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COMPARACION DE DOS MODELOS EXPERIMENTALES DE GLAUCOMA EN CONEJOS
COMPARISON OF TWO EXPERIMENTAL MODELS OF GLAUCOMA IN RABBITS

L. Ignacio Tartara™**, Stefania Leavi®, Vilma R. Campana®?, Daniel A. Allemandi?, Santiago D. Palma®.

Resumen:

Objetivo: comparar dos modelos de glaucoma experimental por induccion de hipertension ocular en
conejos y describir cambios anatomo-patol6gicos. Materiales y métodos: Se utilizaron 16 conejos New
Zealand, hembras, de 2-3 kg. Modelo A (n=6): cauterizacion de venas epiesclerales y perilimbares en
ojo derecho (OD) con cauterio eléctrico quirdrgico. Modelo B (n=10): inyeccion intracamerular en OD de
a-quimotripsina. Se midié la presion intraocular (P10) antes y después de la induccién de la hipertension
ocular (HTO), una vez por semana, a la misma hora del dia, durante 40 dias, con tonédmetro manual. Los
animales fueron sacrificados por inhalacién de CO,. En ambos modelos la PIO del ojo izquierdo (Ol).fue
tomado como valor control. La media y error estandar (EE) de los valores de la PIO, expresada en
mmHg, fueron evaluadas y comparadas estadisticamente aplicando Test T de Student considerando un
nivel de significacion de p < 0.05. Resultados: La PIO en Ol (control) del modelo A: fue 12,9+1,05y en el
modelo B: 12,9+1,09. No se observaron diferencias significativas entre ambas. Modelo A: el aumento de
la P1O en OD fue 14,7% (14,8+1,4) con respecto a Ol. Se observé un incremento significativo de la PIO
dentro de las primeras 24 hs: 23,5t1,9 (p<0,05) comparado con el valor del ojo control. No hubo
diferencias significativas con los controles posteriores. Modelo B: el aumento de la PIO en OD fue
129,1% (29,6+3,4) con respecto al Ol. En todos los casos se observo un incremento desde el dia 1
(p<0,05). El pico de PIO en OD se evidenci6 el dia 25: 35+3,4 (p<0,05). El incremento de la PIO inducida
en el modelo B fue significativamente mayor (p<0,01) que en el modelo A. En ambos modelos hubo
pérdida de células ganglionares de la retina, pero s6lo en el modelo B se observaron los siguientes
cambios anatomo-patologicos: buftalmus, subluxacién del cristalino y aumento de la excavacion de la
papila. Conclusion: De acuerdo a este estudio, el modelo B aparece como el método mas apropiado a
los fines de inducir un incremento rapido y controlado de la IOP en conejos y mas importante, este
incremento seria capaz de mantenerse alto a lo largo de periodos de tiempos extendidos. Este modelo
podria ser de gran utilidad para evaluar la eficacia de nuevos sistemas oculares de liberaciéon de
farmacos y realizar futuros estudios de la fisiopatologia del glaucoma.

Palabras clave: modelo experimental de glaucoma; a-quimotripsina; cauterizacion de las venas
epiesclerales; hipertensién ocular.

Abstract:

Objective: to compare two models of experimental glaucoma by induction of ocular hypertension in
rabbits.

Materials and methods: Sixteen New Zealand female rabbits, 2-3 kg were used. Model A (n=6):
cauterization of episcleral and perilimbar veins of the right eye (RE) with surgical electrocautery. Model B
(n=10): Injection of a-chymotrypsin in posterior chamber of RE. Intraocular pressure (IOP) was measured
before and after the induction of ocular hypertension (OHT), once a week at the same time of day for 40
days, with a manual tonometer. The animals were euthanized by CO, inhalation. In both models the
control was the I0P of the left eye (LE). The mean and standard error (SE) values of IOP, expressed in
mmHg, were compared statistically by applying Student's t-test with a significance level of p<0.05.
Results: The IOP in LE (control) of model A: was 12.9+1.05 and in model B: 12.9+1.09. There were no
significant differences between the models. Model A: The IOP increase in RE was 14.7% (14.8+1.4) with
respect to LE. A significant increase in IOP was observed within the first 24 hours: 23.5+1.9 (p<0.05)
compared to the control eye. There were no significant differences with subsequent controls. Model B:
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The increase in IOP in RE was 129.1% (29.6+3.4) with respect to LE. In all cases an increase was
observed from Day 1 (p<0.05). The IOP peak in RE was evidenced on Day 25: 35+3.4 (p<0.05). The
increase in IOP induced by model B was significantly higher (p<0.01) than in model A. There was loss of
ganglion cells of the retina in both models, but the following anatomo-pathological changes were
observed only in model B: buphthalmos, subluxation of the lens and increased excavation of the papilla.
Conclusion This study indicates that model B is the most appropriate method to induce a rapid, controlled
increase of IOP in rabbits and, more importantly, that this increase may be sustained over extended
periods of time. This model could be useful for evaluating the efficacy of new ocular drug delivery
systems and for further studies of the physiopathology of glaucoma.

Keywords: experimental glaucoma model; a-chymotrypsin; cauterization of episcleral veins; ocular
hypertension.
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Introduccion

El glaucoma describe un grupo de trastornos oculares de etiologia multifactorial cuyo factor comuan es la
neuropatia dptica progresiva’. Es un desorden que compromete a las células ganglionares de la retina
(CGR), provocando degeneracion y muerte de las mismas, pérdida del campo visual y finalmente, la
ceguera. Es una de las principales causas de ceguera y discapacidad visual que afectan a la poblacién
mundial, se estima que existen 70 millones de personas que padecen esta enfermedad?®,

El factor de riesgo mas importante asociado con el glaucoma es el aumento de la presion intraocular
(P10), y el Gnico hasta ahora factible de ser modificado®. La muerte de las neuronas de la retina es el
punto comun final entre el glaucoma y la enfermedad de la retina®. Como tal, las terapias hipotensoras y
neuroprotectoras son una necesidad terapéutica imprescindible para los pacientes que padecen esta
enfermedad®.

A pesar de los esfuerzos e investigaciones en el campo del glaucoma, su fisiopatologia aun no ha sido
totalmente esclarecida.

Los modelos animales han ayudado en gran medida a la comprension de las causas y la progresion de
las enfermedades humanas y han demostrado ser una herramienta Gtil para descubrir dianas para la
terapia farmacolégica y quirdrgicas. Sin embargo, varias afecciones permanecen incurables porque no
todos los modelos utilizados para el estudio de estas patologias han podido ser reproducidos
completamente’.

Para estudiar el glaucoma se han utilizado grandes animales como monos®,perros®, gatos'®y cerdos'; y
otros pequefios, tales como ratas, cobayos y conejos'®. Se han implementado diferentes técnicas para
provocar glaucoma experimental, como por ejemplo el uso de laser, obliteracion de venas epiesclerales,
inyeccidén de sustancias a nivel intraocular y sistémico, la aplicacion de corticoides topicos y generales,
etc®,

Como se menciond anteriormente, los modelos experimentales de glaucoma son esenciales para
esclarecer el curso natural de la enfermedad y el desarrollo de intervenciones terapéuticas Utiles para
detener o revertir la progresion de la patologia®. El uso de un mamifero como el conejo, permite
reproducir un excelente modelo basado en la similitud de su anatomia con la humana, permitiendo
realizar procedimientos quirdrgicos semejantes a la clinica oftalmolégica. Ademas de ser un animal de
facil manipulacion;-presenta condiciones de mantenimiento accesibles y costos relativamente bajos.

Por lo antes mencionado, nos hemos propuesto reproducir y comparar dos modelos de glaucoma por
induccién de hipertension ocular (HTO) en conejos y describir los cambios anatomo-patolégicos
producidos.

Materiales y métodos

Se utilizaron 16 conejos albinos tipo New Zealand, hembras, de 2-3 kg. Los conejos recibieron alimento
y agua ad libitum en una sala con temperatura controlada (21°+5°C), expuesto a ciclos de 12 hs de luz,
12 hs de oscuridad.

Todos los procedimientos experimentales se ajustaron a la normas ARVO (Association for Research en
Vision y Oftalmologia) y el Consejo de las Comunidades Europeas Directiva (86/609/CEE) sobre el uso
de animales en la investigacion. Los protocolos fueron revisados y aprobados por el Comité de Uso
Cuidado Institucional de animales de Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Cérdoba, Cordoba, Argentina. Resolucion 342/2009 del HCD de la FCQ. Después de una semana de
adaptacion en las instalaciones, los animales fueron admitidos a las sesiones experimentales.

Modelo A (n=6): cauterizacién de venas epiesclerales™ (CVEE) y vasos perilimbares de ojo derecho
(OD) con cauterio eléctrico quirtrgico.

Técnica quirtrgica: se realizd peritomia conjuntival 360°, se localizaron 3 venas epiesclerales y se
cauterizaron con electrocauterio portatil bipolar punta fina (HTCF726600). Luego se realizaron
aproximadamente 15 quemaduras perilimbares con el mismo cauterio, se cerré la conjuntiva con nylon
9.0. Se aplico antibidtico y antiinflamatorio no esteroideo tépico durante 7 dias.

Modelo B (n=10): inyeccién intracamerular en OD de a-quimotripsina®.

Técnica quirargica: se instilé pilocarpina al 2% para provocar miosis, luego se realiz6 una paracentesis
corneal superior y se inyecté en camara posterior con canula de 27G 0,1 ml de a-quimotripsina (C425-
250mg laboratorio Sigma), en una concentracion de 3 mg/ml. Al cabo de 3 minutos se lavd la camara
anterior con solucién fisiol6gica estéril. Se aplicé antibiético y antiinflamatorio no esteroideo tdpico
durante 7 dias. Al ojo izquierdo (Ol) utilizado como control, se le inyectd 0,1 ml de solucion fisiolégica
estéril en camara posterior.
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En ambos modelos se midi6 la PIO antes y después de la induccion de la HTO, cada 5 dias durante 40
dias con tonometro manual (Icare TonoVet. Icare USA) debidamente calibrado. También se realizd
fotografia digital del segmento anterior y fondo de ojo con méaquina fotogréafica adosada a la lampara de
hendidura (Huvitz HIS 5000. Corea del Sur). A todos los animales se les realizé anestesia general con
xilacina (0,2 ml/kg) y ketamina (0,8 ml/kg). En ambos modelos el control fue la PIO del Ol expresada en
mmHg. Al completar el examen los animales fueron sacrificados por inhalacion de CO,, previa sedacién
con xilacina (0,2 ml/kg). Ex vivo se enuclearon ambos 0jos, se realizaron preparados histolégicos con
tincion de hematoxilina & eosina y se procedio al andlisis descriptivo comparativo de las retinas (capa de
células ganglionares) entre los ojos hipertensos y normales, mediante microscopia éptica (microscopio
Optico Olympus BX41. Japén)

Analisis estadistico: Los resultados fueron analizados aplicando T. de Student (tiempos individuales) y
MANOVA (T. de Hotelling) para comparar la PIO en ambos modelos, considerando un nivel de
significacion de p<0.05.

Resultados

La PIO en Ol (control) del modelo A: fue 12,9+1,05 y en el modelo B: 12,9+1,09. Sin existir diferencias
significativas entre ambas.
Modelo A (ver Fig. 1): el aumento de la PIO en OD fue 14,7% (14,8+1,4) con respecto al Ol. Se observé
un incremento significativo de la P1O dentro de las primeras 24 hs: 23,5+1,9 (p<0,05) comparado con el
ojo control. No hubo diferencias significativas en los controles posteriores.
Modelo B (ver Fig. 1): el aumento de la PIO en OD fue 129,1% (29,6+3,4) con respecto al Ol. En todos
los casos se midi6é un incremento desde el 1° dia (p<0,05). El pico de PIO en OD se evidencié el 25° dia:
35+3,4 (p<0,05).

El incremento de la PIO inducida por el modelo B (29,6+3,4) fue significativamente mayor
(p<0,01) que en el modelo A (14,8+1,4).
En el modelo A se constaté una disminucion leve a moderada de la cantidad de CGR (fig 2 b) con
respecto al preparado de retina normal (fig 2 a). Mientras que en el modelo B se observé una marcada
disminuciéon de CGR. (fig 2 c). So6lo en el modelo B se observaron cambios anatomo-patologicos:
buftalmus (fig. 3a y b), subluxacién del cristalino (fig. 3c y d) y aumento de la excavacion de la papila (fig.
31).
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Figura 1. Comparacion de PIO en ojos de conejos normales y PIO de ojos con el Modelo Ay B. Linea punteada representa la PIO de los ojos controles (n=16), linea
discontinua representan la P1O de los ojos tratados con Modelo A (CVEE), (n=6). Por ltimo la linea continua indica la PIO del Modelo B (n=10). Cada par ordenado

representa la media + EE de los valores de PIO en todos los tiempos expresada en mmHg. **p < 0,01 ***p < 0,001.
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Figura 2. Fotografia de cortes histolégicos de retina de ojos de conejos. H&E, 10X. Fotografia a) Ojo normotenso; b) Ojo de modelo A; c) Ojo de modelo B. Las

flechas indican la capa de células ganglionares

Figura 3. a- fotografia de conejo (modelo B), se observa el agrandamiento del OD (flecha) producto de la HTO (buftalmus). En la fotografia -b- se observa en detalle
el crecimiento del global ocular, abombamiento de la cérnea y aumento del espacio en la camara anterior del ojo. Fotografia —c- se observa la subluxacién superior
del cristalino la flecha sefiala el cristalino, en —d- la flecha muestra por retroiluminacion el reflejo rojo de la retina. En —e- se muestra una fotografia biomicroscopica
de nervio 6ptico normal de ojo de conejo. En —f- Fotografia del nervio dptico realizada a los 20 dias de la inyeccién de a-quimotripsina con excavacion aumentada

(modelo B).
Discusion

El glaucoma es una enfermedad compleja con una fisiopatologia que esta lejos de ser completamente
comprendida. Es probable que el desarrollo continuo de modelos animales, y su exploracion en
profundidad de la patologia, contribuyan en el futuro al esclarecimiento de aspectos relacionados con
esta enfermedad y su terapia en pacientes humanos. Los modelos en roedores son particularmente
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ventajosos debido a su alto grado de disponibilidad, el costo relativamente bajo, corta duracién de vida y
la facilidad para la manipulacién experimental y genética'’. Sin embargo, dichos modelos no son
reproducciones exactas de la condicion humana. La anatomia del ojo del conejo es bastante similar al
humano, y ademas posee la ventaja de ser un animal de facil manipulacion y costos relativamente
accesibles. Por tal motivo se lo ha seleccionado para la aplicacién en glaucoma experimental.

La CVEE es una técnica que se ha utilizado pretendiendo elevar la PIO en ratas mediante la
cauterizacion quirdrgica de dos o mas venas epiesclerales, con ello se afecta el drenaje del humor
acuoso™.

En nuestro trabajo de investigacion utilizamos este modelo con una modificacibn que consiste en la
cauterizacion de los vasos perilimbares en conejos (modelo A). Esto permitié generar un aumento de la
PIO del 15% en todos los conejos, aunque dicho incremento tuvo una duracién de solo 24 horas.
Nuestra experiencia encontr6 marcadas diferencias con los resultados de Ruiz-Ederra y Verkman®,
quienes al realizar esta técnica en ratones, lograron un aumento de la PIO de alrededor del 100% y que
persistio durante 4 semanas. Probablemente, la diferencia de especies animales utilizadas no permita la
comparacion del mecanismo de mantenimiento de la HTO. Dicho mecanismo es explicado por Morrison
y col*® quienes sugieren que se ralentiza el drenaje del humor acuoso en las unidades organizativas de
los tdbulos colectores del canal de Schlemm con un aumento de la congestion venosa ocular. En este
modelo, Garcia-Valenzuela y col®, determinaron que el nimero de venas epiesclerales cauterizadas se
correlaciona con el grado de elevacion de la PIO, la cual produce una pérdida esperada de CGR a una
velocidad de aproximadamente 4% por semana. Ademas, se demostré6 que la muerte de las CGR
inducida por la HTO, se lleva a cabo al menos en parte, a través de la apoptosis. En nuestro caso,
cauterizamos tres venas epiesclerales, ya que cuando se intentd cauterizar mas venas, las
complicaciones postquirdrgicas como hipema y edema corneal, se produjeron en todos los casos,
conejos que debieron ser descartados para el presente estudio. En cuanto a las CGR, los analisis
descriptivos de los preparados histoldgicos (fig 4 b), demostraron una pérdida de las mismas, pero no se
pudo concluir ni la velocidad, ni el porcentaje de pérdida, ya que el periodo de HTO fue muy corto: 24 hs.
Otra técnica empleada para aumentar la PIO en modelos animales es mediante la inyeccién de a-
quimotripsina en la camara posterior del 0jo?*?%. Si bien no es un procedimiento utilizado actualmente
para inducir glaucoma, la utilizacién de este modelo en nuestro caso demostré diferentes resultados a
los hallados en el modelo A. El aumento de la PIO fue de aproximadamente un 130%, estable y con un
pico de 35 mmHg a las 3 semanas de la induccién. Resultados similares fueron publicados por Best y
col*® en ojos de conejos mediante la inyeccién de 75 unidades de a-quimotripsina en la camara
posterior, donde la elevacion de la PIO rara vez excedié los 50 mmHg y durd un afio o mas. Vareilles y
col®, reportaron hallazgos similares a los encontrados en nuestra investigacion, tales como: buftalmus
progresivo que aparecieron en las primeras 2 a 3 semanas después de la inyeccién de la enzima;
cambios histolégicos oculares que incluyen queratopatia bullosa, la atrofia del iris y del cuerpo ciliar y la
excavacion de la papila éptica. En la retina hubo adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas y la
pérdida de células ganglionares con la preservacion de los otros elementos de la retina. En
experimentacion también observamos subluxacion del cristalino.

El mecanismo que conduce a glaucoma después de la inyeccion de a- quimotripsina no esta claro.
Probablemente la inflamacién que provoca la enzima conduce a sinequias como las descriptas por Best
y col'® bloqueando la salida de humor acuoso a través del trabeculado. Chee y col* determinaron que el
bloqueo de la malla trabecular en monos Rhesus era debido a la lisis del material zonular. Lessell y col®®
postulan una atrofia del cuerpo ciliar.

El modelo A, si bien permitié generar aumento de la PIO en conejos, no se mantuvo en el tiempo y los
valores fueron significativamente menores que en el modelo B. Ademas, el primer modelo requiere una
destreza quirlrgica especializada, mayor tiempo en la realizacion de la técnica y una curva de
aprendizaje mas empinada. Con respecto a los cambios anatomo-patoldgicos observados en el examen
oftalmoldgico del conejo, el modelo B presentd en todos los casos buftalmus (fig 3a y b) que es el
agrandamiento del globo ocular producto de la HTO; subluxacién del cristalino (fig 3c y d) por lisis de
fibras zonulares, producto de la accién de la enzima y el crecimiento del didmetro ocular; midriasis
paralitica, signo indirecto de ceguera; aumento considerable de la excavacion papilar (fig 3 e y f) lo que
demuestra la pérdida de fibras nerviosas de la retina; y en los preparados histolégicos: una marcada
pérdida de CGR (fig 2 c). Todos estos cambios no se observaron en el modelo A, a excepcién de la leve
a moderada pérdida de CGR (fig 2 b); estas diferencias se debieron al poco tiempo de HTO que
experimentaron los conejos del modelo A.

Revista de la Facultad de Ciencias Médicas 2018; 75(1): 25-31 30



MODELOS DE GLAUCOMA.

Conclusion

De acuerdo a este estudio, el modelo B aparece como el método mas apropiado a los fines de inducir un
incremento rapido y controlado de la PIO en conejos y mas importante, este incremento seria capaz de
mantenerse alto a lo largo de periodos de tiempos extendidos. Este modelo podria ser de gran utilidad
para evaluar la eficacia de nuevos sistemas oculares de liberacibn de farmacos y realizar futuros
estudios de la fisiopatologia del glaucoma.
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