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ABREVIATURAS

ADP: Adenosin difosfato.

AH: Acido hialurénico.

AV: Agudeza visual.

BSS: Balanced Saline Solution (Solucion salina balanceada).
CA: Cémara anterior

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.

CLAR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
CS: Condroitin Sulfato.

DMAE: Degeneracion macular asociada a la edad.
DR: Desprendimiento de retina.

EECC: Extraccion extracapsular de cristalino
EICC: Extraccion intracapsular de cristalino.
EPR: Epitelio pigmentario de la retina.

GSH: Glutation.

GSH-Px: Glutation peroxidasa.

GSSG: Glutation disulfuro.

GST: Glutation S transferasa.

H,0,. Peréxido de hidrogeno (agua oxigenada).
HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

HE: Healon®

4-HNE: 4-hidroxinonenal.

HPMC: Hidroxipropil metilcelulosa.

HS: Hialuronato de sodio.

IC: Intervalo de confianza.



Abreviaturas

LDL: Lipoproteinas de baja densidad,

LIO: Lente intraocular.

LSR: Liquido subretiniano.

MDA: Malondialdehido.

MICS: Cirugia de catarata de microincision (Micro-Incision Cataract Surgery).
NADPH: Fosfato de dinucle6tido de adenina y nicotinamida reducido.

NS: No significativo.

"OH: Radical hidroxilo.

03 : Anién Superoxido.

OD: Ojo derecho.

OI: Ojo izquierdo.

OVSD: Instrumentos Oftalmicos viscoquirtrgicos (Ophthalmic Visco-Surgical Device).
PG: Proteoglicanos.

PIO: Presion Intraocular.

PPL: Productos de peroxidacion lipidica.

TBA: Acido tiobarbiturico.

TBARS: Sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico.

UGH: Uveitis, Glaucoma ¢ Hifema.

VC: Viscoat *

VES: Sustancia viscoelastica.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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Presentacion y Justificacion

I.- IMPORTANCIA DEL PROBLEMA ABORDADO

La inflamacién corneal es un fendmeno complejo en el que participan multiples
agentes que coordinadamente y por vias fisiopatoldgicas diferentes van a producir una
alteracion en el estroma, epitelio o endotelio corneal, provocando la aparicion de un gran
nimero de secuelas que en su conjunto van a afectar la transparencia de la cornea y a

alterar por tanto su funcion.

Entre los mecanismos por los cuales la inflamacion causa sus efectos, uno de los
que presenta mayor interés es la accion toxica que produce la aparicion de radicales libres

derivados del oxigeno sobre la cérnea.

Los radicales libres se producen como consecuencia de la activacion de las cadenas
respiratorias y fundamentalmente, aunque no exclusivamente, vienen a producirse en los
leucocitos polimorfonucleares cuando en estos ocurre la denominada "explosion
respiratoria”. Asi mismo, los radicales libres aparecen en la activacion de la cascada del
acido araquidonico, tanto como productos de su metabolismo, como agentes necesarios
para generar endoperoxidos ciclicos. Igualmente aparecen en otros pasos del proceso
inflamatorio y en otras situaciones como en la necrosis tisular ocasionada por la

microcirugia ocular (Dorey et al.,1989).

La explosion respiratoria conduce a la aparicion de radicales libres O,’, ‘OH, en la
cornea, que van a tener una accion litica tanto sobre la membrana celular -por mecanismos
de peroxidacion lipidica-, como también sobre estructuras colagenas del estroma corneal

(Nirankar et al., 1981).

De acuerdo con lo mencionado, los radicales libres van a ejercer por tanto una
accion toxica sobre la cérnea. No obstante, alin no se conoce ni la importancia ni la
trascendencia que tiene la aparicion de estos radicales libres en la cornea, tanto en el papel
que estos juegan en la inflamacion como en cuanto a las secuelas que aparecen tras la

misma.
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Hoy en dia la operacion de cataratas es el procedimiento quirtirgico mas frecuente.
Una de las condiciones mas importantes para el éxito de la intervencion de catarata, a juicio
de los cirujanos es mantener una cdmara anterior profunda, sobre todo para facilitar la
insercion de la lente intraocular. Esta condicion es esencial para la manipulacion
microquirtrgica en el segmento anterior del ojo, espacialmente limitado, y finalmente sirve

para proteger las células del endotelio corneal. (Dick y Schwenn, 2000).

Durante la facoemulsificacion, la punta de la sonda oscila a una frecuencia
ultrasonica. Estas longitudes de onda ultrasdnicas atraviesan el humor acuoso que genera
una cavitaciéon con burbujas diminutas que se extienden y condensan liberando energia y
calor (Holst et al.,1993). La energia y calor liberados originan la formacién de radicales
libres sumamente reactivos que pueden dafiar las células del endotelio corneal (Dick y
Schwenn, 2000; Cameron et al., 2001; Artola et al., 1993). El peroxido de Hidrégeno
(H20;) normalmente se encuentra a niveles sumamente bajos en el humor acuoso (0.025
mM). Sin embargo, se ha demostrado que niveles de peroxido superiores a 0.3- 0.5 mM son

toxicos para el endotelio y producen edema corneal (Artola et al.,1993).

Ya ha sido demostrado el efecto anti-radical libre de los productos con acido
hialurénico (AH). Sin embargo, el efecto anti-radical libre del AH va seguido de una rotura
de moléculas, reduciendo asi el efecto protector del AH sobre el endotelio corneal
(Greenwald RA y Moy WW, 1980; Deguine et al., 1998). Para implementar el efecto
antioxidante del AH, se ha postulado que la adicién de sustancias aceptoras de radicales
libres podria mejorar la accidon protectora del viscoeldstico. Existe pues, una nueva
generacion de VES (SVSI18 en nuestro estudio) que contiene manitol -un aceptor de
radicales libres-, que protegeria al endotelio frente al estrés oxidativo producido durante la
facoemulsificacion del nucleo (Riesz y Kondo, 1992; Shimmura et al, 1992). De esta
forma unimos las propiedades antioxidantes y de barrera mecéanica del AH a una doble
proteccion antioxidante, manteniendo las caracteristicas fisico-quimicas del AH a lo largo
de la cirugia. El uso de estos VES puede estar justificado en aquellos pacientes que
presentan cataratas hipermaduras, con nicleos muy duros, y que requieren un tiempo de

facoemulsificacion muy prolongado con abundante produccion de radicales libres, asi como
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en pacientes que de por si presentan una patologia endotelial (p.e. una distrofia endotelial

de Fuchs) que necesiten de una proteccion endotelial mayor.

El objetivo de este estudio es evaluar las propiedades protectoras endoteliales del
SVS18 frente a dos productos existentes y clinicamente probados (Healon® y Viscoat™), en
presencia de estrés oxidativo inducido por H»>O,. Este estudio se llevard a cabo seglin

modelo experimental descrito en la literatura (Artola ef al.,1993).

II.- CONOCIMIENTOS PREVIOS DEL TEMA
I1.1.- Resultados de estudios no-clinicos que son pertinentes al ensayo

I.1.1.- Efecto Protector después de la exposicion a los radicales libres en el endotelio

corneal.

Artola y colaboradores (Artola et al., 1993) investigaron la proteccion de células del
endotelio con Hialuronato Sédico (HS) en un modelo experimental de dafo al endotelio
corneal del conejo, después de la inyeccion intracamerular de diferentes concentraciones de
H,0, (0.1, 1, 10 y 100 mM), en tres grupos: BSS (control), HS (Healon®™) y una solucion
de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) al 2%. Los autores observaron un dafio al endotelio
dosis-dependiente en los grupos control. Los grupos experimentales protegidos con HS o
HPMC mostraron significativamente menor dafio endotelial corneal (p<0.001) que el grupo
control para todas las concentraciones de H,O, usadas. El producto HS mostré propiedades
protectoras superiores que HPMC a concentraciones de H,O, de hasta 100mM. Estos
resultados sugerian que el HS podia ser mas eficaz que la HPMC protegiendo el endotelio

frente a los radicales libres en " la facoemulsificacion traumatica ".

En otros estudios similares se demostrd que concentraciones de HS al 1% y 1.4%
son suficientemente eficaces para proteger a las células del endotelio del dafio oxidativo
causado por radicales libres (Holst et al, 1993; Alpar, 1986). Para prevenir el dano
ultrasonico, la concentracion (numero de moléculas/ unidad de volumen) de hialuronato de

sodio es mas importante que el peso molecular (Presti y Scott, 1994).
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I1.1.2.- Estudio de toxicidad aguda después de la inyeccion intra-ocular.

Se llevé a cabo un estudio intraocular con SVS18 en 10 conejos albinos tipo Nueva-
Zelanda. Este estudio consistioé en sustituir 200 uL. de humor acuoso del ojo derecho por
200 pL de SVS18. El ojo izquierdo se usé como control y se tratd de acuerdo al mismo
protocolo, s6lo que se re-inyectd los 200 uL. del humor acuoso quitados del mismo ojo. Los

parametros siguientes se evaluaron al inicio, 2, 12, 24 y 72h después de la re-inyeccion:

* Examen en lampara de hendidura para valorar el estado de los siguientes tejidos

oculares: conjuntiva palpebral, conjuntiva bulbar, iris y cérnea.
* Efecto Tyndall .
* Examen del fondo de saco conjuntival.
* Estado general y reaccion a los estimulos
* Tonometria ocular.

Al final de la fase in vivo, se sacrificaron los conejos y se llevd a cabo la histologia
en los tejidos siguientes: conjuntiva, membrana nictitante, cornea, iris, cuerpo ciliar y
retina. No hubo ninguna diferencia significativa en los pardmetros evaluados al inicio. El
SVS18 no provocod ningin cambio en los parametros evaluados para la tolerancia del
producto. No se encontrd6 ninguna diferencia significativa (p<0.05) en la toxicidad
comparado con los ojos control. No se observé edema en ninguno de los tejidos
examinados y no hubo ninguna diferencia significativa (p <0.05) en los cambios en el iris
de los ojos examinados. No se observé dafio corneal en ningiin grupo y no se observd

ninguna diferencia significativa (p <0.05) en el efecto de Tyndall entre ambos grupos.

Se observé un aumento significativo (p <0.05) en la presion intraocular (PIO) al
inicio comparado con en el grupo SVSI18 a las 2h (15.2+0.24 y 25.7+0.57 mmHg,
respectivamente), asi como en el grupo control (15.3+0.21 y 24.3+0.21 mmHg,
respectivamente), y los valores volvieron a la linea basal a las 12h. No se observo ninguna

diferencia significativa (p <0.05) en la PIO entre los grupos en ningiin momento.
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Los trabajos anteriores relacionan el efecto de los radicales libres aparecidos durante
la cirugia del segmento anterior (especialmente en la extraccion de cataratas) con las
complicaciones que pueden aparecer durante la misma, o bien en el postoperatorio

inmediato o tardio (secuelas), como es el edema corneal.

Estas complicaciones, que hasta el momento se atribuian a procesos inflamatorios o
al mismo traumatismo quirurgico, posiblemente pueden deberse a la accion directa de los
radicales libres sobre el endotelio corneal y el iris al encontrarse presentes en
concentraciones supraumbrales en la cdmara anterior del ojo durante y después del acto

quirdrgico.

El presente trabajo, tiene pues su justificacion en los escasos conocimientos
especificos, existentes hasta el presente, sobre la toxicidad corneal que producen los
radicales libres aparecidos en el contexto de procesos oxidativos y/o inflamatorios tanto de
la cornea como en la cirugia del segmento anterior del ojo. Ademas, pretende demostrar el
efecto protector de determinadas sustancias antioxidantes en el acto quirurgico de la
facoemulsificacion de la catarata. Las importantes implicaciones fisiopatologicas y
terapéuticas que tiene la intervencion de los radicales libres en la agresion corneal
convierten este tema, ademds de novedoso, en un argumento de potencial importancia en

cuanto a sus posibles implicaciones clinicas.
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I.- FISIOPATOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

L1.- LA TOXICIDAD DEL OXiGENO

Tras afios de anaerobiosis, en los cuales los primeros organismos utilizaban la
luz como tnico medio de obtener la energia, la aparicion del oxigeno en la atmdsfera
constituyd un importante avance en la evolucidon en cuanto a economia energética y
material, siendo de hecho un prerrequisito para el desarrollo de las especies animales,
entre las cuales se incluye la especie humana. Sin embargo, actualmente se conocen
muchos estados patoldgicos que pueden relacionarse con efectos toxicos del oxigeno: la
lesion radioactiva (Kosower y Kosower, 1978), la hiperoxia (Jamieson ef al., 1986), la
inflamacion (McCord, 1987), enfermedades como la diabetes (Hermenegildo et al.,
1993) y lesiones tisulares debidas a isquemia y reperfusion (Flaherty y Weisfeldt, 1988),

junto con otras muchas enfermedades (Cadenas, 1989; Sies, 1985).

I.1.1.- RADICALES LIBRES

Algunas células estan expuestas a sufrir alteraciones oxidativas dependiendo de
sus necesidades de oxigeno (Ernster, 1986), siendo el dafio bioldgico infringido sobre
compuestos quimicos de cualquier clase, acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos

libres, lipidos y carbohidratos (Sies, 1985).

Existe un gran nimero de reacciones, enzimaticas o no, que tienen lugar durante

la vida celular aerdbica, capaces de generar radicales libres.

Llamamos radicales libres a aquellas moléculas que poseen en su Orbita externa
un electron desapareado. Los radicales libres son generados por la reduccion
monoelectronica u oxidacion de moléculas que inicialmente contienen pares de
electrones con espines opuestos (Flaherty y Weisfeldt, 1988). A menudo, la particula es
un atomo de oxigeno, por la facilidad que tiene éste para transformarse en radical

(Miquel et al., 1989), formandose entonces radicales libres derivados del oxigeno, como
son, el anidn superdxido (O,), el peroxido de hidrogeno (H,0O,) y el radical hidroxilo

(‘OH) (Ernster, 1986; Flaherty y Weisfeldt, 1988).
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Los radicales libres en virtud de ese electron desapareado son muy inestables y
altamente reactivos (Flaherty y Weisfeldt, 1988), pudiendo interaccionar rapidamente
con macromoléculas biologicas, muchas de ellas vitales para los seres vivos (e.g.
proteinas, oxiddndolas y formando agregados moleculares mayores; acidos nucleicos
como el DNA, en el que producen mutaciones; o lipidos de la membrana plasmatica

celular, provocando su peroxidacion), convirtiéndose por tanto en toxicos celulares.

1.2.- ESTRES OXIDATIVO

Se denomina asi a la situacion de desequilibrio que se produce entre los
mecanismos prooxidantes y antioxidantes de la célula a favor de los primeros (Sies,
1985). En respuesta al estrés oxidativo se puede producir, como se mencionaba
anteriormente, dafio a diversas moléculas celulares. Cuando ésta afecta a lipidos ocurre
su peroxidacion, y parte de los productos toxicos que se producen durante ésta, como
algunos aldehidos, pueden generar en Gltimo término un dafio celular (Esterbauer et al.,

1991).

1.3.- LA PEROXIDACION LIPIDICA

Este proceso consiste en el deterioro oxidativo de las grasas, oxigeno
dependiente, y sobre todo de los acidos grasos insaturados. Dicho proceso esta envuelto
en la patogénesis del dafio hepatico, en anemias hemoliticas y en lesiones pulmonares

debidas a sustancias quimicas terapéuticas y ambientales (Sevanian y Hochstein, 1985).

Los mecanismos por los cuales la peroxidacion de lipidos causa alteracion

celular, son basicamente tres:

1) La alteracion de los lipidos de la membrana puede hacer perder la funcion de

¢sta, y alterar los enzimas de la misma.

i1) Los radicales libres altamente reactivos generados en el proceso de

peroxidacion pueden atacar e inactivar enzimas y otros elementos celulares.

ii1) La degradacion de los lipidos de la membrana puede inducir la formacion de
aldehidos reactivos y otros compuestos que son tdxicos por si mismos, los
cuales tienen una vida media relativamente larga en comparacién con los

radicales libres reactivos. Estos aldehidos pueden ser los responsables de los
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efectos a larga distancia promovidos por la peroxidacion de lipidos

(Esterbauer et al., 1991).

Como consecuencia de la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados se
forman los perdxidos de acidos grasos o hidroperoxidos. Estos compuestos son muy
inestables y rapidamente se descomponen en otros productos, pudiéndose producir
nuevos radicales libres que inician a su vez nuevas cadenas de peroxidacion (Witz,
1989). La peroxidacion de lipidos es un fendémeno que puede conducir a la muerte

celular, pero también induce la formacién de intermediarios derivados de los lipidos

(figura I.1).

DANO
Radicales * CELULAR
de oxigeno

: 1

OH — Aldehidos

1 Reaccion
AGPl—— en —— LOOH Lo — Yotros

B! cadena [hidroperﬁxidos] LOOQ— productos

\ I
Radicales 1

y b DANO
xXenobliolucos CELULAR

AGPI: Acidos grasos poliinsaturados

Figura I.1. Mecanismos que participan en la peroxidacion de lipidos

1.3.1.- PRODUCTOS DE LA PEROXIDACION DE LIPIDOS

Los efectos biologicos de estos derivados de la peroxidacion de lipidos son muy
variables, en especial cuando se consideran los mediadores de la inflamacion, que son

productos de la peroxidacion del acido araquidonico (Bazan, 1990).

Otro grupo de productos de la peroxidacion lipidica, presentan efectos toxicos en
diferentes componentes de la célula, y son eliminados del tejido donde se han formado a
través del torrente sanguineo o por conjugacion. Dentro de este grupo se incluyen una

serie de aldehidos que pueden actuar como "mensajeros toxicos secundarios"
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amplificando la accidon de los radicales libres iniciales, ya que, estos aldehidos, al
contrario de lo que les ocurre a los radicales libres iniciales, poseen una vida media
mucho mas larga, y pueden por lo tanto difundir desde su lugar de produccion y
alcanzar y dafar células o tejidos situados a cierta distancia del punto donde se origind
la situacion de estrés oxidativo. La sangre constituye el principal vehiculo por el que
circulan estos aldehidos generados endogenamente, y suponen la expresion de la

magnitud del dafio celular, implicandose en la fisiopatologia de dicha enfermedad.

Entre los diferentes aldehidos que se producen en la peroxidacion de lipidos, los
mas intensamente estudiados han sido el malondialdehido (MDA) vy los
4-hidroxialquenales, en particular el 4-hidroxinonenal (HNE) y el 4-hidroxihexenal

(Esterbauer et al., 1991).
[.3.1.1.- Malondialdehido (MDA)

El MDA es una molécula volatil de bajo peso molecular (PM=72,07) que resulta
de la degradacion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados, especialmente el acido

araquidonico y el dcido docosahexaenoico.

Desde que el estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos han sido involucradas
causalmente en la patogénesis de algunas enfermedades humanas, la determinacion de
remanentes de la peroxidacion de lipidos, como el MDA, en sangre o suero humanos, ha
recibido considerable atencion. Hasta ahora se han utilizado distintas técnicas para
medir esta molécula, basadas todas ellas en la reaccion del MDA con el acido
tiobarbitirico, denominando a este conjugado como TBARS (ThioBarbituric Acid

Reactive Substances).

Sin embargo en la determinacion de este producto de peroxidacion existe un
factor a tener muy en cuenta, y es precisamente la técnica empleada. A modo de ejemplo
en un reciente estudio de Esterbauer (Esterbauer et al., 1991), se puede observar como el
nivel de remanentes de la peroxidacion de lipidos (MDA 6 TBARS) en plasma de
sujetos sanos puede variar segun la técnica empleada desde 0.0 (indetectable) hasta 47.2
nmol/mL (Higueras et al., 1994; Largilliere y Melancon, 1988; Aznar ef al., 1983). El
problema reside fundamentalmente en que el nivel de MDA o TBARS detectado por
algunas técnicas proviene, ademas de la degradacion de los 4&cidos grasos
poliinsaturados, de la de otros productos (como azucares, aminoacidos, aldehidos,

acidos orgénicos, etc.) (Janero, 1990). La literatura ha sefialado a la determinacion de
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MDA por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) como una de las mas

adecuadas para reflejar el indice de peroxidacion lipidica de una muestra bioldgica.
1.3.1.2.- 4-hidroxialquenales

Son otros productos formados durante la peroxidacion de acidos grasos
insaturados. Cuando la peroxidacion es del &cido linoleico, gamma linoleico y
araquidonico, la mayor proporcion de aldehidos formados, corresponde al

4-hidroxinonenal (Esterbauer et al., 1991).

Son sustancias altamente reactivas que reaccionan con biomoléculas,
especialmente con aquellas que poseen grupos sulfhidrilo, como la cisteina, el glutation,
el coenzima A y las proteinas o enzimas que contienen grupos -SH (Esterbauer et al.,
1991). Entre sus propiedades bioldgicas cabe destacar su citotoxicidad, actividad de
inhibicion del crecimiento, genotoxicidad, actividad quimiotactica y su potencial papel

en la aterogénesis.

De los aldehidos identificados hasta ahora, el 4-hidroxinonenal muestra la mas
alta actividad frente a biomoléculas importantes, y es el mas citotoxico (Benedetti et al.,
1980), asociado con enfermedades humanas y en modelos experimentales (Esterbauer,
1993; Selley et al, 1992). Recientemente se le han atribuido propiedades mas
fisiologicas en la modulacion de la actividad celular (Esterbauer ef al., 1991). Entre
otras, se ha propuesto la capacidad del 4-HNE de activar mecanismos de sefalizacion
celular como la fosfolipasa C (Rossi et al., 1990) o D (Natarajan ef al., 1993). También
se ha demostrado la relajacion vascular, mediada por el endotelio, inducida por 4-HNE
en arterias cerebrales (Martinez et al., 1994) y mesentéricas humanas (Romero et al.,

1997), y otras acciones en diversos lechos vasculares (Van Der Kraaij et al., 1990).

El 4-HNE es capaz de reaccionar con el glutation (GSH) de forma espontanea,
pero intracelularmente esta reaccion podria estar catalizada por isoformas especificas de
las GSH S-transferasas (Jensson et al., 1986; Danielson et al., 1987). Ademas, la
reaccion de este aldehido con otros aminodcidos residuales de las proteinas puede
eventualmente conducir a la inactivacion de su actividad enzimatica. Por ejemplo, en la
insulina produce una modificacion de los residuos de histidina (Uchida y Stadtman,
1992), la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se inactiva debido a una modificacion

selectiva de un residuo activo de lisina (Szweda et al., 1993) y la inhibicion de la

10
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Na",K"-ATPasa se debe probablemente a la interaccion de este aldehido con los grupos

sulfidrilos (Siems et al., 1996).

1.4.- DEFENSA ANTIOXIDANTE

I.4.1.- SISTEMAS ANTIOXIDANTES DE IMPORTANCIA BIOLOGICA

La prevenciéon del dafo ocasionado por los sistemas oxidantes la realizan los
sistemas antioxidantes Las células estdn equipadas con mecanismos antioxidantes
enzimdticos y no enzimdticos que previenen la aparicion o hacen desaparecer esas

especies activadas del oxigeno u otros radicales.

Estos sistemas incluyen los agentes antioxidantes, proporcionados o no por la
dieta (vitaminas C y E, sistema glutation, etc.) , los enzimas con actividad antioxidante
directa o primaria, llamados asi por inactivar directamente especies activadas de
oxigeno (catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc.), y los enzimas con
actividad oxidantes secundaria, que contribuyen al mantenimiento de otros sistemas
antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas de la accion toxica de los radicales
(glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, glutation S-transferasa, respectivamente.) (Sies,

1991).

1.4.2.- EL SISTEMA GLUTATION

1.4.2.1.- Glutation

El glutation es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) de interesantes

propiedades biologicas debido a dos de sus caracteristicas estructurales (figura 1.2):

1) El enlace y-glutamilo que lo protege de las peptidasas por el que solo puede

ser atacado por la y-glutamil-transpeptidasa.

i) La presencia de un grupo tiol libre (-SH) perteneciente a la cisteina. Gracias a
éste, el glutation es extraordinariamente reactivo para con las sustancias toxicas
0 no, naturales o exogenas a la célula e incluso para consigo mismo (Meister y
Anderson, 1983). Es el tiol no proteico mas abundante de practicamente todas

las células animales (Vifia et al., 1986) y su presencia se puede explicar en

11



Introduccion

funcién de su proteccion frente a la toxicidad del oxigeno (Fahey et al., 1987).

COOH

H— (Ilz—NHZ
CH»
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A— |
NH2

H—C—CH2—SH «— B
|
Cco

|
NH

|
CH2

I
COOH

Figura L.2. Formula quimica desarrollada del glutation

A: Enlace gamma-glutamilo. B: Grupo tiol libre.

Se considera estado del glutation al sistema donde existe un equilibrio entre las
distintas formas en las que este tripéptido se puede presentar (Kosower y Kosower,
1978). Podemos encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada
(GSSG) y en forma de disulfuros mixtos en su mayoria GS-S-proteina. El término
estado no implica unos valores constantes para el glutation, sino que estos quedan

supeditados a las alteraciones del sistema.

Se denomina sistema glutation (figura 1.3) al conjunto formado por el glutation
y los enzimas relacionados con su metabolismo, que son responsables del

mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiologicas (Meister y Anderson,
1983).

1.4.2.2.- Papel protector del glutation

Se realiza a muchos niveles, entre los cuales nos interesa en especial la
inactivacion de radicales libres, el mantenimiento de la integridad celular y la

proteccion frente a la peroxidacion de lipidos.

En el mantenimiento de la integridad celular, el glutatién actuaria interceptando
radicales libres e impidiendo entre otras la peroxidacion de los lipidos de la membrana

celular.

12
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Un ejemplo, lo podemos encontrar en la formacion de la catarata. En la mayoria
de casos, los factores cataratdgenos acaban produciendo una disminucion del glutation y
de los enzimas antioxidantes con ¢l relacionados, en algunos casos de hasta el 70% de
sus niveles (Navea et al., 1992). Esta disminucioén permitiria que los radicales libres
provocaran modificaciones oxidativas en las proteinas o lipidos del cristalino, con
pérdida de la transparencia del mismo. Se han encontrado en cristalinos cataratosos
actividades enzimaticas relacionadas con el glutation menores que las descritas en

cristalinos sanos (Romero et al., 1989).

13
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Figura L.3. Representacion del sistema glutation.
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1.4.2.3.- Actividades enzimaticas relacionadas con el glutation
1.4.2.3.1.- Actividad glutation S-transferasa

Representa la actividad de un conjunto de enzimas muy versatiles que estan
envueltos en la detoxificacion de multitud de compuestos productos del metabolismo

oxidativo (Habig, 1983).
Las GSH S-Transferasas tienen actividad, entre otras, frente a:

* 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB): éste es un sustrato de amplio espectro
para las transferasas, ya que presenta una actividad alta cuando para otros

sustratos esta es minima o inexistente.

* 4-Hidroxinonenal (4-HNE): es un producto de la peroxidacion de los lipidos

y activo sustrato para las GSH S-Transferasas.

La reaccién que catalizan este grupo de enzimas, supone la inactivacion de
aquellas sustancias electréfilas que hayan podido acceder a las células desde el exterior
(xenobidticos) o que aparecen como metabolitos finales o intermediarios de otros
procesos celulares (endobioticos). Esta familia de enzimas es muy versatil y presenta
una afinidad muy grande para el glutation, y en menor medida para los otros sustratos

de la reaccion.
1.4.2.3.2.- Actividad peroxidasa
La actividad peroxidasa est4 representada por tres enzimas:

i) Glutation peroxidasa (GSH-Px): es una enzima que contiene selenio, capaz
de reducir el peroxido de hidrogeno (H,0,) a agua. Es la forma mas comun de
actividad peroxidasa en mamiferos y se presenta como un importante sistema
protector frente a la peroxidacion de lipidos. La funcidon de este enzima es
proteger a las membranas celulares del dafo oxidativo. El higado por
ejemplo, que es uno de los principales lugares para la detoxificacion y esta
expuesto a altos niveles de oxidantes, posee una actividad elevada de
glutation peroxidasa. Los animales con deficiencias en selenio, presentan un

descenso de la actividad de esta enzima (Van Vleet ef al., 1981).

ii) Glutation transferasa con accion peroxidasa: algunos isoenzimas de la

glutation S-transferasa también tienen actividad frente a hidroperdxidos
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orgéanicos, mientras que no la tienen frente al perdxido de hidrogeno (H,O»).
Bajo condiciones de deficiencia de selenio en la rata, la glutation peroxidasa
estd disminuida mientras que la actividad glutation transferasa estd aumentada

(Schramm ef al., 1985).

iii) Glutation peroxidasa frente a fosfolipidos peroxidados: actia sobre
fosfolipidos peroxidados de membranas biologicas. Este enzima es una GSH-
Px de fosfolipidos hidroperoxidos, llamada PHGPx. Es un mondmero y ha
sido descubierta como una selenoenzima distinta de la cldsica GSH-Px

basdndose en su cDNA y secuencia aminoacida (Ursini ef al., 1982).
1.4.2.3.3.- Actividad glutation disulfuro reductasa

El glutation disulfuro (GSSG) formado en las reacciones de peroxidacion se
reduce por acciéon del NADPH mediante una reaccion catalizada por la glutation
reductasa. Por tanto esta enzima mantiene el estado reducido del glutation, necesario a

su vez para muchos procesos de detoxificacion celular.
1.4.2.3.4.- Actividad gamma glutamil transpeptidasa

Es una enzima del catabolismo del glutation que cataliza la transferencia del
grupo gamma glutamilo. Normalmente esta asociada a la membrana celular y orientada
con su sitio activo hacia el exterior. Constituye el paso extracelular del ciclo del

gamma-glutamilo (Meister y Anderson, 1983).

Ademés, supone el siguiente paso de la via de degradacion de los conjugados
formados por la reaccion de las glutation S-transferasas, y que conduce a la formacion

de compuestos mas hidrosolubles: los acidos mercaptiricos.

L.5.- OTRAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES

I.5.1.- CATALASAS DE LOS PEROXISOMAS

Catalizan la conversion del perdxido de hidrogeno (H,O;) en agua y oxigeno a

nivel del fagosoma o en el peroxisoma.
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I.5.2.- ACTIVIDAD DT-DIAFORASA

Multitud de compuestos toxicos lo son o se convierten en ellos por poseer una
estructura quinénica. Existe un enzima, la DT-diaforasa, que previene la reduccion
monoelectronica de los compuestos quindnicos y la formaciéon de un radical
semiquinona. Este enzima transfiere dos electrones a la quinona formando la

hidroquinona, que es mucho menos tdxica y evitando el estado intermedio semiquinona.

El peligro de la formacion de un radical semiquinona, es la facilidad que éste
tiene para reaccionar con el oxigeno molecular, para formando anién superoxido,
reponer la quinona inicial. A este fendmeno se le ha denominado por los autores sajones
"redox cycling" y supone una fuente habitual de estrés oxidativo (Kappus y Sies, 1981).

La presencia de la DT-diaforasa protege pues a las células de este fendmeno.

1.5.3.- ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

Estas enzimas catalizan la conversion de radicales libres superoxidos (O7) a
peroxido de hidrogeno (H,0O,) y oxigeno (O,) (McCord y Fridovich, 1969). El peroxido
de hidrogeno producido, serd eliminado por la accidon de las catalasas y de la glutation

peroxidasa (Fridovich, 1978).

Catalizada por la superoxido dismutasa, se produce la conversion del anion
superoxido (O7) en peroxido de hidrogeno (H2O;) que seréd reducido a agua a través de
la glutation peroxidasa. Durante esta reaccion el glutation pasa a su forma disulfuro
(GSSQG) y vuelve a su estado reducido por la accion de la GSSG reductasa consumiendo

NADPH.

Por otro lado, la DT-diaforasa permite la formacion de hidroquinona, que es un
compuesto mucho menos tdxico, y evita asi el estado intermedio de semiquinona que
podria reaccionar con el oxigeno molecular para formar anidon superoxido y reponer asi

la quinona inicial que es toxica.

L.6.- OTROS ANTIOXIDANTES NATURALES

Ademés del glutation existe una gran bateria de compuestos biologicos

encargados del mantenimiento del equilibrio redox en el organismo. Entre ellos destacan
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la vitamina E (tocoferol), vitamina C (acido ascorbico) y el 4cido lipdico. Otros como la

ubiquinona y los carotenoides tienen variado interés dependiendo del medio en cuestion.

La suma de la actividad antioxidante de la vitamina E en un alimento es la suma
de las actividades de ocho tocoferoles quimicamente similares, cada uno de los cuales
puede existir en un nimero diferente de formas estéricas (Diplock, 1985). Sin embargo
in vivo, a causa de factores en la absorcion, el mas importante tocoferol en ser

considerado es el a-tocoferol.

La enfermedad por deficiencia de vitamina E es bien conocida en los animales
donde su ausencia en la dieta causa en ratas embarazadas la resorcion del feto, en ratas
machos produce degeneracion testicular, en conejos produce distrofia muscular (Nelson,
1980) y en pollo una lesion aguda en el sistema nervioso central (Diplock, 1985). En
humanos la deficiencia de vitamina E es rara, debido a la facil obtencion de ésta por la
dieta normal. Sin embargo existen algunas excepciones, por ejemplo, la
abetalipoproteinemia, una rara enfermedad genética, provoca una mala absorcion de la
vitamina que conlleva a una profunda neuropatia periférica que resulta fatal cerca de los
12 afios, la enfermedad es tratada con éxito con grandes dosis de vitamina E. Aunque la
deficiencia de esta vitamina es rara, la presencia de niveles séricos bajos de la misma
puede predisponer a enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como la

degeneracion macular asociada a la edad (Belda et al., 1999)

La habilidad de sintetizar vitamina C (4cido ascorbico) a partir de la glucosa esta
ausente en un pequefio grupo de especies animales incluida el hombre, los primates, y
otros mamiferos. Estas especies dependen de la fuente externa de la vitamina C en su
dieta, ya que es necesaria para una gran variedad de reacciones enzimaticas
fundamentales. La oxidacion del acido ascérbico a dehidroascorbato es reversible
gracias al glutation, que renueva la molécula de vitamina C a su estado reducido original
siendo catalizada la reaccion por la dehidroascorbato reductasa. Estd bien demostrada la
capacidad del &cido ascorbico para neutralizar diversos radicales libres de oxigeno
(Halliwell y Gutteridge, 1989), pero el ultimo gran interés estd en la hipdtesis de que
esta molécula pueda tener un importante papel en la regeneracion del a-tocoferol desde

su forma oxidada, actuando como un dador de hidrogeno.
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La deficiencia de ascorbato en la dieta de animales, que son incapaces de
sintetizarlo, conduce a defectos en la sintesis de colageno, lo cual en el hombre resulta

en la conocida enfermedad del escorbuto.

El 4cido lipdico juega un papel pivote en el metabolismo energético. Su
actividad antioxidante, sin embargo, estd reconocida en condiciones normales y
patoldgicas. Este antioxidante actia en determinadas enfermedades en las que
interviene el estrés oxidativo (Borbe y Ulrich, 1989). En un reciente estudio se ha
demostrado en un modelo de neuropatia diabética la mejora del flujo sanguineo y la
condicion distal en nervio periférico, al igual que es capaz de reducir, en este tejido, el
nivel de estrés oxidativo (Nagamatsu et al, 1995). Més aun, se ha descrito su
efectividad en la neuropatia diabética de estos enfermos en un ensayo clinico reciente

(Ziegler et al., 1995).

L7.- ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Dada la importancia de los antioxidantes en la fisiologia y fisiopatologia de
diferentes tejidos, se ha desarrollado la idea de que estas sustancias pueden tener una
accion terapéutica e incluso preventiva relevante en el desarrollo de ciertas patologias.
Ante esta opcion se plantea inicialmente el uso de antioxidantes naturales, los cuales
presentan la enorme ventaja de ser, en la mayoria de los casos, inocuos (a dosis
razonablemente pequefias). Una segunda alternativa es el empleo de sustancias sintéticas
con potencia antioxidante y pensadas para anclarse en los diferentes tejidos u organelas
diana de la accion de los radicales libres. Existe una amplia gama de estos compuestos,
como son: el Trolox (derivado hidrosoluble de la vitamina E), el probucol, el
butilhidroxitolueno (BHT), muchos quelantes de hierro y otros metales. De entre ellos,
los compuestos encuadrados en el grupo de los 21-aminoesteroides, también
denominados lazaroides (Braughler y Pregenzer, 1989) han demostrado una gran
potencia antioxidante en diferentes modelos experimentales, en su mayoria relacionados
con el tejido nervioso (Braughler y Hall, 1989; Hall y Braughler, 1989). La principal
accion de esta familia de sustancias es la inhibicion de la peroxidacion de lipidos (Hall
et al., 1991; Linseman et al., 1993). Una sustancia importante de este grupo es el
Ebselén: se trata de una molécula GSH-Peroxidasa like bioldgicamente activa, con

propiedades antiinflamatorias (Diaz-Llopis et al, 1993), que presenta actividad
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inhibitoria cicloxigenasa y lipoxigenasa. Ademads se caracteriza por ser hidrofoba y
liposoluble, hechos que suponen un obstaculo para su administracion intramuscular y/o
subconjuntival. Desde entonces, una amplia investigacion sobre esta interesante
molécula se extiende desde los estudios iniciales fisico-quimicos sobre reactividad
radical hasta sus propiedades bioldgicas en células y 6rganos en el camino hacia su

utilizacion clinica.

L.8.- APOPTOSIS

La apoptosis es una forma de muerte celular morfologicamente distinta que
juega un papel central en la embriogénesis y en la homeostasis de los tejidos. Los
cambios ultraestructurales que caracterizan a la apoptosis fueron descritos por primera
vez por Kerr y colaboradores (Kerr ef al., 1972). Estos cambios son la condensacion de
la cromatina del nucleo y la segmentacion del nucleo, seguida de la formacion de
burbujas en la membrana que finalmente dar4 lugar a la desintegracion celular y a la
formacion de los cuerpos apoptdticos, los cuales a su vez seran fagocitados por los
macrofagos, sin pérdida alguna del contenido celular al exterior. La apoptosis provee al
organismo de un método seguro para mantener la integridad del organismo
permitiéndole eliminar las células dafiadas o no normales sin comprometer a las células

vecinas.

Hay cada vez mas evidencia de que el mecanismo molecular de la apoptosis se
ha conservado a lo largo de la evolucidn, ya que ocurre en nematodos y vertebrados.
Son particularmente importantes los estudios genéticos del nematodo Caenorhabditis
elegans, que han permitido la identificacion de dos genes, ced-3 y ced-4, esenciales en
el desarrollo de la muerte celular (Steller, 1995). También hay cada vez mas evidencias
de que una familia de proteasas con residuos cisteina, las caspasas, juegan un papel
fundamental en los procesos de apoptosis tanto en nematodos como mamiferos (Cerretti

etal., 1992).

La muerte por apoptosis puede ocurrir como consecuencia de exposicion a
agentes fisicos (radiaciones ionizantes, hipertermia), a agentes toxicos (perdxido de
hidrogeno), por los efectos celulares de citoquinas, por infeccion viral y mecanismos
inmunologicos (Hockenbery et al. 1993). Esta gran heterogeneidad de los promotores de

la apoptosis sugiere que hay muchos mecanismos que conducen a unos mismos cambios

20



Introduccion

morfoldgicos en las células que se mueren. La capacidad de genes como el Bcl-2 de
proteger frente a la muerte por apoptosis sea cual sea el estimulo, sugiere que hay un

mecanismo final comun en la apoptosis (Reed, 1994).

1.8.1- APOPTOSIS Y ESTRES OXIDATIVO

Algunos procesos consecuencia del estrés oxidativo son la peroxidacion lipidica,
la pérdida de la homeostasis del calcio intracelular, y la alteracion de las vias
metabolicas. Todos estos procesos han sido recogidos en listas de modelos de apoptosis.
Pero hay que diferenciar si son mecanismos efectores o simples cambios bioquimicos

que ocurren como consecuencia de la muerte celular.

La ruptura de la membrana lipidica aumenta la concentracion de lipidos
bioldgicamente activos, tales como los metabolitos del acido araquidonico, y la
liberacion de diacilgliceroles y ceramidas de la esfingomielina. Esto puede estimular la
liberacion del calcio desde sus lugares de almacenamiento intracelular lo que lleva a una
pérdida de la homeostasis del calcio de la que dependen muchos sistemas enzimaticos.
Se cree ademas que la activacion de la endonucleasa dependiente del calcio es capaz de
iniciar la fragmentacion de la cromatina que se observa en las células apoptoticas
(Lesmasters et al., 1989). El calcio también puede activar las sefiales de transduccion

dependientes de la protein kinasa C y asi modificar la transcripcion génica (Wolf et al.,

1985).

Ademas hay estudios toxicologicos que demuestran que la exposicion de las
células a bajas dosis de peroxido de hidrégeno conduce a apoptosis en vez de a necrosis,

que se ha visto que ocurre a dosis mayores (Lennon et al., 1991)

A pesar de todo hay mucha confusion sobre la conveniencia de usar
antioxidantes para modificar la respuesta apoptética, pues aunque los radicales libres

pueden causar estrés oxidativo, no son esenciales para que ocurra el proceso apoptoético.

1.8.2.- LAS PROTEINAS DE LA FAMILIA BCL-2

Uno de los reguladores de la apoptosis mas importante es la familia de genes
Bcl-2, de los que se sabe que hay, por lo menos, 16 en humanos (Chao y Korsmeyer,

1998). El gen supresor de la apoptosis se descubri6 como un proto-oncogén que se
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encontraba en los linfomas de células B. Los miembros de la familia Bcl-2 se han

clasificado en tres grupos (Adams y Cory, 1998):

i)

iii)

Los miembros del primer grupo, como Bcl-2 y Bcl-XI, se caracterizan por
poseer 4 dominios de homologia (BH1-BH4). También se caracterizan por
poseer una cola C-terminal hidrofobica, que sitia a la proteina en la
membrana externa de la mitocondria, con el grueso de la proteina hacia el
citosol. El hecho caracteristico de los miembros del grupo I es que todos

poseen actividad antiapoptdtica.

El grupo II estd compuesto por proteinas con actividad proapoptdtica. Los
miembros de este grupo, como Bax y Bak, tienen una estructura general
similar al grupo I; contienen la cola hidrofobica y todos los dominios menos

el dominio BH4.

El grupo III consiste en un conjunto diverso de proteinas cuyo Unico hecho
comun es la presencia del dominio BH3. Aunque algunos miembros del
grupo III, como el Bid, son de hecho homologos divergentes del Bcl-2 y Bax,
otros comparten muy poca semejanza estructural con los miembros del grupo
I y II. La clasificacion de estas proteinas dentro de la familia Bcl-2 es mas

una cuestion de conveniencia.

Las proteinas de la familia Bcl-2 son proteinas multifuncionales. Se han

identificado tres funciones generales para el Bcl-2 y algunos de sus homologos

antiapoptaticos, como el Bcl-X1 (Green y Reed, 1998):

i)

Dimerizaciéon con otros miembros de la familia Bcl-2. En 1993, Oltvai y
colaboradores (Oltvai et al,1993) descubrieron que era capaz de
heterodimerizarse con la proteina proapoptoética Bax. De este hecho, surge la
hipotesis de que los miembros pro y antiapoptoticos de la familia Bcl-2
pueden heterodimerizarse intentando bloquearse unos a otros. La relativa
sensibilidad o resistencia de las células a los diversos estimulos apoptdticos
dependeria entonces de la relacion entre los niveles de proteinas pro y
antipoptoticas. La dimerizacion se consigue cuando el dominio BH3 de una
molécula se une en un bolsillo hidrofébico formado por los dominios BHI,

BH2 y BH3 de otra proteina.
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1) Unidn con otras proteinas no homologas. De todas las proteinas con las que
pueden interaccionar Bel-2 y Bel-X1, las mas importantes son aquellas que
estan relacionadas directamente con la activacion de las caspasas, como
Apaf-1. Apaf-1 permanece en estado inactivo hasta que es activado por dATP
y citocromo ¢, entonces forma un complejo con la procaspasa-9 induciendo
la actividad de la caspasa-9 que a su vez activa las siguientes caspasas. Se ha
visto que Bcl-X1 se une a Apaf-1 (Hu et al,, 1997), pero no se sabe como

afecta esta union a la apoptosis.

1) Formacion de canales i6nicos o poros, regulando asi la liberacion de factores
proapoptdticos, en particular citocromo c, del compartimento intermembranal

de la mitocondria al citosol.

Se ha sugerido que las proteinas de la familia Bcl-2 pueden actuar insertandose
en la membrana externa mitocondrial donde forman canales. La hipotesis general
(Schendel et al., 1998) es que las proteinas Bcl-2 citoprotectoras forman pequefios
canales con una conformacion mas cerrada y que tienen preferencia por los cationes,
mientras que las proteinas proapoptdticas, como Bax, forman canales mas grandes, con

una conformacion mas abierta y que prefieren aniones.

Otro de los mecanismos de salida del citocromo ¢ es la pérdida del gradiente
electroquimico de la membrana interna mitocondrial (Petit et al., 1996), que
generalmente se debe a la apertura del “mitochondrial permeability transition pore”
(PTP). La sobreexpresion de Bel-2 ¢ Bel-X1 hace que sea mas dificil la apertura del PTP
(Kluck et al., 1997) y la sobreexpresion de Bax induce la pérdida del gradiente
electroquimico. Pero, la salida del citocromo ¢ también se puede dar sin pérdida del

potencial de membrana.
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I1.- BASES MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DEL ESTUDIO.

IL.1.- LA CORNEA

I1.1.1.- ANATOMIA DE LA CORNEA

I1.1.1.1.- Generalidades y relaciones

La cornea constituye 1/6 de la parte anterior del globo ocular. Es una estructura
avascular transparente, con terminaciones nerviosas ricamente inervadas, que
proporcionan las sensaciones del tacto y dolor. La interfase entre la pelicula de la
lagrima corneal y la atmosfera ambiente proporciona dos tercios del poder refractivo del
ojo humano. El tamafio, forma, y las propiedades Opticas de la cornea cambian poco con
la edad. Debido a la naturaleza avascular de la cérnea, la mayoria de las necesidades de
oxigeno para sus actividades metabodlicas proviene de oxigeno atmosférico que se
disuelve en la pelicula de la lagrima. Cuando los parpados estan cerrados, el oxigeno
entra en la pelicula de la lagrima través de los capilares de la conjuntiva superficial.
Los nutrientes, como los hidratos de carbono, vitaminas, aminoacidos, y otros
substratos, son generalmente transportados a través de las arcadas vasculares del limbo
y pasan al estroma a través del endotelio corneal por difusion o transporte activo. El
anhidrido carbdnico y otros productos metabdlicos terminales son eliminados por la
pelicula de la lagrima, el endotelio corneal, o a través de los capilares del limbo

(Smolek y Klyce, 2001).
I1.1.1.2.- Embriologia

La formacién de vesicula del cristalino ocurre durante las primeras semanas del
embarazo. Las células del ectodermo superficial cubren el defecto dejado por la
invaginacion de la vesicula del cristalino y se convierten en las células del epitelio
corneal primitivo. La estructura del epitelio en la 8" semana consiste en dos capas
celulares: una capa superficial, compuesta de células planas, y una capa basal
subyacente de células cuboideas. En la 26" semanas de gestacion, las capas se abren y el
epitelio se compone ahora de cuatro a cinco capas celulares. Las células basales son de
cuboideas a columnares, con los nlcleos basales, y descansan en una membrana basal.

Sobre esta capa estan las células interdigitales y, mas superficialmente, una capa de
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células del epitelio plano. La membrana basal fetal difiere substancialmente de la del
neonato, siendo menos electron-densa y menos homogénea. Al inicio de la gestacion,
los hemidesmosomas y fibrillas de anclaje estan ausentes. A la 19? semana de gestacion,
los hemidesmosomas, las fibrillas de anclaje, y la capa de Bowman rudimentario estdn
presentes. Con el desarrollo posterior en el utero, aumenta el numero de
hemidesmosomas, las fibrillas de anclaje penetran en el estroma anterior, y la capa de

Bowman se espesa.

Una "primera oleada" de células del mesodermo empieza a extenderse bajo las
células del epitelio corneal del limbo hacia el 4rea central alrededor de la quinta semana
de embarazo; estas células forman el endotelio primitivo. El epitelio y endotelio
permanecen estrechamente unidos hasta la sexta semana cuando una "segunda oleada"
de células mesodérmicas empieza a crecer centralmente desde el limbo entre el epitelio
y el endotelio. Este tejido forma el estroma corneal, y el coldgeno extracelular empieza
a aparecer al cabo de unos dias. Durante el tercer mes, las células del endotelio secretan
la membrana de Descemet. En el séptimo mes de gestacion, la cornea se parece en la
mayoria de sus caracteristicas estructurales y dimensiones fisicas a la del adulto. En el
recién nacido a término, la medida horizontal de la coémea es de 10 mm o

aproximadamente un 80% de la del adulto (Cook ef al., 2001).
I1.1.1.3.- Estructura histologica

La cornea humana tiene forma eliptica. La medida mas grande es la horizontal
(11,7 mm), con una media entre 11 y 12,5 mm, y la medida vertical se situa alrededor
de 10,5 mm, con un rango entre 10 y 11,5 mm. El radio de curvatura anterior de la
superficie corneal es de 7,8 mm, con un rango entre 6,8 y 8,5 mm. La hendidura o

sulcus es conocida como el limbo.

La cornea es mas delgada en el centro, midiendo alrededor de 520 wm y aumenta
en espesor a aproximadamente 700 um a medida que alcanza el limbo (Mishima,
1968). Los 4 mm centrales de la cornea por debajo de la pupila forman el centro Optico.
Tiene una superficie y estructura regular y estd justo en el centro de la configuracion

esférica.

La cornea estd formada por 5 capas: epitelio, capa de Bowman, estroma,
membrana de Descemet y endotelio (figura II.1). En situacion normal carece de vasos

sanguineos y linfaticos.
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La superficie anterior de la cornea estd cubierta por 5 6 6 capas de células
epiteliales, de 50-60 um de grosor, que se continlian con las de la conjuntiva (figura
11.2). Las funciones del epitelio corneal son dos: (1) formar una barrera entre el
ambiente y el estroma corneal y (2) formar una delicada superficie refractiva en la
cornea a través de la interaccion con la pelicula lagrimal. El epitelio corneal se mantiene
por un equilibrio entre el proceso de migracion celular, la mitosis, y el desprendimiento
de células de la superficie, segin la hipdtesis X,Y,Z (Sharma y Coles, 1989; Thoft y
Friend, 1983).

La importancia del epitelio como barrera entre la lagrima y el estroma se
demuestra claramente en la respuesta de la cornea ante la abrasion epitelial. Después de
la renovacion del epitelio, el estroma absorbe liquido de las lagrimas y en el plazo de 4 a

6 horas puede hincharse un 150% de su espesor normal (Ytteborg y Dohlman, 1965).

La capa de Bowman es una zona acelular, de 8 a 10 um de espesor, situada
debajo del epitelio, formada por coldgeno, que bajo la luz del microscopio no posee
ninguna organizacion. Se suele considerar que la capa de Bowman es resistente al
traumatismo, ofreciendo una barrera a la invasiéon corneal por microorganismos y
células tumorales. Por otro lado se ha constatado que carece de capacidad regeneradora

cuando se lesiona.

El estroma constituye aproximadamente el 90% de la cornea, y consta de 200-
250 capas de colageno laminar (2 um de espesor), células de estroma y sustancia
fundamental. Est4 rodeado en su porcidn anterior por la membrana de Bowman. La capa
mas posterior de coldgeno del estroma se mezcla con la capa gruesa del endotelio
(membrana de Descemet). En el estroma adulto, los queratocitos se encuentran silentes,
aunque parecen formar una red de células interconectadas a través del estroma via
uniones “gap”. Es posible que la rotura de estas uniones por heridas pueda servir de

sefal para la migracion de los queratocitos al area lesionada.

La membrana de Descemet tiene un espesor de aproximadamente 10 um en
los adultos y se trata de una ldmina basal gruesa producida por el endotelio. El anillo de
Schwalbe sefiala el final de la membrana de Descemet. A diferencia de la capa de
Bowman, la membrana de Descemet se desprende del estroma con facilidad,

regenerandose con rapidez tras la lesion.
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Las células endoteliales forman una monocapa de células hexagonales que
separan el estroma del humor acuoso (figura I1.3). Tienen una altura aproximada de 10
um al nacer, se aplanan con la edad hasta aproximadamente 4 um en los adultos. Por lo

general no existe actividad mitdtica en el endotelio tras el nacimiento.

Figura I1.1 Imagen del espesor total de la cornea humana normal. Desde arriba:
epitelio, membrana de Bowman (flecha), estroma, membrana de Descemet (flecha), y
endotelio (tincién de hematoxilina-eosina, x80). Modificada de Duane.

Figura I1.2. Superficie del epitelio corneal a microscopia electronica. Resaltan las
numerosas microvellosidades y los margenes celulares (x12,900). Modificada de Duane.

27



Introduccion

Figura I1.3. Superficie del endotelio corneal a microscopia electronica. Destaca la
disposicion hexagonal regular de las células (x 1170). Modificada de Duane.

I1.1.2.- FISIOLOGIA DE LA CORNEA

Las células corneales son metabolicamente activas y requieren nutrientes para
desarrollar su funcion (glucosa, oxigeno, vitaminas y aminodcidos). El catabolismo de
la glucosa y el glucdgeno es la principal fuente de energia de estas células. La glucosa
procede fundamentalmente del humor acuoso. El oxigeno, por otro lado, llega por
difusion desde la pelicula lagrimal a las células epiteliales, y desde el humor acuoso a

las células endoteliales.

El glutatién es un elemento muy importante para la funcidon endotelial, ya que
desempefia un papel en la eliminacién de los radicales libres y los peroxidos toxicos que
se forman durante la exposicion al sol o por otros mecanismos oxidativos (Riley et al.,

1980; Riley, 1980).

La funcién principal del endotelio corneal es mantener una barrera efectiva del
humor acuoso, para mantener el bombeo metabdlico y la transparencia corneal. La
integridad de las uniones de las células endoteliales establece una barrera que es lo mas
importante en el control del bombeo metabdlico del endotelio, y se localiza en la

membrana lateral de las células endoteliales.
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Una agresion en el niimero de células, la funcion de barrera, o en el bombeo
metabolico puede ocasionar edema corneal. Clinicamente, si la funciéon de bombeo
endotelial equilibra las pérdidas, el contenido de agua del estroma corneal sera del 78%,
y el espesor corneal (0,52mm) se mantendrd. El fundamento de la funcion de barrera es
la existencia de una complicada interdigitacion de las paredes laterales de las células
endoteliales, junto con la presencia de multiples complejos de unién, entre ellos zonulas
occludentes, maculae occludentes y desmosomas. Existen estudios de laboratorio que
han demostrado que las uniones estrechas (“tight junctions”) son muy sensibles al calcio
(la exposicion a soluciones con calcio causan la ruptura de las uniones) y a los niveles

de glutation dentro de las células endoteliales (Stiemke et al., 1991a).

El bombeo metabolico del endotelio corneal se controla por la ATPasa Na" /K"
localizada en los laterales de la membrana. Los estudios han demostrado que existen 3
millones de sitios de bombeo entre las células endoteliales, y un bombeo activo de
HCO;™ a través de endotelio. Es importante senalar que el transporte o difusion de

HCO;  siempre se lleva a cabo en asociacion con el Na” y agua (Hull et al., 1977).

Las uniones estrechas (“tight junctions’) forman la barrera junto con la ATPasa
Na“ /K" para el bombeo metabélico. El bombeo equilibra la pérdida de humor acuoso al
estroma y la actividad de Na’ es mayor en el humor acuoso que en el estroma, por lo
tanto el movimiento hidrostatico del agua serd en direccion del estroma hacia el acuoso.
El endotelio corneal puede adaptarse a un aumento de las pérdidas y equilibrar el
aumento de permeabilidad produciendo mayor nimero de bombeos en la membrana

lateral.

11.1.3.- COMPOSICION DE LA CORNEA

La lamina propia o estromal constituye del 80% al 90% del total del grosor
corneal (Kaye, 1969) y estd formada por alrededor de 200 lamelas de fibrillas
colagenas, que corren paralelas dentro de la superficie. Interpuestas entre las fibrillas de
colageno estan los proteoglicanos (PG), glicoproteinas, y sales. Los PG suponen el 4%-
5% del peso seco de la cornea y su papel principal es controlar la hidratacion, el grosor
y la transparencia de la cornea. Los PG estan compuestos por glucosaminoglicanos,
unidos de forma covalente a una columna de polipéptidos. Los PG mayoritarios en el

estroma corneal son el proteoqueratan sulfato y el proteodermatan sulfato. El queratdn
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sulfato es el glucosaminoglicano més abundante en el estroma corneal. Las células
planas del estroma (queratocitos) se ubican entre las laminillas de coldgeno. Los

queratocitos y fibrocitos secretan PG, colageno y proteasas.

La funcién de transporte de las células monocapa del endotelio precisan de la
actividad oxidativa que es 5 6 6 veces la de las células del epitelio (Riley, 1982). El
oxigeno atmosférico es la principal fuente de oxigeno al endotelio. La interrupcion de
este aporte de oxigeno debido a una baja permeabilidad por el uso de lentes de contacto
0 a un ambiente pobre en oxigeno puede producir un cambio a metabolismo anaerodbico,
un aumento en el acido lactico y el CO, estromal, y una caida en el pH estromal (Klyce,
1981). Los cambios clinicos en fase aguda de la hipoxia incluyen edema estromal,
disfunciéon del endotelio y fracaso endotelial. La hipoxia crénica puede producir
polimorfismo y pleomorfismo irreversibles. Pulse y colaboradores (Pulse et al., 1990),
han demostrado que la hipoxia cronica en humanos altera la capacidad del endotelio

para reducir el edema inducido.

I1.1.4.- ENVEJECIMIENTO DE LA CORNEA

Con la pérdida continua de células endoteliales que ocurren con la edad, no
aumenta la permeabilidad. Cuando se elimina el endotelio, la permeabilidad aumenta 6
veces, de 2,26 a 12,85- 4 cm/min (Watsky et al., 1989). Debido a que la permeabilidad
del endotelio corneal es el factor clave en el mantenimiento de la transparencia corneal,
los procesos de reparacion y la integridad de las uniones son de gran importancia.
Estudios recientes de Stiemke y colaboradores (Stiemke ef al.,1991b) en el desarrollo
del endotelio de conejos han demostrado que, a medida que la cornea madura y las
uniones estrechas (“tight junctions*) se forman, disminuye la permeabilidad endotelial
La densidad de sitios de bombeo en las células de endotelio corneal aumenta y la cornea

se deshidrata.

El punto critico en el cual ocurre la descompensaciéon corneal debido a la
progresiva pérdida de células endoteliales es el nivel menor de 500 cels/mm?. En este
punto critico, la permeabilidad ha aumentado mucho y las células endoteliales estan tan
dispersas que no existe suficiente espacio en las células de la membrana lateral para el
bombeo metabolico. Por tanto, el bombeo metabdlico no puede equilibrar las pérdidas y

se produce el edema corneal.
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I1.2.- EL. CRISTALINO

I1.2.1.- ANATOMIA DEL CRISTALINO

I1.2.1.1.- Generalidades y relaciones

El cristalino del adulto es una estructura biconvexa, transparente, localizada por
delante del cuerpo vitreo y por detras del iris (figura 11.4), uniéndose en los 360° del
ecuador a los procesos ciliares, mediante unas fibras suspensorias (zénula de Zinn). El
cristalino del ojo joven es por lo general incoloro, pero con la edad se produce una

tincion amarillenta o ambar.

Figura I1.4. Situacion anatomica del cristalino.

c: cOrnea; i: iris; I: cristalino; z: fibras zonulares; v: vitreo

Presenta dos caras: anterior y posterior, que se unen en el llamado ecuador. El

radio de curvatura es menor en la cara posterior, que aparece mas abombada.

La superficie anterior del cristalino esta bafiada por el humor acuoso, que fluye
desde la camara posterior del ojo, a través de la pupila, a la camara anterior. El cristalino
se halla desprovisto de circulacion sanguinea, excepto durante la vida intrauterina, por
lo que su nutriciéon deriva de los liquidos intraoculares, principalmente del humor

acuoso (Kleiman y Norgul, 2001).
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I1.2.1.2.- Embriologia

La placoda del cristalino surge de un engrosamiento en la superficie ectodérmica
de la invaginacion inducida por el contacto con la vesicula Optica, una evaginacion del
prosencéfalo. Este hecho se produce en la 4* semana de gestacion en el embrion
humano. Alrededor de la 5* semana la placoda cristaliniana comienza a invaginarse para
formar la fovea de la lente, al mismo tiempo que la vesicula Optica se invagina para
formar la cupula optica, donde se localizan las lentes embrionarias. La fovea de la lente
contina invagindndose, formando la vesicula de la lente que se separa de la superficie
ectodérmica en la 5%-6* semana de gestacion. La lamina basal, una capa gruesa de la
lente, se desarrolla en la 6* semana. También alrededor de la 6* semana de gestacion, las
lentes embrionarias son envueltas por una delicado sistema vascular, la “tinica
vascular”, que alcanza su mayor desarrollo a la 10-12 semanas de gestacion y recibe

aporte de la arteria hialdidea de la retina.

Las células posteriores de la vesicula de la lente se elongan en la 7* semana de
gestacion para formar las fibras primarias del cristalino, que rellenan la cavidad de la
vesicula del cristalino. Mientras, Las células anteriores de la vesicula de la lente, en la
zona ecuatorial, se dividen y elongan para formar las fibras secundarias del cristalino.

Este fenomeno continta toda la vida.

A medida que las nuevas fibras se forman, las mas antiguas son desplazadas
hacia el centro de la lente, que se engrosa progresivamente, formando lo que se conoce

como “‘el nucleo del cristalino”

Las fibras zonulares, que son ligamentos suspensorios que sostienen el
cristalino, se desarrollan del neuroepitelio en el tercer mes de gestacion. En la 7*
semana, el sistema vascular hialdideo, con la regresion del vitreo en el 8° mes de

gestacion, deja a la lente sin aporte vascular para el resto de su vida (Cook, 2001).
I1.2.13.- Estructura histologica
El cristalino estd compuesto por 4 estructuras relacionadas entre si:

i) Capsula: Representa una lamina basal hipertrofica derivada del epitelio
cristaliniano. Se trata de una membrana transparente, fina, elastica, de
superficie homogénea, que proporciona la forma lenticular al cristalino. Se

encuentra unida a los procesos ciliares a nivel del ecuador cristaliniano

32



Introduccion

mediante las fibras zonulares. Permite el paso de electrolitos hacia el interior
del cristalino, pero no deja pasar a los macrofagos ni salir a las moléculas

proteicas de alto peso molecular.

ii) Epitelio: Se encuentra solo en la superficie anterior del cristalino y esta
constituido por una fila de células aplanadas que, a medida que van
madurando, se acercan al ecuador y se transforman en poligonales. Estas

ultimas acaban transformandose a su vez en fibras cristalinianas.

iii) Fibras: Son el resultado de la transformacion de las células epiteliales.
Adoptan una situacion rectilinea del polo anterior al posterior, convergiendo

en unas lineas de sutura con forma de "Y".

iv) Zonula de Zinn: Es un sistema de fibras de 3 a 9 um de grosor y 7 mm de
didmetro, que van desde los procesos ciliares al ecuador del cristalino, al que
mantiene fijo y manda las contracciones del musculo ciliar. Su composicion

es similar a la de las membranas basales.

11.2.2.- FISIOLOGIA DEL CRISTALINO

El cristalino funciona como una barrera que proporciona proteccion a la retina,
evitando las radiaciones luminicas y ambientales, pero la principal funcion del cristalino
es la Optica, puesto que se trata de una lente transparente y biconvexa de
aproximadamente +22 dioptrias. Este mecanismo 6Optico no seria verdaderamente util si
no se produjera la acomodaciéon. Mediante este fenomeno el cristalino puede aumentar
su potencia como lente. Cuando el musculo ciliar esté relajado la zonula esta tensa y por
tanto también lo estd la capsula cristaliniana. Ahora bien, si el musculo ciliar se contrae,
relaja las fibras zonulares, por lo que el cristalino tiende a hacerse mds convexo
(especialmente en la zona anterior de la capsula), aumentando la potencia de la lente.
Asi, el radio de curvatura anterior se modifica de 10 a 16 mm, mientras que la curvatura
posterior s6lo se modifica 1 mm. Ademads, en el mecanismo de acomodacién hay que
incluir dos procesos paralelos, que son la convergencia (ayuda a la fusion de las
imagenes retinianas) y la miosis (que disminuye las aberraciones Opticas producidas por
los cambios de curvatura del cristalino). Todo este complejo mecanismo viene regido

por el sistema parasimpatico.
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Mediante este mecanismo se consiguen focalizar en la retina los objetos que
estén entre su punto remoto (punto mas lejano que se ve nitido) y su punto préoximo

(punto mas cercano que se ve nitido).

11.2.3.- COMPOSICION DEL CRISTALINO

Los principales constituyentes del cristalino, al igual que en otros tejidos, son el
agua y las proteinas. No obstante, el cristalino es Unico por tener un contenido acuoso
muy bajo (65%) y proteico muy alto (33%). Casi todo el peso seco del cristalino se debe
a proteinas. Este bajo contenido en agua y la alta concentracion de proteinas refractiles
es esencial para su correcta funcion oOptica. El resto de los s6lidos, incluyendo lipidos,
iones inorgénicos, acidos nucleicos, fosfato orgénico, y varios metabolitos, constituyen
solo cerca del 2% del total. Sin embargo, la composicion del cristalino varia
considerablemente con el envejecimiento, y mucho més con la formacion de una
catarata. La fraccion de proteinas solubles se mantiene constante con el envejecimiento,
pero la fraccion insoluble aumenta (del 1% en el cristalino joven hasta un 50% en un
cristalino de 70 afios). Esto conduce a la formaciéon de agregados de proteinas,
contribuyendo a la pérdida de transparencia de la lente. También se produce un acumulo
de polipéptidos de bajo peso molecular, que proceden de la proteolisis de productos

cristalinianos por exo y endopeptidasas. (Hoenders y Bloemendal, 1981).

El contenido de lipidos en el cristalino es bajo (1-2% del peso seco), estando
asociados principalmente a las membranas celulares del cristalino. La composicion de
los lipidos también se modifica con el envejecimiento, doblandose el colesterol y la

esfingomielina (Zelenka, 1984).

El acido ascorbico se encuentra en concentraciones altas en el cristalino, en
ocasiones mas altas que las existentes en humor acuoso. El acido ascorbico no se
sintetiza en el cristalino, pero existen evidencias de que existe un transporte
especializado para introducirlo en el mismo desde los fluidos que lo rodean (DiMattio,
1989). Un posible papel del acido ascérbico en el cristalino es el de funcionar como un
aceptor de radicales libres de oxigeno. Paradodjicamente, el acido ascorbico puede ser
también un pro-oxidante, ya que unido a la luz y a la presencia de un ion metalico puede

generar peroxido de hidrégeno (Varma, 1987).
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I1.2.3.1.- El sistema glutation en el cristalino humano

El glutation juega un papel muy importante en el metabolismo lenticular (Reddy
y Giblin, 1984). La cantidad de glutation que se encuentra en humor acuoso es
despreciable, pero en el cristalino normal los niveles de glutatiéon son muy altos, aunque
su distribucion no es uniforme, siendo mayor en la periferia que en el ntcleo. (Reddy et
al., 1980). Por ejemplo, en el epitelio lenticular se han demostrado niveles de hasta
64/umol/g en peso seco, aunque estos niveles son inferiores en el cortex y el ntcleo.
Aunque el glutation se sintetiza en el cristalino, existe también evidencia de un
mecanismo de transporte. (Reddy y Giblin, 1984). A pesar de que se ha demostrado que
para otros tejidos el GSH mitocondrial supone hasta un 15% del total determinado
(Romero y Galaris, 1989), en el caso del cristalino esto no tiene relevancia alguna pues
existe una préctica total ausencia de mitocondrias, exceptuando las pertenecientes a las

capas celulares més externas del epitelio de la lente (Reddy et al., 1980).

Uno de los principales papeles del glutation es mantener los grupos sulfidrilos (-
SH) de las proteinas cristalinianas en su estado reducido (Kinoshita, 1964). La
oxidacion de estos grupos -SH, debida a la presencia de radicales libres, puede producir
uniones de proteinas, llevando a su agregacion y a la pérdida de transparencia de la lente
(Spector, 1984). El glutation oxidado pasa otra vez a su estado reducido mediante un
mecanismo en el cual la enzima glutation reductasa utiliza una molécula de NADPH

transforméandola en NADP (Spector, 1985; Augusteyn 1981.).

El glutatién también ha sido implicado en el mantenimiento de la permeabilidad
de membrana y los mecanismos de transporte activo de cationes (Epstein y Kinoshita,
1970). Los niveles de glutation disminuyen de forma significativa con la formacion de

catarata, asi como los niveles de enzimas necesarios para su sintesis.

I1.2.3.- ENVEJECIMIENTO DEL CRISTALINO

El proceso de envejecimiento del cristalino produce una serie de cambios
estructurales y bioquimicos que quedan reflejados a continuacion:

1) El peso y el volumen de la lente aumenta con el crecimiento de la misma.

i1) Al tiempo que las células mas antiguas son desplazadas hacia el centro de la

lente, éstas pierden el nticleo y las organelas.

35



Introduccion

ii1) La sintesis de proteinas y otros procesos metabdlicos se interrumpen en las
células mas antiguas, por lo que la actividad metabdlica mas vigorosa queda
restringida a los segmentos més externos del cristalino, quedando la zona
interna desprotegida para responder ante una agresion metabdlica o de

cualquier otra indole.

iv) El cristalino adquiere un color amarillento con la edad, pudiendo llegar a
marrén oscuro en caso de las cataratas brunescentes. Una de las principales

causas de esta coloracion es la absorcion de luz ultravioleta. (Lerman, 1980).

v) La lente se torna mas rigida, comprometiendo el proceso de acomodacion,

produciéndose el fendémeno conocido como presbicia.

vi) De entre los cambios en la composicion, destacar el aumento de proteinas
insolubles, las uniones de proteinas con precipitacion de agregados proteicos
de alto peso molecular, racemizacion de aminoacidos esenciales, proteolisis y
glicosilaciéon no enzimdtica (Hoenders y Bloemendahl, 1981). También se
altera la composicion lipidica de las membranas celulares, asi como la
degradacion de las proteinas que funcionan como gap-junction y la
modificacion del contenido de fosfolipidos (Broekhuyse, 1981). De forma
similar, la actividad enzimdtica del cristalino disminuye con la edad.

(Hockwin y Ohrloff, 1981; Spector, 1982; Leske et al., 1991).

vii) Disminucién del grosor y del ntimero de fibras zonulares, aumentando

notablemente su fragilidad.

viii) Todos estos cambios estructurales y moleculares que ocurren con el
envejecimiento contribuyen a una reduccion gradual de la transparencia del
cristalino. Cuando se llega al punto de que esta disminucion de la
transparencia repercute sobre la vision del individuo es cuando hablamos de

la formacion de la catarata.

IL.3.- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y DIFERENCIALES DE LA
CORNEA Y_CRISTALINO DEL_CONEJO

El conejo es un animal preparado para la actividad tanto nocturna como diurna.

Es un roedor cazador, con dieta vegetariana, y por lo tanto debe estar muy alerta a todo
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lo que pasa a su alrededor cuando esta en el campo. Los animales de laboratorio heredan

estas caracteristicas, y algunas de ellas son parecidas a los humanos.

Ambos tienen una retina con doble funcidén (conos y bastones), pero la de los
conejos no poseen una verdadera fovea central, y sus capas bipolar y plexiforme externa
son Unicas entre los animales. Ninguna tiene una estructura de recubrimiento. Las otras
membranas del ojo, no son tan diferentes, aunque el sistema circulatorio si muestra
diferencias. Ambos utilizan métodos similares de acomodacion, pero el conejo tiene

mucha menor capacidad que el hombre.

El conejo tiene ciertas estructuras anatomicas que el hombre no posee. Tiene un
musculo retractor bulbar, una gldndula de Harder, una membrana nictitante, y una
glandula nictitante. La glandula lagrimal es mucho mas grande en el conejo, y el sistema
de drenaje lagrimal es también diferente. El conejo estd desprovisto de una membrana
de Bowman. Sin embargo en lo esencial la cornea de conejo es bastante similar a la

humana (Prince, 1964).

I1.3.1.- LA CORNEA DEL CONEJO

La cornea del conejo es prominente y relativamente grande, una gran ventaja
para un animal que debe saber aprovechar toda la luz de la penumbra. No es circular, y
sus dimensiones horizontales son de 15 mm, y las verticales entre 13,5 y 14 mm, siendo
el 4rea total de 2 cm”. Debido a su tamafio, su curvatura se separa poco de la de la
esclera, pero no posee un sulcus muy marcado. El radio de curvatura se encuentra entre
7y 7,5 mm, pero depende en gran medida de la edad y el peso del animal. Ademas la
curvatura de la cornea de conejo cambia de forma constante durante los primeros 15
meses de vida. Al nacimiento el poder refractivo de la cornea es de més de 60 D, pero se
reduce a 50 D a la 30 semana, y la estabilizacion en 40-43 D ocurre en el 6° a 8° mes. El
espesor central de la cornea no es de méas de 300 um , y normalmente no supera los 400

um.

Como no existe sulcus en el ojo de conejo, los limites de la cornea deben ser

identificados en una seccidon pigmentando la zona anterior.

El epitelio es mucho mas delgado que en el hombre, aproximadamente de 30-40

um de grosor. Los desmosomas son menos visibles que en el hombre, estando mas
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marcados en las células de la membrana intermedia y de superficie, y en las paredes

laterales de las células de la membrana basal.

La ausencia de una membrana de Bowman ha sido muy discutida, dado que en
algunos casos es posible observar mediante microscopia electrénica un remanente que
podria ser identificado como membrana de Bowman. Pero, a efectos practicos,

consideramos que no existe esta membrana en la cornea del conejo.

Cuando se extrae el epitelio corneal, éste se regenera muy rapidamente, y no se
detiene hasta que su grosor supera al espesor original (200% en 24 horas), pero pasado

este pico, recupera su espesor original entre 1 y 4 dias.

La sustancia propia o estroma constituye el 90% del espesor corneal, y siempre

supera los 240 um de espesor.

La membrana de Descemet, también llamada membrana basal endotelial, tiene

un espesor de 7-8 wm en el conejo, pero se engrosa con la edad.

El endotelio de la cornea, estd formado de una sola capa de células planas
hexagonales y poligonales, teniendo en una seccién un diametro de 20 um y un grosor
de 3-5 um. El dafio al endotelio supone la ruptura del mecanismo de transporte activo,

que controla la entrada de fluido al estroma, y por tanto se pierde la transparencia

corneal (Prince, 1964).

I1.3.2.- EL CRISTALINO DEL CONEJO

En el postparto la lente del cristalino es avascular en todos los animales. En el
conejo los vasos hialdideos estan todavia presentes al nacimiento, y no se reabsorben
durante varios dias (entre el 8°-19°). El canal hialoideo, o remanente de su membrana,

normalmente persiste.

El cristalino del conejo es un poco mas grande que el del hombre y es mas
esférico. Por tanto ocupa mas espacio dentro del globo ocular que en humanos, cuyo ojo

es bastante mas grande, y su indice refractivo es mas alto (1,6).

A medida que la lente envejece y su metabolismo se reduce, toda su actividad se

retarda, los constituyentes quimicos cambian cuantitativamente, el contenido de agua y
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oxigeno se reduce, la tasa de crecimiento se reduce y los cambios en la curvatura se

detienen (Prince, 1964).

IIL.- FISIOPATOLOGIA Y TRATAMIENTO DE LA CATARATA

III.1.- LA CATARATA: CONCEPTO

Es la pérdida de transparencia del cristalino, apareciendo opacidades en su
estructura que provocan la disminucion de la vision del ojo afectado y dificultan la

exploracion del fondo de ojo.

II1.2.- CATARATAS Y ESTRES OXIDATIVO

La catarata es la principal causa de ceguera en el mundo (Thylefors et al., 1994).
La catarata senil o relacionada con el envejecimiento es una enfermedad multifactorial,
y la prevalencia de la misma casi se duplica cada década a partir de los 30 afios de edad.
Por esta razon, si se pudiera realizar algiin tipo de intervencion sobre los factores de
riesgo de la misma, retrasando su aparicion en 10 afios, se podria reducir el nimero de

intervenciones quirdrgicas a cerca de la mitad (McCarty y Taylor, 1996).

Entre los posibles factores de riesgo de la catarata se incluyen la radiacion
ultravioleta tipo B (UV-B), la diabetes, el alcohol, el tabaco, la dieta, la diarrea y el uso

de farmacos como los esteroides (West y Valmadrid, 1995).

Existen evidencias de que el dafio oxidativo es uno de los principales
mecanismos bioquimicos que conducen a la formacion de la catarata (Pirie ef al., 1970;
Augusteyn, 1981). En un cristalino joven existen muy pocas evidencias de que se esté
produciendo una oxidacion proteica; en cristalinos ancianos y trasparentes solo aparecen
trazos de una pequefa oxidacion; en cataratas ya formadas se ha demostrado un
mecanismo oxidativo considerable, tanto a nivel de las proteinas cristalinianas como de

los lipidos de las membranas celulares (Spector, 1984).

En 1986 (Jensson et al., 1986) se descubre que uno de los compuestos derivados
de la peroxidacion, el 4-hidroxinonenal, es sustrato de un isoenzima de la glutation
S-transferasa en el higado de la rata, en el riién de este mismo animal (Romero ef al.,

1988), y también en el hombre (Danielson et al., 1987). En 1989 se detecta esta
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actividad, aunque en muy pequeia cantidad, por primera vez en el cristalino cataratoso

humano (Romero et al., 1989).

La peroxidacion lipidica puede jugar un papel importante en la formacion de la
catarata, actuando como mecanismo iniciador de la formacion de radicales (Sevanian y

Hochstein, 1985; Bhuyan et al., 1991).

Existen evidencias de que la concentracion de perdxido de hidréogeno estd
elevada en el humor acuoso de algunos pacientes con catarata (0.9 mM frente a 0.025
mM en el humor acuoso del cristalino sano) (Spector y Garner, 1981). La procedencia
de éste es desconocida, pero como ya se ha comentado, el acido ascorbico podria ser
una fuente de perdxido de hidrégeno si se combina con la luz y un ion metalico. En
cualquier caso, un tejido como el cristalino, que est4 expuesto a radiaciones de muy alta
energia, puede generar también otros radicales, como el anion superoxido (Ohrloff y
Hockwin, 1986). De cualquier forma, el cristalino tiene mecanismos para protegerse
frente a la accion de los radicales libres, incluyendo la catalasa y la glutation peroxidasa
(Reddy y Giblin, 1984; Augusteyn, 1981). Es conocido que el cristalino posee una
elevada concentracion de glutation (GSH), y que este contenido no estd distribuido
uniformemente dentro del mismo, siendo la concentracion mayor en la periferia que en
el nicleo del mismo (Reddy et al,, 1980). Ademas, se ha encontrado reduccion en el
nivel de glutation en cristalinos cataratosos (Altomare et al., 1995), asi como
disminucioén de las actividades de enzimas antioxidantes dependientes del glutation,
como la glutation reductasa y la glutation peroxidasa (Rogers y Augusteyn, 1978;
Fecondo y Augusteyn, 1983). Debe asumirse que estos mecanismos antioxidantes

protectores estén dafiados para que el cristalino sea mas susceptible al dafio oxidativo.

La hipotesis de que la peroxidacion lipidica juega un papel clave en la formacion
de las cataratas se apoya en la existencia de un modelo animal en el que se puede
inducir cataratas subcapsulares posteriores mediante la inyeccidon intravitrea de
productos con actividad peroxidante en el ojo del conejo (Goosey et al., 1984). También
se ha observado que la administracién de butionina sulfoximina (un inhibidor especifico

de la sintesis del glutation) induce catarata en ratones (Calvin et al., 1986)

Aunque el origen etiopatogénico de la catarata se acepta como multifactorial, en
casi todos los casos los factores cataratdogenos acaban provocando una disminucién del

GSH y los enzimas antioxidantes con el relacionados, en algunos casos de mas del 70%
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de sus niveles habituales. Esta disminucion permite que los radicales libres acaben
provocando modificaciones oxidativas de lipidos o proteinas del cristalino, con pérdida

irreversible de la transparencia del mismo.

De entre las proteinas cristalinianas, las mas susceptibles al dafio oxidativo son
aquellas asociadas con las proteinas de membrana, en concreto, los aminoicidos
metionina y cisteina son los mas vulnerables (Spector, 1984). La oxidacién de estos
aminodacidos produce un cambio estructural en la proteina, desplegdndose, y exponiendo
a la oxidacion a nuevos grupos cisteina, que se encontraban enterrados y de este modo
protegidos. Posteriormente los grupos disulfuros (generados por la oxidacion de los
grupos sulfidrilos) forman enlaces cruzados, produciendo una agregacion de las
proteinas en especies de muy alto peso molecular. Si se produce este tipo de
modificacion en las proteinas de membrana se interfiere con la funcién normal de ésta,
afectando al transporte enzimatico y a la permeabilidad de la misma, aunque también
existen evidencias de que el dafio oxidativo puede actuar directamente sobre estos
mecanismos. (Borchman et al., 1989; Delamere et al., 1983; Garner et al., 1983). La
oxidacion puede también afectar a los lipidos de membrana, alterando directamente la

actividad de la bomba de cationes (Yeagle, 1989).

Aunque existen evidencias claras del papel del dafio oxidativo en la formacion
de las cataratas, los mecanismos iniciadores del mismo siguen sin comprenderse. Queda
ademads atn por demostrar si el uso de terapia antioxidante resulta eficaz para prevenir

la formacion de catarata.

IIL.3.- ETIOLOGIA DE LA CATARATA

Edad: la catarata senil es la mas frecuente. Pueden ser de 3 tipos: cortical,
nuclear y subcapsular posterior. Aunque con el envejecimiento se transforma en catarata

mixta (Hiller et al., 1986).

Farmacos: los corticoides administrados por via sistémica, topica o periocular
en funcion de la dosis y tiempo de administracion y la susceptibilidad del paciente
(suelen inducir opacidades subcapsulares posteriores), las fenotiazinas (depdsitos
pigmentados anteriores), los agentes miodticos (vacuolas en cépsula anterior) y la

amiodarona (deposito estrellado anterior).
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Traumatismos: La contusion o traumatismo grave no perforante puede

provocar:

* Anillo de Vossius o imprimacion de pigmento indiano en la cépsula
anterior del cristalino, opacificacion estrellada o en roseta de cépsula

posterior, subluxacion y dislocacion cristaliniana.
* La perforacion ocular con lesion capsular (catarata cortical focal).

* Las radiaciones ionizantes (opacidades en capsula posterior y sub-
capsulares anteriores), la infrarroja (sopladores del vidrio), la
ultravioleta (cataratas corticales) (Taylor ef al., 1988), las radiaciones

de microondas (producen catarata por efecto térmico).
* Los agentes quimicos (cataratas corticales).
* La metalosis (siderosis y calcosis) (Bhat, 1988).
* Las agresiones eléctricas.

Metabolicas: la diabetes (Van Heyningen, 1959), la galactosemia (Datiles et

al., 1982), la hipocalcemia (catarata tetanica) y el sindrome de Wilson.

Nutricionales: los niveles altos de riboflavina, vitaminas C y E o carotenos
disminuyen el riesgo de catarata (Taylor y Hobbs, 2001). El tabaco aumenta el riesgo de

catarata subcapsular posterior y nuclear (Cheng et al., 2000).
Otras causas:

* (atarata secundaria a: uveitis anterior, pseudoexfoliacion, atopia,
procesos degenerativos (retinitis pigmentosa, amaurosis congénita
de Leber, atrofia girata hipotonia crdnica, atrofia de iris), miopia
grave, glaukomfleken (opacidades blanco-grisdceas que aparecen
en la porcion anterior del cristalino después de un glaucoma

agudo de angulo cerrado).

* Anomalias de la forma y desarrollo del cristalino: afaquia
congénita, lenticono anterior y posterior, lentiglobo, coloboma,

mancha de Mittendorf.
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* (Cataratas asociadas a otras patologias congénitas: sindrome de
Peter, microesferofaquia, aniridia, Marfan, homocistinuria,

hiperlisinemia, vitreo primario hiperplasico.

* (ataratas asociadas a alteraciones cromosomicas: trisomias 21,

13-15, 16-18, etc.

I11.4.- TIPOS DE CATARATA

Congénitas: polar, sutural, nuclear, capsular, lamelar, completa, membranosa
(Merin, 1974); estas cataratas presentan diferentes caracteristicas dependiendo del
momento del desarrollo embrioldgico y del grado de alteracion congénita; la catarata
congénita es la que estd presente en nacimiento, la catarata infantil es la opacidad
cristaliniana que se desarrolla en el primer afio de vida. Sin embargo en ocasiones

ambos términos pueden intercambiarse ya que a veces es dificil de detectar.
Adulto (Ias mas frecuentes):

* Nuclear (Figura I11.1): la esclerosis y opacificacion del nucleo del
cristalino es la consecuencia de la involucion senil del cristalino
(Jedziniak et al., 1978). Suelen ser bilaterales pero de evolucion
asimétrica, en casos muy evolucionados el nicleo se opacifica y

adopta una coloracion marréon denominidndose catarata

brunescente.
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Figura III.1. Catarata nuclear- fotografia en lampara de hendidura mostrando la
opacificacion del area del nticleo.

* Cortical (Figura I11.2): las opacidades de la corteza del cristalino
(opacidades cuneiformes) se deben a la hidratacion y cambios en
la composicion de iones de las fibras (Mathias et al, 1997).
Pueden verse vacuolas y fisuras en la corteza del cristalino,
adoptando las opacidades una disposicion de rueda de carro
(Duncan y Bushell, 1979). Si contina la evolucion y la
hidratacion de las fibras del cristalino se forma la denominada
catarata cortical intumescente y si todo el contenido se opacifica
se forma la denominada catarata madura, hipermadura (degene-
racion del material cortical con salida del mismo a través de la
capsula) y la catarata morganiana (Figura II1.3: arrugamiento de

la capsula del cristalino por licuefaccion de la corteza).

Figura II1.2. Catarata cortical. La flecha sefiala una opacidad en la periferia media del
cristalino.
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Figura II1.3. Catarata Morganiana. Esta es una catarata madura que es también

intumescente (hinchada), rellena con cortex licuado.

* Subcapsular posterior (Figura 111.4): suele formarse en pacientes
jovenes, con nucleo y corteza transparentes, afecta a la corteza
posterior y suele ser de localizacion axial. Afecta principalmente

a la vision proxima (Al-Ghoul et al., 1998).
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Figura I11.4. Catarata subcapsular posterior. Resalta la localizacion central, que

provoca graves deslumbramientos.

IIL5.- CLINICA DE LA CATARATA

Descenso de la agudeza visual: las cataratas subcapsulares posteriores reducen
la vision de forma importante a pesar de ser de poca intensidad, sobre todo para cerca,
por la miosis de la acomodacion. Las nucleares se asocian con una mejoria de la vision
proxima y descenso de la vision lejana. Las cataratas corticales si no afectan al eje
visual permiten una buena agudeza visual tanto cerca como de lejos (American

Academy of Ophthalmology Committee on Ophthalmic Procedures, 1990).

Deslumbramiento: variable en intensidad, desde un descenso de la sensibilidad
contraste en situaciones de buena iluminacidn, hasta un gran deslumbramiento con luz
solar o luz artificial durante la noche (Rubin, 1988). Es més intenso en las subcapsulares

posteriores y menos en las nucleares.

Miopizacion: el aumento de la densidad o el desarrollo de la catarata del nucleo
del cristalino provoca un aumento del poder refractivo del cristalino que termina la
miopizacion del ojo mejorando la visidn proxima; es propio sélo de las cataratas

nucleares.

Diplopia monocular: los cambios nucleares pueden localizarse en las capas

internas del nacleo lenticular, resultando un cambio de refraccidon de zona afectada.

Leucocoria: el cristalino opaco se transforma de ser una estructura transparente
en una estructura de coloracioén blanquecina o amarillo-marrén dependiendo del tipo de

catarata y el tiempo de evolucion.

I11.6.- TRATAMIENTO DE LA CATARATA

I11.6.1.- TRATAMIENTO MEDICO

No existe un tratamiento médico eficaz frente a la formacion de cataratas, por lo

que siempre que sea posible debe ofrecerse la posibilidad de cirugia para resolver el
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déficit de la funcidn visual generado por la catarata (Kador, 1983; Hockwin y Schmitt,

1990).

Los inhibidores de la aldosa reductasa al bloquear la conversion de glucosa en
sorbitol previenen la formacion de catarata causadas por el azicar en animales (Lou et
al., 1996). Existen multiples sustancias en estudio como vitaminas C y E (Christen et
al., 1996; Stewart-Dehaan et al., 1999), aspirina (Cotlier y Sharma, 1981), agentes
reductores del sorbitol, etc. Los midridticos pueden beneficiar a pacientes con cataratas

axiales pequenas.

Los pacientes que no pueden ser intervenidos de catarata pueden beneficiarse de
ayudas Opticas de baja vision, como prismaticos y lupas, amplificadores de imagen,

luces potentes, etc.

I11.6.2.- TRATAMIENTO QUIRURGICO

I11.6.2.1.- Anamnesis y exploracion

El momento de operar la catarata depende, no de la cantidad de vision del
paciente en términos absolutos, sino de lo que dificulta la catarata para desarrollar la

vida habitual.

En la anamnesis debemos indagar en los antecedentes familiares y personales
que puedan afectar a la cirugia y a la recuperacion visual: desprendimientos de retina,
malformaciones oculares, glaucoma, hipertension arterial, diabetes, EPOC, cardiopatias,

alergias, etc.

En la exploracion debemos estudiar minuciosamente la agudeza visual (en
condiciones variables de luminosidad), si se puede, la sensibilidad al contraste, el estado
de la conjuntiva, reborde palpebral, vias lagrimales, cornea (especialmente el endotelio),

camara anterior, tension ocular, iris, dilatacion pupilar y caracteristicas de la catarata.

Debe revisarse el fondo de ojo para descartar patologia macular o del nervio
optico que pudiera condicionar el pronostico funcional e incluso descartar la cirugia. Se
realizard una biometria para determinar la potencia de la lente intraocular (LIO) que
deberemos implantar. Hay que determinar también la agudeza visual potencial de

paciente por métodos convencionales (PAM, interferometria o “pinhole”).
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Existen unos casos especiales como son los pacientes que presentan una catarata
total que nos impide ver el fondo de ojo y nos dificulta la posibilidad de hacer un
prondstico de la intervencidon. En estos casos estd indicado realizar unas pruebas
especificas como son la ecografia ocular y/o las pruebas electrofisiologicas que nos
permitirdn saber si hay lesiones en retina y nervio optico que empeoran el prondstico
visual (Guyton, 1987). A pesar de estas y otras pruebas, hasta que no realizamos la

intervencion desconocemos con exactitud el prondstico visual.
I11.6.2.2.- Anestesia

La cirugia de la catarata se puede abordar con anestesia general, local

(retrobulbar o peribulbar) y topica.

La anestesia general solo se utiliza actualmente en casos muy especificos:
nifios, pacientes muy nerviosos o con deterioro mental que impida su colaboracion

durante el acto quirtrgico.

La anestesia local retrobulbar o mucho mas frecuente peribulbar es una técnica
sencilla que consiste en inyectar el anestésico en el espacio que rodea el globo ocular.
La mayor complicacion reside en el riesgo de puncionar accidentalmente el globo ocular
0 provocar una hemorragia orbitaria al romper de forma involuntaria algin vaso
orbitario (Duker et al., 1991; Edge y Navon, 1999). En casos excepcionales puede
provocar lesion del nervio Optico, y también excepcionalmente producir reacciones

vaso-vagales con posible afectacion sistémica, sobre todo en pacientes cardidpatas.

La anestesia topica consiste en realizar la cirugia mediante la administracion de
anestésico en forma de gotas, ayuddndose en ocasiones de la administracion de

anestésico en la camara anterior del globo ocular (Gills et al., 1997; Gillow et al.,

1999).
I11.6.2.3.- Midriasis o dilatacion pupilar

El didmetro del nucleo del cristalino o del cristalino en su totalidad supera el
diametro pupilar en condiciones estdndar y mds alin bajo la intensa luz del microscopio.
Para evitar traumatizar el esfinter pupilar durante la extraccion del cristalino en la
cirugia de la catarata debemos dilatar la pupila previamente a la cirugia mediante

farmacos todo lo que sea posible. En casos se mala dilatacion pupilar por sinequias
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posteriores, rubeosis de iris, pseudoexfoliaciéon, etc, nos ayudaremos mediante

procedimientos mecanicos (dilatadores de iris) o realizando esfinterotomias.
I11.6.2.4.- Extraccion intracapsular de cristalino (EICC)

Es la técnica quirtirgica que se realizaba hace afios para extraer el cristalino hasta
el desarrollo de microscopios, técnicas e instrumentacion, que han permitido modificar
la técnica y reducir el alto indice de complicaciones que presentaba esta cirugia.
Actualmente todavia tiene algunas indicaciones como el caso de cataratas luxadas,

hipermaduras o intumescentes e inestables (Barraquer, 1958; Krawicz, 1961).

Ademas del material e instrumental necesario en la microcirugia de polo
anterior, se necesita un sistema de extraccion del cristalino como puede ser un forceps,
una ventosa o un terminal de crioextraccion para extraer todo el cristalino. La rotura
zonular puede realizarse por simple desgarro o mediante alfa-quimotripsina a una
concentracion de 1:5000-10000, introducido en el area zonular mediante una canula

fina.

El masaje ocular o el uso de agentes hiperosmoticos previo a la cirugia minimiza
el prolapso del vitreo al extraer el cristalino. La iridectomia periférica reduce el riesgo
de bloqueo pupilar post-cirugia causado por el desplazamiento anterior del vitreo; es

ademads una buena via de acceso hacia el area zonular para introducir la quimotripsina.

Ademas del astigmatismo postquirtrgico en estos pacientes afdquicos se crea un
defecto de refraccion de +10 a +12 dioptrias, si el paciente era previamente emétrope,
que puede corregirse afadiendo un cristal convergente, una lente de contacto o

colocando una LIO de camara anterior.

Esta cirugia ademés del defecto de refraccion que genera, tiene otras com-
plicaciones: magnificacion de imagenes, alta incidencia de desprendimiento de retina,
de edema macular quistico, molestias visuales, etc. que no satisfacian al paciente ni al
cirujano, por lo que se investigaron y desarrollaron nuevas técnicas quirurgicas que han

reducido las complicaciones.
I11.6.2.5.- Extraccion extracapsular del cristalino (EECC)

Esta técnica, posterior cronologicamente a la anterior, resuelve una gran parte de
los problemas y complicaciones de la técnica descrita anteriormente (Daviel, 1753). Eli-

mina las complicaciones generadas al romper la compartimentacion ocular, el vitreo no
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ocupa la cdmara anterior, no contacta con iris ni endotelio, reduce la movilidad del iris y
vitreo (iridodonesis o endoftalmodonesis, ya que también afecta al vitreo) con los
movimientos oculares, reduce la incidencia de edema macular cistoide, desprendimiento

de retina, edema corneal, etc.

Es la técnica quirtrgica por excelencia bien sea extrayendo el nucleo por
expresion o bien mediante facoemulsificacion. Tiene una contraindicacion relativa en
casos de inestabilidad zonular y en algunos casos de glaucoma facolitico. Permite
realizar una incision menor que en la técnica anterior y por tanto es mas estable y genera
menor astigmatismo. La incision puede ser escleral o esclerocorneal (de unos 9-12 mm)
al igual que en la cirugia anterior, cuanto mas escleral sea, menor astigmatismo induce
pero mayor riesgo de prolapso de iris. Esta incision puede ir precedida de una diseccion
conjuntival realizando un colgajo de conjuntiva que permitird recubrir posteriormente la

zona de la incision y sutura, lo que aumenta el confort del paciente.

La cirugia de la catarata por cualquiera de sus posibles técnicas puede realizarse
ayudandonos del uso de materiales viscoelasticos. Los agentes viscoelasticos
generalmente derivan del &cido hialurénico y se utilizan sobre todo al principio de la
cirugia para mantener formada la camara anterior, y antes de introducir la LIO en el
saco capsular para distender sus paredes y evitar roturas de la cépsula posterior al

contactar con los hapticos o con la optica de la lente.

La capsulotomia anterior, de diferentes formas segun las preferencias del
cirujano (sobre, abrelatas, sonrisa, etc.) debe ser lo suficientemente amplia como para
permitirnos extraer el nucleo del cristalino. Es posible también realizar una
capsulorrexis circular continua de gran tamafio, que nos facilitara la extraccion del
cortex y la implantacion mas adecuada de la LIO. Una vez realizada la capsulotomia
tanto en la EECC como en la facoemulsificacion se realiza una hidrodiseccion
(separacion mediante suero a presion introducido con una canula fina) del ntcleo, de las

masas corticales y de la capsula del cristalino.
I11.6.2.6.- Facoemulsificacion

La facoemulsificacion la técnica actual de eleccion para la cirugia de cataratas,
en la cual se utilizan las vibraciones ultrasonicas para fragmentar la lente, al mismo
tiempo que se procede a la irrigacion y aspiracion de los fragmentos. Desde su

introduccion a finales de los 60, se ha demostrado como un método extremadamente
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eficaz en la extraccion de la catarata (Kelman, 1967). Es una variante de la técnica de
EECC en la que se extrae el nlcleo a través de una pequefia incision lo que reduce las
complicaciones relacionadas con la incision (sobre todo el astigmatismo) (Kelman,
1994); la rehabilitacion visual y la curacion es mas rapida en comparacion con la técnica

anteriormente descrita de EECC.

El principio de la facoemulsificacion consiste en fragmentar el niicleo y aspirarlo
a través de una aguja fina. Esta técnica requiere un cambio en los hébitos del cirujano y

un aprendizaje en el manejo del facoemulsificador.

El abordaje del cristalino se realiza a través de una incision, de unos 3 mm,
valvulada, en cérnea a 1-2 mm. del limbo (hay cirujanos que realizan un tunel escleral);
se realiza también una paracentesis de servicio que nos ayudard a manipular el
cristalino, ambas incisiones no suelen precisar sutura después de la cirugia; si son de un

tamafio inferior a 4 mm no suelen generar astigmatismo (o éste es minimo).

La capsulorrexis consiste en realizar un corte continuo y circular, rasgando la
capsula anterior de un tamafio suficiente para poder manipular el cristalino e introducir
la LIO (Stark y Streeten, 1984). Proporciona un soporte adecuado para la LIO, y facilita
los pasos de la facoemulsificacion, haciendo que ésta sea un procedimiento mucho mas

seguro.

El aparato de facoemulsificacion tiene diferentes variantes segun los fabricantes,
todos tienen unas caracteristicas comunes: consta de un terminal de mano con una aguja
en su extremo que realiza los cortes sobre el ntcleo. La rotura del cristalino se realiza
mediante una vibracién que se transmite al extremo de la aguja del aparato. Ademas el
terminal va conectado a un sistema de aspiracion (que extrae el material fragmentado) e
irrigacion (que mantiene la cémara anterior profunda). Los aparatos de
facoemulsificacion pueden utilizar sistemas de bajo flujo o de aspiracion. La mayoria
de los de bajo flujo utilizan bombas peristalticas, y los de aspiracion una bomba
Venturi. Cada sistema tiene sus ventajas y desventajas, y es el cirujano el que debe
conocer a fondo las propiedades de cada aparato en particular, para asi conseguir los

mejores resultados.

La ultima novedad en la facoemulsificacion del cristalino es la técnica MICS o
cirugia de micro-incision, que utiliza instrumental més fino para reducir el tamafo de la

incision a 2 mm o menos y aprovecha las nuevas lentes intraoculares plegables para
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completar la cirugia con un trauma ocular minimo y una répida recuperacion visual

(Mamalis, 2003).
I11.6.2.7.- Lensectomia por pars plana

La realizacion de una vitrectomia requiere de medios (cornea y cristalino)
transparentes. Ademas, la vitrectomia en si misma es cataratdgena, por lo que en
determinadas situaciones debemos realizar la cirugia del cristalino previa a la
vitrectomia. El abordaje del cristalino puede realizarse por via anterior segun las
técnicas anteriormente descritas o a través de la pars plana aprovechando las incisiones
de la vitrectomia. Esta cirugia no debe realizarse por via posterior en casos de

cristalinos duros (catarata con esclerosis nuclear brunescente).

La técnica consiste en realizar una capsulotomia posterior, fragmentar el nicleo

y aspirar el cristalino fragmentado y la corteza (Diamond y Kaplan, 1979).
I11.6.2.8.- Implantes de lentes intraoculares (LI1O)

El primer implante de una lente intraocular lo realiz6 Ridley en 1949 (Ridley,
1953). Desde entonces se han desarrollado multiples materiales en la manufacturacion
de las lentes asi como las caracteristicas de estas dependiendo del destino que tengan en
el globo ocular (de camara anterior fijadas en el 4&ngulo o en el iris, de cdmara posterior
en sulcus o en el saco, plegables de silicona o acrilicas, etc.). La potencia de la lente a
implantar es variable, dependiendo de la constante propia de la lente, la longitud axial

del globo ocular y los radios de curvatura de la cornea.

Las lentes de camara anterior se colocaban inicialmente después de la EICC.
Podian fijarse en el angulo iridocorneal mediante unos hdapticos rigidos que se
prolongaban desde la zona optica de la lente, pero generaron multiples complicaciones
(alteracion del endotelio corneal, sindrome UHG, atrofia indiana, etc). Este problema
parecié resolverse con las LIO de soporte iridiano pero también aparecieron
complicaciones: dislocacion de la LIO con alteracion endotelial, pseudofacodonesis,

edema macular, alteraciones pupilares, atrofia iridiana, etc.

Actualmente las LIO de camara anterior (de hapticos flexibles) se utilizan en
casos de implante secundario en pacientes afdquicos o cuando se produce una rotura

amplia de la capsula posterior que impide colocar el implante en saco capsular o en el

sulcus (Jaffe, 1999).
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Posteriormente se desarrolld la técnica EECC y las LIO de cadmara posterior
detras del iris (Pearce, 1977). Con una rapida evolucion y diferentes formas y
caracteristicas se ha llegado a un disefio de lente biconvexa de hapticos flexibles que
permite insertarla en el saco capsular o en sulcus o bien de forma mixta (Shearing,
1978). Estas lentes han variado sus disefios de tamafio, forma, etc., en funcidén de que se
buscara facilitar la visualizacion del polo posterior, la realizacion de laser retiniano o de
la capsula posterior, la multifocalidad, etc, se fabrican con diferentes compuestos

polipropileno, PMMA, con superficie heparinizada, etc.

En los ultimos afios con la generalizacion de la facoemulsificacion como técnica
de la cirugia de la catarata se han desarrollado unas lentes (silicona o acrilicas) que
pueden plegarse sobre si mismas e introducirse por incisiones inferiores a 4 mm

(Mazzocco et al., 1986).

El implante de LIO es la indicacion principal en todos los pacientes. En algunos
casos las LIO pueden estar contraindicadas: las LIO de cdmara anterior no deben
utilizarse en pacientes con anomalias endoteliales, glaucoma, sinequias anteriores
extensas, vasos anormales en el dngulo indiano y estan practicamente contraindicadas si

se realiza una técnica quirurgica combinada de catarata y glaucoma

Una situacion especial es el caso de los nifios con catarata congénita o trau-
matica. No hay en Espafia una regla establecida, pero en general est4 indicado implantar
una LIO en los casos de nifios mayores de 1 afio con catarata unilateral para evitar la
ambliopia. En este caso hay autores que incluyen la capsulorrexis posterior y
vitrectomia anterior durante el mismo acto quirtrgico. Debemos ser agresivos con los
antiinflamatorios y cautos en el momento de decidir la potencia de la LIO, puesto que el

globo ocular de los nifios esta todavia en desarrollo.
I11.6.2.9.- Complicaciones de la cirugia de la catarata
1) Intraoperatorias

* Aplanamiento de la camara anterior: durante el acto quirargico la
camara se puede aplanar por diferentes motivos: inadecuada
presion de infusidn-irrigacidn, presion vitrea positiva, incision de
gran tamafo, hemorragia o efusion supracoroidea, presion externa
sobre el globo ocular, etc. Ello va a suponer que en las maniobras

que realicemos en la camara anterior dafiaremos el endotelio
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corneal provocando una descompensacion corneal posterior. Para
evitarlo rellenaremos 1la cédmara anterior con material

viscoelastico y/o realizaremos un cierre parcial de la incision.

Hemorragia: la  hemorragia expulsiva (desprendimiento
hemorragico de la coroides), poco frecuente pero de conse-
cuencias catastroficas para el paciente y el cirujano (Arnold,
1992; Price y Whitson, 1994; Speaker ef al., 1991). Se presenta
como un aumento brusco de la presion intraocular (PIO),
oscurecimiento del reflejo rojizo pupilar, prolapso del iris,
expulsion de la lente o cristalino, salida de vitreo y hemorragia de
sangre roja. El cirujano debe cerrar la incision lo mas rapidamente
posible y practicar esclerotomias que permitan drenar la
hemorragia y reaplicar la coroides desprendida. El
desprendimiento de coroides puede presentarse en el
postoperatorio inmediato. Clinicamente produce dolor, pérdida de
vision y aplanamiento de la camara anterior. Si la PIO se controla,
se resuelve de forma espontanea o tratindolo empiricamente con
corticoides. Si persiste el desprendimiento coroideo, el
aplanamiento de la cdmara anterior, o no se controla la PIO,

deberemos realizar un drenaje del espacio supracoroideo.

Rotura capsular o dialisis zonular: la rotura de la capsula
posterior tiene diferente importancia segin se produzca en la
técnica clasica de EECC o por facoemulsificacion. En la clasica
EECC una rotura pequefia permite seguir la técnica con la ayuda
del viscoelastico y mucha prudencia nos permite implantar la LIO
en el saco. En caso de roturas muy grandes, extraemos todos los
restos de material cortical e intentamos colocar una LIO sobre la
capsula posterior, sobre los restos de la capsula anterior, suturada
en el sulcus o en la cdmara anterior (Gimbel, 1990). En la
facoemulsificacion la situacion se complica debido a las
variaciones y altas presiones con las que se trabaja con la
irrigacion automatica (Snyder et al, 1998). Si la rotura es

pequefia se puede intentar continuar la cirugia pero si es muy
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grande se puede reconvertir la cirugia hacia una técnica clésica de
EECC. El peligro durante esta cirugia es que pueden pasar
particulas de ntcleo o del cortex del cristalino a la cdmara vitrea y
se pueden producir fuertes tracciones sobre el vitreo (Sugar y
Schertzer, 1999). En esta situacion debe realizarse una
vitrectomia anterior eliminando los restos del cristalino y el vitreo

anterior (Cionniy Osher, 1995).

Iridodialisis (desgarro de la base iridiana): ocurre por la
manipulacion del tejido ocular; si es Opticamente o cosmé-
ticamente insignificante, no precisa tratamiento; si es grande,
puede producir diplopia monoocular, por lo que debemos

resolverla suturandola.

Toxicidad retiniana a la luz: la exposicion prolongada del
paciente a la luz del microscopio cuando tiene colocada la LIO
puede provocar una quemadura en el epitelio pigmentario
retiniano que si es central, foveal, supone una gran reduccion de

la vision y si es extrafoveal provocara un escotoma paracentral.

i1) Postoperatorias

Hemorragia: el hifema inmediato aparece como consecuencia de
traumatismos sobre el iris, se resuelve rdpidamente de forma
espontdnea salvo que se mezcle con vitreo o material viscoe-
lastico. Debemos controlar durante el tiempo que esta presente la
PIO. EI hifema que aparece meses o afos después de la cirugia
(sindrome Swan) se debe a la lesion de los vasos o el tejido

vascular por el implante.

Edema corneal: Suele ocurrir en el postoperatorio inmediato. Se
debe a la descompensacion endotelial causada por la accion de los
radicales libres, la inflamacion y la elevacion de la PIO (Arffa,

1999). La frecuencia del edema corneal es de 24-62% en la
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cirugia extracapsular (Bourne y Kaufman, 1976) y del 2-5% en la
facoemulsificacion (Jaffe et al., 1989). Generalmente se resuelve
por completo en las 4 semanas siguientes a la cirugia. En los
casos persistentes, pueden generar una descompensacion corneal
cronica y una queratopatia bullosa. No obstante, la pérdida de
células endoteliales durante la facoemulsificacion es un efecto
secundario frecuente y bien documentado en la literatura de la
cirugia de la catatara (Ventura et al., 2001; Diaz-Valle et al.,
1998). Quirurgicamente el trauma al endotelio (p.e. con la
insercion de las lentes intraoculares) puede romper las uniones de
las células endoteliales y provocar edema corneal. Las uniones
estrechas (“tight junctions”) estan también reguladas por el
citoesqueleto (F-actina) en las células endoteliales (Kim et al.,
1992). Los factores y agentes que causan edema en las células
endoteliales y edema corneal no parecen afectar a las uniones
estrechas (“tight junctions”), pero si producen una pérdida de

uniones “gap” (Watsky et al., 1990)

Desprendimientos de la membrana de Descemet: En ocasiones
durante el acto quirtrgico en las maniobras de entrada en la
camara anterior con los instrumentos de cirugia se producen
desprendimientos de la membrana de Descemet que producen
descompensacion corneal y bullas en la zona del
desprendimiento. Si lo observamos durante la cirugia podemos
resolverlo inyectando una burbuja de aire en la cdmara anterior; si

son muy grandes pueden precisar un punto de sutura.

Queratopatia bullosa: se debe a la destrucciéon de las células
endoteliales de la cornea. Puede estar causada por el contacto del
hongo vitreo con el endotelio corneal en la EICC, por la
manipulacidon quirurgica en la cdmara anterior, por los implantes
de cdmara anterior, sobre todo los de fijacion iridiana; puede
verse agravado por el incremento de la PIO. Debemos tratarlo
enérgicamente con agentes hiperosmaticos, corticoides e incluso

lentes de contacto terapéuticas. En el caso de descompensarse la
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cornea, la queratoplastia penetrante presenta muy buenos resul-
tados anatdmicos, el paciente suele dejar de tener dolor, pero
funcionalmente suele recuperar poca visidn, ya que suele

asociarse a un edema macular cistoide.

Aumento de la presion intraocular (PIO): el aumento de la PIO
moderado es frecuente después de la cirugia de la catarata y no
requiere el uso prolongado de farmacos hipotensores oculares.
Los restos de material viscoelastico que pueden quedar de forma
inadvertida en la camara anterior, en el dngulo o detrds del iris
pueden causar un incremento de la PIO. La alfaquimiotripsina,
utilizada para romper la zonula, el bloqueo pupilar en la EICC, la
sangre en camara anterior, el bloqueo ciliar, la endoftalmitis, la
retencion de material cortical, la liberacion de pigmento, los
corticoides, las sinequias anteriores, etc. pueden ser también

causa de aumento de la P1O.

Edema macular cistoide (EMQ): La patogenia es desconocida;
parece ser que se debe al aumento de la permeabilidad capilar
perifoveal y a la accion de las prostaglandinas generadas por la
inflamacion, las tracciones del vitreo y la toxicidad de la luz
ultravioleta. Angiograficamente estd presente en el 40-60% de las
EICC (Hitchings y Chisholm, 1975) y en el 15-20% de las EECC
(Allen y Jaffe, 1976), y en menos del 0,5% de Ilas
facoemulsificaciones. Aunque la mayor parte de los pacientes
estan asintomaticos, cursa con disminucion de la vision central.
Puede durar desde semanas a meses, con resolucion espontanea
salvo en casos en los que la pérdida visual se hace permanente. Se
ha observado una mayor incidencia y peor prondstico en
pacientes portadores de lentes de soporte indiano, en cirugias
complicadas, en pacientes con vitreo atrapado en la incision y en
casos de uveitis cronicas. Puede resolverse con la administracion
de antiinflamatorios no esteroideos topicos, y recientemente
mediante la inyeccidon intravitrea de corticoides depot

(Triamcinolona) (Benhamou et al., 2003).
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Desprendimiento de retina: la incidencia de desprendimiento de
retina en la EICC es del 2-3%. Esta incidencia se reduce con la
EECC siempre que no se produzca la rotura de la capsula poste-
rior. El desprendimiento se produce generalmente en los primeros
6 meses tras de la cirugia o de la capsulotomia posterior mediante
laser YAG. Existen unos factores predisponentes: Alta miopia
(més de 25 mm), degeneraciones retinianas periféricas predispo-
nentes e historia anterior de desprendimiento en el ojo

contralateral.

Endoftalmitis: la endoftalmitis es una de las complicaciones
potencialmente mas graves de la cirugia de catarata.
Generalmente se distinguen dos formas, una precoz y una tardia
(Piest et al., 1987; Clark et al., 1999). La forma precoz o aguda
se produce en los primeros 2-5 dias generalmente, puede tener un
curso fulminante si no se diagnostica rapidamente y se trata de
forma precoz y agresiva. Clinicamente se caracteriza por dolor,
disminucion de la vision, reaccion inflamatoria intensa en camara
anterior, hiperemia, afectacion del polo posterior con incluso
casos en los que no puede visualizarse el fondo de ojo. La forma
cronica o tardia se presenta como una reaccion inflamatoria del
polo anterior de intensidad variable, que inicialmente responde
bien a los corticoides, que incluso se confunde con inflamaciones
estériles y que va cronificandose y afectando a la vision de forma

progresiva.

Fistulas o defectos del cierre de la incision: la filtracion de humor
acuoso a través de la incision podemos detectarla en el
postoperatorio inmediato y tiende a resolverse de forma
espontdnea y rapida si cesamos la administracion de corticoides,
administramos midridticos o ciclopléjicos, reductores de la
produccion de humor acuoso y realizamos un vendaje
compresivo. Si a pesar de todo persiste, dependiendo del tamafio
y las molestias que produce al paciente, o si se inflama o infecta,

tomaremos la determinacion de corregirlo quirurgicamente o de
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controlarlo; mas aun, si se forma una fistula que drena al espacio

subconjuntival.

Hipotonia: estd causada generalmente por una alteracion del
cierre de la incision, ciclodidlisis inadvertida, desprendimiento

coroideo o desprendimiento de retina.

Glaucoma maligno: esta causado por una diseccion posterior del
humor acuoso en el vitreo. Esto provoca un desplazamiento
anterior de las estructuras con bloqueo del angulo y aumento de la
PIO atin en presencia de iridotomias o iridectomias periféricas. El
tratamiento se basa en administrar ciclopléjicos a altas dosis para
desplazar el diafragma indiano posteriormente y/o romper
quirtirgicamente la hialoides anterior con un cuchillete, el laser

YAG o la vitrectomia.

Retencion de material cortical: los restos de material cristaliniano
que pueden quedar en la cirugia de la catarata pueden dar lugar a
una reaccion inflamatoria desproporcionada que debe distinguirse
de la endoftalmitis. No suele ser necesaria la reintervencion y
simplemente con el uso de ciclopléjicos y antiinflamatorios y la
observacion, estos restos terminan por reabsorberse. Si la
reaccion inflamatoria fuera muy importante o aparecen otras

complicaciones deben aspirarse los restos corticales en quir6fano.

Incarceracion vitrea: la rotura de la hialoides anterior y de la
capsula posterior puede significar que el vitreo ocupe la camara
anterior y salga por la incision, esto puede generar tracciones de

la retina periférica, inflamacion cronica y edema macular.

Astigmatismo inducido por la sutura: es la complicacion mas
frecuente, ya que en mayor o menor grado, la mayor o menor
tension de la sutura puede provocar un aplanamiento de la
curvatura corneal, que al cortar la sutura pasadas 6-10 semanas
desaparece el efecto regresando el astigmatismo en su mayor

parte.
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Descentramiento de la lente: la lente puede quedar descentrada
durante la cirugia debido a un insuficiente soporte zonular o bien
en el postoperatorio debido a la fibrosis irregular de las capsulas
cristalinianas. El descentramiento por la alteracion zonular
podemos detectarlo en el postoperatorio inmediato y todavia hay
tiempo de reposicionar o rotar la lente a una zona de mejor sopor-
te (Tetz et al, 1988). Cuando el descentramiento debido a la
fibrosis no es grande no produce grandes molestias al paciente
aunque en algunos casos es necesario extraer la lente, incluso con
las capsulas y colocar una nueva lente intraocular (suturada en

sulcus si no queda apoyo capsular).

Sindrome UGH: el sindrome de uveitis, glaucoma e hifema, todo
junto o por separado era frecuente con el uso de lentes
intraoculares de hapticos rigidos (Johnson et al, 1984).
Probablemente causado por el tamafio inadecuado del implante,
por el contacto del implante con estructuras vasculares, por la
manipulacion erronea durante el implante de la LIO o por una
reaccion idiosincrasica del paciente al implante. Responde
generalmente bien al tratamiento con antiinflamatorios y
antiglaucomatosos, en caso contrario hay que extraer la LIO. La
extraccion del implante suele estar complicada por la fibrosis que

se establece entre el d&ngulo y el implante.

LIO de potencia erronea: el error lo detectaremos en las primeras
refracciones postcirugia, si es pequefio no producird un disconfort
importante al paciente, pero si es alto y produce anisometropia
debemos ponerlo en conocimiento del paciente y si fuera preciso
cambiar la LIO lo antes posible. En la actualidad es posible evitar
el recambio de la LIO utilizando las modernas técnicas de cirugia
refractiva con laser excimer para corregir el defecto refractivo

residual (Ayala et al., 2001).
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I11.6.3.- AGENTES VISCOELASTICOS

I11.6.3.1.- Propiedades fisicas y aplicaciones clinicas.

La introduccion de los agentes viscoelasticos en el uso de la cirugia
oftalmoldgica intraocular ha supuesto un notable impacto en la préactica de la
oftalmologia. Debido a su estructura quimica, los materiales viscoelasticos poseen unas
caracteristicas Unicas que les permiten una proteccion al endotelio corneal frente al
trauma mecanico, y mantener el espacio intraocular, incluso en incisiones abiertas. El
uso de agentes viscoelasticos es una practica habitual en la cirugia del segmento

anterior, tanto de cirugia extracapsular como en facoemulsificacion.

Recientemente la Organizacion Internacional para la Estandarizacion de los
Agentes Viscoelasticos ha recomendado utilizar el nuevo término de Instrumentos

Oftalmicos viscoquirurgicos (OVSD) (Arshinoft, 2000).

Es importante conocer que las diferentes propiedades reoldgicas de los agentes
viscoelasticos tienen un impacto directo en las propiedades quimicas de un determinado
material. El conocimiento de estas propiedades permite al cirujano poder utilizarlos para

distintos usos.

Las propiedades reoldgicas mas importantes de los agentes viscoeldsticos en
oftalmologia son la viscoelasticidad, viscosidad, pseudoplasticidad, y tension superficial

(Tablas 111.1 v I11.2).

La viscoelasticidad se refiere a la capacidad de una soluciéon de volver a su
forma original después de ser deformada. Esta propiedad es la esencia del uso los
agentes viscoelasticos en oftalmologia. La elasticidad permite a la cidmara anterior

recuperar su forma cuando se aplican fuerzas externas sobre la cornea.

La viscosidad traduce la dificultad de una solucion para fluir, que es debida en
parte al peso molecular de la sustancia. La viscosidad y viscoelasticidad se miden en

centipoise (cps).

Para facilitar una Optima manipulacion los agentes viscoeldsticos deberian
mantener el espacio y proteger los tejidos, permitir el movimiento de los instrumentos
ayudar a la implantacion de lentes intraoculares, y ser facilmente introducidos en el ojo
a través de una canula pequena. (Bothner y Wik, 1986). Hasta la fecha no se ha

encontrado ninglin agente viscoeldstico que cumpla todos estos requisitos.
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La pseudoplasticidad se refiere a la habilidad de una solucioén de transformarse,

bajo presion, de una sustancia gelatinosa en una liquida.

La habilidad para recubrir de un agente viscoelastico se determina no solo por la
tension superficial del propio agente viscoelastico sino también por la tension
superficial del tejido de contacto, del material quirtrgico, de la LIO. La tension
superficial se calcula midiendo el angulo formado por una gota de agente viscoelastico
en una superficie plana. Una baja tension superficial y un bajo angulo de contacto

indican una mejor capacidad de recubrimiento.

En las tablas III.1 y II.2 pueden observarse las propiedades fisicas de varios

agentes viscoelasticos.

Arshinoff (Arshinoff, 1994) ha dividido los agentes viscoeldsticos en 2
categorias: 1) Viscoeldsticos cohesivos, que poseen un alto peso molecular, un alto
grado de plasticidad, y una gran tension superficial, y 2) Viscoeldsticos dispersivos, que
tienen propiedades totalmente opuestas (baja viscosidad y gran adherencia a tejidos

externos).
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO

Basandonos en la justificacion antes mencionada, asi como en las bases
metodoldgicas y bibliograficas expuestas en el capitulo de introduccion y puesta al
dia del tema, la presente Tesis Doctoral se ejecutard de acuerdo con la hipotesis de
que los radicales libres son toxicos para el endotelio corneal, asi como que estos
radicales libres provocan alteraciones estructurales en la cornea que van a colaborar
con la mayor agresividad del proceso inflamatorio, potenciando su toxicidad sobre
las estructuras del segmento anterior, y que las lesiones endoteliales provocadas por

radicales libres pueden ser disminuidas mediante proteccion con diversas sustancias.

Dedicada a la demostracion de esta hipotesis, se expondran a continuacién
los objetivos, esquema de trabajo y metodologia que se utilizardn en el presente

estudio.

OBJETIVOS

De acuerdo con la hipdtesis mencionada serdn objetivos del presente trabajo:

1.- Demostrar sobre un modelo experimental previamente desarrollado, que
existe una toxicidad endotelial especifica de los radicales libres y que esta

lesion es dosis-dependiente de la presencia de los mismos.

2.- Demostrar que determinadas sustancias viscoelasticas (SVS18, Healon®™
y Viscoat™) pueden tener un papel protector frente al estrés oxidativo, en un

modelo “in vitro” desarrollado al efecto.

3.- Demostrar que se puede realizar una proteccion de las lesiones
provocadas por radicales libres mediante el empleo de sustancias

viscoelasticas (SVS18, Healon® y Viscoat®), en un modelo “in vivo”.
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ESQUEMA DE TRABAJO.

Para conseguir los objetivos mencionados, la presente Tesis Doctoral se va a

desarrollar en base al siguiente esquema metodolédgico:

1.- Puesta a punto y sistematizacion de un modelo experimental de toxicidad

corneal que sea fisiopatologicamente provocado por radicales libres.

2.- Desarrollar técnicas bioquimicas, cuantitativas, clinicas, y otras, de ser
necesario, que permitan valorar la toxicidad de los radicales libres a nivel

del endotelio corneal.

3.- Con las técnicas que se consideren mas oportunas y sobre los modelos
experimentales ya mencionados, se realizardn los distintos grupos
experimentales que sean necesarios para alcanzar los objetivos propuestos

segun la hipdtesis planteada.
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Material y Métodos

I.- ESTUDIO IN VITRO DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS SOBRE LA PEROXIDACION LIPIDICA
EN HOMOGENADOS DE RETINA BOVINA

L.1.- APARATOS

- Bomba cromatografica: HPLC PUMP 422 MASTER (Kontron Instruments).
- Detector de fluorescencia: SFM-25 (Kontron Instruments).

- Inyector: Rheodyne modelo 7125 con loop de 50 pL (Kontron Instruments).
- Mezclador dinamico modelo M-491 (Kontron Instruments).

- Controlador Multiport modelo RS-232 (Kontron Instruments).

- Ordenador 486/50 Hz (Kontron Instruments).

- Software: Data System MT2 (Kontron Instruments).

- Columna cromatografica de separacion Spheryc-5, ODS 5 um, de 250 x 4,6 mm

(Brownlee-Colums).

- Homogenizador manual Potter-Elvehjem

1.2.- PRODUCTOS ESTUDIADOS

Producto N° 1: Nombre: SVS18

Compuesto activo: Hialuronato de sodio (HS) de origen de

fermentacion bacteriana

Formulacién: 2.0% HS (2.0g/100 mL), isotonico, pH de 7.3,
estéril, no contiene ningun conservante y presentado como

jeringas que contienen 1.0 mL de hidrogel.
Producto N°2: Nombre: Healon®™

Compuesto activo: HS de extracto de cresta de gallo
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Formulacién: 1.0% HS (1.0g/100mL), isoténico, pH de 7.3,
estéril, no contiene ningun conservante y presentado como

jeringas que contienen 0.55mL de hidrogel.
Producto N°3: Nombre : Viscoat”

Compuesto activo: HS del origen de fermentacion bacteriana

y condroitin sulfato (CS) de origen de cartilago de tibur6én

Formulacién: 3.0% HS + 4% CS, pH de 7.2, estéril, no
contiene ningun conservante y presentado como jeringas que

contienen 0.50mL de hidrogel.

L.3.- DISENO DE LOS PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

I.3.1.- OBJETIVO

En el presente estudio se procedid a estudiar el posible efecto inhibitorio de la
peroxidacion lipidica en homogenados de retina bovina por parte de distintos viscoelasticos
(VES). La eficacia antioxidante de cada VES se determind mediante la determinacion de
malondialdehido (MDA) -un producto de la peroxidacion lipidica- por cromatografia

liquida de alta resolucion (CLAR).

1.3.2.- GRUPOS EXPERIMENTALES

1.-Grupo control (no se afiade ningtin producto).
2.-Grupo de proteccion con SVS18.
3.-Grupo de proteccion con Healon.

4.-Grupo de proteccion con Viscoat.
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1.3.3.- DISENO DEL ESTUDIO

La capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica de los distintos VES se determind
mediante un procedimiento clasico. Se disponen cuatro tubos de incubacion en el que se
aflade una cantidad determinada, y siempre la misma (2 mL), del homogenado fresco de
retina preparado en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.0: al primer tubo no se le afiade nada
(control), a los tres tubos restantes se les afiade el compuesto viscoelastico a estudiar. La
concentracion de viscoelastico utilizado para todas las muestras fue 0.1 mL viscoelastico/2
mL homogenado. Esta concentracion fue determinada tras varios procedimientos, por el

método de ensayo-error.

La incubacion se lleva a cabo a una temperatura de 37°C durante 60 minutos en
continua y ligera agitacion, para conseguir una peroxidacion espontanea, no inducida. Cada
15 minutos (10, t15, t30, t45, t60) se extrae de cada tubo una muestra alicuota (150uL) que

se procesa como se indica posteriormente para determinar MDA (apartado 1.3.5).

La capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica de cada uno de los compuestos
antioxidantes nombrados se determina comprobando el grado de inhibicion en la
produccion de MDA considerando la alicuota tO control como indice de peroxidacion 100

%.

1.3.4.- OBTENCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA DE RETINA BOVINA

Los ojos bovinos se obtuvieron dentro de las 4 horas posteriores a la muerte del
animal. El tejido retiniano se extrajo por raspado con una espatula tras extirpar la cornea, el
cristalino y el vitreo, y se congeld a -70°C. Tras esto, se homogeneizd en tampdn fosfato
0.1 M, pH 7.0 utilizando un homogenizador manual Potter-Elvehjem para evitar la
contaminacion mitocondrial de la fraccion citosolica. Se centrifugo a 12000 r.p.m. durante

5 minutos y se recogi6 el sobrenadante.

1.3.5.- DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO

Para la cuantificacion del malondialdehido de las distintas muestras se ha utilizado

una modificacién del método de Richard (Richard et al., 1992), en el cual se determina el
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nivel del complejo formado entre el malondialdehido (MDA) con el acido tiobarbitdrico
(TBA), en base a la siguiente reaccion de dos moléculas de TBA con una de MDA (Figura
L1).

o) S
(o] (¢) P\
I I + 2 6 2
HC — CH, — CH I, 3N
4
0
MDA TBA
ACID
(HEAT)
s N OH HO _N SH
YO Y Y _
| ] + 2H,0
N\')\/\)\KN
OH OH

1:2 MDA:TBA PIGMENT

Figura I.1. Reaccion del malondialdehido con el 4cido tiobarbittrico (Janero, 1990).

Se empled un equipo de CLAR (Kontron instruments), descrito en el apartado I.1.
La columna cromatografica de separacion empleada ha sido una Spheryc-5, ODS 5 um, de
la casa Brownlee-Colums, de 250 x 4,6 mm. El flujo de la fase movil fue de 1.0 mL/min. La
longitud de onda de excitacion ha sido de 532 nm y la de emisién 553 nm. El voltaje del
detector de fluorescencia empleado ha sido 600 y la respuesta de 2 seg. La inyeccion de

cada muestra se ha hecho con una jeringuilla de 100 pL tipo Hamilton (Reno, Nevada).

La fase movil se ha preparado con un tampoén fosfato 50 mM a pH 6.0 y metanol
(580 mL de tampoén y 420 mL de metanol). Posteriormente se han filtrado a través de un
filtro-membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 pm de poro y 47 mm de didmetro. Dicha
mezcla ha sido correctamente gaseada con helio desde media hora antes de realizar el

experimento y durante el mismo.
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La solucion madre de calibracion se ha preparado diariamente y conservado en
nevera a 4°C. Dicha solucién madre ha consistido en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3

tetraetoxipropano en etanol.

La solucion, que llamaremos de trabajo, consistid en una preparacion de acido
tiobarbittrico (0,37 %) y acido perclorico (6,4 %), 2:1 v/v respectivamente. La solucion de

trabajo también ha sido preparada de forma diaria.

En tubos eppendorf de 2 mL pipeteamos 0,1 mL de la muestra y 0,75 mL de la
solucion de trabajo. A continuacidon se mezclan bien y se mantienen durante un periodo de
60 minutos en un bafio de agua a 95°C. Pasado este tiempo es necesario primero enfriar los
tubos en bafio de agua-hielo (4°C) durante 10 minutos, con objeto de detener la reaccion.
Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 12.000 r.p.m. Hasta su inyeccién en el equipo

de CLAR los tubos deben mantenerse a 4°C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro, cada muestra debe ser
neutralizada en el plazo de 10 minutos previo a la inyeccion en el equipo de HPLC. Se
aflade aproximadamente 0,1 mL de hidréxido potasico 0,7 M, a 0,2 mL de la mezcla que
acabamos de centrifugar, hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar, centrifugamos durante un minuto para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacién y se procede, previo filtrado con filtros de jeringa no-
estériles (3 mm, 20 wm, membranas de teflon, suministradas por Corning Laboratory
Sciences Company), a inyectar en el equipo de CLAR. La cantidad de muestra inyectada

fue de 100 pL para tener la seguridad de llenar el loop de 50 pL.

En cada experimento se prepard un blanco y una curva de calibracion de estdndares
(0; 0,2; 0,4; 0,5; 1; 1,5 y 2 uM). Un ejemplo de estas curvas se muestra en la figura [.2. El
area del pico obtenido es directamente proporcional a la concentracion de MDA en la
muestra, que se calcula por intrapolacion en la recta de regresion obtenida con los

estandares.
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MDA (uM)
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Figura 1.2. Curva patron de MDA obtenida por CLAR.
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II.- ESTUDIO IN VIVO DE LAS PROPIEDADES PROTECTORAS DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
DANO ENDOTELIAL POR RADICALES LIBRES.

II.1.- APARATOS

-Microscopio quirtirgico TOPCON OMSys (Figura II.1).

-Espectrofotometro BIO-RAD Smart-Spect™ 3000 (Figura I1.2).

Figura II.1.-Microscopio quirargico TOPCON OMSys,
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Figura I1.2.- Espectrofotometro BIO-RAD Smart-Spect™ 3000.

I1.2.- PRODUCTOS ESTUDIADOS

Producto de prueba: Nombre: SVS18
Producto control N°1 Nombre: Healon®
Producto control N°2: Nombre: Viscoat®

Los principios activos y su formulacién se describen detalladamente en los

apartados I1.2 y I1.4.1 de esta misma seccion de Material y Métodos.

I11.3.-DISENO DE LOS PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.

11.3.1.- OBJETIVOS

La eficacia de los objetivos se medird mediante el porcentaje de lesion del
endotelio, y la valoracion del cirujano en la facilidad de inyeccion del VES y la facilidad de

eliminar el VES.
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I1.3.2.- GRUPOS EXPERIMENTALES

1.-Grupo control (Ringer Lactato).

2.-Grupo con H,0; sin proteccion (1, 10 y 100 mM de H,O»).
3.-Grupo de proteccion con SVS18 (1,10 y 100 mM de H»0,).
4.-Grupo de proteccion con Healon (1,10 y 100 mM de H,0,).

5.-Grupo de proteccion con Viscoat (1,10 y 100 mM de H,O5).

11.3.3.- DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio experimental, randomizado, controlado, grupo-paralelo y
enmascarado. Se usaran Healon® (HE) y Viscoat” (VC) como agentes de comparacion. Se
comprobaran los efectos de proteccion del VES y un grupo sin VES en el endotelio después
inducido por peroxido de hidrégeno (H.O,) a diferentes

del estrés oxidativo

concentraciones (ImM, 10mM y 100mM) (Tablas II.1 y I1.2). La soluciéon de Ringer

Lactato se usara como grupo control.

Este sera un ensayo en dos-fases. Los grupos de 1mM y 10mM del peréxido se
probaran primero. Por otra parte se estudiara el grupo de 100mM. Cada animal recibira el

mismo tratamiento en ambos 0jos (10 ojos por grupo).

Concentracion H,O; VES

(mM) No VES SVS18 Healon® Viscoat®
FASE 1:

Control (Ringer Lactato) | 5 (10 ojos) | 5 (10 ojos) | 5(10 ojos) | 5 (10 ojos)

1mM H,0; 5(100jos) | 5(10 ojos) | 5(10 0jos) | 5 (10 ojos)

10mM H,O0; 5(100jos) | 5(10 ojos) | 5(10 0jos) | 5 (10 ojos)
FASE 2:

100mM H;0;, 5(100jos) | 5(10 ojos) | 5(10 ojos) | 5 (10 ojos)

Tabla IL.1: Estudio global: nimero de conejos por grupo.

79




Material y Métodos

PASO Descripcion del procedimiento Control | SVS18 | HE | VC
(No VES)

1 Extraer 100uL. de humor acuoso X X X X

2 Introducir VES hasta rellenar X X X

completamente la cdmara anterior

3 Esperar durante 1 min X X X X
4 Lavar el VES hasta su completa X X X
desaparicion

5 Afadir 100uL de H,O; a ImM o

10mM o 100mM o Ringer lactato X X X X
(control)

6 Recambio la camara anterior con BSS X X X

7 Mantener a los animales sedados X X X X
durante 5 h

8 Enucleacion, trepanacion del boton X X X X

corneal central

9 Medicién de la magnitud de dafio
endotelial por el método de Janus X X X X

QGreen

Tabla IL.2: Procedimiento experimental.

Los animales se anestesiaran con clorhidrato del ketamina intra-muscular (50mg/kg)

y 1% tetracaina topico.

e Paso 1: se extraerda 100uL de HA del ojo de animal con una bomba de
aspiracion de precision (Hamilton, Bonaduz, Suiza) y una jeringa con una

aguja de 30G insertada a través del limbo corneoescleral (Figura I1.3).
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* Paso 2: En los grupos SVS18, HE y VC, se realiza una paracentesis limbar
valvulada (Figura I1.4) y se introduce VES en la CA hasta el relleno
completo de la CA (Figura II.5). Valorar la facilidad de inyeccion.

e Paso 3: Se espera 1 min.

* Paso 4: Se introduce en la CA una cénula de irrigacion-aspiracion por la
incision valvulada y se lleva a cabo irrigacion-aspiracion con BSS (Alcon
Co, Ft. Worth, TX, EE.UU.) hasta la desaparicion completa del VES (Figura
11.6). Valorar la facilidad de desaparicion.

* Paso 5: Se sustituye 100uL de esta solucion por 100puL de H,O, a la
concentracion antedicha o solucion Ringer Lactato a través de la primera

paracentesis, usando la jeringa de Hamilton (Figuras I1.7 y 11.8).

* Paso 6: Se lava la CA con BSS (Figura I1.9).

e Paso 7: Los animales son mantenidos bajo sedacion durante Sh y entonces se
provoca la muerte con una inyeccion letal de Pentobarbital (Laboratorio
Eutalender, Normon SA, Madrid, Espafia).

e Paso 8: Los ojos son enucleados y obtendremos mediante trépano un boton
corneal central de 9mm para la determinaciéon de magnitud de dafio
endotelial (Figura I1.10).

* Paso 9: La magnitud de dafio endotelial se mide usando la técnica de

fotometria de absorcion Verde Janus.

Este estudio se llevd a cabo segiin el modelo experimental descrito en la literatura
(Artola et al., 1993b), que ha sido considerado por consiguiente como apropiado. Se usaran
los conejos albinos Neo-Zelandeses, pues se acepta que esta especie representa un modelo

fiable similar a los humanos.
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.o

ik & |
Figura I1.3: Extraccion de 100uL de humor acuoso (Paso 1).

Figura I1.4: Paracentesis con bisturi de cornea (Paso 2).
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Figura IL.5: Inyeccion de VES en camara anterior (Paso 2).

Figura I1.6: Lavado del VES hasta su completa desaparicion tras 1 minuto (paso 4).
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Figura IL.7: Afiadir 100uL de H,O; a ImM o 10mM o 100 mM o Ringer lactato (control)

con jeringa de Hamilton (paso 5).

Figura IL.8: Afiadir 100uL de H,O; a ImM o 10mM o 100 mM o Ringer lactato (control)

con jeringa de Hamilton (paso 5).
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¥

Figura I1.10: Enucleacion tras eutanasia del conejo, 5 horas tras el estudio (paso 8)
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11.3.4.- MEDIDAS TOMADAS PARA MINIMIZAR SESGOS

11.3.4.1.- Randomizacion

Se asign6 al azar cada grupo de 5 animales a los diferentes grupos de tratamiento
(16 grupos de 5 animales). La randomizacion la hizo un estadistico independiente

utilizando el programa de ordenador validado RANCODE® de IDV (Gauting, Alemania).

Se crearon dos listas separadas para la fase 1 (12 grupos de 5 conejos) y la fase 2 (4
grupos de 5 conejos), respectivamente. Primero, la lista de randomizacion para la fase 1 se
envio al investigador. Después del andlisis de los datos del grupo de 100mM, el segundo

juego de sobres para la fase 2 se envi6 al investigador para méas comprobaciones.

Para la randomizacion de conejos, una persona independiente escogid 5 conejos al
azar (1 grupo) para el cirujano, que asigné el grupo del tratamiento de acuerdo con la lista

de randomizacion proporcionada por el estadistico.
I1.3.4.2.- Estudio ciego

El cirujano conocia el tratamiento debido a que los productos tienen presentaciones
y caracteristicas fisicas diferentes (viscosidad, etc). El tratamiento se enmascard a una

persona diferente (asesor) y se llevo a cabo las valoraciones y mediciones.
I1.3.4.3.- Mismo cirujano / misma técnica quirurgica

El mismo cirujano llevo a cabo todos estos procedimientos en todos los animales,

utilizando en todos los casos la misma técnica quirargica.
11.3.4.4.- El mismo asesor

El mismo asesor realiz6 la misma valoracion analitica y experimental en todos los

conejos.
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IL4.-TECNICAS UTILIZADAS.

11.4.1.- DESCRIPCION DE PRODUCTOS DE INVESTIGACION

I1.4.1.1.- Descripcion del producto de investigacion SVS18
i) Composicion
SVS18 contiene 2% HS (w/v), manitol, fosfato de hidrégeno de sodio, fosfato de di-

hidrégeno de sodio, cloruro de sodio y agua para la inyeccion. SVS18 es una solucion

isotonica ajustada a pH 7.3 y no contiene conservante.

ii) Esterilizacion

La mayor parte de la solucion SVS18 se procesa bajo condiciones asépticas y se
rellena en jeringas esterilizadas al vacio. Después de que se completa el proceso del
rellenado, las jeringas son selladas con calor en una bolsa especifica y se introducen en el

autoclave. Por lo tanto, el contenido de la jeringa como la superficie exterior de la jeringa

esta estéril.
iii) Empaquetado

SVS18 se suministra en jeringas de cristal de borosilicato Becton-Dickinson tipo I
sin color de 1.25 mL, que utilizan un sistema de cierre de Luer y un tapoén de goma. Cada
jeringa contiene 1.0mL de solucion viscosa estéril, no-pirogénica, clara, sin color para un
solo uso. La etiqueta contiene el nombre del producto, el nimero del lote y la fecha de
caducidad. Cada jeringa se empaqueta en una bolsa sellada de polipropileno. Un paquete

contiene 1 jeringa de SVS18.
iv) Instrucciones para el uso

SVS18 se conserva entre 2-8°C y se mantiene el producto a temperatura ambiente
por lo menos 30 minutos antes de usarlo. Se saca la jeringa del sobre estéril, se retira el
cierre Luer de la jeringuilla, se fija la canula y se asegura girandola ligeramente. Como el

producto no contiene conservante, cualquier solucion restante debe desecharse.

87



Material y Métodos

I1.4.1.2.- Descripcion del producto de investigacién Healon®
i) Composicion
Healon™ contiene HS al 1% (w/v), fosfato de hidrégeno de sodio, fosfato de di-

hidrogeno de sodio, cloruro de sodio y agua para la inyeccion. Es una solucion isotdnica

ajustada a pH 7.3 y no contiene conservante.
ii) Empaquetado

El Healon"™ se comercializa en jeringas de cristal de borosilicate Becton-Dickinson
tipo I sin color de 1.25 mL que utilizan un sistema de cierre de Luer y un tapén de goma.
Cada jeringa contiene 1.0 mL de solucion viscosa estéril, no-pirogénica, clara, sin color
para un solo uso. Estd etiquetada con el nombre del producto, el numero del lote y la fecha
de caducidad. Cada jeringa estd envasada en una bolsa sellada de polipropileno. Un paquete

de Healon" contiene 1 jeringa.
iii) Instrucciones para el uso

El Healon” se conserva entre 2-8°C y se mantiene el producto a temperatura
ambiente por lo menos 30 minutos antes de usarlo. Se saca la jeringa del sobre estéril, se
retira el cierre Luer de la jeringuilla, se inserta la cdnula y se asegura girandola ligeramente.

Como el producto no contiene conservante, cualquier solucion restante debe desecharse.
11.4.1.3.- Descripcion del producto de investigaciéon Viscoat®
i) Composicion

Viscoat” contiene HS al 3% (w/v), CD 4% (w/v) fosfato de hidrégeno de sodio,
fosfato de di-hidrogeno de sodio, cloruro de sodio y agua para inyeccion. Es una solucion

isotonica ajustada a pH 7.3 y no contiene conservante.
ii) Empaquetado

El Viscoat™ se comercializa en jeringas de cristal de borosilicato Becton-Dickinson
tipo I sin color que utilizan un sistema de cierre de Luer y un tapon de goma. Cada jeringa
contiene 0.50mL de la solucion viscosa estéril, no-pirogénica, clara, sin color para un solo

uso. Esta etiquetada con el nombre del producto, el nimero del lote y la fecha de
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caducidad. Cada jeringa esta envasada en una bolsa sellada de polipropileno. Un paquete

de Viscoat” contiene 1 jeringa.
iii) Instrucciones para el uso

Viscoat™ se conserva entre 2-8°C y se mantiene el producto a temperatura ambiente
por lo menos 30 minutos antes de usarlo. Se saca la jeringa del sobre estéril, se retira el
cierre Luer de la jeringuilla, se fija la cdnula y se asegurara girandola ligeramente. Como el

producto no contiene conservante, la solucion restante debe desecharse.

I1.4.2.- INSTRUMENTOS PARA MANEJAR LOS MATERIALES.

Se wusaron guantes de latex en todos los procedimientos para evitar la
contaminacion, sobre todo durante los procedimientos quirurgicos. Se usaron micropipetas
de Gilson™ para transferir todo los liquidos. Todo el plastico usado para la preparacion y
traslado de soluciones fue desechable. Todos los instrumentos se esterilizaron por autoclave
antes de su uso y la esterilidad se mantuvo durante los procedimientos por inmersion breve

en metanol al 70% seguido de lavado en suero salino tamponado estéril.

11.4.3.- ANIMALES, AGRICULTURA, DIETA, ANESTESIA Y EUTANASIA

11.4.3.1.- Animales

El nimero requerido de animales se seleccion6d de aquellos proporcionados por el
examen veterinario de salud general y defectos oculares. Los animales seleccionados

estaban sanos y libres de defectos oculares.

Los animales se obtuvieron de la Granja San Bernardo, Navarra, Espafia, de 7 a 9
semanas de edad, aproximadamente 2 kg de peso, y hembras nuliparas y no-embarazadas.

La llegada de los animales se identifico por un tatuaje en la oreja con un numero
individual. Hubo un periodo de aclimatacion de al menos 10 dias. Al final del periodo de
aclimatacion, se pesaron los animales de nuevo y los que tuvieron sobrepeso no fueron

incluidos en el estudio.
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11.4.3.2.- Ambiente

Se alojaron los animales individualmente en jaulas de rejas de metal suspendidas
encima de bandejas. Cada bandeja de la jaula tenia material absorbente que se inspeccion6

a diario y se cambi6 cuando fue necesario.

La temperatura y la humedad del cuarto animal se mantuvieron entre 15 a 21°C y 45
a 65%, respectivamente. La lampara fluorescente proporciond un ciclo de 24h de 12h

oscuridad /12h iluminacion.
I1.4.3.3.- Dieta y Agua

Siguieron una dieta libre de antibidticos de Harlan Iberica, S.A. La dieta y el agua

del grifo a través de botellas fueron proporcionadas ad libitum.

I1.4.3.4.- Anestesia del conejo HSallaby

A continuacion describimos el procedimiento de anestesia del conejo de experimentacion:
1) Pesar al animal. Situarle en un cepo de sujeccion.

i1) En una jeringa de insulina preparar una mezcla de Ketamina (Imalgene 1000,

Merial) y Xilacina (Rompun 2%, Bayer). Las dosis a calcular son las siguientes:
Ketamina: 10 mgr/Kg de peso, en la practica 0,1 mL/Kg de peso.
Xilacina: 3 mgr/Kg de peso, en la practica 0,3 mL/Kg de peso.
1) Agitar.
1v) Comprimir la vena auricular externa de tal manera que regurgite. Desinfectar la
zona de inoculacion.

V) Inocular, lentamente, por via intravenosa en la vena auricular externa, la
cantidad adecuada de anestésico. Retirar el animal del cepo y trasladarlo a la

mesa de cirugia.

vi) El animal se considera suficientemente anestesiado ante la falta de reflejo
corneal y a la presion del espacio interdigital. Durante la cirugia prestar atencion

a la temperatura corporal y nimero de respiraciones/minuto, asi como la
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vii)

profundidad de las mismas. El sistema empleado garantiza entre 30-40 minutos

de anestesia quirtrgica y entre 60-90 minutos de hipnosis posterior.

Cuando la cirugia ha terminado, puede revertirse parte del efecto anestésico con
Atipamezol (Antisedan) a dosis de 1mg/Kg via subcutdnea. No hacerlo antes de

20 minutos de inoculado el anestésico.

I1.4.3.5.- Eutanasia del conejo HSallaby

A continuacion describimos el procedimiento de eutanasia del conejo de experimentacion:

)

vi)

Pesar al animal. Situarle en un cepo de sujeccion.

En una jeringa de insulina preparar T-61 (Hoeschst Roussel Vet) en cantidad de

0,2 mL/Kg de peso.

Comprimir la vena auricular externa de tal manera que regurgite. Desinfectar la

zona de inoculacion.

Inocular, lentamente, por via intravenosa en la vena auricular externa, la
cantidad adecuada de eutandsico. Retirar el animal del cepo y trasladarlo a la

mesa de cirugia.

Comprobar la eficacia de la eutanasia por la ausencia de:
-Reflejo corneal.
-Dolor a la presion interdigital.
-Ausencia de respiracion.
-Ausencia de latido cardiaco.

Esperar al menos 5 minutos de ausencia de todos estos pardmetros antes de

certificar la muerte del animal.
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I1.4. 4.- EVALUACION INTRA-QUIRURGICA

Durante la cirugia, el cirujano evalu6 cada VES usando una escala arbitraria y

respondid a una encuesta donde se informd de los puntos siguientes:
e Facilidad de inyeccion (1 = pobre, 2 = buena, 3 = excelente)
e Facilidad de recambio (1 = pobre, 2 = buena, 3 = excelente)

También se registraron las posibles complicaciones intra-quirurgicas.

I1.4.5.- PREPARACION DE LA SOLUCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO.

El modelo experimental utilizado en el presente trabajo ha consistido en provocar
lesiones en cédmara anterior del conejo, producidas especificamente por radicales libres
mediante la presencia en la misma de perdxido de hidroégeno (H,O,) a diversas

concentraciones.
Para ello realizamos los siguientes pasos:

1) Una vez anestesiado el animal de experimentacion y bajo control microscdpico
(Microscopio quirtirgico TOPCON OMSys), se extraen 100 uL de humor acuoso

mediante paracentesis de cdmara anterior con aguja 30G.

i1) A continuacidn, inyectamos por la misma paracentesis 100 uL de H,O,, de la
concentracion elegida, en camara anterior, realizando 5 emboladas y
manteniendo la ultima durante 30 segundos, para evitar la salida del H,O, de la

camara anterior.

1) El peroxido de hidrégeno se prepar6 en el momento con H,O, (w/v) al 33%, 110
vol (Panreac, Montplet & Esteban SA, Barcelona, Espafa) mediante dilucion
apropiada en agua destilada e inmediatamente se introdujo en la camara anterior.

La concentracion precisa se confirmo por el método del iodométrico.
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Las diversas concentraciones de H,O; se han preparado de la siguiente forma:

1) Partimos de perdxido de hidrégeno de pureza del 33% y densidad 1.1 (Panreac).

i1) Preparacion de 100 mL de H,O, 0.1 Molar:

1y
N°de moles g/PM
Molaridad = =
Litros Litros
g/34 (PM del H,0,)
0.IM =

0.1 L. (100mL3)

g=0.1M)x0.1(L)x 34 (PM)

g = 0.34: Peso del H,O, PURO (100%)

2) Ahora calculamos el volumen que debemos coger del producto puro

(liquido) correspondiente al peso calculado (0.34 g):

Masa (g)
Densidad = -------------—-—--

Volumen (mL)
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0.34 (g)
1.1 (d) = -
Volumen (mL)
0.34
Volumen = ---------- =0.309 mL =309 pL de
1.1 producto puro (100%)

3) Por fin, calculamos el volumen del producto que usamos nosotros (33%):

100 Vioj. TRIRE 33
x (B 0.309
0.309 x 100
N =0.936 mL =936 pL del
33 H,0, (33%)

4) Para obtener los 100 mL: Poner en un matraz 936 pL de H,O, (33%) y

enrasar con agua destilada hasta 100 mL.
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5) Para preparar diversas concentraciones:

1.-0.0010 M .o, 9.0 uL.

2.-0.0050 M oo 46.0 uL.
3.-0.0100 M .o 90.0 pL.
4.-0.0250 M oo 225.0 uL.
5.-0.0500 M ..oonc...... 450.0 pL.
6.-0.0750 M oo 675.0 uL.
7.-0.1000 M ... 936.0 uL.
8.-0.0001 M ............... 0.9 uL.

11.4.6.- TECNICA DE FOTOMETRIA DE ABSORCION DE JANUS GREEN

Para la determinacion de la lesion endotelial que produce el H,O, introducido en la
camara anterior del conejo, hemos medido por simple fotometria la cantidad de Verde
Janus extraido con alcohol absoluto de corneas aisladas después de la tincion vital

(Hartmann y Rieck, 1989).

Este método permite una medicién cuantitativa tanto de las areas endoteliales
denudadas como de aquellas areas en que las células del endotelio son afectadas por un
proceso irreversible de degeneracion oxidativa. El Janus tifie selectivamente manchas en

esas areas y también las células del endotelio corneal no viables.

Lo primero que hay que realizar es la mediciéon en el espectrofotometro de la
absorbancia méaxima del Verde Janus, que corresponde a 650 nm y todas las demas medidas
se tomaron a esta longitud de onda. Posteriormente obtuvimos una grafica estandar con

porcentajes de lesion endotelial conocida.
11.4.6.1.- Pasos de la técnica de fotometria de absorcion Verde Janus

La realizacion de la técnica requiere los siguientes pasos:
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Vi)

vii)

viii)

Escision de la cornea por el limbo esclero-corneal (Figura I1.11).
Lavado corneal con BSS (solucion salina balanceada) durante 2 minutos.

Colocacién de la cornea en una pequefia cubeta con una excavacidn que
corresponde a la curvatura corneal, con la cara endotelial hacia arriba (Figura

IL12).

Tincion del endotelio durante 90 segundos con 200 pL. de una solucion
Verde Janus (Sigma) al 1% preparada con BSS (La tincion de Janus Green se

fija a las 4reas desnudas o degeneradas del endotelio corneal) (Figura I1.13) .
Lavado de la cornea con BSS durante 2 minutos (Figura I1.14).
Obtencion de un botdn corneal de 9 mm mediante trepanacion (Figura I1.15).

Elucion (extraccion) del colorante: se realiza colocando el boton corneal de 9
mm en un tubo desechable tipo Ependorff, con 1 mL de alcohol
absoluto durante 90 segundos, tras los cuales se retira el boton corneal (Figura

11.16).
Dilucion al 10% de la muestra de colorante obtenida.

Medicion fotométrica de la elucion obtenida al 10% con un Espectrofotometro
BIO-RAD Smart-Spect™ 3000, colocando alcohol etilico absoluto como valor

blanco o control (Figura I1.17).
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Figura I1.11: Preparacion de un boton esclero-corneal sin dafiar el endotelio.

Figura I1.12: Colocacion de la cornea en una cubeta, con la cara endotelial hacia arriba
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Figura I1.13: Tincién endotelial con Verde-Janus, durante 90 seg.

Figura I1.14: Lavado de la cérnea con BSS durante 2 minutos.
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Figura I1.15: Obtencion de un boton corneal con el trépano de 9 mm.

Figura I1.16: Elucion del colorante con alcohol absoluto durante 90 seg.
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Figura I1.17: Dilucion al 10% de la muestra obtenida y medicion fotométrica con el

espectrofotométro.

11.4.6.2.- Elaboracion de la curva patron

Para los valores correspondientes al 0% utilizamos botones corneales de 9 mm de
corneas frescas con endotelio integro. Para los valores correspondientes al 100% de lesion,
utilizamos botones corneales que tienen 9 mm de diametro, tratados con alcohol absoluto
para alterar todo el endotelio. Utilizamos entonces trépanos de distinto tamafio: 9 mm, 8
mm y 6.5 mm para obtener botones corneales de distinto tamafio que también tratamos con
alcohol absoluto, y de esta forma establecer una curva patréon de dafio lesional que nos

permiti6 interpretar los resultados.

La superficie de cada boton corneal se obtuvo mediante la férmula:

S=g R’
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Material y Métodos

Siendo para cada trépano:
* Trépano de 9 mm; S=63,62 mm? = 100% de lesion endotelial.
* Trépano de 8 mm; S=50,26 mm?® = 79% de lesion endotelial.
* Trépano de 6,5 mm; S=33,18 mm?’ = 52,16% de lesion endotelial.

En cada grupo de porcentaje de lesion se han utilizado 10 muestras. Se han

necesitado un total de 20 conejos.

El valor de la fotometria en el estudio de las corneas se obtuvo extrapolando los
valores normales utilizando una aplicacion de cdlculo matematico del programa SPSS para
Windows version 11.0, lo que nos permitid expresar el valor de dafio endotelial como un

porcentaje.
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Material y Métodos

III.- METODOS ESTADISTICOS

Debido a que éste es un estudio experimental, no se eligi6 ningin grado de

significacion ni poder.

En el estudio in vitro el resultado clave es el valor de inhibicion de MDA que se
obtiene en cada una de las muestras analizadas, y la media + desviacion estdndar de cada
VES y del grupo control. Para la medida de relevancia se uso el estadistico de Mann-
Whitney para comparar el grupo control frente al grupo de viscoelasticos. Para determinar
si existian diferencias significativas entre los distintos grupos de viscoelasticos entre si se
empleo la prueba de Kruskal-Wallis (equivalente no paramétrico del test de ANOVA de un
factor). Se escogio un IC del 95% a ambos lados en este estudio experimental y un nivel de

a de 0,05.

En el estudio in vivo los resultados clave son el porcentaje de lesion endotelial, el
juicio del cirujano en la facilidad de inyeccion y la facilidad de extraccion del VES.
Primero se analizaron los datos del porcentaje de lesion del endotelio para su distribucion
normal en cada grupo. La medida de relevancia, en este caso la diferencia estadistica y el
intervalo de confianza relacionado (IC), fueron utilizados para comparar los grupos por
métodos graficos. La evaluacion del cirujano de la facilidad de inyeccion y facilidad de
extraccion de VES fueron analizados por métodos no-paramétricos. Para la medida de
relevancia se uso el estadistico de Mann-Whitney y el intervalo de confianza relacionado
para comparar los grupos. Se escogido un IC del 95% a ambos lados en este estudio

experimental y un nivel de a de 0,05.
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Resultados

I.- ESTUDIO IN VITRO DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS SOBRE LA PEROXIDACION
LIPiIDICA EN HOMOGENADOS DE RETINA BOVINA

Los homogenados de retina bovina, preparados con arreglo al procedimiento
descrito en el apartado 1.3.4 de Material y Métodos fueron incubados al aire para conseguir
su peroxidacion espontdnea. Las alicuotas fueron separadas cada 15 minutos (t0, t15, t30,
t45, t60) durante 60 minutos de incubacion a 37°C, y procesados para la determinacion de

MDA segtn se detalla en el apartado 1.3.5 de Material y Métodos.

En la tabla I.1 presentamos la media * desviacion estindar de los valores
correspondientes al grado de inhibicién de la produccion de MDA (expresados en % con
respecto a t0, que se considera 100%). La figura I.1 representa graficamente estos valores
para los distintos tiempos (t0, t15, t30, t45, t60). En la tabla .2 presentamos la comparacion
estadistica entre el grupo de los viscoelasticos frente al grupo control, para los distintos
tiempos (U de Mann-Whitney). En la tabla 1.3 realizamos la comparacion de todos los
grupos entre si (incluido grupo control), aprecidndose diferencias significativas entre
grupos (Test de Kruskal-Wallis). Al comparar sélo los grupos de viscoeldsticos entre si

(excluyendo grupo control), desaparecen estas diferencias (Test de Kruskal-Wallis).

MDA ()« DE t0 t15 30 t45 t60

Control (n=3) 100+0 318.02+164.1 | 349.03+164.11 | 388.45+160.81 | 637.13+334.44
SVS18 (n=3) 100+0 118.94+22 .61 181.07+45.99 178.07+94.59 197.97+87.01
Viscoat (n=3) 100+0 117.21+£21.72 154.55+64.14 165.335+59.5 273.04+27.65
Healon (n=3) 100+0 130.46+38.39 117.67+35.43 145.21+£9.44 180.69+74.92

Tabla I.1: Media + desviacion estandar (DE) del grado de inhibicidon de produccion de

MDA (%)
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Figura L.1: Representacion grafica de las medias + DE de cada grupo, para cada tiempo.

o] comentario
t15 0.013
30 El grupo de los viscoelasticos presenta una
0.074 accion inhibitoria de la produccion de MDA
t45 0013 frente al grupo control, para todos los
tiempos estudiados
t60 0.003

Tabla 1.2: Diferencias entre los distintos grupos y valor del estadistico p (Mann-Whitney)

t15 t30 t45 t60 comentario
Todos los Existe uno 6 mas
grupos grupos diferentes
entre si 0.086 0.057 0.086 0.043 entre si para todos los
tiempos
Entre No existen diferencias
VES 0.733 0.329 0.733 0.193 entre los distintos
viscoelasticos

Tabla 1.3: Diferencias intergrupos y valor del estadistico p (Test de Kruskal-Wallis)
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I1.- ESTUDIO IN VIVO DE LAS PROPIEDADES PROTECTORAS DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL
DE DANO ENDOTELIAL POR RADICALES LIBRES.

IL.1. ELABORACION DE LA CURVA PATRON.

En la figura II.1 se representa el rastreo de absorbancia realizado para el Verde
Janus, el cual posee un pico correspondiente a una longitud de onda de 650nm, de espectro

visible.

En la figura I1.2 se representa la curva patron para la absorbancia de porcentajes de

lesion conocida (100%, 79%, y 52,6%).

En la tabla II.1 se muestran los valores de absorbancia obtenidos en los botones

corneales con porcentajes de lesion endotelial conocidos.

En la tabla II1.2 se muestra la media y la desviacion estandar (DE) y el grado de

significacion estadistica de dicho grupo.

De la curva patrén (figura 11.2) se obtuvo una férmula matematica que relaciond el

valor de la absorbancia del espectrofotdmetro con el porcentaje de lesion endotelial:

DE = A + (Abs x B)
DE: Dafio endotelial
A: -10,480
Abs: Absorbancia
B: 256,986
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Figura I1.2: Curva patron Verde Janus.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0% 0,038 10,029 0,036 [0,040 {0,035 |0,034 0,034 [0,032 |0,037 ]0,033

52% 0,259 (0,268 [0,244 0,239 10,250 0,270 {0,260 ]0,230 |0,255 |0,248

79% 10,388 10,339 0,360 (0,372 |0,357 10,333 [0,355 ]0,397 [0,366 [0,401

100% |0,398 |0,422 10,418 0,348 ]0,445 [0,404 10,436 0,388 [0,399 [0,421

Tabla I1.1: Absorbancia en botones corneales con % lesidn conocida

% LESION MEDIA+ DE P
0% 0,035+ 0,0032
52% 0,252+0,0126 <0,001
79% 0,367+0,0229 <0,001
100% 0,408+0,0275 <0,001

Tabla I1.2: Media + DE de absorbancia de los botones corneales con % lesion conocida.
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11.2.-ESTUDIO DEL DANO DE LAS CELULAS ENDOTELIALES (TECNICA DE
FOTOMETRIA DEL VERDE JANUS)

En las tablas I1.3 y 1.4 aparecen los datos obtenidos de todos los animales de

experimentacion, para las fases 1y 2.

La tabla IL.5 resume las medias + desviaciones estandar (DE) obtenidas para cada
grupo de estudio. La figura I1.3 muestra la representacion grafica en forma de barras de las

diferencias obtenidas en cada grupo.

En la tabla I1.6 se aprecia la facilidad de inyeccion de los diferentes viscoelasticos,
con su representacion grafica en la figura [1.4. En la tabla I1.7 se aprecia la facilidad de

extraccion de los diferentes viscoeldsticos, con su representacion grafica en la figura I1.5.
No se registro ninguna complicacion intra-quirdrgica.

Las comparaciones estadisticas de los distintos grupos y pardmetros estudiados se

presentan en la tabla I1.8.

Las figuras de I1.6 a I1.9 representan graficamente el porcentaje de dafio endotelial a

las diferentes concentraciones de peroxido, sefialando aquellas que presentan diferencias

estadisticamente significativas.

En las figuras 11.10 y II.11 se representa la media = DE de la valoracién del cirujano

en la facilidad de inyeccion y extraccion del VES, respectivamente.

En la tabla I1.9 y en la figura I1.12 se expone el porcentaje de reduccion del dafio
endotelial para cada viscoeldstico y concentraciéon de H,O,, respecto a los valores del

control (no VES).
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Facilidad de Facilidad de

Grupo randomizacion N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)
1 1002 NE NE 0.063 5.710
1 1014 NE NE 0.047 1.598
1 1026 NE NE 0.039 -0.458
© 1 1038 NE NE 0.035 -1.485
‘g 1 1050 NE NE 0.035 -1.485
8] 1 1062 NE NE 0.044 0.827
ﬂ 1 1074 NE NE 0.041 0.056
>° 1 1086 NE NE 0.036 -1.229
2 1 1098 NE NE 0.038 -0.715
1 1110 NE NE 0.040 -0.201
Media 0.042 0.262
DE 0.008 2.156
2 1003 NE NE 0.098 14.705
2 1015 NE NE 0.112 18.302
N 2 1027 NE NE 0.149 27.811
8 2 1039 NE NE 0.111 18.045
g 2 1051 NE NE 0.089 12.392
£ 2 1063 NE NE 0.092 13.163
u:: 2 1075 NE NE 0.091 12.906
E 2 1087 NE NE 0.140 25.498
z° 2 1099 NE NE 0.079 9.822
2 1111 NE NE 0.132 23.442
Media 0.109 17.609
DE 0.024 6.139

Tabla I1.3. Datos por grupos Fase 1.
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Facilidad de Facilidad de

Grupo randomizacién N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)
3 1005 NE NE 0.195 39.632
3 1017 NE NE 0.123 21.129
N 3 1029 NE NE 0.136 24.470
2 3 1041 NE NE 0.179 35.520
é 3 1053 NE NE 0.152 28.582
g 3 1065 NE NE 0.015 -6.522
% 3 1077 NE NE 0.174 34.236
I.I>J 3 1089 NE NE 0.199 40.660
[ 3 1101 NE NE 0.192 38.861
< 3 1113 NE NE 0.188 37.833
Media 0.155 29.440
DE 0.056 14.286
4 1001 1 1 0.048 1.855
4 1013 1 1 0.018 -5.854
4 1025 1 2 0.007 -8.681
e 4 1037 1 2 0.019 -5.597
*E 4 1049 1 2 0.047 1.598
3 4 1061 1 2 0.036 -1.229
§ 4 1073 1 2 0.026 -3.798
? 4 1085 1 2 0.012 -7.396
2 4 1097 1 2 0.038 -0.715
4 1109 1 2 0.002 -9.966
Media 1.000 1.800 0.025 -3.978
DE 0.000 0.422 0.016 4.205

Tabla I1.3 (Cont). Datos por grupos Fase 1. (Nota: NE = no evaluable)
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Facilidad de Facilidad de
Grupo randomizacién N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)

5 1004 1 1 0.078 9.565

5 1016 1 2 0.054 3.397
~ 5 1028 2 2 0.114 18.816
2 5 1040 1 2 0.042 0.313
I 5 1052 1 2 0.098 14.705
% 5 1064 1 2 0.056 3.911
S 5 1076 1 2 0.079 9.822
b7 5 1088 1 2 0.088 12.135
,,>, 5 1100 1 2 0.129 22.671
5 1112 1 2 0.090 12.649
Media 1.100 1.900 0.083 10.798

DE 0.316 0.316 0.027 6.995
6 1010 1 2 0.103 15.990
6 1022 1 2 0.081 10.336
- 6 1034 1 2 0.124 21.386
g 6 1046 1 2 0.127 22.157
g 6 1058 1 2 0.093 13.420
g 6 1070 1 2 0.125 21.643
- 6 1082 2 2 0.100 15.219
g 6 1094 1 2 0.072 8.023
5 6 1106 1 1 0.099 14.962
6 1118 1 2 0.136 24.470

Media 1.100 1.900 0.106 16.761

DE 0.316 0.316 0.021 5.465

Tabla I1.3 (Cont). Datos por grupos Fase 1.
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Facilidad de Facilidad de
Grupo randomizacién N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)

7 1009 3 3 0.017 -6.111

7 1021 3 2 0.013 -7.139

7 1033 3 3 0.040 -0.201

° 7 1045 3 3 0.085 11.364
"E 7 1057 3 3 0.080 10.079
§ 7 1069 2 3 0.094 13.677
S 7 1081 3 3 0.070 7.509
E 7 1093 3 3 0.071 7.766
T 7 1105 3 3 0.135 24.213
7 1117 3 3 0.090 12.649

Media 2.900 2.900 0.070 7.381

DE 0.316 0.316 0.037 9.571

8 1008 3 3 0.122 20.872

8 1020 3 3 0.083 10.850

~ 8 1032 2 3 0.084 11.107
8 8 1044 3 3 0.086 11.621
g 8 1056 3 2 0.069 7.252
£ 8 1068 3 3 0.141 25.755
= 8 1080 3 3 0.098 14.705
% 8 1092 3 3 0.084 11.107
£ 8 1104 3 3 0.135 24.213
8 1116 3 3 0.080 10.079

Media 2.900 2.900 0.098 14.756

DE 0.316 0.316 0.025 6.478

Tabla I1.3 (Cont). Datos por grupos Fase 1.
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Facilidad de Facilidad de

Grupo randomizacién N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)
9 1006 3 3 0.132 23.442
9 1018 3 2 0.130 22.928
~ 9 1030 3 3 0.122 20.872
8 9 1042 3 3 0.082 10.593
§ 9 1054 2 3 0.140 25.498
g 9 1066 3 3 0.106 16.761
E 9 1078 3 3 0.155 29.353
o 9 1090 3 3 0.125 21.643
E 9 1102 3 3 0.123 21.129
9 1114 3 3 0.158 30.124
Media 2.900 2.900 0.127 22.234
DE 0.316 0.316 0.022 5.720
10 1012 1 1 0.047 1.598
10 1024 1 1 0.039 -0.458
10 1036 2 1 0.038 -0.715
© 10 1048 1 1 0.069 7.252
‘g 10 1060 1 1 0.052 2.883
o 10 1072 1 1 0.034 -1.742
§ 10 1084 1 2 0.088 12.135
- 10 1096 1 1 0.038 -0.715
S 10 1108 1 1 0.083 10.850
10 1120 1 1 0.062 5.453
Media 1.100 1.100 0.055 3.654
DE 0.316 0.316 0.020 5.043

Tabla I1.3 (Cont). Datos por grupos Fase 1.
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Facilidad de Facilidad de
Grupo randomizacién N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)

11 1007 1 1 0.105 16.504

11 1019 1 1 0.089 12.392
~ 11 1031 2 1 0.105 16.504
8 11 1043 1 1 0.076 9.051
§ 11 1055 1 1 0.109 17.531
£ 11 1067 1 2 0.113 18.559
% 11 1079 1 1 0.075 8.794
S 11 1091 1 1 0.064 5.967
g 11 1103 1 1 0.110 17.788
11 1115 1 1 0.080 10.079
Media 1.100 1.100 0.093 13.317

DE 0.316 0.316 0.018 4.589
12 1011 1 1 0.146 27.040
12 1023 1 1 0.158 30.124

I 12 1035 2 1 0.159 30.381
8 12 1047 1 1 0.146 27.040
§ 12 1059 1 1 0.108 17.274
g 12 1071 1 2 0.105 16.504
= 12 1083 1 1 0.121 20.615
§ 12 1095 1 1 0.085 11.364
o 12 1107 1 1 0.138 24.984
> 12 1119 1 1 0.084 11.107
Media 1.100 1.100 0.125 21.643

DE 0.316 0.316 0.028 7.310

Tabla I1.3 (Cont). Datos por grupos Fase 1.
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Facilidad de Facilidad de

Grupo randomizacion N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)
1 2002 NE NE 0.270 58.906
1 2006 NE NE 0.250 53.767
1 2010 NE NE 0.303 67.387
= 1 2014 NE NE 0.245 52.482
E 1 2018 NE NE 0.265 57.621
E 1 2022 NE NE 0.266 57.878
& 1 2026 NE NE 0.289 63.789
z 1 2030 NE NE 0.333 75.096
z 1 2034 NE NE 0.295 65.331
1 2038 NE NE 0.270 58.906
Media 0.279 61.116
DE 0.027 6.837
2 2001 1 2 0.301 66.873
2 2005 1 2 0.225 47.342
2 2009 1 2 0.214 44.515
s 2 2013 2 2 0.298 66.102
g 2 2017 1 2 0.198 40.403
= 2 2021 1 2 0.233 49.398
§ 2 2025 2 2 0.179 35.520
g 2 2029 1 2 0.268 58.392
& 2 2033 1 1 0.248 53.253
2 2037 1 2 0.202 41.431
Media 1.200 1.900 0.237 50.323
DE 0.422 0.316 0.042 10.732

Tabla I1.4. Datos por grupos Fase 2. (Nota: NE = no evaluable)
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Facilidad de Facilidad de

Grupo randomizacion N° randomizacion inyeccion extraccion Espectro Daiio endotelial (%)
3 2004 3 3 0.265 57.621
3 2008 3 2 0.255 55.051
3 2012 2 3 0.222 46.571
s 3 2016 3 3 0.247 52.996
g 3 2020 2 3 0.236 50.169
g 3 2024 3 3 0.249 53.510
S 3 2028 3 2 0.288 63.532
§ 3 2032 83 3 0.272 59.420
T 3 2036 3 3 0.282 61.990
3 2040 3 3 0.241 51.454
Media 2.800 2.800 0.256 55.231
DE 0.422 0.422 0.021 5.382
4 2003 1 2 0.238 50.683
4 2007 1 1 0.190 38.347
4 2011 2 1 0.231 48.884
= 4 2015 1 1 0.295 65.331
;E, 4 2019 NE NE 0.227 47.856
§ 4 2023 2 1 0.266 57.878
g 4 2027 1 1 0.271 59.163
" 4 2031 1 1 0.209 43.230
S 4 2035 1 2 0.267 58.135
4 2039 1 1 0.201 41.174
Media 1.222 1.222 0.240 51.068
DE 0.441 0.441 0.034 8.830

Tabla I1.4 (Cont). Datos por grupos Fase 2. (Nota: NE = no evaluable)
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Control 1mM H202 10mM H202 100mM H202
Media DE Media DE Media DE Media DE
No VES 0.262 2.156 17.609 6.139 29.44 14.286 61.12 6.84
SVS18 -3.978 4.205 10.798 6.995 16.761 5.465 50.32 10.73
Healon 7.381 9.571 14.756 6.478 22.234 5.72 55.23 5.38
\Viscoat 3.654 5.043 13.317 4.589 21.643 7.31 51.07 8.83
Tabla I1.5: media + DE, para cada grupo de estudio.
100 mNo VES
30 OHealon
< ?8 O Viscoat
= T mSVs18
‘s 60 T T T
S 50
& 40 e
o
' 30
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Control 1mM H202 10mM H202 100mM H202
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Resultados

Control 1mM H202 10mM H202 100mM H202
Media DE Media DE Media DE Media DE
No VES NE NE NE NE NE NE NE NE
SVS18 1 0 1.1 0.316 1.1 0.316 1.2 0.4
Healon 2.9 0.316 2.9 0.316 2.9 0.316 2.8 0.4
\Viscoat 1.1 0.316 1.1 0.316 1.1 0.316 1.2 0.4

Tabla I1.6: Facilidad de inyeccion de los viscoelasticos.

4
mHealon
O Viscoat
3 (- Il T I mSVsis
c 2
s
1 I A Fi
0 = T T T
Control 1TmM H202 10mM H202 100mM H202

Figura I1.4: Representacion grafica de la facilidad de inyeccion de los viscoelasticos.
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Control 1mM H202 10mM H202 100mM H202
Media DE Media DE Media DE Media DE
No VES NE NE NE NE NE NE NE NE
SVS18 1.8 0.422 1.9 0.316 1.9 0.316 1.9 0.3
Healon 2.9 0.316 2.9 0.316 2.9 0.316 2.8 0.4
\Viscoat 1.1 0.316 1.1 0.316 1.1 0.316 1.2 0.4

Tabla I1.7: Facilidad de extraccion de los viscoelasticos.

4
mHealon
O Viscoat
3 I I i T mSVS1s
5 ] I T T T
"N I BEE BB
1 4 ||
0 = T T T
Control 1TmM H202 10mM H202 100mM H202

Figura IL.5: Representacion grafica de la facilidad de extraccion de los viscoelasticos.
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Control / no p MW- 95%-Cl comentario
H.0, statistic

no VES vs 0.045* | 0.765 [0.5133;1] SVS18 superior a no VES
SVS18

no VES vs 0.0548* | 0.245 [0.0025;0.4875] | No VES superior a Healon
Healon

no VES vs 0.1828 | 0.32 [0.0779;0.5621] | No VES superior a Viscoat
Viscoat

SVS18 vs 0.0089* | 0.16 [0;0.4064] SVS18 superior a Healon
Healon

SVS18 vs 0.003* | 0.125 [0;0.3812] SVS18 superior a Viscoat
Viscoat

Healon vs 0.2103 | 0.67 [0.4318;0.9082] | Viscoat superior a Healon
Viscoat

Tabla I1.8: Comparaciones estadisticas de los distintos grupos y parametros de dafio endotelial.
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Resultados

1mM H.0, p MW- 95%-Cl Comentario
statistic

no VES vs 0.0337* | 0.78 [0.5296;1] SVS18 superior a no VES
SVS18
no VES vs 0.2244 | 0.665 [0.4262;0.9038] | Healon superior a no VES
Healon
no VES vs 0.1276 | 0.705 [0.4641;0.9459] | Viscoat superior a no VES
Viscoat
SVS18 vs 0.288 0.355 [0.116;0.594] | SVS18 superior a Healon
Healon
SVS18 vs 0.4688 04 [0.1623;0.6377] | SVS18 ligeramente superior a
Viscoat Viscoat
Healon vs 0.6976 | 0.555 [0.3182;0.7918] | Viscoat igual a Healon
Viscoat

Tabla I1.8 (Cont.): Comparaciones estadisticas de los distintos grupos y parametros de dafio endotelial.
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10mM H202 p MW- 95%-Cl comentario
statistic

no VES vs 0.0056* | 0.855 [0.6061;1] SVS18 superior a no VES
SVS18
no VES vs 0.0302* | 0.785 [0.5384;1] Healon superior a no VES
Healon
no VES vs 0.0336* | 0.78 [0.5407;1] Viscoat superior a no VES
Viscoat
SVS18 vs 0.055* | 0.245 [0.0003;0.4897] | SVS18 superior a Healon
Healon
SVS18 vs 0.1013 0.28 [0.0404;0.5196] | SVS18 superior a Viscoat
Viscoat
Healon vs 0.9844 | 0.505 [0.268;0.742] Viscoat igual a Healon
Viscoat

Tabla I1.8 (Cont.): Comparaciones estadisticas de los distintos grupos y parametros de dafio endotelial.
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100mM H202 p MW- 95%-Cl Comentario
statistic

no VES vs 0.0273* | 0.79 [0.5399;1] SVS18 superior a no VES
SVS18

no VES vs 0.0547* | 0.755 [0.5107;0.9993] | Healon superior a no VES
Healon

no VES vs 0.0272* | 0.79 [0.5407;1] Viscoat superior a no VES
Viscoat
SVS18 vs 0.2176 | 0.33 [0.0864;0.5736] | SVS18 superior a Healon
Healon
SVS18 vs 0.9118 | 0.48 [0.2444;0.7156] | SVS18 igual a Viscoat
Viscoat

Healon vs 0.2799 | 0.65 [0.4089;0.8911] | Viscoat superior a Healon
Viscoat

Tabla I1.8 (Cont.): Comparaciones estadisticas de los distintos grupos y parametros de dafio endotelial.
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Facilidad de inyeccion

p MW- 95%-Cl Comentario
statistic

SVS18 vs. <0.0001* | 0.9937 [0.947;1] Healon es significativamente mejor

Healon que SVS18

SVS18 vs. 0.737 0.5141 [0.444;0.584 | SVS18 igual a Viscoat

Viscoat 2]

Healon vs. <0.0001* | 0.008 [0;0.0609] | Healon es significativamente mejor

Viscoat que Viscoat

Facilidad de extracciéon
p MW- 95%-Cl Comentario
statistic

SVS18 vs. <0.0001* | 0.9453 [0.8772;1] | Healon es significativamente mejor
Healon que SVS18
SV318 vs. <0.0001* | 0.1266 [0.0533;0.1999] | SVS18 es significativamente
Viscoat mejor que Viscoat.
Healon vs. <0.0001* | 0.008 [0;0.0609] Healon es significativamente mejor
Viscoat que Viscoat

Tabla I1.8 (Cont.): Comparaciones estadisticas de los distintos grupos en cuanto a la facilidad de inyeccion o extraccion del VES,

segun valoracion del cirujano.
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Figura I1.6: Dafo endotelial (media+DE, %) tras la exposicion a solucion de Ringer Lactato en cdmara anterior (Control, sin
peroxido) en el control (no VES), SVS18, HE y VC . *p=0.045 vs. no VES; **p=0.0089 vs. HE; ***p=0.003 vs. VC.

125



Resultados
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Figura I1.7: Dafio endotelial (media + DE, %) tras la exposicion a ImM de peroxido en cdmara anterior en el Control (no
VES), SVS18, HE y VC. *p=0.0337 vs. no VES; SVS18 vs. Viscoat y Healon N.S.
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Figura I1.8: Dano endotelial (media+DE, %) tras la exposicion a 10mM de perdxido en camara anterior en el Control (no
VES), SVS18, HE y VC. *p=0.0056 vs. Control (no VES); **p=0.055 vs. HE; ***p=0.0302 vs. Control (no VES);
*E*%p=0.0336 vs. Control (no VES)
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Figura I1.9: Dafio endotelial (media+DE, %) tras la exposicion a 100mM de perdxido en cdmara anterior en el Control (no
VES), SVS18, HE y VC . *p=0.0273, **p=0.0547, ***p=0.0272 vs. Control (no VES)
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Figura I1.10: Facilidad de inyeccion (media+DE) de SVS18, HE y VC. *p<0.0001 vs. SVS18 y VC
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Figura I1.11: Facilidad de extraccion (media=DE) de SVS18, HE y VC. *p<0.0001 vs. VC, **p<0.001 vs. SVS18 y VC.
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Resultados

H;0:. 1 mM 10 mM 100 mM
VES
SVS 18 38,7 % 43.1 % 17,7 %
HEALON 16.2 % 24,5 % 9,6 %
VISCOAT 24,4 % 26,5 % 16,4 %

Tabla I1.9: Porcentaje de reduccion del dafo endotelial para cada VES y concentracion de H,O,, respecto al Control (no VES).
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Figura I1.12. Porcentaje de reduccion del daio endotelial de cada VES para las distintas concentraciones de H,O,
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I.- ESTUDIO IN VITRO DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS SOBRE LA PEROXIDACION LIPIDICA
EN HOMOGENADOS DE RETINA BOVINA

El hialuronato sédico (HS) es un biopolimero cada vez més empleado en medicina
por sus caracteristicas de modulacion de las funciones celulares, inhibicion de medidores de
la inflamacién y atenuacion de los receptores del dolor (Ghosh, 1994; Dougados, 2000). En
oftalmologia el uso de hialuronato sddico como solucion viscoelastica (VES) en la cirugia
de las cataratas supuso un cambio significativo en la prevencion de complicaciones de la
cirugia extracapsular, y hoy en dia sigue cumpliendo ese mismo papel en la

facoemulsificacion.

Sin embargo, muy poco se conoce acerca del mecanismo de accion del HS a nivel
celular. Existen varios estudios in vivo que le atribuyen efectos protectores por su capacidad
aceptora de radicales libres (Artola et al., 1993a; Artola A et al., 1993b; Holst et al., 1993;
Arshinoft, 2000). En cambio, son pocos los estudios que han demostrado claramente la

capacidad antioxidante de HS in vitro (Takahashi et al., 2002).

En nuestro estudio disefiamos un modelo experimental in vitro para demostrar el
efecto aceptor de radicales libres del hialuronato sddico. Este modelo esta basado en un
estudio previo (Belda et al., 1996) en el que se determin6 la capacidad de inhibicion de
malondialdehido (MDA), un producto de la peroxidacion lipidica, en un modelo in vitro
utilizando distintos antioxidantes naturales y sintéticos sobre homogenados de retina
humana, en la que previamente se habia inducido una peroxidaciéon con ADP-Fe™. En
nuestro modelo, hemos sustituido la retina humana por retina bovina (ante la dificultad de
obtencion de muestras humanas de estas caracteristicas) y la peroxidacion no fue inducida,

sino espontdnea, tras incubacion al aire, a 37°C durante 60 minutos.

En primer lugar, de los resultados obtenidos y que se muestran en la tabla I.1 del
apartado de Resultados, podemos afirmar que el modelo in vitro en retina bovina es un

modelo adecuado para inducir peroxidacion lipidica espontdnea, ya que los valores de
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MDA aumentan progresivamente con el tiempo de exposicion, con un resultado final a los

60 minutos 5 veces mayor que el inicial.

Por otro lado, tal y como se aprecia claramente en la figura .1 de Resultados, todos
los VES empleados inhibieron efectivamente la produccion de MDA, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control para todos los tiempos estudiados,

aunque con mayor significacion estadistica para el t60 (tabla 1.2 de Resultados).

Sin embargo, cuando buscamos diferencias entre los distintos VES en cuanto a su
capacidad inhibitoria de la produccion de MDA, todos ellos resultan igual de efectivos, no
hallandose diferencias estadisticamente significativas entre ellos (tabla 1.3 de Resultados),

aunque si de forma individual frente al control.

La ausencia de diferencias en cuanto a la capacidad antioxidante in vitro entre los
distintos VES estudiados, a pesar de que las concentraciones de HS son diferentes en cada
uno de ellos, y de la coexistencia de otras sustancias con capacidad aceptora de radicales
libres (p.e. manitol en el SVS18), puede ser debida al nimero limitado de muestras
estudiadas, o a la dilucion unica de VES empleada para nuestro estudio. Este hecho podria
mejorarse en un proximo estudio en el que se emplearan distintas diluciones de VES junto

con la posibilidad de trabajar con oxidaciones inducidas con ADP-Fe"".

La confirmacion de la capacidad inhibitoria in vitro de la peroxidacion lipidica de
los VES utilizados en este estudio mediante el modelo experimental disenado al efecto,

sienta las bases necesarias para la realizacion del estudio experimental in vivo.

Nuestro modelo experimental se perfila como un modelo util y reproducible para
determinar la capacidad antioxidante de los distintos VES que existen en el mercado.
Creemos que mejorando los parametros de dilucion del VES, tiempos y forma efectiva de
obtener la peroxidacion, podria ser util también para comparar la potencia antioxidante de
cada VES, permitiendo obtener datos muy valiosos sobre los efectos beneficiosos de los

VES, antes incluso de que estos sean comercializados.
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II.- ESTUDIO IN VIVO DE LAS PROPIEDADES PROTECTORAS DE
DISTINTOS VISCOELASTICOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
DANO ENDOTELIAL POR RADICALES LIBRES.

Una de las complicaciones mas draméticas tras la cirugia de la catarata mediante
facoemulsificacion es la descompensacion endotelial, que conlleva la pérdida de la
trasparencia de la cornea, y la necesidad de una queratoplastia para que el paciente recupere

su funcion visual (Ventura et al, 2001; Diaz-Valle et al, 1998).

En estudios previos nuestro grupo (Artola, 1990) ha utilizado un modelo
experimental de dafio endotelial con H,O, y la tincién de Verde Janus para la valoracion de
la accion protectora endotelial frente a los radicales libres de distintas sustancias
antioxidantes. En el presente trabajo hemos empleado el mismo modelo experimental para
evaluar la capacidad protectora endotelial de distintos VES que se utilizan frecuentemente

en la cirugia de la catarata.

El dafio endotelial provocado por diversos modelos experimentales puede valorarse
también mediante el contaje celular de células necroéticas bajo observacion microscopica
tras realizar una tincion vital (de las muchas que existen). Sin embargo, hemos preferido
utilizar la técnica fotométrica del colorante Verde Janls para nuestros estudios. La técnica
fotométrica del Verde Janus utiliza la permeabilidad de las membranas celulares y
nucleares como marcador de muerte celular. Se trata de una técnica validada y reciente para
valorar el dafio endotelial, que proporciona porcentajes de lesion global como pardmetro de
viabilidad endotelial (Hartmann y Rieck, 1989; Hartmann et al., 1989). Se ha demostrado
que el método de evaluacion del dafio corneal mediante la tincion de Verde Janus es mucho
mas objetivo (independiente de la experiencia del investigador), rapido, requiere equipo de
laboratorio estandar, y ademas permite evaluar en conjunto toda la superficie endotelial; a
diferencia del contaje celular directo con otras tinciones como el Rojo de Alizarina, que tan
solo evalua una pequefia parte de la cornea central que se considere representativa, y que
requiere multiples evaluaciones centrales y periféricas para poder minimizar errores

estadisticos (Pharmakakis et al., 1995; Shimmelpfennig, 1984).
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Otros autores (Eggeling et al., 2000; Artola et al., 1993; Artola ef al., 1993) han
utilizado la tincidon de Verde Janus con éxito para evaluar el dafio endotelial en sus estudios

experimentales. Por estas razones se utiliz6 la técnica Verde Janus para nuestro estudio.

Existen estudios que demuestran que el H,O, tiene una gran toxicidad sobre el
endotelio corneal (Riley y Giblin, 1983). EI H,O; es una de las fuentes mas importantes del
radical hidroxilo ((OH), que de forma natural se encuentra en concentraciones minimas en
el humor acuoso (0,025-0,030 mM) (Spector y Garner, 1981). El origen de este peroxido no
esta claro, pero lo més probable es que se forme de la oxidacion del acido ascorbico por el
oxigeno molecular. Este proceso esté catalizado por la luz y por la riboflavina (Giblin et al.,
1984). El radical "OH formado a partir del H,O, (Reaccion de Haber-Weiss: 'O+ H,O, —
OH" + 'OH + 0O,) tiene un potencial altamente oxidante, y rapidamente interacciona con
proteinas y lipidos de los tejidos organicos, produciendo el dafio oxidativo. El radical ‘OH
ha sido relacionado con la patogenia de numerosas enfermedades como la artritis
reumatoide (Greenwald y Moy, 1980) y el cancer (Taniguchi ef al., 1993). La exposicion al
radical hidroxilo (y al resto de radicales libres) produce dafio en tejidos oculares como el
cristalino (Spector y Garner, 1981), el iris (Artola ef al., 1993b) y el endotelio corneal (Hull
et al., 1984). Ademas también ha sido implicado en multiples enfermedades oculares como
las cataratas (Bhuyan et al., 1991), uveitis (Rodriguez-Galietero et al., 1997) y retinopatia
diabética (Doly et al., 1992).

Otros posibles origenes de los radicales libres derivados del oxigeno, durante los
procesos de inflamacion ocular son la activacion de la cascada del acido araquidonico, la
activacion de los fagocitos, ademas de los procesos de facoemulsificacion durante la cirugia
de cataratas (Shimmura et al, 1992). Por ello, es esperable que el estrés oxidativo
producido por los radicales libres derivados de la degradacion del perdxido de hidrogeno
liberado durante la cirugia de catarata, juegue un papel importante en el dafio endotelial

posquirargico.

En una tesis previa realizada por nuestro grupo (Artola, 1990) se valoraron las
lesiones producidas por diversas concentraciones de H,O, inyectadas en camara anterior,
mediante la técnica fotométrica del Verde Janus, estableciendo las concentraciones que

producian una lesion maxima (dosis letal) y una lesion minima. Segun estos datos, se
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encontr6 una lesion maxima (101%) para una concentracion de H,O; de 100 mM. y la
concentracion minima de las ensayadas corresponde a 1 mM, con un porcentaje de lesion

del 28,78%. Por ello éste fue el rango de concentraciones utilizado en nuestro estudio.

Otros autores también han utilizado H,O; para inducir dafio endotelial producido
por radicales libres, demostrando que concentraciones de peroxido de hidrégeno mayores
de 0,3-0,5 mM producen toxicidad endotelial y pueden inducir edema corneal (Csukas y
Green, 1988). En nuestro modelo experimental el dafio endotelial mediante radicales libres
se produce mediante el uso de H,O,, simulando el que se produce durante el proceso
quirargico de la facoemulsificacion. Consideramos que este es un modelo valido, sencillo y
reproducible que simula el dafio oxidativo producido por la facoemulsificacion y que

permite valorar de forma objetiva el efecto antioxidante de distintos VES.

Hemos utilizado una solucion de Ringer Lactato como control, debido a su baja
toxicidad en el endotelio corneal, que ha sido confirmada en otros estudios (Edelhauser et
al., 1978). Creemos que el porcentaje de lesion obtenida confirma la validez del modelo
fotométrico con la tincion de Verde Janus de nuestro estudio. En el grupo en el que se
inyectd Ringer Lactato intracameralmente se encontrd una absorbancia media de 0.042 =
0.008, no presentando diferencias significativas respecto al grupo de corneas normales con

lesion conocida del 0% (0.035 + 0.0032), utilizado para realizar la curva patron.

En las corneas empleadas para determinar la curva patrén con lesion del 0%,
obtenemos una absorbancia media de 0,35 + 0.0032. Esto es facilmente comprensible
si tenemos en cuenta que al realizar la trepanacion y escision corneal, y durante el manejo
de la cornea a lo largo del proceso, se producen areas pequefias de alteraciones endoteliales,
especialmente en el reborde del boton corneal, que posteriormente van a absorber Verde
Janus, que se detectara por el fotometro. El error metddico de sobreestimacion de lesion
endotelial que se induce por este minimo trauma se puede considerar menor del 10%.
Otros autores prefieren igualar dicho valor a 0, haciendo asi una correccion de la curva

patron (Hartmann y Rieck, 1989).

La aplicacion clinica inmediata de nuestros resultados es en la cirugia de la
catarata mediante facoemulsificacion. La técnica actual de eleccion para la extraccion del

cristalino cataratoso es la facoemulsificacion ultrasonica seguida de implante de lente
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intraocular (LIO), siendo uno de los procesos quirtirgicos mas frecuentes en los paises
desarrollados. Existen numerosas evidencias de que la facoemulsificacion ultrasonica
produce radicales libres que pueden lesionar distintas estructuras endooculares (Hull ef al.,
1984; Hull, 1990). Shimmura y colaboradores (Shimmura et al, 1992) demostraron la
formacion de radicales libres durante la facoemulsificacion en un modelo experimental in
vitro. Holst y colaboradores (Holst et al., 1993) verificaron este fendmeno en un modelo

quirtrgico in vivo utilizando conejos.

Uno de los mecanismos por el que se produce la formacion de radicales libres
durante la utilizacion de los ultrasonidos en una solucién acuosa es la cavitacion acustica,
que produce el colapso de las burbujas de gas, y ocasionan una sonolisis del agua con
formacion de radicales hidroxilo (OH) y 4tomos de hidrogeno (H) (Riesz y Kondo, 1992;
Shimmura ef al., 1992). Segun otros autores la formacion de radicales libres también puede
ser debida a la activacion de la cascada del 4cido araquidonico y al incremento de
productos fotoquimicos derivados del peréxido procedentes de la luz usada por el

microscopio quirurgico (Takahashi ef al., 2002; Michels y Sternberg, 1990).

Otros estudios demostraron que la concentracion de "OH era proporcional a la
duracién del tiempo de emision del ultrasonido (Cameron et al., 2001; Topaz et al., 2002).
Estos radicales libres producidos por los ultrasonidos pueden ser causantes de dano

endotelial durante la cirugia de la catarata (Hull ef al., 1984; Shimmura et al., 1992).

Numerosos trabajos han demostrado el efecto protector de varios aceptores de
radicales libres durante el proceso de la facoemulsificacion (Nakamura ef al., 1994; Beesly
et al, 1986), y se ha sugerido que estas sustancias podrian prevenir el dafio endotelial

inducido por la misma (Ventura et al., 2001; Hayashi ef al., 1996).

Holst y colaboradores (Holst et al, 1993) demostraron que existe una gran
liberacion de radicales libres y de radiacion ultravioleta durante la facoemulsificacion, tanto
in vivo como in vitro, y que esto podria reducirse al afiadir superdxido dismutasa a la
solucién de irrigacion. Sin embargo no examinaron si dicha solucion podria reducir el dafio

endotelial.

Otros estudios han demostrado un efecto beneficioso con la irrigacion de

soluciones con glutation (un aceptor de radicales libres) para reducir el dafio endotelial.
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(Nakamura et al., 1994). Se han publicado estudios comparando el resultado de la cirugia
de cataratas usando BSS como solucion de irrigacion frente a una solucion similar con
glutation (BSS plus). Algunos de estos trabajos han demostrado un efecto protector en el
endotelio corneal (Joussen et al, 2000), mientras que otros no han visto ningun efecto

beneficioso del glutation (Puckett et al., 1995).

Otros investigadores han utilizado el acido ascorbico (un conocido aceptor de
radicales libres) para valorar su efecto protector antioxidante frente al dafo endotelial
(Rubowitz et al., 2003). Estos autores observaron que para tiempos de facoemulsificacion
menores de 5 minutos, el dafio endotelial producido era minimo en el grupo de solucion
salina con acido ascorbico, mientras que este efecto protector no aparecia en el grupo de
solucion salina s6lo. Debido a que los dos grupos eran idénticos en todos los pardmetros de
estudio, excepto en cuanto a la presencia o no del 4acido ascorbico, los autores concluyen
que la diferencia en los resultados de pérdida endotelial se explica fundamentalmente por la
formacion de radicales libres. Estos datos coinciden con nuestro resultados, reafirmando
que el uso de sustancias antioxidantes en el suero de infusion o durante la cirugia puede

contribuir a un menor dafio endotelial por la facoemulsificacion.

Otros autores (Rodriguez-Galietero et al., 1997) emplearon L-NAME (un
antioxidante sintético, inhibidor del oxido nitrico), demostrando un efecto protector del

mismo frente al dafio endotelial en un modelo de uveitis experimental.

Se ha demostrado que los agentes viscoelasticos (VES), recientemente llamados
Instrumentos Oftalmicos Viscoquirurgicos (OVSD) (Arshinoff, 2000), suprimen los
radicales libres de forma dosis-dependiente, reduciendo la concentracion de radicales libres
en el humor acuoso (Takahashi et al., 2002). Por otro lado, existen numerosos estudios
confirman la capacidad aceptora de radicales libres de los productos que contienen acido
hialurénico (AH) (Artola et al., 1993a; Artola A et al., 1993b; Holst ef al., 1993; Prestiy
Scott, 1994; Dua et al., 2000; Gomez et al., 2001). El AH es capaz de competir con las
células por la hidroxilacion "OH, ejerciendo un efecto protector frente al dafio oxidativo
celular. Esta capacidad protectora del AH estaria basada en una estructura organizativa de
las moléculas de alto orden (terciaria) (Presti y Scott, 1994). Por otro lado, el AH puede

actuar directamente sobre los macrdéfagos, inhibiendo la fagocitosis y la formacion de
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especies activas de oxigeno, disminuyendo también por este mecanismo el dafio tisular

(Suzuki y Yamaguchi, 1993).

Sin embargo, el efecto anti-radical libre del AH va seguido de una rotura de
moléculas, reduciendo asi el efecto protector del AH sobre las células (Greenwald RA y
Moy WW, 1980; Deguine et al., 1998). Como resultado, y para evitar esto, se han
desarrollado nuevos VES que contienen aceptores de radicales libres. En nuestro estudio
hemos evaluado el SVSI8 que contiene manitol, un aceptor de radicales libres que se
producen durante la facoemulsificacion del nticleo. Asi se proporciona una doble
proteccion al endotelio y se mantienen las caracteristicas fisico-quimicas del AH a lo largo
de la cirugia. Esto es particularmente importante en pacientes con el nucleo duro en los que
el tiempo de facoemulsificacion es mayor, con lo que la produccion de radicales libres

aumenta.

Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que los VES que contienen una alta
concentracion de HS protegen mejor el endotelio frente a la agresion de los radicales libres
(quizés debido a que son capaces de mantener mejor su estructura molecular). Otros autores
han demostrado que los VES basados en HPMC tienen menor eficacia en la proteccion
frente a radicales libres (Artola et al., 1993), aunque posteriormente no se han confirmado

estos resultados (Dua et al., 2000).

Aparentemente el mecanismo por el que proporcionan proteccidon al endotelio lo
realizan principalmente formando una fina pelicula que impediria el contacto de dichas
estructuras con las sustancias y/o instrumentos que penetren en la camara anterior, ya
que dichas sustancias se adhieren a las estructuras oculares. Cabria dilucidar si estas
sustancias protegen al endotelio corneal y al iris frente a los radicales libres mediante esta
accion de "barrera", o bien si existe alguna reaccién quimica con los radicales libres que, de
alguna manera, los inactive. Parece mas logico pensar que la accién es puramente
mecanica, ya que en nuestro modelo experimental extraemos el viscoeldstico antes de
inyectar el H,O,, por lo que solo quedaria esa fina pelicula de material viscoelastico que
realizaria la funcion de "barrera mecéanica impermeable"”, que s6lo se pierde o deja de ser
efectiva cuando empleamos concentraciones muy altas de H,O, (100mM) , que inutilizan

la barrera. Sin embargo el HS ha demostrado que puede funcionar como antioxidante tanto
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in vitro (Estudio I de la presente memoria) como in vivo, en tejidos oculares y otros muchos
tejidos conectivos (liquido sinovial, cordon umbilical, etc). (Deguine ef al., 1998; Suzuki y
Yamaguchi, 1993; Halliwell et al., 1992; Dougados, 2000). Por lo tanto, creemos que

puede existir de forma directa un efecto antioxidante del HS durante la accion del H,O,.

A concentraciones bajas (1 mM y 10 mM de H,0,), los grupos Healon y Viscoat
no presentan diferencias significativas entre ellos. A concentraciones mayores de H,O,
(100 mM) se aprecia una diferencia entre Healon y Viscoat, siendo Viscoat superior a

Healon. E1 SVS18 es superior al Healon y al Viscoat en todas las concentraciones de H,O».

Cuando observamos el porcentaje de reduccion media del dafio endotelial para cada
VES (tabla I1.9 y figura 11.12 de Resultados) a 1 mM de H,0O,, el SVS18 produce una
reduccion del dafio endotelial del 38,6% frente a un 16,2% y 24,4% de Healon y Viscoat

respectivamente. A concentraciones de 10 mM de H,O, esta reduccion es de 43,1% para el

SVSI18, frente a un 24,5% y 26,5 % de Healon y Viscoat respectivamente.

A concentraciones altas (100 mM) el H,O, produce un mayor dafio endotelial, y
pensamos que el efecto protector de los distintos viscoelasticos empleados es sobrepasado
por la toxicidad oxidativa del H»O, no hallandose diferencias estadisticamente
significativas entre los 3 viscoeldsticos, aunque si que existen estas diferencias
significativas cuando los comparamos individualmente con el grupo control. Sin embargo,
a esta concentracion el porcentaje de reduccion del dafio endotelial es mucho menor que el

obtenido a las otras concentraciones, confirmdndose la pérdida del efecto protector.

En nuestro trabajo hemos observado que dicha funcion de proteccion la realizan
aceptablemente todos los VES a concentraciones de hasta 10mM de H,O,, pero pierden
parte de su eficacia protectora a concentraciones de 100mM de H,O,. Estos resultados son
similares a los obtenidos por nuestro grupo en estudios previos, con diferentes VES (Artola,
1990). Pensamos que a concentraciones altas de H,O, el potencial antioxidante de los VES

queda saturado rapidamente, y los radicales libres destruyen mas facilmente el endotelio.

Nuestros resultados sugieren que la mayor parte del dafio endotelial es debida a la
formacion de radicales libres (y no sélo al efecto térmico y mecanico antes mencionado).
Esto seria consecuencia del dafio celular que los radicales libres causan a la membrana

celular. Ademas, estos resultados junto con los de otros autores (Shimada y Matsumura,
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1987, Goldberg y Toole, 1987) apoyan el uso de VES con altas concentraciones de HS (en
nuestro estudio, SVS18 y Viscoat) para una mejor proteccion del endotelio corneal durante
la facoemulsificacion, ya que se ha demostrado su mayor efecto protector frente al estrés

oxidativo.

Por otro lado, el hecho de afiadir sustancias con capacidad antioxidante, bien al
suero de infusion (Rubowitz et al., 2003; Nakamura et al., 1994; Holst et al., 1993; Joussen
et al., 2000) o bien en la propia sustancia viscoelastica (manitol en el SVS18 de nuestro
estudio) puede incrementar el efecto protector endotelial frente a la agresion producida por
la facoemulsificacion. Creemos por tanto que nuestros resultados abren una via de
investigacion de nuevas sustancias viscoeldsticas que, bien por si mismas, o bien afiadiendo
nuevos componentes con capacidad aceptora de radicales libres, puedan mejorar el efecto
de proteccion endotelial, sobre todo en los casos complicados de facoemulsificacion en

cataratas duras, o en presencia de distrofias endoteliales previas.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1.- El modelo experimental de lesion endotelial mediante H,O, es valido para simular la
lesion endotelial producida por los radicales libres durante la facoemulsificacion y para la
evaluacion de la eficacia de distintos viscoelésticos en cuanto a su capacidad protectora del
endotelio corneal. Se ha demostrado que existe una toxicidad endotelial producida por los

radicales libres, y que esta toxicidad es dosis-dependiente.

2.- Se ha demostrado que las sustancias viscoelasticas empleadas en el estudio (Viscoat®,

Healon” y SVS18) presentan capacidad antioxidante en un modelo experimental “in vitro”.

3.- Las sustancias viscoelasticas empleadas (Viscoat”, Healon™ y SVS18) protegen al
endotelio corneal frente a la accion de los radicales libres, en un modelo experimental “in
vivo”, para todas las concentraciones de H,O, empleadas en el estudio. Aquellas sustancias
que contienen una mayor concentracién de hialuronato sodico (Viscoat®™ y SVSIS)
presentan una mayor proteccion del endotelio. La adicion a las sustancias viscoelasticas de
aceptores de radicales libres (manitol en el SVSI8) produce una mayor proteccion

endotelial frente a los radicales libres.
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