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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Propdsito: La reticulacion del colageno de la lamina cribosa y la esclera peripapilar, podria
ser un método plausible para modular el estrés biomecanico y las lesiones basados en la

tension en la regién laminar causados por el gluacoma.

Método: 32 ratas wistar albinas distribuidas en 4 grupos, los ojos derechos se infiltraron
via retrobulbar con genipin (15 mM y 150 mcl), BAPN (beta — aminopropilnitrilo) (10 mM y
150mcl). Los ojos izquierdos se usaron como controles. Se realizaron mediciones de la
P10 inmediatas y semanales durante 1 mes con el tonémetro de rebote Tonolab. Se realiz6
inmunohistoquimica para la proteina S-100 y GFAP, para medir el cambio en la longitud
del nervio o6ptico y el grado de bloqueo del transporte en la cabeza del nervio
optico. Finalmente, los cambios moleculares se analizaron mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR).

Resultados: Genipin no afect6 la PIO ni la morfologia de la cabeza del nervio éptico,en
cambio, el BAPN redujo significativamente la PIO en todos los grupos de tratamiento. La
relacion copa / disco en ojos glaucomatosos habia aumentado aproximadamente 0,6 en
comparacion con 0,3 en los controles. La longitud axial fue mas pronunciada en los ojos
tratados con BAPN. Por Ultimo, no observamos ningdn cambio en la expresion de genes

en los tratamientos.

Conclusion: La reticulacién con genipin en ratas evita la deformacién biomecanica la
esclera peripapilar, tiene un efecto antiinflamatorio y neuroprotector, no observamos signos
de toxicidad al evaluar los axones, las CGR y la anatomia macroscoépica de los ojos

después de la inyeccion retrobulbar de genipin ni de BAPN.

Palabras clave: Glaucoma, Genipin, BAPN, RGC, PIO.



Xl Evaluar el efecto del genipin sobre la cabeza del nervio éptico en un modelo animal
de glaucoma

Abstract

Purpose: Crosslinking of the collagen of the lamina cribrosa and the peripapillary sclera
could be a plausible method to modulate biomechanical stress and strain-based injuries in
the laminar region caused by glaucoma.

Method: 32 albino Wistar rats distributed in 4 groups, the right eyes were infiltrated via
retrobulbar with genipin (15 mM and 150 mcl), BAPN (beta-aminopropionitrile) (10 mM and
150mcl). The left eyes were used as controls. Immediate and weekly IOP measurements
were made for 1 month with the Tonolab rebound tonometer. Immunohistochemistry was
performed for the S-100 protein and GFAP, to measure the change in the length of the optic
nerve and the degree of transport blockage in ONH. Finally, the molecular changes were
analyzed using the real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: Genipin did not affect IOP or optic nerve head morphology, BAPN significantly
reduced IOP in all treatment groups. The cup / disc ratio in glaucomatous eyes had
increased to approximately 0.6 compared to 0.3 in controls. Axial length was more
pronounced in BAPN-treated eyes. Finally, we did not observe any change in gene
expression in the treatments.

Conclusion: Crosslinking with genipin in rats avoids biomechanical deformation of the
peripapillary sclera, has an anti-inflammatory and neuroprotective effect, we did not
observe signs of toxicity when evaluating axons, RGCs and macroscopic anatomy of the

eyes after retrobulbar injection of genipin. nor from BAPN.

Keywords: Glaucoma, Genipin, BAPN, RGC, IOP.



Contenido X

Contenido
Pag.
ST U1 1= o PP UPP PP UUPPRTT XI
IESY = W0 L o U1 = LSRR XVV
I ES] = W0 [ = o] = T XVI
Lista de SImMbOoI0S Yy abreviaturas.............uuueeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiereeennr————. XVII
INEFOAUCCION .. et iError! Marcador no definido.9
R Y/ = U o I8 =0 | o] o 21
2. JUSHIFICACION oo 25
3. OB JBLIVOS oo 26
70 R @ o =1\ o I o =T = = | 26
3.2 ODbjetivOS ESPECITICOS ....cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et 26
N\ 1= o To [o] (o Yo | - PRSP 28
4.1 TIipO Yy diSEN0 del @STUAIO ......uuvuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieii i eeeeeeeeeeeeee 28
4.2  SUjetos EXPEIMENTAIES ......cooi e 28
T (0 To =T [T o1 T=T o1 (o 29
T N [ To [ Totod o g e (=N P o T Lo = - U 29
4.3.2 Induccion y medicidn de la presion intraocular ...............ccvveeeeeeeeeriiiiiiieeee e, 29
4.3.3 Infiltracion retrobulbar del genipin y del BAPN..........coooiiiiiiiii e, 30
4.3.4 INMUNONISTOQUIMICE ...t a e 30
4.3.5 MediciOn del groSOl €SCIEIa .........cooiiiiiiiiiiii e 30
4.3.6 Reacciéon en cadena de la polimerasa RT-PCR ..........ccccciiiiiiiiiieeiicicceeee e, 31
N A g T 1S =] r= Lo [ 11 o R 31
5. Consideraciones étiCas ........ccccvvveeeieeeeeieeeniiiieeeeeeeeeeennns iError! Marcador no definido.
LS 700 R N\ o 1 ¢ o = 11 T =T S 32
5.2  Declaracion de conlfictos de INtEreS ..........cevvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 32
6. RESUIAUOS..ccuiieiii e iError! Marcador no definido.
6.1 Cambios en la presion intraocular en un modelo de glaucoma .............cccc...... 33
6.2 Cambios en la PIO ante el tratamiento con genipin y BAPN sin glaucoma....... 34
6.3  ElI BPNA disminuye la PIO en modelo animal de glaucoma ...........cccccccceee.. 35
6.4  El Genipin no genera cambios en la PIO en animales con glaucoma ............. 35

6.5 Cambios anatomicos € hiStOlOQICOS ........ccoiiiiiiiiiiiiiiee e 36



XV Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

7.
8.
9.

6.5.1 Cambios en el grosor €SCleral ... 37
6.5.2 Efecto antiinflamatorio de genipin sobre la cabeza del nervio 6ptico................. 38
6.6 Cambios en la expresidn genica causada por el glaucoma ............cccccceeeeneenn. 38

DISCUSION ..o iError! Marcador no definido.
Conclusiones y recomendaciones .........c.ccceceevvvvvvvnnnnn. jError! Marcador no definido.

Bibliografia .......ccccooiiiiiiii e jError! Marcador no definido.



Contenido

XV

Lista de figuras

Figura 6-1:
Figura 6-2:
Figura 6-3:
Figura 6-4:
Figura 6-5:
Figura 6-6:

definido.

Figura 6-7:
Figura 6-8:

Pag.

Diferencias de la PIO entre los sujetos con glaucoma y sin glaucoma... 33

El BAPN disminuye la PIO €N 0JOS SANO0S ..........uuuuuiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinnnns 34
El BAPN disminuye la PIO en 0jos glaucomatosos................evvvvveeeninnns 35
El Genipin no genera cambios en la PIO en glaucoma. ..............cc.c........ 35

Cambios anatémicos en el nervio 6ptico..3jError! Marcador no definido.
Cambios anatémicos en glaucoma con genipin. ..... 3iError! Marcador no

Cambios en el grosor esclerar disminuye con genipin. ............cceeeeenn. 37
Efecto antiinflamatorio del genipin ..........cccooieiiii i, 38



Contenido XVI

Lista de tablas

Pag.

Tabla 4-1: Grupos experimentales..........cccccccvvvviiiivinnnnnn. iError! Marcador no definido.



Contenido XVII

Lista de Simbolos y abreviaturas

Abreviaturas

Abreviatura Término

PIO Presién intraocular

CGR Células ganglionares de la retina
DM I Diabetes Mellitus Tipo I

BAPN Beta — aminopropilnitrilo

GA Gliceraldehido

LALES Angeles Latino Eye Study

GAA Glaucoma de angulo abierto
OMS Organizaciéon Mundial de la salud
CMT Células de la malla trabecular
LIO Lente intraocular

OCT Tomografia de coherencia 6ptica






Contenido 19

Introduccioén

El glaucoma esta caracterizado por un incremento de la presion intraocular (PIO) causada
por una excesiva tension biomecanica en la cabeza del nervio éptico donde residen las
células ganglionares de la retina (CGR), las cuales se ven afectadas por esta enfermedad
(2). El nervio éptico puede continuar dafiandose a pesar de disminuir la presion intraocular,
es por ello que puede existir dafio glaucomatoso con presion normal (2). Existen estudios
recientes sobre el manejo de la hipertension ocular entre los que se destacan algunos
factores de riesgo como la edad, la PIO, la relacion excavacion disco y el espesor corneal
adelgazado, siendo este ultimo hallazgo un factor importante que ha permitido el estudio
de otras variables involucradas y ha generado un mayor interés en el estudio de las
propiedades biomecanicas del revestimiento ocular y su papel en la fisiopatologia del
glaucoma (3, 4).

En trabajos preliminares como el estudio de tratamiento de hipertension ocular y el estudio
europeo de prevencion del glaucoma, se ha determinado la relacién inversa existente entre
la diabetes Mellitus tipo Il (DM 1) y el riesgo de glaucoma, debido a una forma natural de
reticulacion de las fibras de colageno secundarias a la glucosilacién no enziméatica de las
proteinas, lo que conduce a la rigidez del tejido y por lo tanto un importante factor de

proteccion ( 5, 6, 7).

Recientemente se ha propuesto la teoria biomecanica del dafio glaucomatoso que segun
principios de ingenieria se han utilizado para explicar por qué una carga mecanica, la
presion intraocular, puede llevar al desarrollo de una neuropatia Optica glaucomatosa
especificamente dentro de la esclerdtica y la ldmina cribosa peripapilar influyendo

directamente en la pérdida de células ganglionares de la retina en el glaucoma (8).

Dentro de las alternativas terapéuticas para mitigar dicho dafio, se plantea la hipotesis de

reducir estas tensiones excesivas mediante la reticulacion de la esclerdtica posterior que
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rodea el nervio éptico para proteger a las CGR; es asi, que dentro de las alternativas
terapéuticas para obtener dicho efecto sobre la esclerética se encuentra el genipin, un
agente de entrecruzamiento de coldgeno no fotoactivado, de origen natural, extraido de la
fruta Gardenia, previamente investigado como colageno para el uso ocular (9). El genipin
es una molécula que tiene un efecto entrecruzador logrando la adhesién de las fibras de
colageno y haciendo los tejidos mas fuertes y resistentes a la traccion mecanica y a la
deformidad. Genipin-crosslinking se ha utilizado para mejorar la fuerza del cartilago
articular, los tendones de la rétula humana y el refuerzo de la esclerética posterior con
excelente biocompatibilidad y menor toxicidad, es un agente de reticulacion superior
debido a su estabilidad, biocompatibilidad y seguridad general (9, 10, 11). Estudios previos,
han indetificado que la administracion retrobulbar de Genipin contribuye a una rigidez
exitosa de la esclerética posterior de la rata durante 4 semanas; sin embargo, en
condiciones normales, sin presencia de glaucoma, el genipin no mitiga la perdida axonal,
ni tampoco genera cambios en la expresién génica escleral relacionada con el recambio

de la matriz extracelular o en la expresion génica retiniana de citocinas inflamatorias (12).

Tambien, existen otras teorias que refieren que el endurecimiento del complejo nervio
Optico- esclera peripapilar, podria ser un factor protector. Sin embargo, estudios recientes
usando diversas sustancias como glicerladehido, metilglioxal han demostrado efectos
adversos; la aplicacion directa de estos agentes de reticulacién a la lamina cribosa y la
esclerotica peripapilar puede aumentar la resistencia a la traccion de estas estructuras en

explantes sometidos a andlisis extensométricos (13, 14, 15).

Con base en estos antecedentes y buscando un posible método viable para el tratamiento
del glaucoma, el objetivo de este estudio es utilizar un modelo animal de glaucomay buscar
revertirlo a través del endurecimiento del colageno utilizando genipin, molécula de origen
vegetal que tiene un efecto entrecruzador y permite la adhesion de las fibras de colageno,
haciendo los tejidos mas fuertes y resistentes a las tracciones mecanicas y a la deformidad
de la lamina cribosa y la escler6tica peripapilar. Las propiedades del genipin permitirian
modular el estrés biomecanico y los mecanismos de lesién basados en la tensiéon en la
regiéon laminar, evitando asi la aparicion o ralentizacion de la progresion de la neuropatia

Optica glaucomatosa.
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Marco tedrico

El glaucoma representa un grupo de enfermedades definidas por una neuropatia Gptica
caracteristica que es consistente con la excavacion y el debilitamiento de los elementos
del tejido neural y conectivo del disco 6ptico que resultan de una lesion en los axones a
nivel de la cabeza del nervio éptico que ocasiona el desarrollo eventual de patrones
distintivos de disfuncion visual (14,15, 16).

El glaucoma es el padecimiento que provoca mayor nimero de pacientes con ceguera
irreversible en el mundo siendo la segunda causa de ceguera a nivel mundial, 4,5 millones
de personas lo padecen en la actualidad con proyecciéon a 11 millones de afectados para
el 2020 segun datos de la OMS; presenta una Incidencia 1% - 2% en mayores de 40 afios
a nivel mundial siendo afectados 2,4 millones por afio, y su prevalencia se encuentra entre
el 0 .8% - 7%, este aumenta con la edad y varia de acuerdo poblaciones. En Estados
Unidos constituye la primera causa de ceguera legal en pacientes de raza negra y la
tercera en pacientes de raza blanca, después de la degeneracién macular relacionada con
la edad y la retinopatia diabética (16-19). De acuerdo con las caracteristicas que originan

el glaucoma, se clasifica asi (20):

Glaucoma primario de angulo cerrado

Glaucoma primario de angulo abierto

Glaucoma de tensién normal

Glaucoma secundario (pseudoexfolitaivo, pigmentario neovascular)

Glaucoma congénito

o gk~ W N PRE

Otros tipos de glaucoma (inflamatorio, relacionado al LIO, traumético, por tumores

etc.)
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Los factores de riesgo relacionados con el glaucoma varian segun su clasificacion, por
ejemplo, para glaucoma primario de angulo cerrado: raza de origen mongoloide, sexo
femenino, mayor edad, antecedentes familiares, hipermetropia; en el caso del glaucoma
primario de angulo abierto: raza negra, miopia, sexo sin diferencia, corneas delgadas,
antecedentes familiares, edad, migrafia. La presion intraocular elevada es el factor de
riesgo mas importante que, aungque su presencia no define la entidad si esta directamente

relacionada con la misma (21,22, 23) .

El diagndstico del glaucoma se basa en un estudio clinico y paraclinico detallado y de
seguimiento, es necesario realizar fondo de ojo, toma de presion intraocular, gonioscopia,

campos visuales, paquimetria, OCT de nervio Optico (24).

En cuanto al tratamiento, el objetivo fundamental en el glaucoma es reducir la tasa de dafio
glaucomatoso a un punto en el que, con suerte, se mantenga la mayor vision funcional
posible y para ello es necesario un buen control de la PIO que se logra a través de terapia
farmacologica (analogos de las prostaglandinas, b agonistas, inhibidores de la anhidrasa
carbdnica agonistas simpaticomiméticos, agentes para simpaticomiméticos), terapia laser
(trabeculoplastia, iridotomia) y si falla lo anterior procedimientos quirdrgicos
(Trabeculectomia, cirugias no penetrantes, dispositivos de drenaje, microimplantes) (21-
25).

Durante la ultima década, los principios de ingenieria se han utilizado para explicar por qué
una carga mecanica: la presion intraocular, puede llevar al desarrollo de una neuropatia
Optica glaucomatosa, que ha permitido proponer la "teoria biomecanica" del glaucoma
(24,25). Esta, plantea que el comportamiento de los tejidos conectivos de la cabeza del
nervio optico (especificamente dentro de la esclerética y la lamina cribosa peripapilar) en
respuesta a la presion intraocular (independientemente de su magnitud) puede influir
directa e indirectamente en la fisiologia y fisiopatologia de la cabeza del nervio
optico. Dado que la biomecéanica de la esclerética y la lamina cribosa probablemente
influyen en la pérdida de células ganglionares de la retina en el glaucoma, permite sugerir
qgue alterar el comportamiento biomecanico teniendo un efecto protector contra
el glaucoma (26). Los estudios realizados en gatos y monos con hipertension ocular
inducida experimentalmente han demostrado un bloqueo del transporte axonal ortogrado
y retrégrado a nivel de la lamina cribrosa (27), existe alguna evidencia que sugiere que la

rigidez de la esclerética peripapilar puede ser protectora contra el desarrollo
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de glaucoma en un modelo animal (28). La idea de que alterar el comportamiento
biomecanico podria proteger contra el glaucoma es una hipotesis prometedora. Es
técnicamente posible como se ha hecho previamente usando crosslinking del
colageno mediante técnicas ya aplicadas in vivo a la cérnea en el tratamiento del

gueratocono (27-31).

Como ya se menciond, el Genipin es un agente entrecruzador de origen natural derivado
de la planta gardenia jasminoides y del Genipa americano y ha demostrado ser el agente
entrecruzador menos citotdxico en comparacion de otros agentes como el glutaraldehido
(28) Ademas de ser biocompatible (29) seguro y efectivo como entrecruzador de injertos
en ingenieria de tejidos, asi como en la aplicacion en el campo de la produccién de
medicamentos de liberacion sostenida y la aplicacion en el microencapsulamiento de
células madres de origen adiposo (30-31). Ademas del potencial en el manejo de
enfermedades que tienen inflamacién ocular, su efecto antiinflamatorio ha sido evaluado

con resultados exitosos (32-34).

Se ha sugerido la rigidez escleral como una terapia potencial para glaucoma y miopia,
Campbell y colaboradores estudiaron in vivo en modelo animal si la inyeccion retrobulbar
de genipin causa una inmunidad o respuesta inflamatoria en la retina y concluyeron que

Nno parece causar una respuesta inmune o inflamatoria en la retina (35).

Kimball y colaboradores en un modelo animal concluyé que la reticulacion escleral usando
glicerladehido via subconjutnival en un modelo de glaucoma indujo mayor dafio axonal
(36); recientemente Korneva y colaboradores (37) reforzé esta teoria, el entrecruzamiento
con gliceraldehido de la escler6tica en ratones exacerba los cambios glaucomatosos en

los componentes celulares del nervio Optico y la obstruccion del transporte axonal.

En estudios actuales se ha demostrado el factor antiinflamatorio y neuroprotector que tiene
el genipin sin interferir en la funcion visual (34), sin embargo, existe también la teoria que
probablemente el reblandecimiento del complejo nervio Optico esclera peripapilar y la
extension de la lamina cribosa podria tener un efecto relacionado con la disminucion de la
sobrecarga mecanica ejercida por la presién ocular, por lo tanto es necesario considerar

comparativamente los efectos de la reticulacion escleral y el reblandecimiento en la cabeza
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del nervio éptico. Para ello, el BAPN un inhibidor conocido de la reticulacion del colageno,
tiene importantes implicaciones en todas las areas de la cirugia y lesién ocular para el

control de la maduracion del colageno y sus complicaciones en la cicatrizacion (38-39).

Se ha demostrado que la reticulacion de la matriz tiene efectos profundos sobre la
resistencia al flujo de salida y la composicion de las células de la malla trabecular (CMT) y
son consistentes con el paradigma emergente de que cuanto mas rigido es el CMT, menor
es la facilidad de flujo de salida acuoso a través de la malla trabecular. No se ha
determinado las implicaciones sobre el efecto del BAPN en el complejo nervio Optico
esclera peripailar (38-40).
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Justificacion

El glaucoma corresponde a una patologia ocular neurodegenerativa, que afecta
progresivamente la estructura del nervio O6ptico, alterando la funcionalidad del campo
visual. Esta afeccidn es considerada la segunda causa mas frecuente de ceguera a nivel
mundial, después de la catarata (41). En 2013, se estim6 que el nUmero de personas con
glaucoma alrededor del mundo era de 64,3 millones, cifra que se incrementaria a 76
millones en 2020 y a aproximadamente 111,8 millones en 2040, convirtiéndose esta
patologia en la segunda causa de ceguera en el mundo después de catarata y causando
ceguera bilateral e irreversible a 8.4 millones de personas, que para el 2020 serian 11,2
millones (42, 43).

En Estados Unidos aproximadamente 4.4 millones de personas tienen glaucoma, de los
cuales mas de 120.000 personas resultan ciegas. En la poblacién latina, segin Los
Angeles Latino Eye Study (LALES) la prevalencia de Glaucoma de angulo abierto (GAA)
es en promedio de 4.74%, siendo menor en poblacion menor a 50 afios (40-49 afos;
1.32%) y hasta 16 veces mayor en poblacién mayor de 80 afios (21.76%) (40). Otros
estudios realizados en poblacion de 40-80 afios sugiere una prevalencia de GPAA en Asia
de 2.31%, Africa 4.20%, Europa 2.51%, Norte América 3.29%, Latinoamérica y Caribe de
3.65%, Oceania 2.63% y mundial de 3.05% (44). En Colombia, en un estudio realizado
por Juan Carlos Rueda en el 2005 se encontré en una poblacion de adultos mayores de
50 afios de bajos recursos econdémicos en el nororiente de Colombia una prevalencia del
5.41% de los cuales 84% desconocian este padecimiento (45). La prevalencia de ceguera
es del 0.7% siendo el glaucoma la segunda causa después de la catarata y la retinopatia
diabética (46).
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El glaucoma no tiene cura y no es posible recuperar la vision perdida. En la actualidad,
todas las terapias para el glaucoma, tanto farmacol6gicas como quirdrgicas, se basan en
la necesidad de reducir la presion intraocular (P1O); cuando estos enfoques fallan, no hay
otra alternativa de tratamiento. Por lo tanto, existe una necesidad clinica significativa de
nuevos tratamientos efectivos para la pérdida de vision debida al glaucoma (47, 48). Dado
lo anterior, el presente estudio busca determinar si el tratamiento con genipin resultar ser
antiinflamatorio y neuroprotector para la enfermedad de glaucoma, dado sus efectos de
entrecruzamiento de colageno sobre las células ganglionares de la retina, ya que, se ha
determinado que el genipin protege el revestimineto esclerar por el efecto crosslinking del
colageno (49-53).

De acuerdo a lo postulado, el interés central del presente estudio es responder a la
pregunta de investigacién: ¢ Cual es el efecto del genipin sobre la cabeza del nervio éptico

en un modelo animal de glaucoma?
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Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto biomecanico del genipin sobre el complejo nervio éptico — lamina cribosa

en un modelo animal de glaucoma.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar los cambios morfolégicos del complejo nervio éptico posterior a la
infiltracion de genipin y de BAPN en la esclera peripapilar.

e Identificar si la aplicacion de genipin induce alteraciones de los tejidos oculares
incluyendo la capa de células ganglionares y fibras nerviosas.

e Determinar si el genipin tiene efecto antiinflamatorio y/o neuroprotector.

e Comparar el efecto del entrecruzamiento con genipin en las fibras del nervio 6ptico
en un modelo de glaucoma respecto a un grupo control con reblandecimiento de

las mismas usando beta — aminopropionitrilo con/sin glaucoma.
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Metodologia

4.1 Tipo y disefo del estudio

Estudio experimental en modelo animal con ratas albinas, ver la distribucion de los

grupos experimentales en la tabla 4-1.

Tabal 4-1. Grupos de acuerdo a los tratamientos experimentales.

GLAUCOMA SIN GLAUCOMA

GRUPO 1: Glaucoma + BAPN (0.D) / GRUPO 3: BAPN (0.D)/ Sano (O.1)
Glaucoma (O.1)

GRUPO 2: Glaucoma + Genipin (O.D) / GRUPO 4: Genipin (O.D) / Sano (O.1)
Glaucoma (O.I)

4.2 Sujetos experimentales

En este estudio se utilizaron 32 ratas albinas Wistar con edades entre 8 a 10 semanas,
con un peso de 250-300 gr. Los sujetos fueron distribuidos en 4 grupos (8 animales en
cada grupo), 26 hembras y 6 machos. Todas las ratas se alojaron en un ciclo de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad proporcionandoles comida y agua ad libitum. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de
Animales de la Universidad Nacional de Colombia.Todos los procedimientos se adhirieron

a la Declaracion de ARVO para el uso de animales en la investigacion oftalmica y visual.
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4.3 Procedimiento

4.3.1 Induccioén de la anestesia

Serealizé de acuerdo con lo reportado por Kimball et al (2014) asi: una mezcla de ketamina
/ xilazina (100 mg / kg y 10 mg / kg, respectivamente, intraperitoneal; y se aplicé una gota
de tetracaina topica (0,5%; Alcon, Ginebra, Suiza), como anestésico local para ambos 0jos.
Durante la anestesia, los animales permaneceran en una manta de temperatura

controlada a 37 ° C para mantener la temperatura corporal.

4.3.2 Induccién y medicion de la presion intraocular

Se realiz6 las mediciéon de la PIO basal antes de la de la induccion de la hipertension
intraocular con sutura circulimbar, se utilizé un tonémetro de rebote (tonolab, | CARE). El
procedimiento de sutura se realiza con una sutura de 8/0 (nylon) alrededor del ecuador del
0jo, mediante cinco o seis puntos de anclaje y nudos dobles en la conjuntiva. La sutura
solo comprometié el espacio subconjuntival y, por lo tanto, no la esclerética. Se realizo
este procedimiento de acuerdo a lo reportado por Liu y colaboradores (54). Posterior a la
sutura circulimbar se realizaron mediciones de manera inmediata de la PIO; estas
mediciones se realizaron entre las 9:00 a.m. y las 11:00 a.m. El tondmetro se calibré
previamente en un ojo canulado, en el que se configuro externamente la PIO en un rango
de 7 a 50 mm Hg utilizando un depdsito externo (datos no mostrados). Las ratas despiertas
se sujetaron suavemente con la mano mientras se registraban diez lecturas de tonémetro
en cada ojo. Eliminamos los valores de PIO mas bajos y altos y promediamos las ocho
mediciones restantes para representar la PIO de ese ojo. Las mediciones de la PIO se
registraron en 0 (linea de base, justo antes de la inyeccion y la induccion de hipertension
ocular), y una vez por semana durante un mes, en relacion con el momento de la inyeccién
retrobulbar y el procedimiento quirdrgico. En cada uno de estos puntos de tiempo, los ojos
de las ratas también se observaron a simple vista en busca de anomalias derivadas de las

inyecciones retrobulbares y la cirugia.
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4.3.3 Infiltracion retrobulbar de genipin y BAPN

La administracion de genipin se realizé a través de una infiltracion por via retrobulbar; para
ello, se utilizé una aguja de insulina por via inferotemporal (40, 52). Todas las inyecciones
retrobulbares se realizaron utilizando una aguja de jeringa de insulina 31G estéril (aguja
ultrafina BD 300 pl Insulin Syringe; Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ)
insertada en el cuadrante inferior. Las ratas en los grupos de infiltracion de genipin /
HBSS, recibieron una Unica inyeccion retrobulbar de genipina (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Richmond, VA) mezclada en HBSS (15 mM y 150 pl) unilateralmente,
mientras que el ojo contralateral se utilizo como control. El procedimiento para la infiltracion
de BAPN se aplicé por via retrobulbar (10 mM y 150 ul) (Sigma Aldrich, St Louis, MO).
Todos los ojos derechos fueron utilizados para el tratamiento y los ojos izquierdos como
controles. Las ratas recibieron un antibiotico topico (Certi-sporyn, Kansas City, MO) para

evitar infecciones.
4.3.4 Inmunohistoquimica

Los animales fueron sacrificados con euthanex solucion inyectable a una dosis de 150
mg/kg por via IP para una posterior enucleacion de los ojos y el nervio optico, estos se
fijaron en paraformaldehido al 4% que contenia tampén fosfato 0,1 M (pH 7,4) a una
temperatura de 4°C, luego fueron colocados en sacarosa al 30% durante 3 horas. Los 0jos
fueron sumergidos en Tissue Tek y se crioseccionaron a 12 um de espesor. Las secciones
congeladas se montaron y bloquearon con Blocking One (Nacalai Tesque, Japon) y las
secciones de retina se incubaron con S 100 primario (1: 500), y proteina &cido fibrilar glial
(1: 500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU).

Se realizaron tinciones con hematoxilina en cortes de tejido con groso de de 15 ym en el

nervio 6ptico, para indagar el efecto antinflamatorio del genipin y del BAPN.
4.3.5 Medicidon del grosor escleral

Para la medicion del grosor escleral se realizaron cortes de 5 mm del nervio éptico (NO)
en 6 ubicaciones establecidas segun protocolo de evaluacién sisteméatica del ojo del ratén
(47).
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4.3.6. Reaccion en cadena de la polimenresa en RT-PCR

Se enuclearon los globos completos, las escleréticas se limpiaron de grasa, tejido y
musculo, se cortaron a lo largo del limbo y se abrieron para crear cuatro cuadrantes,
inmediatamente después de retirado los tejidos se almacenaron en RNA Later durante dos
dias en congelacion -20°C. El epitelio de pigmento retiniano (RPE) se retiré suavemente
y se rasp0 de la esclerética con una cuchilla y la esclerética lavados en PBS para cértala
en trozos pequefios y luego se colocé en un tubo biomasher con trizol; y se centrifugaron
a 4 ° C durante 15 minutos.

Una vez que se adquirié el ARN, la cadena de ADNc se sintetizé a partir de ARN total

mediante transcripcién inversa utilizando oligodT y transcriptasa inversa Superscript |.

4.4 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza de las medias de los grupos para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos evaluados con
diferente tratamiento. Se verificd los supuestos de homocedasticidad (test de levene) del
modelo. Para los grupos donde no hubo diferencias entre las varianzas de las medias
(p>0.05), se utilizé la prueba de t de muestras independientes para determinar la

diferencias entre las medias (p <0.05 en la significancia bilateral) de los grupos evaluados.

En los grupos donde hubo diferencias significativas en las varianzas se realiz6 una
comparacion de medias por medio del estadistico de Mann-Whitney para comparar los
datos de los diferentes grupos. Las comparaciones dentro de las mediciones se realizaron
mediante una prueba de Wilcoxon considerando estadisticamente significativo un valor de

p inferior a 0,05.

Se utilizé6 SPSS v22 para realizar todos los andlisis estadisticos.
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Consideraciones éticas

5.1 Normatividad

Todos los procedimientos que se llevardn a cabo durante el desarrollo de esta
investigacion se basan estrictamente en lo estipulado por la Ley 84 de 1989, especialmente
lo mencionado en el capitulo VI: Del uso de animales vivos en experimentos e
investigacion; asi mismo la reglamentacion estipulada en la Resolucion N° 008430 de 1993
del Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia, en la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, cumpliendo a
cabalidad especialmente lo mencionado en Titulo V, en donde se mencionan los requisitos
para llevar a cabo investigacién biomédica con animales, siendo la presente investigacion
justificada en revisiones previas de articulos concernientes a modelos animales para
estudio de glaucoma y a nuestro entender el primer modelo de infiltracion directamente en
el nervio 6ptico. Para el desarrollo de este estudio se seleccionaran y adquiriran
legalmente ratas de la cepa CD1, de las cuales se hara uso del minimo nimero requerido
para obtener resultados cientificamente validos y se mantendran en adecuadas

condiciones sanitarias cumpliendo las reglamentaciones sanitarias en vigencia.

Segun la resolucién 8430 de 1993, se considera este estudio como una “investigacion con
riesgo minimo” ya que el sujeto de investigacion de este estudio, corresponde a
investigacion en modelo animal sujeto a todos los parametros establecidos por la norma.
Los animales seran mantenidos en condiciones controladas de bioterio y seran manejados

bajo los protocolos de la Asociacion para investigacion en Oftalmologia (ARVO)
5.2 Declaracion de Conflicto de Intereses

Se declara que no existen conflictos de intereses por parte del investigador con el

desarrollo del presente estudio.
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Resultados

Se utilizaron 32 sujetos experimentales (8 por cada grupo) 26 hembras y 6 machos. A
todos los sujetos se les realizé medicion de la presion intraocular dos veces durante el

primer dia (2 minutos y 1 hora) y una vez por semana duarante 30 dias.

6.1 Cambios en la presion intraocular a través de una técnica
inductora de glaucoma

La cirugia circulimbar gener6 un incremento de la PIO durante el procedimiento quirirgico
a un nivel de 98 mmHg que fue disminuyendo gradualmente durante el mismo dia de la
cirugia a un nivel de 21,8 £ 2,42 mmHg. A lo largo de las cuatro semanas la PIO en los
sujetos con cirugia limbar se mantuvo en un promedio de 19,35 mmhg en comparacion
con los sujetos sin intervencion quirdrgica con una PlO de 8,25 + 2,35 mmhg (ver figura
6-1), con una diferencia significativa entre las medias de los dos grupos durante las 4
semanas (p= 0,001 para la semana 1y 2, y una diferencia de p= 0,02 para la semana 3 y
4).

Figura 6-1. Diferencias de la PIO entre los sujetos con glaucomay sin glaucoma. LB

(Linea Base) fue registrado previamente a la cirugia, 6,45 mmhg fue promedio de todos

los sujetos.
25,0
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T
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6.2 Cambios en la PIO ante el tratamiento con genipin y BAPN sin

glaucoma.

Se administr6 una sola vez el tratamiento con BAPN y Genipin en 0jos sanos sin
intervencion quirurgica y se comparo con un grupo control. Se encontré una disminucion
de la PIO en la segunda y tercera semana en los sujetos con BPNA (P= 0, 010); estos
cambios no se vieron reflejados en la PIO de los sujetos con ojos sanos (P= 0.83), lo que
indica que la PIO se mantvo igual durante las cuatro semanas en los ojos sanos. De
manera contraria, en el trataminto con genipin durante la semana 1y 2 la PIO estuvo un
poco mas elevada (p= 0, 055) en comparacion con los ojos de los sujetos sanos (ver figura
6-2).

Figura 6-2. EI BAPN disminuye la PIO en ojos sanos, mientras que el Genipin eleva
la PIO durante las dos primeras semanas. Datos de la PIO con infiltracion con BAPN en

0jos sanos (color azul) cmparado con la 0jos sanos sin ninguna intervencién (color rojo).
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6.3 El BPNA disminuye la PIO en ojos glaucomatosos

El BPNA fue administrado una sola vez en el ojo derecho posterior a la cirugia limbar. Se
encontré una disminnucén de la PIO durante la semana 1y 2 en la PIO en los sujetos con
BAPN (p=0,015) en comparacién con los sujetos con glaucoma sin tratamiento (p= 0,859);
sin embargo, en la semana 3 y 4 no se encontraron diferencias en la PIO para ambos

grupos (glaucoma con BAPN P=0,274, y glaucoma p= 0,594) (ver figura 6-3).
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Figura 6-3. El BAPN disminuye la PIO en modelo de glaucoma durante las dos

primeras semanas.
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6.4 El Genipin no genera cambios en la PIO en animales con

glaucoma

El Genipin fue administrado una Unica vez en el ojo derecho posterior a la cirugia. No se

encontraron diferencias significativas entre el grupo con glaucoma tratados con genipin (p

=0,619) y el grupo con solo glaucoma durante las 4 semanas (p=0,341) (Ver figura 6-4).

Figura 6-4. El Genipin no genera cambios en la PIO en glaucoma. Valores de la presion

intraocular en glaucoma con infiltracion de genipin. La linea roja refiere los valores de la

PIO con glaucoma durante 4 semanas. La linea azul refiere los valores de la PIO en modelo

animal de glaucoma con infiltracién de genipin.
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6.5 Cambios anatémicos e histolégicos
Con respecto a los cambios anatémicos en el nervio 6ptico encontramos una relacion copa-
disco en los ojos glaucomatosos sin tratamiento que habia aumentado 0,6 mm en

comparacion con los 0,2 mm de los controles (Ver figura 6-5).

Figura 6-5. Cambios anatdmicos en el nervio Optico. A. Ojo izquierdo sin glaucoma ni

tratamiento. B. Ojo derecho glaucomatoso sin tratamiento.

En adicion, la longitud y el ancho axiales aumentaron significativamente con la PIO elevada
en los ojos de solo glaucoma frente a los ojos tratados con genipin. La longitud axial fue

mas pronunciada en los ojos tratados con BAPN (Ver figura 6-6).

Figura 6-6. Cambios anatdmicos en grupo con glaucoma con genipin. A. Ojo derecho
glaucomatoso. B. Ojo derecho glaucomatoso con infiltracion de genipin.
A B.




Bibliografia 37

6.5.1 Cambios en el grosor esclerar

Con respecto al cambio en el grosor esclerar, encontramos en los 0jos controles sin
glaucoma una media de 152 + 2,1 um en comparacion con el gurpo de glaucoma con un
incremento en el grosor esclerar de 157+ 6,7 pum con una diferencia significativa de
(p=0.045). Con respecto a los tratamientos, encontramos que el genipin en los ojos con
glaucoma incrementd signitificativamente el grosol esclerar (161 + 1,6 um) con respecto al
glaucoma vy al control (P=0,036). En contraste, con el grupo de BAPN gue no presento
diferencias significativas (P: 0,82) con el grupo control ni con el grupo de genipin con

glaucoma (ver grafica 6-7).

Figura 6-7. Cambios en el grosor esclerar por el glaucoma con tratamiento con
genipin. A. Ojo derecho glaucomatoso. B. Ojo derecho glaucotmatoso con infiltracion de

genipin.

A. B.

6.5.2 Efecto antinflamatorio del genipin sobre la cabeza der nervio
optico

A través de las tinciones con hematoxilina se evidencié una disminucion de la deformacion
de la esclera peripapilar en el grupo con glaucoma con infilitracibn de genipin en
comparacion con el grupo control (P=0.039), evidenciando que, el genipin mitiga la rapidez

de la deformacién biomecanica del nervio 6ptico causado por el glaucoma, ver figura 6-8 .

No se encontraron diferencias entre los ojos con infiltracion de BAPN con glaucoma.
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Tampoco se encontraron diferencias entre el grupo control y los de infiltracion con genipin
o BAPN. Claramente genipin parecer disminuir la excavacion del nervio éptico.

Figura 6-8. El genipin tiene un efecto antinflamatorio sobre la cabeza der nervio optico
afectado por el glaucoma. A. Ojo derecho glaucomatoso con infiltracion de genipin.
Relacion copa disco 0.4. B. Ojo izquierdo glaucomatoso sin genipin, relacion copa disco
0.8

A.

6.6 Cambios en la expresidn genica causada por el glaucoma

Para identificar los cambios generados sobre el glaucoma en las células ganglionares de
la retina y en la expresion de otras proteinas, se realizé RT-PCR con los siguientes genes:
-GFAP (glial fibrilary acid protein) para mirar la activacién de astrocitos como agente activo
inflamatorio, genes pro supervivencia con baja regulacién: Ywhaz, Ywhab (Factor de
estimulacion de la importacion mitocondrial), Cpg 15 (Promotor el crecimiento de neuritas),
C3, B actin, Gadd45. Los resultados mostraron mayor expresion de GFAP y una menor
expresion de los genes C3, y Cpg 15 en el grupo de glaucoma, pero no se encontraron

diferencias entre los grupos con glaucoma con tratamiento de genipin y BAPN.
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Discusion

El presente estudio evalué el efecto biomecéanico del BAPN y del genipin sobre el nervio
optico identificando cambios en la presion intraocular, en la reticulacion escleral, y en la

histologia del nervio 6ptico en un modelo animal de glaucoma.

Se encontré que a través de la sutura circunlimbar se genera una hipertensién ocular
crénica caracteristico del glaucoma al observar una elevada PIO durante cuatro semanas
en comparacion con el grupo control; estos hallazgos son similares a otros estudios donde
el modelo de sutura circunlimbar resulta eficiente para realizar mediciones de la PIO
durante varias semanas permitiendo identificar cambios histopatologicos que inducen

alteraciones en las CGR causados por el glaucoma (54, 56).

Con el fin de determinar el efecto de estos tratamientos en condiciones normales, se evalud
los cambios de la PIO con BAPN y genipin en ojos sin glaucoma, encontrando que el BAPN
en condiciones normales disminuye levemente la PIO durante la semana dos y tres,
mientras que el genipin eleva la PIO durante las dos primeras semanas. Para indagar su
efecto sobre el glaucoma se utilizé el BAPN como tratamiento inhibidor de la reticulacion
del colageno, encontrando que, la administracion de BAPN disminuye la PIO durante las
dos primeras semanas en comparacion con el grupo de solo glaucoma,; por el contrario, el
tratamiento con genipin como inductor de colagéno no generé ningln cambio en la PIO en
el grupo con glaucoma. Esto resulta similar a los hallazgos de Moorhead y colaboradores,
donde utiliz6 BAPN como tratamiento posquirdrgico en pacientes con glaucoma severa
durante 3 meses, el cual disminuir la PIO cerca de un 74% (22mmHg) al valor inicial pre
quirdrgico (40 +/- 14.1 mmH) (57); y a los hallazgos de Hannon y colaboradores (50) donde

la rigidez escleral inducida por genipin no afecté la P1O durante 4 semanas.

Con respecto a la morfologia, el tratamiento con genipin aumenté la reticulacion escleral y
no alteré la morfologia de la cabeza del nervio 6ptico ni la esclera peripapilar después de
4 semanas de tratamiento; en contraste, el tratamiento con BAPN no presenté diferencias
significativas con los ojos tratados con genipin. En estudios previos se observo la rigidez
exitosa de la esclerética posterior de la rata durante 4 semanas después de una Unica

inyeccion retrobulbar de genipin (50,53). La exposicién a genipin por si solo no produjo
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pérdida de axones de las células ganglionares a través de un efecto toxico directo,
evidenciando un proceso inflamatorio reducido para los tejidos tratados con genipin, y
aparentemente no se evidencié dafio en otras capas de la retina segun lo evaluado por

histologia.

Segun lo expuesto por Kimball y colaboradores (36), en un estudio en modelo animal con
ratones CD1, sugieren que las alteraciones en la esclerética inducidas por el tratamiento
con GA condujeron a una mayor pérdida de axones de células ganglionares debido a la
disminucion de la tension escleral (aumento de la rigidez), especialmente en la region
peripapilar; los ojos de ratdn tratados con GA tuvieron una mayor pérdida de axones RGC
por la PIO elevada que los ojos inyectados con tampén o los ojos de control, controlando
el nivel de exposicién a la P10. En este estudio, se comprob6 que el genipin tiene un efecto
antiinflamatorio importante en comparaciéon con los controles sin tratamiento y con
glaucoma, esto se evidencié a través de una disminucién de la infiltracion celular
caracteristico de los procesos inflamatorios agudos tipicos de la enfermedad

glaucomatosa.

Koo y colaboradores (58), demostraron que el genipin posee un efecto antiinflamatorio y
es un eliminador de radicales hidroxilos especificos. También se presentan sus
propiedades antiangiogénicas e inhibidoras de la produccién de oxido nitrico (NO); ademas
Hannon y colaboradores (50) comprobaron que el endurecimiento escleral posterior con
una Unica inyeccién retro bulbar de genipin 15 mM no provoca déficits sostenidos en la
funcién visual o retiniana ni a nivel molecular en la retina ni en la esclerética. En nuestros
hallazgos la morfologia del axdn de las células ganglionares de la retina parecia normal al
identificar que la morfologia del nervio 6ptico se mantiene conservada ante la presencia
del genipin igual que con el BAPN, incluso, se observa un alargamiento del canal escleral

de los ojos tratados con BAPN.

Nuestras comparaciones con BAPN a una concentracion de 10mM demostraron un
importante alargamiento del didmetro anteroposterior del globo ocular con respecto a los
tratados con genipin, ademéas modulo la PIO con resultados mas bajos a los observados
en los tratamientos de reticulacion escleral, sin embargo, las diferencias histolégicas son
similares en los diferentes grupos de tratamiento, es decir, que el genipin no modifica las
morfologia de las capas de la retina ni del nervio 6ptico, ni en condiciones normales ni con

presencia de glaucoma. Con respecto al BAPN, este no genero efectos toxicos en los
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tejidos tal cual como lo demuestra Yang y colaboradores (38) en todas las secciones los
tratamientos no toxicos para las células de la malla trabecular, y que los efectos del flujo
de salida no se debian a la pérdida de células.

Con respecto a los cambios en la expresion genética causados por el glaucoma, algunos
estudios han encontrado una mayor expresion de genes prosupervivencia, genes pro
inflamatorios y pro apoptéticos (59), nuestro objetivo fue identificar si esta expresion de
genes podia revertise ante los tratamientos con genipin o glaucoma, sin embargo, no
encontramos diferencias significativas en la expresion de los genes Cpg 15, C3, B actin,
Gadd45, GFAP entre los grupos con tratamiento, posiblemente estos hallazgos sugieren
gue existe una gran variedad de cambios en la expresion génicas de las celulas
gaglionares de la retina glaucomatosas que involucran multiples vias moleculares,
incluidos genes pro supervivencia que mitigan las acciones de agentes pro inflamatorios y

pro apoptéticos.

Este estudio es pionero en utilizar el BAPN como inhibidor de la reticulacion por via
retrobulbar en un modelo animal de glaucoma para determinar los efectos del
reblandecimiento a nivel del complejo nervio éptico esclera peripapilar, para establecer un

papel neuroprotector en la neuropatia éptica glaucomatosa.
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Conclusiones y recomendaciones

La reticulacion de la escler6tica con genipin en ratas evita la deformacion biomecéanica la
esclera peripapilar con respecto a la evaluacibn de los controle, tiene un efecto
antiinflamatorio y neruoprotector, no observamos signos de toxicidad al evaluar los axones
RGC y la anatomia macroscopica de los ojos después de la inyeccion retrobulbar de
genipin ni tampoco de BAPN. La diferencia mas representativa en este trabajo con
respecto al tratamiento con genipin y BAPN, es que este Ultimo parece modular la PIO en
etapas tempranas de la enfermedad y no deforma el complejo nervio Gptico esclera
peripailar en este modelo animal y prolonga el canal escleral. Este trabajo sienta las bases
para futuros estudios in vivo para evaluar el entrecruzamiento escleral inducido por genipin
para el tratamiento del glaucomay es pionero en el uso de BAPN como probable alternativa

en el tratamiento de la neuropatia 6ptica glaucomatosa.

Los presentes experimentos tienen ciertas limitaciones. Los ojos de las ratas y las
respuestas oculares y sistémicas en el modelo de glaucoma animal deben interpretarse

con precaucion con respecto al glaucoma humano.

Se necesitan mas estudios experimentales para ver la compatibilidad de los resultados, los
estudios prospectivos futuros deben evaluar el papel de la rigidez ocular en el desarrollo y

progresion del glaucoma.
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