de hendidura portatil y
la visualizacién del fondo de ojo mediante oftalmoscopio directo.
Como criterios de exclusidn del estudio se incluyeron la presencia de
opacidades en la cérnea o el cristalino y la presencia de cualquier
lesidon retiniana que pudiese influir posteriormente en los datos del

estudio.
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Signos
generales:

Dolor leve a
moderado:

Dolor intenso o
cronico:

Signos clinicos
que aconsejan
EQE-CHE]

Rosa Dolz Marco

SIGNOS Y SINTOMAS INDICATIVOS DE DOLOR EN EL CONEJO

e Actividad reducida, permanece inmovil o se desplaza lentamente o

con esfuerzo, cojera

Deshidratacion: pelo sin brillo, piel sin elasticidad, ojos hundidos

Depresion, letargia, apatia

Acicalamiento anormal y empeoramiento del pelaje

Cambios en la ingestion de agua y alimento: es reducida, se

prolonga en el tiempo o incluso, la comida se cae de la boca

Estrabismo, secreciones oculares, ojos cerrados, palidez (albinos)

e Posturas anormales: contracciones del abdomen con tensién de la
pared muscular, arqueamiento al estar sentado, presiéon con la
cabeza en la pared de la jaula

e Autoproteccidon de la zona dolorosa, frotarse con la esquina de la
jaula, tendencia a esconderse (cuando no lo suele hacer) o
agresividad subita inesperada

e Perdida del interés por lo que le rodea

e Rechinar de dientes

e Vocalizacidn o rechinar de dientes cuando se mueve, defeca, orina o
durante la manipulacion

e  Patrdn respiratorio modificado (incluso cambios sutiles)

e Incapacidad para descansar o dormir o trastornos del sueno

e Expresion facial de ansiedad: pupilas dilatadas, ausencia reflejo
palpebral Salivacion incrementada

e Aislamiento del grupo

Descarga ocular, protrusién de la membrana nictitante o fotofobia,
constipacién o diarrea, depresion, apoyo de la espalda en el fondo de la
jaula, acicalamiento excesivo, ingesta reducida de agua y alimento,
desinterés, agresividad o vocalizacidon durante la manipulacidn, rechinar
de dientes

Rechinar de dientes, letargia, deshidratacién, perdida de peso,
presencia de heces en la zona anal, perdida de masa muscular en
cuartos traseros, produccion reducida de heces nocturnas, falta de
respuesta a estimulos

1. Apariencia anormal: ansiedad, depresion, inactivo, inquieto
2. Chillidos o quejidos

3. Rechinar de dientes

4. Inmovilidad tdnica

5. Rechaza el agua y/o el alimento

6. Perdida de peso

Tabla 3: Signos indicativos de dolor en el conejo.
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3.1. Animales.

Dieciséis conejos albinos Nueva Zelanda (Oryctolagus Cuniculis)

con un peso entre 2'6 y 3'1 kg se utilizaron para el presente estudio.

3.2. Lainyeccidn intravitrea.

Se prepararon diferentes concentraciones de DHA elaboradas
en un laboratorio externo (Brudy Laboratorios, Barcelona, Espafia) y
preparadas como nanoemulsiones de DHA con solucién salina como

solucion vehiculo.

Los experimentos se realizaron en dos fases, una primera fase
con inyeccion de DHA en altas concentraciones para definir la dosis
maxima tolerada o en su defecto el limite de dosis, y una segunda
fase con inyeccion de DHA con concentraciones corregidas mucho
menores para definir el rango de dosis dptimo para utilizacién como

dosis Unica de inyeccion intravitrea de DHA en futuros estudios.

Durante la FASE 1, los conejos 8 conejos utilizados se dividieron

en 4 grupos: 3 grupos de dos animales cada uno (Grupos 2,3,4) para
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recibir una concentraciéon diferente decreciente de DHA en la
inyeccion intravitrea, y un grupo control (Grupo 1) de dos conejos

para recibir la solucién vehiculo (solucién salina).

Durante la FASE 2, los 8 conejos utilizados fueron divididos del
mismo modo que en la fase anterior en 4 grupos: 3 grupos de dos
animales cada uno (Grupos 5,6,7) para recibir una concentracion
diferente decreciente de DHA en la inyeccidn intravitrea, y un grupo
de control (Grupo 8) de dos conejos para recibir la solucidon de

vehiculo (solucidén salina).

GRUPOS CONCENTRACION DHA

Control

2’5mg/50 pL = 2500ug/50 pL
5mg/50 pL = 5000ug/50 pL
10mg/50 pL = 10000ug/50 uL
Control
5ug/50 plL
25pg/50 pL

6 50ug/50 plL

Tabla 4: Distribucién por grupos de las concentraciones de DHA administradas
por via intravitrea.
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Cada una de las concentraciones preparadas se inyectd
intravitreamente por via pars plana a 2 mm del limbo esclero-corneal
en el ojo derecho de dos animales segun la técnica descrita a

continuacion (Peyman GA et al, 2009).

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de
clorhidrato de ketamina (50mg/ml) y clorhidrato de xilazina
(5mg/ml). Se aplicé anestesia tépica consistente en una mezcla
comercial de clorhidrato de oxibuprocaina 4mg/ml y clorhidrato de
tetracaina 1mg/ml (Colircusi anestésico Doble, laboratorios Alcon,
Barcelona, Espaiia). Se procedid a esterilizar la regién palpebral y
orbitaria del conejo aplicando povidona yodada diluida al 50% con
suero fisiolégico antes y después de la inyeccidn depositando varias
gotas del mismo sobre la superficie ocular. Bajo microscopio
quiruargico (TOPCON S.A) y previa colocacién de un blefardstato, se
inyectd la solucién problema, por pars plana, de forma lenta e
ininterrumpida, mediante una aguja de 32 Gauges unida a una

jeringa de tuberculina a nivel del cuadrante infero-externo.
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El grupo 2 recibié 0'05 ml de DHA con una concentracién de
2’5mg/50 uL conteniendo 2'5 mg de DHA; el grupo 3 recibié 0'05 ml
de DHA con una concentracion de 5mg/50 plL conteniendo 5 mg de
DHA; el grupo 4 recibié 0,05 ml de DHA con una concentracion de
10mg/50 pL conteniendo 10 mg de DHA; el 6 grupo recibié 0'05 ml
una concentracion de 5ug/50 pL conteniendo 5 pg de DHA; el grupo
7 recibid 0'05 ml una concentracién de 25ug/50 plL conteniendo 5 pg
de DHA; el grupo 8 recibié 0'05 ml de DHA con una concentracién de
50ug/50 pL conteniendo 50 pug de DHA. El grupo control recibié 0,05

ml de solucién de vehiculo (solucidn salina) en el ojo derecho.

Como profilaxis antibidtica todos los conejos fueron tratados
con la aplicacién de pomada de antibidtico ciprofloxacino (Oftacilox
pomada, laboratorios Alcon, Barcelona, Espafia) cada 12 horas
durante 5 dias. Los conejos se mantuvieron durante 1 semana en un

ambiente ciclico de 12 horas de luz y oscuridad.

Tras la inyeccidn intravitrea se realizd un nuevo examen

oftalmoldgico con la lampara de hendidura y fondo de ojo indirectos
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para evaluar posibles cambios en la cdrnea, el cristalino, el humor

vitreo, la retina y el nervio dptico.

3.3. Electrorretinograma.

Todos los ojos derechos (tratados) de los animales fueron
evaluados mediante electrorretinograma (ERG) antes de la inyeccién

y 1 semana después de la inyeccién.

El estudio electrofisiolégico fue realizado siguiendo el siguiente
protocolo (Rosolen SG et al, 2005; Gao H et al, 2003; Fiore T et al,
2010). Después de inducir midriasis farmacolégica con 1 gota de
tropicamida (1%), los animales fueron adaptados a la oscuridad
durante al menos 1 horay, a continuacién se realizé un ERG estandar
de campo completo mediante un electrodo tipo lente contacto
corneal ERG-jet (MicroComponents, UniversoPastique, Suiza). Los
electrodos de referencia y de tierra eran de tipo aguja quirdrgicas
inoxidable (Neuroline, Ambu Lab, Ballarup, Dinamarca), que se
colocaron subcutdneamente en la frente (tierra) y a nivel

preauricular (de referencia). Las sefiales ERG se registraron utilizando
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el sistema portatil ERG EPH-01 (Ephidés ab, Rejmyre, Suecia). Se
registro la respuesta escotdpica tras adaptacion a la oscuridad de 1
hora (respuesta bastones) y la respuesta fotdpica (respuesta
maxima, conos y bastones). La intensidad del flash fue de 1,7 cd-s/m-

2 y el tiempo de adquisicidn fue de 200 ms para cada registro.

Las amplitudes de las ondas A y B medidas en miliVoltios (mV)
se calcularon antes y 1 semana después de la inyeccion. Las
variaciones en el ERG se consideraron significativas si las diferencias
en amplitud (ondas Ay B) fueron superiores al 30% entre los valores
electrofisiolégicos preinyeccién y los valores finales (Rosolen SG et

al, 2005; Gao H et al, 2003).

Los datos fueron interpretados y se eliminaron las
interferencias de forma automatica mediante la utilizacion del
software EPH-01 versién 1.2 (Ephiés ab, Rejmyre, Suecia)

proporcionado con el aparato de electrorretinografia.
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Figura 16: Dispositivo portatil de ERG y utensilios necesarios para la realizacion de las
pruebas electrofisioldgicas. En la imagen de la izquierda se observa el dispositivo portatil
ERG EPH-01 (Ephioés ab, Rejmyre, Suecia). La imagen superior de la derecha muestra los
distintos canales utilizados conectados a los distintos electrodos (tierra, referencia y
electrodo de estudio). El electrodo de estudio era de tipo lente de contacto como se
observa en la imagen central de la derecha, y los electrodos de referencia y tierra eran de
tipo aguja quirtrgica con inyeccion subcutanea como se observa en la imagen inferior de
la derecha.
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3.4. Examen histoldgico

Una semana después de la inyeccidn intravitrea, los conejos
fueron eutanasiados con una sobredosis letal de pentobarbital
intravenoso (100 mg/kg) bajo el control de la veterinaria responsable
del estabulario de la Facultad de Medicina de Valencia. El proceso se
realizd de acuerdo con la normativa vigente para la manipulacién de
animales experimentales y siguiendo el protocolo pautado vy

aprobado por el Comité de Etica de Bienestar Animal (Anexo 1).

Se instilaron gotas de la dilucién Betadine® con suero
fisiolégico al 50% y mediante una aguja de 27G unida a una
jeringuilla tipo insulina, se obtuvieron muestras de humor acuoso y
de humor vitreo, que se depositaron en criotubos estériles que se
identificaron convenientemente y se llevaron a congelacién (-202C)
por 2 horas pasando luego a congelador de -802C para su
almacenamiento  hasta el procesamiento  protocolizado.
Inmediatamente los ojos fueron enucleados. Se fijé la conjuntiva

mediante una pinza de Barraquer y se realizaron incisiones en la
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misma con una tijera Wescott para separar el globo ocular,
seccionando los musculos extraoculares y cortando a nivel posterior
el nervio dptico (2-3 mm por detrds del ojo) para prolapsar el globo y
enuclearlo (Pinazo-Durdn MD et al, 2005; Pons-Vazquez S et al 2011).
Se realizaron 3 lavados en solucién salina tamponada con fosfato
libre de proteinas (PBS) y a continuacién se realizdé una incisién en la
esclerética a unos 2 mm posterior al limbo para facilitar la posterior
fijacién en solucién de formaldehido al 4% con PBS durante 24 horas

a 49°C.

Posteriormente las muestras fueron procesadas para poder
luego ser preparadas para la observacién mediante microscopia
Optica convencional utilizando el siguiente protocolo (Zygar CA et al,

1998, Galbis-Estrada C et al, 2012; Pons-Vazquez S et al, 2011)

e Fijacion de pieza completa (globo ocular) en una
solucidn fijadora de paraformaldehido 4% en tampdn

PBS 0.01M y pH 7.4 durante 24h a 4°C.
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Lavado durante 2 horas a 42 C en tampdn PBS 0.01M y
pH 7.4. Se realizan 3 lavados mas con el mismo
tampon, cada uno de ellos de 10 minutos a 42 C.

Depdsito de cada pieza convenientemente
identificada en tampoén PBS 0.01M y pH 7.4 en un
eppendorf y se almacenamiento en nevera a 42 C

hasta su posterior procesamiento para la inclusion.

Una vez fijados en formaldehido, los ojos fueron seccionados

a lo largo de un plano horizontal que pasa adyacente al nervio

Optico, y se obtuvieron piezas de la retina retroecuatorial. Para la

desecacidon y posterior inclusion de las muestras se utilizé el

siguiente protocolo (Pons-Vazquez S, 2011):

Bafios con etanol a concentraciones crecientes. Con
Etanol al 70% se realizaron 2 bafios de 30 minutos a
372C en un bafio de agua, agitando ocasionalmente.
Posteriormente se pasd a una concentraciéon mayor de

Etanol (100%) realizando de nuevo 3 bafios de 30
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minutos, a 372C en un bafio de agua, y agitando
ocasionalmente.

e Baio con Xileno. Se realizan 3 bafos de 30 minutos a
temperatura ambiente. Agitando ocasionalmente.

e Posteriormente las muestras se depositaron en los
contenedores de plastico en rejilla preparadas para la
inmersién en parafina fundida a 652C, en el Amershan
Life Science Hybridization oven/shaker. Este paso se
realiza 3 veces para que el xileno sea sustituido por la
parafina.

e Enfriado de las muestras.

Para realizar los cortes de estos bloques de parafina que
contenian las muestras y obtener microsecciones transversales de
retina retroecuatorial de 5 micras de espesor que se colocaron sobre
portas se utilizé un micrétomo (Leica RM 2135). Después se procedio
a desparafinar las muestras, invirtiendo el proceso de inclusion en
parafina y se procedid a teiiirlas alternativamente con hematoxilina-

eosina y tricromico de Masson.
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Los portaobjetos conteniendo las secciones transversales de

la retina se examinaron mediante un microscopio éptico Leica DMLB.

El examen morfolégico incluyd la evaluacion del tejido
retiniano “in toto”, asi como la morfologia de las capas retinianas y la
integridad anatémica de las células y prolongaciones celulares de las
distintas capas retinianas. Las células retinianas se identificaron
mediante sus caracteristicas fenotipicas: células del epitelio
pigmentario, fotorreceptores (conos vy bastones), células
horizontales, células bipolares, células amacrinas, células

ganglionares y astrocitos.

Se midié la densidad de nucleos tenidos de células
ganglionares, medidas en tres cortes de retina distintos para obtener
la media aritmética. Ademdas mediante el programa de analisis de
imagenes Imagel se realizaron medidas del espesor total de la retina
y por capas (capa de células ganglionares, capa plexiforme interna,
capa nuclear interna, capa plexiforme externa, complejo de

fotorreceptores —capa nuclear externa, segmentos internos vy
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externos de fotorreceptores-). Se realizaron 3 medidas de cada valor
obteniendo después la media aritmética de cada uno. Las medidas se
realizaron en pixeles, realizando después la conversion a micras

segun las siguientes formulas:

1 pixel = 264583333 micras

Resultado en micras/(fa x fc)?

Se realiz6é también la correccidn de la ampliacién de la imagen
mediante el factor de conversién (fc) de la magnificacién del
microscopio (20x en nuestro caso) y el factor de conversién adicional
propio del procesamiento de la imagen (fa) que fue de 40x en
nuestro caso, por tanto las medidas y analisis histoldgico se

realizaron con una magnificacion resultante final de 800x.

3.5. Andlisis bioquimico de humor vitreo y acuoso.

La concentracion de los acidos grasos principales en las
muestras de humor acuoso y vitreo fueron medidas por

cromatografia de gases dentro del estudio toxicocinético del DHA.
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Para analizar los acidos grasos por cromatografia de gases
deben ser transformados en compuestos mas volatiles. La
transformacion mas usual es la transformacidén a esteres metilicos,
ya que esto permite mejorar la forma de los picos obtenidos y asi
favorece una separacion éptica (Liu DS et al, 1994). La formacion de
los ésteres metilicos de los acidos grasos se realiza en presencia de
un agente catalizador disuelto en metanol. La catalisis puede ser

acida o basica.

La técnica para determinacidn cualitativa y cuantitativa de los
acidos grasos, en forma de sus ésteres metilicos es la cromatografia
de gases (Seppanen-Laakso et al, 2002). El uso de columnas capilares
polares permite separar una gran cantidad de ésteres metilicos de
acidos grasos en relacion a su polaridad y su temperatura de
ebullicién (Ravandi A, 1995). Los 4cidos grasos de cadena corta y los
de menor nimero de insaturaciones alcanzan la ebullicién antes que

los de cadena larga y mayor nimero de dobles enlaces.
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La fase estacionaria mds utilizada se compone de
biscianoprolipsiloxano. A mayor proporcion del mismo en la fase,
mayor grado de polaridad en la columna. La combinaciéon de la
cromatografia de gases con un detector de espectrometria de masas
es la mejor técnica para determinar la concentracién de dacidos

grasos esenciales como el DHA.

Se determind por tanto, mediante esta técnica, la
concentracion de DHA en el humor acuoso y humor vitreo de los

conejos de este estudio.

El analisis de acidos grasos se realizé basandonos en el método
descrito por Lepage y Roy. Se partié de 10 uL de muestra (humor
acuoso/humor vitreo) a los que se afiadieron 50 pL de patrén interno
(C17.0 y (C23:0, 40 pg/mL cada uno). Seguidamente se
transesterifican con cloruro de acetilo en metanol (1,75 mL de
metanol y 100 uL de cloruro de acetilo por muestra) durante 18
horas a 509C. Los metilésteres de los acidos grasos obtenidos se

analizaron por cromatografia de gases con deteccion por
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espectrometria de masas. La columna empleada fue una HP-
INNOWAX® (30 m, 0,25 uM, 0,1 mm). La temperatura del inyector se
fij6 a 250°C y las muestras se inyectaron en modo Split-less. Se
inyectd 1 uL de muestra en los PMN y PMBCy 0,2 gl de muestra
para el plasma. El horno del cromatédgrafo de gases operd a
temperatura inicial de 50°C hasta 2002C a 25°C/min, y a
continuacion la temperatura se aumenté hasta 2302C a 1,52C/min y
se mantuvo durante 8 min. El tiempo total de cada inyeccién fue de
35 min. El espectrémetro de masas operé en modo SIM (selective
ion monitoring), con un dwell time de 25 msec. Se selecciond un i6n
cuantificador y 3 iones cualificadores para DHA. La estabilidad del
tiempo de retencion se fijé utilizando bloqueo del tiempo de

retencién respecto al pico del acido araquiddnico (C20:0).

La concentracién de DHA se obtuvo tras integracion de las
sefiales correspondientes a los iones cuantificadores para estas
sustancias e interpolacién del valor de las areas sobre las curvas de
calibracién a 6 niveles (100 ug, 50 ug, 25 ug, 12,5 pug, 6,25 ugy 3.125

pg) construidas a partir de un patrén de concentracidn conocida
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(GLC-462, NuCheck-INC) empleando el método del patrén interno. La
composicion porcentual de AA, EPA y DHA en cada muestra se
realizd dividiendo la concentracion de cada &acido graso por la
concentracion de acidos grasos totales en cada muestra de humor
acuoso o vitreo de cada uno de los conejos utilizados en este

estudio.

3.6. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se analizaron y se realizé un estudio
estadistico con el programa SPSS Statistics 21.0 (IBM Corp). Se
utilizaron test descriptivos para la agrupacién de los datos en tablas
resumen. Los datos fueron plasmados en forma de diagramas de
cajas agrupados por las distintas variables estudiadas en los distintos
grupos de estudio. Para todos los estudios estadisticos realizados se
utilizaron test no paramétricos dada la pequefia n muestral en
nuestro estudio. Para los estudios de correlaciones entre las
variables dosis y las variables electroretinogrdficas e histoldgicas se
realizaron tanto el test de Tau_b de Kendall como el test Rho de

Spearman. Para la comparacion de muestras independientes
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(variable X para cada grupo de estudio) se utilizé el test U de Mann-
Whitney y W de Wilcoxon. El intervalo de confianza para todos los

test estadisticos fue del 95%

3.7. Criterios de fin de estudio.

Dado que este era el primer estudio en el que se evalué la
seguridad de la administracién intravitrea de DHA puro, a priori no se
conocian los posibles efectos adversos que pudiera tener. Se
definieron por tanto las situaciones ante las que se procederia al fin

del estudio o al sacrificio del animal de estudio.

Se valoré diariamente el peso del animal, el nivel de ingesta y
el nivel de actividad como signos de su estado fisico y de dolor. Ante
la presencia de cambios en el comportamiento de algun animal
atribuibles a alguna complicacidn local post-inyeccién o sugestivas
de reaccidon adversa sistémica medicamentosa se procederia a la

salida del estudio de dicho animal y eutanasia paliativa.
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Ante la presencia de complicaciones oftalmolégicas menores
(erosién corneal, hipertensidn ocular leve-moderada post-inyeccién),
se procederia al tratamiento de la clinica con pomada de
ciprofloxacino (1 aplicacién cada 8 horas) en el caso de la erosidn
corneal y colirio de timolol maleato (Cusimolol 0'25%®, Laboratorios
Alcon, Barcelona, Espafa) en el caso de hipertensién ocular (1 gota

cada 12 horas).

Ante la presencia de alguna complicacién oftalmoldgica
mayor (desprendimiento de retina, perforacidon ocular, enfoftalmitis
infecciosa o hipertensidon ocular severa no controlable con el
tratamiento tdpico descrito) se procederia a la salida del estudio con

tratamiento de la clinica si fuera posible y/o eutanasia paliativa.
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4. Resultados y desarrollo argumental

Para facilitar la visualizacion de los resultados, éstos se
presentardn en las tablas de resumen de datos por grupos con un
codigo de colores gradual proporcional a la concentracién de DHA
puro administrada en la inyeccidén intravitrea; para los grupos control

se ha mantenido el color blanco.

GRUPOS CONCENTRACION DHA

5 Control

8 Sug/50 pL
7 25ug/50 pL
6 50ug/50 pL

Tabla 5: Distribuciéon por grupos segtin las concentraciones administradas con cédigo de
colores gradual proporcional a la concentracion.
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4.1. Observacion clinica

En la primera fase del estudio no hubo complicaciones
directamente relacionadas con la inyeccién intravitrea (hemorragia
subconjuntival o vitrea, catarata, desprendimiento de retina). No
obstante el examen con la ldmpara de hendidura reveld una
inflamacién importante en los conejos del grupo 4. En uno de los
ojos de este grupo hubo una reaccidn inflamatoria de gran magnitud
gue se asocio a ectasia corneal aguda y edema corneal circundante.
Con el fin de evitar cualquier depreciaciéon de la magnitud de la
inflamaciéon se traté la lesion solamente con pomada de
ciprofloxacino, consiguiendo la resolucidén progresiva y espontanea
de la inflamacién. El conejo no mostré alteraciones en su
comportamiento atribuibles a la clinica oftalmolégica, manteniendo
el nivel de ingesta y de actividad normal por lo que no precisd la
salida del estudio con eutanasia paliativa. La decisién de no salida de
estudio y no administracion de analgesia fue tomada junto con el
personal responsable del estabulario por su mayor experiencia en el

trabajo con conejos. En el seguimiento mejoré la ectasia corneal
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guedando un leucoma corneal paracentral inferior en la evaluacion
final de dicho conejo. También fue notable una leve a moderada
hiperemia conjuntival periqueratica en los grupos 2 y 3 de intensidad
directamente proporcionales a la concentracidon inyectada. Por
tanto, las concentraciones de DHA usadas en los grupos 2, 3 y 4
(2'5mg/50ul, 5mg/50ul y 10mg/50ul respectivamente) se
consideraron inseguras desde le punto de vista clinico macroscépico
debido a la reaccién inflamatoria que produjeron, que fue

directamente proporcional a la concentracién de DHA administrada.

La segunda fase del estudio se llevd a cabo tras realizar un
ajuste en las concentraciones de DHA. No se observaron tampoco en
estos conejos complicaciones directamente relacionadas con la
inyeccion intravitrea (hemorragia subconjuntival o vitrea, catarata o
desprendimiento de retina). El examen con lampara de hendidura en
los grupos 6, 7, 8 y los grupos control (1 y 5) fue estrictamente
normal sin observarse reaccion inflamatoria en la cdmara anterior ni
vitrea, opacidad corneal o del cristalino y la retina permanecié a

plano si cambios macroscépicos.
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Figura 17: Aspecto macroscépico grupos 2,3,4. Las imagenes estan rotuladas con el
numero del grupo al que corresponde cada conejo. Puede observarse el aumento
gradual de hiperemia conjuntival periqueratica y turbidez de la camara anterior
(valorable por la visibilidad del iris) desde el grupo 2 al grupo 4, pudiendo estar
relacionada con la dosis administrada de DHA.
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Figura 18: Aspecto macroscépico del conejo del grupo 4 que desarrollé una
ectasia corneal aguda asociada a inflamacién ocular. Detalle de la gran reacciéon
inflamatoria presente en unos de los conejos inyectados con la dosis maxima
probada 10mg/50ug. En la imagen A y B se observa una gran ectasia corneal
aguda con edema corneal y gran reaccion inflamatoria de la cdmara anterior que
dificulta la visualizacion del iris. En la imagen C se observa el fulgor retiniano
conservado tras 1 semana de tratamiento tépico con pomada de ciprofloxacino y
el leucoma resultante puede observarse en la imagen D.
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Figura 19: Aspecto macroscopico grupos 6,7,8. Las imagenes estan rotuladas con el
numero del grupo al que corresponde cada conejo. Puede observarse la normalidad del
polo anterior con conjuntiva y cérnea clara, ausencia de turbidez de la cdmara anterior y
cristalino transparente.
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4.2.

Se muestran a continuacion los datos

del estudio electrofisiolégico realizado en |

semana post-inyeccion.

Electrorretinograma

Rosa Dolz Marco

estadisticos descriptivos

a exploracion basal y 1

GRUPOS VARIABLES N Minimo Maximo Media Desv. tip.
ONDAAESCOT 5 -199,50 -185,50 -191,60 5,68
ONDABESCOT 5 320,00 345,00 333,40 10,92
ONDAAFOTOP 5 -145,00 -137,50 -141,38 3,24
ONDABFOTOP 5 98,60 102,00 100,48 1,39

1 ONDAAESCOTPOST 5 -198,30 -183,40 -188,02 6,69
ONDABESCOTPOST 5 319,90 343,00 331,30 9,36
ONDAAFOTOPPOST 5 -148,70 -134,30 -144,30 5,84
ONDABFOTOPPOST 5 97,00 103,00 101,22 2,46
N valido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -197,80 -183,10 -189,60 6,56
ONDABESCOT 5 325,00 339,00 333,80 6,45
ONDAAFOTOP 5 -148,60 -144,80 -146,32 1,71
ONDABFOTOP 5 101,40 104,10 102,30 1,12
ONDAAESCOTPOST 5 -199,10 -188,10 -193,46 5,07
ONDABESCOTPOST 5 327,40 337,30 331,52 4,04
ONDAAFOTOPPOST 5 -147,30 -137,50 -142,08 3,82
ONDABFOTOPPOST 5 99,50 103,40 101,22 1,40
N vélido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -193,20 -181,00 -185,42 4,96
ONDABESCOT 5 328,60 337,50 332,02 3,52
ONDAAFOTOP 5 -145,00 | -142,40 -143,86 0,98
ONDABFOTOP 5 98,60 102,00 100,66 1,53
ONDAAESCOTPOST 5 -192,20 -179,10 -185,22 5,51
ONDABESCOTPOST 5 328,60 345,00 333,42 6,59
ONDAAFOTOPPOST 5 -143,30 -137,30 -139,50 2,27
ONDABFOTOPPOST 5 99,10 101,40 100,18 1,02
N valido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -188,30 -177,20 -182,44 4,85
ONDABESCOT 5 316,50 331,20 327,18 6,16
ONDAAFOTOP 5 -147,20 | -132,00 -137,10 6,19
ONDABFOTOP 5 95,90 102,50 99,08 2,34
ONDAAESCOTPOST 5 -190,50 | -179,10 -184,58 4,71
ONDABESCOTPOST 5 311,10 331,50 323,56 8,55
ONDAAFOTOPPOST 5 -139,40 -133,50 -136,92 2,14
ONDABFOTOPPOST 5 94,30 100,40 97,94 2,27
N valido (segun lista) 5

Tabla 6a: Datos estadisticos descriptivos de ERG por grupos de tratamiento.
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ONDAAESCOT 5 -192,60 -183,00 -187,08 3,60
ONDABESCOT 5 328,90 343,00 334,84 5,65
ONDAAFOTOP 5 -145,20 -136,80 -142,54 3,39
ONDABFOTOP 5 98,70 102,70 100,98 1,79
5 ONDAAESCOTPOST 5 -198,50 -177,20 -186,06 7,99
ONDABESCOTPOST 5 317,20 339,90 331,24 8,96
ONDAAFOTOPPOST 5 -149,30 -132,70 -142,24 7,00
ONDABFOTOPPOST 5 96,20 104,40 100,84 3,32
N valido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -197,50 -186,10 -192,62 4,35
ONDABESCOT 5 330,60 338,60 334,06 3,27
ONDAAFOTOP 5 -148,30 -136,80 -143,52 4,40
ONDABFOTOP 5 98,70 103,90 101,64 1,99
6 ONDAAESCOTPOST 5 -193,90 -181,60 -185,22 5,08
ONDABESCOTPOST 5 313,80 334,30 321,12 8,26
ONDAAFOTOPPOST 5 -144,90 -131,90 -136,80 5,09
ONDABFOTOPPOST 5 95,70 102,30 98,60 2,65
N valido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -195,00 -183,20 -188,98 5,06
ONDABESCOT 5 318,50 331,00 323,30 4,94
ONDAAFOTOP 5 -145,00 -133,50 -138,88 4,92
ONDABFOTOP 5 96,60 102,00 99,32 2,32
7 ONDAAESCOTPOST 5 -198,10 -181,30 -188,54 7,02
ONDABESCOTPOST 5 313,10 339,40 326,72 10,22
ONDAAFOTOPPOST 5 -148,90 -135,30 -140,36 6,06
ONDABFOTOPPOST 5 94,90 104,20 99,48 3,68
N valido (segun lista) 5
ONDAAESCOT 5 -199,50 -181,80 -188,60 8,49
ONDABESCOT 5 314,50 337,70 324,92 10,65
ONDAAFOTOP 5 -147,60 -131,10 -138,00 7,33
ONDABFOTOP 5 95,30 103,60 98,22 3,36
8 ONDAAESCOTPOST 5 -195,10 -183,90 -189,30 5,08
ONDABESCOTPOST 5 320,00 335,50 327,46 7.54
ONDAAFOTOPPOST 5 -145,90 -134,70 -140,52 4,99
ONDABFOTOPPOST 5 97,20 102,80 100,52 2,42
N valido (segun lista) 5

Tabla 6b: Datos estadisticos descriptivos de ERG por grupos de tratamiento.

No se observaron cambios significativos en las amplitudes de
las ondas A y B medidas en condiciones escotdpicas y fotdpicas
expresadas en mV comparando los datos del ERG al inicio (antes de
la inyeccion) y 1 semana después de la inyeccion intravitrea de DHA
(teniendo en cuenta el global de los grupos p=0,472 para la onda A

escotdpica; p=0,202 para la onda B escotdpica; p=0,232 par la onda
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A fotdpica y p=0,395 para la onda B fotdpica). En la tabla 6 se
desglosa el analisis estadistico mediante la prueba de Wilcoxon para
cada variable dentro de cada uno de los grupos incluyendo los
grupos control.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre la media de la amplitud de la onda A fotdpica basal (mV) del
grupo 2 y las de los grupos control (p=0,006). También hubo
diferencias estadisticamente significativas entre la media de la
amplitud de la onda B escotdpica basal del grupo 7 respecto a la de
los grupos control (p=0,02). El resto de comparaciones de medias de
las amplitudes de las ondas A y B escotdpicas y fotdpicas tanto en el
examen inicial como en el examen post-inyeccidn no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los ojos de control y
los ojos inyectados con de 5ug/50ul, 25ug/50ul, 50ug/50ul, 2,5
mg/50ul, 5mg/50ul y 10mg/50ul de DHA.

No se demostrd una correlacidn estadisticamente significativa
entre la dosis de DHA administrada (5ug/50ul, 25ug/50ul, 50ug/50ul,

2,5 mg/50ul, 5mg/50ul y 10mg/50ul) y las variables del ERG tras una
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semana post-inyeccion (A escot p=0'906; B Escot p=0'887; A Fotop
p=0'256; B Fotop p=0'152). No se realizd la correlacién con las

amplitudes de onda basales por carecer de validez clinica.
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Figura 20a: Diagramas de cajas para las distintas variables de ERG estudiadas segtin los
grupos. Las variables estudiadas incluyen las ondas A y B tanto en condiciones
escotdpicas como fotdpicas realizadas en el examen inicial y 1 semana post-inyeccion.
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Figura 20b: Diagramas de cajas para las distintas variables de ERG estudiadas segtin los
grupos. Las variables estudiadas incluyen las ondas A y B tanto en condiciones
escotopicas como fotdpicas realizadas en el examen inicial y 1 semana post-inyeccion.
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ONDMESCOT- | ONDABESCOT- | ONDAAROTOP- | ONDABFOTOP-

o ONDAAESCOTPOST | ONDABESCOTROST | ONDARFOTOPPOST | ONDABFOTOPPOST
1 l M M5 118 50
Sg, asint,(lateral 0414 0,68 013 0588

: ! i 5 5} i
S, asintot olatera) 09 0,686 0893 !

; ! A7 1158 A7 175
Sig. asintot, oilateral 008 008 008 008

: ! 1 A Wik A
Sig. asintot, oilateral 0,893 0,68 078 0,684

: ! 155 1 s A
Si. asint,(lateral) 089 089 05 0205
00s Z‘ . 1% SWl 1 1%b 8l
S, asintot olatera) 04n 00 013 03%

Tabla 7: Datos de comparacién de variables relacionadas (Variables de ERG pre-
inyeccion y variables de ERG post-inyeccion). En total se han estudiado 4 variables
la onda A escotdpica, la onda B escotépica, la onda A fotépica y la onda B fotdpica
analizados por el test no paramétrico de Wilcoxon.
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Tabla 8b: Comparacion de medias de las variables de ERG estudiadas en grupos tratados
respecto a grupos control mediante el test estadistico U de Mann-Whitney y W de Wilcoxon.
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ONDAA | ONDAB ONDAA | ONDAB
ESCOTPOST | ESCOTPOST | FOTOPPOST | FOTOPPOST

Coeficiente de correlacion {0,014 Q017 0,133 {,168

Tau_b de Kendall ~ [Sig. (bilateral) 0,906 0,887 0,256 0,152
N 40 40 40 40
DOSIS
Coeficiente de correlacion 0,029 0,026 0172 213
Rho de Spearman  [Sig. (bilateral) 086 0812 0,289 0,187
N 40 4 40 40

Tabla 9: Correlacion entre las distintas variables de ERG post-inyeccion y la dosis de
DHA inyectadas seglin los test no paramétricos de Tau de Kendall y Rho de
Spearman.

4.3. Examen histoldgico

El analisis de las secciones transversales retroecuatoriales
retinianas, tefiidas con hematoxilina-eosina mediante microscopia
Optica no mostro alteraciones morfoldgicas en relacion a la pérdida
significativa de elementos celulares, desorganizacion de las células
en las capas retinianas, nucleos picndticos ni perfiles compatibles
con células apoptdticas o signos de degeneracidon o necrosis, en los
ojos inyectados con las distintas concentraciones de DHA ni en los

ojos de los grupos controles.

129



Resultados

Figura 21a: El montaje de imagenes muestra un corte histolégico de cada
conejo estudiado, el nimero rotulado en la parte superior de cada imagen
muestra el grupo al que pertenece cada corte histoldgico.
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Figura 21b: El montaje de imagenes muestra un corte histolégico de cada conejo
estudiado, el nimero rotulado en la parte superior de cada imagen muestra el
grupo al que pertenece cada corte histolégico.
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La densidad nuclear media de los perfiles de células
ganglionares, principal variable morfoldgica estudiada, no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
inyectados con DHA a distintas concentraciones y los grupos
controles (grupo 2 p=0’667; grupo 3 p=1; grupo 4 p=1; grupo 6 p=1;

grupo 7 p=0"333; grupo 8 p=0"333).

El andlisis de la correlacién entre la dosis empleada vy la
densidad nuclear media de las células ganglionares no demostré una

relacion estadisticamente significativa (p=0'784).
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Figura 22: Graficos de cajas correspondientes a la medias de
densidad de nucleos teiiidos de células ganglionares en los
distintos grupos de estudio.

132



Rosa Dolz Marco

VARIABLE ESTUDIO ESTADISTICO DOSIS
Tau_b de Kendall Coeficiente de correlacion -0,053
Sig. (bilateral) 0,784

NUCLEOS C. N 16
GANGLIONARES |Rho de Spearman Coeficiente de correlacion -0,089
Sig. (bilateral) 0,742

N 16

Tabla 10: Datos de correlacion entre la dosis de DHA administrada y la densidad de
células ganglionares por el test de Tau de Kendall y Rho de Spearman.

GRUPO 2vs | GRUPO 3vs | GRUPO 4vs | GRUPQ & vs | GRUPO 7vs | GRUPO s
CONTROLES | CONTROLES | CONTROLES | CONTROLES | CONTROLES | CONTROLES

Densidad de nicleos de C Ganglionares

U de Mann-Whitney 1 2 2 2 0 0
W de Wicoron 4 5 5 5 3 3
I 0,175 0 0 0 A9 | A.549
Sig. asintat. oiltera) 0439 1 1 f 0121 | 012
S, exacta[2 (g unlateral] g o100t o000 | foo0t |33 | 3

Tabla 11: Datos de comparacion de medias de la densidad de nucleos tefiidos de células
ganglionares de cada grupo inyectado con DHA respecto a los grupos control mediante
el test U de Mann Whitney y W de Wilcoxon.

Una vez corregidos los factores de magnificacion del
microscopio y del analisis de imagen (800x) se procedié a medir los
distintos espesores retinianos para poder establecer la correlacion
con la dosis de DHA administrada y la comparaciéon de medias de
cada variable. Los datos descriptivos estadisticos se resumen en la

tabla 12.
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N valido (segun lista)

GRUPO [VARIABLE N Minimo | Maximo Media | Desv. tip.
ESPESORTOTAL 6 158,45 193,94 | 175165 | 14,85478
GANGLIONARES 6 26,72 41,61 | 34,18667 | 6,369944
CPI 6 20,51 33,87 26,42 | 5,037015

1 CNI 6 20,84 27,65 | 23,96667 | 2,322487
CPE 6 5,79 9,13 7,545 | 1,388708
CNEISOS 6 62,34 92,24 |76,46333 | 11,18735
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 156,04 177,14 | 168,7433 | 8,415844
GANGLIONARES 6 21,03 39,52 29115 | 7,28578
CPI 6 2487 35,72 29,06 | 3,847254

2 CNI 6 18,88 2543 2283 | 2,747348
CPE 6 5,95 893 | 7,358333 | 0,998868
CNEISOS 6 60,19 91,68 | 75,47833 | 13,14761
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 167,38 197,21 | 177,7617 | 11,51102
GANGLIONARES 6 17,79 36,31 25415 | 6,615944
CPI 6 2451 35,12 30,995 | 4,347278
CNI 6 14,92 22,65 |19,53833 | 3,132714
CPE 6 5,95 9,92 8,08 | 1,699729
CNEISOS 6 69,82 88,5 | 78,53167 | 6,182215
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 178,06 198,8 | 187,4133 | 7,610697
GANGLIONARES 6 24,87 34,55 29,57 | 3,843618
CPI 6 22,29 42,8 | 31,50833 | 8,530068
CNI 6 21,86 29,77 | 26,61167 | 2,735335
CPE 6 6,65 9,39 | 7,676667 | 0,996025
CNEISOS 6 79,84 101,86 | 91,90833 | 9,790862
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 173,3 22453 | 192,2467 | 23,01081
GANGLIONARES 6 22,06 38,96 29,34 | 7,890845
CPI 6 29,53 36,61 | 33,27667 | 2,449291

5 CNI 6 17,07 31,09 23,135 | 4,692175
CPE 6 6,35 8,6 7,486667 | 0,960722
CNEISOS 6 85,13 103,42 | 97,25667 | 6,296541

6

Tabla 12a: Datos estadisticos descriptivos de las distintas mediciones histoldgicas por
grupos de tratamiento.
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ESPESORTOTAL 6 154,22 229,06 | 192,7217 | 34,25596
GANGLIONARES 6 19,98 36,05 28,26667 | 6,219304
CPI 6 21,83 34,92 129,04833 |[4,307916
6 CNI 6 23,28 26,99 2465667 | 1,480536
CPE 6 6,12 10,58 7,81 1,602673
CNEISOS 6 65,72 102,53 | 80,89333 | 16,47802
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 1479 187,56 | 170,8167 | 13,50178
GANGLIONARES 6 29,6 33,97 31,39167 | 1,742187
CPI 6 18,88 31,88 25,775 | 5,154938
7 CNI 6 15,87 26,99 22,22333 | 3,679591
CPE 6 5,79 11,91 8,791667 | 2,603017
CNEISOS 6 71,24 82,12 76,51833 | 4,139683
N valido (segun lista) 6
ESPESORTOTAL 6 141,29 158,62 | 147,4783 | 6,225398
GANGLIONARES 6 23,58 28,94 26,375 | 2,052284
CPI 6 18,88 31,88 25,775 | 5,154938
8 CNI 6 15,91 29,4 20,61167 | 4,836161
CPE 6 4,96 7,54 6,135 0,876966
CNEISOS 6 51,83 86,32 67,05 11,78558
N valido (segun lista) 6

Tabla 12b: Datos estadisticos descriptivos de las distintas mediciones histoldgicas por
grupos de tratamiento.

Las medias de las medidas de los espesores retinianos totales
y por capas (c. de células ganglionares, c. plexiforme interna, c.
nuclear interna, c. plexiforme externa y complejo de células
fotorreceptoras —c. nuclear externa y segmento internos y externos
de los fotorreceptores-) medidas en micras no mostraron una
correlacién estadisticamente significativa con las distintas dosis
decrecientes de DHA empleadas mediante el test de Tau de Kendall y
Rho de Spearman (Espesor total p=0'907; C Ganglionares p=0'136;

CPI p=0'545; CNI p=0’551; CPE p=0"942; CNE-IS/OS p=0'705).
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Figura 23: Diagramas de cajas para las distintas variables histol

los diferentes grupos. Las variables estudiadas incluyen el espesor total retiniano y las

medidas por capas de la retina.
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VARIABLE PRUEBA ESTADISTICA DOSIS
Coeficiente de correlacion 0,014
Tau_b de Kendall |Sig. (bilateral) 0,892
N 48
ESPESORTOTAL Coeficiente de correlacion 0,017
Rho de Spearman |Sig. (bilateral) 0,909
N 48
Coeficiente de correlacion 0,158
Tau_b de Kendall [Sig. (bilateral) 0,136
N 48
GANGLIONARES Coeficiente de correlacion 0,194
Rho de Spearman |Sig. (bilateral) 0,187
N 48
Coeficiente de correlacion 0,023
Tau_b de Kendall |Sig. (bilateral) 0,828
CPI N , - ai
Coeficiente de correlacion 0,011
Rho de Spearman [Sig. (bilateral) 0,941
N 48
Coeficiente de correlacion 0,022
Tau_b de Kendall [Sig. (bilateral) 0,836
CNI N . - hi
Coeficiente de correlacion 0,016
Rho de Spearman |Sig. (bilateral) 0,913
N 48
Coeficiente de correlacion 0,008
Tau_b de Kendall |Sig. (bilateral) 0,942
N 48
CPE Coeficiente de correlacion 0,01
Rho de Spearman |Sig. (bilateral) 0,945
N 48
Coeficiente de correlacion 0,04
Tau_b de Kendall |Sig. (bilateral) 0,705
N 48
CNE-IS/0S Coeficiente de correlacion 0,067
Rho de Spearman |Sig. (bilateral) 0,652
N 48

Pruebas de correlacion entre la variable DOSIS y las distintas variables de espesor

Tabla 13: Datos de correlacion entre la dosis de DHA empleada y los valores de espesor
retiniano total y por capas segun los test de Tau de Kendall y Rho de Spearman.
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En la comparacion de las medias de los distintos espesores
retinianos medidos en los grupos donde se administré DHA respecto
a los grupos control mediante el test estadistico no paramétrico de la
U de Mann Whitney, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la comparacién de la media del espesor retiniano
total, el espesor de la capa plexiforme externa y el espesor del
complejo formado por la capa nuclear externa y los segmentos
internos y externos de los fotorreceptores del grupo 8 respecto a los
grupos control, siendo los espesores del grupo tratado menores
respecto al grupo control. Los niveles de significacidon fueron p>0,001
para el espesor total, p=0,024 para la CPE y p=0’018 para el complejo
CNE-fotorreceptores segun el test no paramétrico de U de Mann-
Whitney. El resto de comparaciones de medias de las amplitudes de
onda no demostré diferencias estadisticamente significativas. Los
datos de los niveles de significacidon se encuentran esquematizados

en la tabla 14.

138



Rosa Dolz Marco

Asunyp-uuely ap n egenid
OLNIINVLYYL :ugoednibe ap sjqeuen ‘e

€560 2890 1900

zZ1s'o €190 8900

959°0- £2r'0- 128}
101 g'601 G'v6

G'LE G'gl

280 £65°0 Gee'o [(leJejeiiun Big),z] eoexe "Big
6120 Z150 £0g'0 (leseleyq) 1omise “Big
182°0- 999'0- €0'} V4
L 0S €0l UOX02|IM 3P M
ABUpYM-Uuep 8p N

>mE__,_,>>-ccm_>_ 8p N eganid

OLNIINVLYY L :ugioednibe ap s|qewep e

1610 1890 1900 1620 §z1'0 Z89'0 [(leJejeiiun Big),z] eyoexe “Big
veL0 9Zr'0 1900 1920 Lo £19'0 (leseleyq) 1omise “Big
6671 164°0- €18'1- AN 765°}- o z
¥4 §'601 18 201 ov G768 UOX0|IM 8P M
0Z 'z 9| vz 6L G'Le Asupym-uuep sp n

faujyp-uuepy ap n eqenid

OLNIINYLYY L :upioednibe ap s|qeuep e

GzL'0 28'0 268'0 G0 £65°0 2010 [(jesereiun “Big),z] e1oexe “Big
LL'o 620 888'0 80.'0 Z15°0 Z60'0 (leisienq) owuise “Big
Z65°1- 182'0- LyL'o- /€0 959°0- 989'}- Z
o ] GG €g 05 6¢ UOXOD|IM 8P M
6l g8 G'HE ze Y4 8l Asupym-uueiy ep n

tratados respecto a

Ggicas en grupos

Tabla 14a: Comparacién de medias de las variables histol

grupos control mediante el test estadistico U de Mann-Whitney y W de Wilcoxon.

139



Resultados

Kaupyp-uuepy ep n eganid

OLNIINVLYYL :ugioednibe ap ajqeueA e

8100 20°0 190'0 ZoL'o Sz'0 100°0< [(lessyeyun 61g),z] e10exe "Oig
6100 20'0 890'0 Z60'0 £22'0 100°0< (leseieliq) yppuise “Big
L¥E'e 6Z'T- 128'1- 989'L- 81Z'L- 8/2'¢- Z
z€ £ Gl 6¢ 4 z LOXGOJIMA 8P M,
Ll zZl G'9l ! £2 | Aauyym-uuep 8p n
TvLOL
SO/SI-AND 3dD IND IdD SIUYNOITONVO [\ e STTOUINOD 54 § 0dNUD
Raupyp-uuepy ap n eganid
OINIINVLYHL :ugioednibe ap a|qelep ‘e
£80°0 Le¥'0 £65°0 289'0 Gl'0 L6Z'0 [(lessyenun -Big),z] ejoexs ‘Big
5200 66€°0 Zrs'0 ¥9'0 804'0 192’0 (leseleiq) ouise “Big
8L~ v¥8'0- 609'0- 8910~ GIE'0 AN z
8¢ 0L G'05 601 €5 Sf UOX03|IM 8P M
Ll 12 G'6Z 1g 43 12 Asupym-uuep sp n
TvLOL
SO/SI-FAND 3dD IND IdD SFUYNOITONYD| | Jeian STTOUINOD SA L 0dNYUD
Aauyyp\-uuepy ep n egenid
OLNIINYLYYL :ugioednibe ap sjqelep e
767'0 96°0 Gee'o 919'0 Gge'o 7680 [(lessyeyun 6ig),z] e1oexe "Oig
¥5H'0 6Z6'0 £0€'0 ¥15'0 67€'0 1580 (lessienq) Jowuise “Big
6720 60'0- £0°)- 295'0- 1£6'0- 1810 Z
6 el €0l 1S ¥ Zh UOXOO|IM 8P M,
82 Gg 1 0g 92 bE Aaupypm-uuep sp n
TWLOL
SO/SI-AND 3d0 IND IdD STUYNOITONYD|  \Jesiaq STTOYINOD 54 9 0dNYUD

Tabla 14b: Comparacion de medias de las variables histolégicas en grupos tratados respecto a
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4.4. Analisis bioquimico de las muestras de humor

acuoso y vitreo.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de Ia
determinacién por cromatografia de gases de la concentracién de
DHA (C22:6n3) en humor acuoso y vitreo 1 semana después de la
inyeccion intravitrea de una dosis Unica de DHA a distintas

concentraciones.

H.ACUOSQ 1,00 | 2 5 6 7 8
DOSIS | 0,00 | 2500 0 5 25 | 50

Conejol| 0,34 | 2,38 | 3,58 | 4,74 | 212 | 342 | 3,61 | 4,73

Conejo2| 0,57 | 4,00 | 423 | 744 | 3,35 | 520 | 4,32 | 473

HVITREO| 1,00 | 2 5 6 7 8
DOSIS | 0,00 | 2500 0 5 25 | 50

Conejo1| 0,58 | 29,90 | 50,11 | 39,76 | 3,19 | 1,58 | 1,33 | 2,11

Conejo2| 0,87 | 22,14 | 60,03 | 53,80 | 28,47 | 4,01 | 3,14 | 4,91

Tabla 15: Concentraciones de DHA medidas en pg/ul en humor vitreo y acuoso una
semana después de la inyeccion intravitrea de DHA.

El andlisis cuantitativo de la concentracion de acidos grasos en

humor acuoso y humor vitreo tras una semana post-inyeccion
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mediante cromatografia de gases reveld6 una correlacidon
estadisticamente significativa (p=0,004) entre la dosis de DHA
administrada y la concentracién de DHA en humor vitreo una
semana después de la inyecciéon. No se encontré una correlacion
estadisticamente significativa en el caso de la concentracién de DHA

en humor acuoso. (p=0"134)

DHA ACUOSO | DHA VITREO
Correlacion de -
Pearson 0,578 882
DOSIS Sig. (bilateral) 0,134 0,004
N 8 8

Tabla 16: Datos de correlacion entre la dosis inoculada y la concentracion de DHA en
humor acuoso y vitreo una semana post-inyeccion.
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5. Discusion.

La funcién visual se fundamenta en la transduccion de las
sefiales luminosas que recibe la retina, y su procesamiento para
transformarlas en impulsos eléctricos. La fototransduccién y el ciclo
de la visidn tienen lugar principalmente en el epitelio pigmentario y
los segmentos externos de los fotorreceptores.

Sabemos que existe un sistema de captacién y reutilizacion del
DHA en la retina, que nos previene de la carencia de este acido graso
esencial. Este mecanismo protector se debe a que el DHA
desempeiia funciones estructurales primordiales para la funcidn
visual ya que forma parte de las membranas de los discos de los
fotorreceptores que contienen los pigmentos fotosensibles ademas
de otras funciones metabdlicas (Bazan NG et al, 1992; Pinazo-Duran
MD y Bosca-Gomar L, 2012).

Las degeneraciones retinianas involucran multiples y complejas
vias patogénicas, pero muchas de ellas comparten la alteracion de la
valiosa relaciéon entre los fotorreceptores y las células del EPR,

esencial en el mecanismo de reciclaje de DHA. Ha sido demostrado

143



Discusion

qgue la pérdida de DHA en las células fotorreceptoras en la retina
ocurre en diferentes degeneraciones de la retina tales como la
DMAE, la retinitis pigmentosa, la enfermedad de Stargardt o el
glaucoma (McColl AJ y Converse CA, 1995; Maude MB et al, 1998;
Bazan NG et al, 1986; Cellini M et al, 1998; Hettema EH et al, 1996;
Smith W et al, 2000).

Tras el descubrimiento de estas importantes funciones del
DHA, diferentes estudios con este acido graso poliinsaturado han
puesto de manifiesto que las variaciones dietéticas influyen en la
captacién de DHA y por tanto en la funcion visual, que inducen
incluso cambios en el patrén electroretinografico (Jeffrey BG et al,

2001).

Estos datos han suscitado un interés creciente en los beneficios
del DHA, promoviendo varios ensayos de suplementacion dietética
para enfermedades oculares como la DMAE, enfermedad de
Stardardt, distrofia viteliforme macular de Best vy retinitis

pigmentosa. Se ha demostrado su eficacia en la DMAE vy la retinitis
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pigmentosa (AREDS report n? 8, 2001; Hettema EH y Tabak HF,

2000).

Tras una exhaustiva busqueda bibliografica no se encontraron
referencias sobre el uso del acido graso DHA por via intravitrea por lo
gue éste es el primer estudio de evaluacién preclinica de la toxicidad
retiniana tras la administracion intravitrea de DHA puro en dosis

Unica en un modelo animal de conejo albino.

Los estudios de toxicologia preclinica tienen como objetivo
principal localizar el o los 6rganos diana de toxicidad de una
sustancia y estimar el margen de seguridad de un posible agente
terapéutico en animales de experimentacion (NC3RS, 2009). Estos
estudios permiten extraer conclusiones generales de toxicidad que
pueden avalarse con resultados propios y compararlos con otros
obtenidos por otros investigadores y reportados en la literatura
cientifica (Fiore t et al, 2010; Crafoord S et al, 2011; Zayit-Soudry S et

al, 2010).
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Siguiendo el protocolo estdndar para el estudio toxicolégico de
un farmaco nuevo (Penha FM et al, 2010), se disend un estudio
preclinico o preliminar de corta duracidén que necesariamente debe
preceder a la administracion del farmaco en estudio en humanos
(Declaracién de Helsinki). En nuestro caso se estudio la seguridad

retiniana del DHA administrado por via intravitrea en dosis Unica.

La creciente utilizaciéon de la via intravitrea para administrar
farmacos en la patologia retiniana se debe a las multiples ventajas de
esta técnica frente a algunos tratamientos sistémicos (Espafia E y
Diaz-Llopis M, 1996) entre las que cabe destacar la obtencién de

unos niveles mayores de farmaco a nivel intraocular.

El examen clinico realizado tras la inyeccién de las distintas
concentraciones de DHA reveld que las concentraciones mas altas
no eran seguras ya que se produjo una importante reaccién
inflamatoria en la cdmara anterior, con un caso de ectasia corneal
asociada. Se han descrito reacciones inflamatorias similares tras la

administracion intravitrea de farmacos con una seguridad retiniana
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probada. (Antonopoulos C, et al, 2011; Mozayan Ay Farah S, 2012) A
pesar de esto las concentraciones de 2,5 mg/50ul, 5mg/50ul y
10mg/50ul no fueron consideradas como seguras desde el punto de
vista clinico en la administracién en dosis Unica por via intravitrea en
el modelo animal de conejo albino. Las concentraciones mas bajas,
5ug/50ul, 25ug/50ul y 50ug/50ul, no mostraron alteraciones en el
estudio oftalmoscépico por lo que se clasificaron como seguras

desde el punto de vista macroscépico.

El examen funcional no reveld6 una correlacion
estadisticamente significativa con la concentracion de DHA
empleado. Ademas no se objetivaron cambios en las amplitudes de
onda medidas pre y post-inyeccion. Si que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la media de la
amplitud de la onda A fotdpica basal (mV) del grupo 2 y las de los
grupos  control (p=0,006).  También hubo  diferencias
estadisticamente significativas entre la media de la amplitud de la
onda B escotdpica basal del grupo 7 respecto a la de los grupos

control (p=0,02). Estas diferencias en datos pre-inyeccién no se
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manifestaron posteriormente en diferencias post-inyeccion por lo
gue representaron variaciones significativas en las amplitudes de
onda basales sin una repercusién funcional posterior. Por tanto no
fueron tomadas como datos de toxicidad retiniana secundaria a la
inyeccion de DHA, sino como posibles anomalias en la realizacion del
ERG al tratarse éste de un protocolo electroretinografico en animales
gue puede ser menos predecible que en humanos. El resto de
comparaciones de medias de las amplitudes de onda del ERG no

demostraron diferencias estadisticamente significativas.

El examen histolégico morfolégico no mostré una correlacién
estadisticamente significativa entre las dosis empleadas y la
densidad nuclear media de los perfiles de células ganglionares.
Tampoco se demostraron diferencias estadisticamente significativas
en la comparacion de las medias de las densidades de nucleos
tefiidos de células ganglionares de los grupos en los cuales se

administré DHA respecto a los grupos control.
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El estudio histologico morfométrico que evalud los espesores
retinianos totales y por capas no reveld6 una correlacién
estadisticamente significativa entre las distintas concentraciones de
DHA inyectadas y los espesores retinianos obtenidos. Sin embargo, la
comparacion de medias de los espesores retinianos de los distintos
grupos respecto a los grupos control, encontré diferencias
estadisticamente significativas en la comparacidn de la media de las
medidas de espesor total (p>0,001), CPE (p=0,024) y el complejo
formado por la CNE y los segmentos internos y externos de los
fotorreceptores (p=0'018) del grupo 8 respecto a los grupos control.
Queddé por tanto demostrado estadisticamente que existia una
disminucion de grosor significativa en diversas capas retinianas y en
el espesor retiniano global del grupo 8 respecto a los grupos control.
Podria tratarse por tanto de un signo de toxicidad secundaria al DHA,
sin embargo la ausencia de alteraciones histoldgicas en los grupos
tratados con dosis mucho mayores a las administradas en este grupo
no apoyan esta hipdtesis. No obstante, dada la alta significacion de

los resultados, la concentracion de 50ug/50ul de DHA, se clasifico
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como no segura desde el punto de vista histoldgico. El resto de
comparaciones de medias de los espesores retinianos en los distintos
grupos de estudio no demostrd diferencias estadisticamente

significativas.

El estudio bioquimico que cuantificod la concentracién de DHA
en vitreo una semana después de la inyeccion demostré una
correlacién estadisticamente significativa entre la dosis de DHA
administrada y los niveles de DHA en vitreo. Este dato toxicocinético
demuestra que la administracion intravitrea de DHA aumenta la
concentracion de este acido graso una semana después de su
inyeccion confirmando la exposicién local de la retina al DHA. Este
hallazgo podria sugerir que el vitreo actia como posible reservorio
de este acido graso esencial omega-3 cuando se inyecta de forma

intravitrea.

Las limitaciones de este estudio fueron el pequefo tamaiio
muestral, el corto periodo de seguimiento y la existencia de

diferencias anatdémicas y funcionales entre la retinas del conejo y la
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humana. Ademas no se determiné la absorcion retiniana de DHA tras
su administracion intravitrea. En parte estas limitaciones se debieron
al disefio del trabajo, al tratarse de un estudio preclinico de toxicidad

de corta duracion.

A pesar de estas limitaciones se ha alcanzado el objetivo
principal y los objetivos secundarios del estudio. Por tanto,
analizando globalmente nuestros resultados, podemos concluir que
las concentraciones 50ug/50ul, 2,5 mg/50ul, 5mg/50ul y 10mg/50ul
no son seguras en la administracién intravitrea de dosis Unica en el
conejo albino. Por el contrario, las concentraciones 5ug/50ul y
25ug/50ul con seguras desde el punto de vista clinico, funcional e
histolégico administradas en dosis Unica intravitrea en el conejo
albino. La dosis maxima tolerada corresponderia a una inyeccion
Unica de 0'05ml de DHA puro con una concentracion de 25ug/50ul,
inoculando por tanto 25 pg de DHA por via intravitrea. El rango de
dosis incluiria también la concentracién de 5ug/ ul siendo por tanto

de 5 a 25 pg/50ul de DHA.
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Se postula que la administracion intravitrea de DHA en el vitreo
puede ser una terapia potencial para prevenir la progresiéon de las
enfermedades degenerativas de la retina por la restauracién de la
alta concentracion de DHA en los fotorreceptores. Se precisaran
nuevos estudios con un mayor tamafio muestral y tiempo de
seguimiento, con ajuste de las concentraciones de DHA a administrar
(basandose en los datos de nuestro estudio) y con evaluacién de
variables de dosis-efecto, asi como otros aspectos de la seguridad
del agente, para conseguir ensayar la eficacia y seguridad de la
inyeccion intravitrea de DHA en la retina humana. Nuestro estudio
puede abrir las puertas a nuevas terapias para las degeneraciones

retinianas.
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6. Conclusiones

1. El disefio de nuestro estudio se ha basado en los estudios
preclinicos de toxicidad de farmacos que preceden a los ensayos
clinicos en humanos. Este disefio es idéneo para la determinacion de
la seguridad de una sustancia no utilizada previamente por via
intravitrea, en nuestro caso el DHA puro en dosis Unica.

2. La inyeccidn intravitrea per se por via pars plana no provoca
alteraciones macroscépicas o microscépicas a nivel ocular, siendo
una técnica habitual en la practica clinica actual con beneficios claros
respecto a la via sistémica. En nuestro caso ha sido una técnica
segura sin complicaciones asociadas.

3. En la primera fase de nuestro trabajo se utilizaron
concentraciones altas de DHA preparadas para alcanzar la dosis
maxima tolerada. En esta etapa se produjo una uveitis anterior no
infecciosa leve-moderada en relacién proporcional a la dosis
inoculada en cada uno de los conejos tras la inyeccion intravitrea
(concentraciones de 2’5mgl, 5mg y 10mg de DHA puro). Sin embargo

ninguna de ellas provocé cambios retinianos significativos desde el
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punto de vista funcional en el ERG o histoldgico (cualitativos o
cuantitativos). Estas concentraciones de DHA: 2,5 mg/50pl,
5mg/50ul y 10mg/50ul mostraron ser clinicamente inseguras en
relacion a la dosis-efecto.

4. En la segunda fase la concentracién de 50ug/50ul de DHA
provocd cambios histoldgicos retinianos, expresados como una
disminucion del espesor total de la retina con afectacién del grosor
de la CPE y el complejo formado por la CNE y los segmentos internos
y externos de los fotorreceptores, por lo que esta dosis se consideré
insegura desde el punto de vista histoldgico.

5. Las restantes concentraciones ensayadas durante la segunda
fase, 5ug/50ul y 25ug/50ul de DHA puro, no produjeron anomalias
clinicas, funcionales en el ERG ni histoldgicas morfoldgicas ni
morfométricas. Tampoco se produjeron alteraciones del
comportamiento ni en el nivel de ingesta o actividad de los animales,
siendo consideradas por tanto seguras para inoculacidon intravitrea
en el modelo de conejo albino desde el punto de vista clinico,

funcional e histolégico.
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6. La dosis maxima tolerada fue de 25ug en dosis Unica en
inyeccion intravitrea, lo que corresponde a una dosis de 0°05ml de
DHA con una concentracién de 25ug/50ul.

7. El rango de dosis que demostré ser seguro en nuestro
estudio fue de 5 a 25ug en dosis Unica lo que se corresponde a la
inyeccion de 0°05ml de DHA puro con unas concentraciones de entre
5ug/50 pLy 25pug/50 pL.

8. La cuantificacion de la concentracién de DHA en vitreo una
semana después de la inyeccion demostré una correlacién
estadisticamente significativa entre la dosis de DHA administrada y
los niveles de DHA en vitreo, actuando el vitreo como posible
reservorio de este acido graso.

9. Las principales limitaciones de nuestro estudio derivan de su
naturaleza preclinica o preliminar. Entre ellas cabe destacar el
pequeiio tamafio muestral y el corto periodo de seguimiento, asi
como la ausencia de determinacion de la absorcidn retiniana de DHA

administrado por via intravitrea.
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10. Nuevos estudios deberan ser realizados para determinar la
seguridad de la administracién intravitrea de DHA puro en humanos
asi como su posible eficacia en el tratamiento en monoterapia o

como coadyuvante de diversas patologias retinianas.
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ANEXO I.

VNIVERSITAT
1> VALENCIA

D. Enrique Font Bisier. Profesor Titlar de Zoologia y Secretario del
Comité Etico de Experimentacion v Bienestar Animal de la Comision de
Ltica en Investigacion Experimental de la Universitat de Valéncia,

CERTIFICA:

Que, reunido el Comité Flico de Experimentacion v Bienestar Animal de la
Comision de [tica de la Universitat de Valéncia ¢l dia 13 de febrero de 2012.
acordo informar FAVORABLEMENTE la realizacion en sus instalaciones del
protocolo de experimentacion animal A 1328549720767 titulado *Evaluacion de
la Seguridad retiniana preclinica sobre la administracion intravitrea de acido
docosahexaenoico (DHA). Evaluacion en meodelo experimental en conejo™, cuya

investigadora principal ¢s Diia. Maria Dolores Pinazo Duran.

I:n Valencia. a 5 de marzo de 2012,
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