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Introduccion

1.-1.-ANATOMIA DEL NERVIO OPTICO
1.-1.-1 ANATOMIA MACROSCOPICA Y RELACIONES

Clasxcamente se deﬁne COMmO Nervio optico el cordon nervioso que,
ongmado de las células ganghonares de la retina, emerge de la porcién
post enor del globo oruldr atraviesa Ia orbita y alcanza la fosa craneana

._mecha a través del angLI‘O optico hasta llegar al quiasma. -
- Se puede considerar dividido en cuatro porciones:
. 1) Intrabulbar o zona del nervio comprendida en la esclerética v ia
~ coroides. En este punto ¢! nervio 6ptico se ensancha gradualmente formande
“una especic de tronco de cono cuya punta corresponde en el humano a la
lé.mina cribosa
2) Orbztarza En la que el nervio atraviesa la orbxta y el anillo de Zinn

. formado por los tendones de ongen de los musculos rectos del cjo.
"3) Intracanalicular o porcion del nerwﬁo situada dentro del agujero
-~ ptico, entre la cavidad orbitaria y la craneana. Dentro del conducto el
nervic esta fuertemente unidc al mismo y la arteria oftdlmica se sita en su
parte inferior. |

4) Intracraneal dentro de la fosa craneana, proxima al guiasma

‘ .opmo donde se relaciona con gxaﬂdvs vasos y tallo de la hipofisis.

(Saraux et al."85 ,Tcs'tut L. and Latarjet A.'79).
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Aungue se le denomina nervio, clasicamente se ha considerado como

una prolongaéién del cerebro anterior primitivo (Testut L. and Latarjet
A."79).

La primera manifestacion del nervio optico en el desarrollo
embrionario del hombre se produce cuando, en el embridn de tres semanas,
comienza a invaginarse la vesicula optica del prosencéfalo y forma la cipula
optica. Esta cupula optica posee una pared doble, pero al continuar el
desarrollo estas capas se unen y en el reborde ventral forman la hendidura
ocular o cisura coroidea que se extiende seguiendo la cara inferior del-
pediculo optico. La formacion de esta hendidura permite a la arteria

hialoidea llegar a la camara anterior del ojo (Langman J."76) .

El nervio Optico basicamente estd constituido por fibras nerviosas,
células gliales, vasos sanguineos, tabiques de tejido conectivo y rodeado por

cubiertas meningeas (De Juan J. y col.”78).

Espacio subdural

Vena central

i ina .
de la ret Espacio

"/ subaracnoideo

Duramadre

Aracnoides

central de
Ia retina

Piamadre
Haces nerviosos
divididos por ta-
hiques

Representacion esquematica del nervio optico humano. (Tomado de Oftalmologia General de

Vaughan y Asbury)

La longitud del nervio optico es muy variable. En el hombre oscila

entre 35y 55 mm y su didmetro es de 3 a 4 mm en el interior de la orbita,
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Introduccion

siendo mayor en la porcién intracraneal (Saraux et al.’85). En la rata adulta
la longitud del nervio dptico es de aproximadamente' 11 mm. (Miller y
col.’89) y su érea es de aproximadamente 97.10° mm’ (Kjellstrom C. and
Conradi N."93). '

1.-1.-2.-ESTRUCTURA DE LA VIA VISUAL.

Esta estructura pertenece a una via de conduccion sensorial que
consta de:
a) un aparato de recepcion que son la células visuales de la retina o

fotorreceptores: conos y bastones,

b) un aparafo de transmision que son las tres neuronas que unen la
retina a la corteza cerebral (célula bipolar-intrarretiniana, célula ganglionar-

retinodiencefalica y neurona diencéfalo—cortical), y

¢) un aparato de percepcion en la corteza del 16bulo occipital que |

contiene la cuarta neurona (Bouchét A.y Cuilleret J."78).

Estructura de la retina:
Los receptores de la luz en cada ojo incluyen mas de 100 millones de

bastones y unos 7 millones de conos, los cuales convergen hacia el millén de

neuronas ganghonares (Noback Ch. et al."93).
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Entre los fotorreceptores y las células ganglionares se sitian las
células bipolares. Estas poseen dos prolongaciones dirigidas en sentido
inverso: una prolongacién periférica que recoge las impresiones luminicas
que llevan los fotorreceptores ( conos y bastones) y una prolongacion central
que se dirige hacia las células ganglionares de la retina (Testut L. and
Latajet. A."79). |

La organizaciéon morfolégica de la retina permite distinguir la

existencia de una via sensorial directa y dos sistemas transversales:

a) via sensorial directa: formada por fotorreceptor-célula bipolar-
célula ganglionar. Existe una via para bastones, que se caracteriza por la
gran convergencia de receptores a nivel de una célula ganglionar, y una via
especial para conos que se caracteriza por su conexién uno a uno entre
conos, células bipolares y células ganglionares, localizada en la fovea

central.

b) sistemas transversales: Existen dos y se encuentran localizados
uno a nivel de la conexi6n entre fotorreceptores y célula bipolar, constituido
por las células horizontales y otro a nivel de la conexién entre células

bipolares y células ganglionares, constituido por las cé€lulas amacrinas.

El numero de células ganglionares presentes en la retina varia segun
las especies. Asi en los roedores parece haber un nimero aproximado de
506.703 células por ojo, segun los estudios de L. Silveira en 1.989, y en los
primates el mimero asciende a 1.200.000 aproximadamente (Smelser G. 80).
El total de células ganglionares no esta distribuido uniformemente por toda
la retina sino que, segin la mayoria de los estudios en diferente animales, la

densidad celular disminuye a medida que nos alejamos de la fovea y nos

10



Introduccion

acercamos a la periferia ocular (Fukuda Y.”77, Silveira L."89, Smelser

G.’80). Asimismo en la fovea las células ganglionares se disponen en 667

capas, mientras que en la periferia estan muy separadas y en capa tnica

(Silveira L. and Picanco-Diniz C.'89).

Dibuj de una seccién transversal de las células nerviosas de la retina realizado por Santiago
Ramén y Cajal y valido atn en nuestros dias.

It



Introduccion

Las células E ganglionares en el adulto poseen poca densidad
electronica, un nuicleo palido, nucleolo prominente y abundante sustancia de
Nissl en su mtoplasma y estan recorridas por neurotibulos y neurofilamentos

onentados 10ng1tudmalmente (Sllve1ra L. and Picanco-Diniz C.’89).

Muchos estudios han conclmdo en establecer tre_s tlpOS -de células
ganglionares ( Fukuda Y."77, Holiyfield J."80, Kock J."89, Rowe and
Stone'76,). | | |
| Baséandonos en la clasiﬁcé_l_cién de Kock de 1.989, las células
gangliqnares se distribuyen atendiendo a sus caracteristicas morfologicas y

la extension de su campo dendritico en:

|.-Células pequenas muy numerosas y con campo dendnhco denso

sin formar capas (Gl)
| 2;-Celulas medzahas: con dos capas dendriticas, una hacia el vitreo y

otta; menos deﬁsa, hacia la esclera.((G2).
| -3.-Célzéla$ grandes: a su vez se dividen en- tres grupos seglin sus
| .prolongaciones dendriti'cas: '
| -prolongacmnes hacia el vitreo y hacia la esclera (G3).

r-solo prolongacmnes esclerales (G4) |
' ..v_—siélo prolongaciones vitreas (G5).

Esta biasiﬁcacic’)n ﬁuede ser superponible a la clasificacién funcional
de Enroth-Cupel y Robson (1 966) y de Stone y Hoffman (1.973) que se

| basan en los campos funcmnales de accion yen la velocidad de conduccmn

12



Introduccion

~ En tales clasificaciones se describen también- tres tipos de células
~ ganglionares denominadas X, Y,y W.

Las células X poseen cuerpos celulares de tamafio mcdip y axones
con una velocidad de conduccion media que ’se‘proyectan desde 1a fovea al
Cuerpo gemculado lateral Las células Y poseen cuerpos celulares ‘grandes
cuyos axones conducen de forma rapida proyectandose desde la retina-al -
'micle;) geniculado lateral y al coliculo superior. Son neuronas destinadas a la
'vdeteccmn del mowmlento asi como a la conduccion de _los reflejos
luminosos y. de acomodacmn (Noback Ch. et al.'93). Las células W,
presentan Cuerpos celulares de diversos. tamanos y se proyectan | hacia. el

nacleo geniculado lateral y al coliculo superior. Se desconoce su funcion.

Cuerpo gén'iculédo lateral:

El cuerpo gemculado lateral es el niicleo talamico de relevo del
sistema visual. Es una estructura celular laminar que en los cortes

transversales nene una cofiguracién en forma de herradura.

En la rata posee cuatro capas de células pero en el humano y primates
consta de seis capas celulares co_ncentncas separadas por bandas de fibras.
‘Estas capas se subdividen en magnocelulares (capas 1.y 2) y en

parvocelulares (capas 3a6).

~ La representacmn topograﬁca dela superﬁ01e de la retina en el cuerpo
gemculado lateral estd muy organizada y es muy premsa Consta de seis

laminas celulares dentro de un registro exacto, de manera que las columnas

- 13



Introduccion

celulares reciben impulsos de puntos correspondientes de la retina de cada

0jo relacionados con el campo visual binocular contralateral.

El cuerpo geniculado es la principal estacién terminal de la cintilla
~ Optica. Se proye¥ta a la corteza calcarina (4rea 17) a través del haz
geniculocalcarino o radiacién visual, y recibe fibras corticogeniculadas de la

misma 4rea. (Carpenter M. 94),

En la retina, los axones de estas células ganglionareé estan envueltos,
ya sea aisladamente o en grupos pequefios, por células gliales o de Miiller.
- Las células de Miiller se detienen en el borde de la papila, donde los axones
se incurvan para formar el nervio optico (Smelser G.’80). Otras células
ghales (astroéitos y oligodendrocitos) aumentan en némero en este punto y

contindan envolviendo los axones hasta el cerebro.

Durante el desarrollo de la esclérética, tanto en el hombre como en el
mono, las fibras colagenas penetran en el nervio optico, discurriendo entre
los grupos de axones cubiertos por glia. Colaboran de esta manera a tapizar

el agujero optico con una red que dar4 origen a la l4mina cribosa.

- La lamina cribosa no esta netamente definida en la parte posterior;
donde sus fibras se interconectan con los extremos anteriores de los tabiques
conectivos longitudinales del nervio optico. Estos se originan como
extensiones de la piamadre hacia el interior del nervio ‘y separan fasciculos
de fibras nerviosas. Es considerado por diversos autores que la lamina
cribosa representa una barrera para la migracién de los oligodendrocitos
(Berliner'33, French-Constant y cols.’88), considerando este wltimo que al
~ frenar la migracion del precursor ghal O2A, procedente del nervio optico,

impide que aparezcan astrocitos tipo II y oligodendrocitos a este nivel.

14




Introduccion

A diferencia de lo que ocurre en los vertebrados superiores, la rata
| carece de una auténtica lamina cribosa. Todo lo mas que se observa a este
nivel son proyeccmnes perpendlculares de vasos procedentes de la region
}penfenca del nerv10 que, rodeados de una pequefia cantidad de tejido
conectivo, profundizan en un corto trayecto hacia el interior del mismo (De

" Juany col.”79).

En la mayoria de los casos los axones de Ja porcién intraocular del
nerv10 son amielinicos hasta que, segun se separan del globo ocular para

~formar la pormon intraorbitaria 0 nervio optlco proplamente dicho, son

- rodeados por las prolongacmnes de los ohgodendromtos y se mielinizan.

. Fibras nerviosas" :

Los axones de las celulas ganglionares recubiertos de células gliales,
consutuyen la mayoria de las fibras del nervio optico 0 Fibras Opticas.

Diversos estudios han comprobado que aproxn:nadamente un 10%

_ -corresponden a fibras que desde el cerebro se extienden hacia la retina

. (Wakakura M. and Ishlkawa S.’82, Wolter J.”79). Sacks and Linderberg
(1. 969) con31deran que proceden del hipotalamo anterior y hoy dia se les
, atnbuye la funcmn de ejercer un control tipo retroalimentacién sobre la
informacién transmitida por los axones de las células ganghonares de la
retina (Wolter'79) de forma semejante a como Se supone que 6curre_ con las

fibras eferentes observadas en el oido interno humano (Ross'69,73).

15



Introduccion

En el nervio 6ptico las fibras nerviosas se disponen en sentido
paralelo entre si, formando un cilindro compacto y aparentemente
homogéneo aunque en su interior se diferencian dos fasciculos con diferente
procedencia retiniana y que corresponden a los. fasciculos directb (retina
temporal) y cruzado (retina nasal) entre los que se coloca el pequefio
fasciculo correspondiente al area macular, que en el hombre tiende a situarse
centralmente conforme se aleja del globo ocular (Miller S."91, Testut L. and
Latarjet A."79).

En los estudios morfométricos del nervio Optico se han observado
variaciones importantes en cuanto al niimero de fibras que lo componen.
Estas diferencias dependen de la especie animal y de la 6ptica empleada. |
Asi en los casos en que se usaron microscopios dpticos con bajo poder de
resolucion se perdieron las fibras de pequetio calibre (De Juan y col."78).

Asi nos podemos encontrar con:

Autor/Afio Especie : N° de fibras
Ariéns y Kappers/21 Hombre 500.000
Bruesch y Arey/42 Hombre 1.000.000
Polyak/57 Hombre 1.000.000
Oppel/63 Hombre 1.000.000
Kupfer/42 Hombre 1.000.000
Bruesch y Arey/42 Pato 413.000

O Fleherty/71 Pato 1.500.000
Van Crevel/63 Gato 64.000
Bruesch y Arey/42 Gato 120.000
Bishop/53 Gato 120.000
Brueshf'y Arey/42 Rata albina 74.000

Forrester y Peters/67 Rata albina 118.300

16



Introduccion

N Gonzélez VaIverde en 1.979 calcula unas 60.000 fibras en la rata
adulta y Balazsi en 1.984 sugiere en el hombre unas 1.244.000 fibras,

aunque parece ser que con la edad este namero disminuye (Balzsi et al.’84).

En el nervio optico de la rata y el humano el 96% de los axones estan
| rcubiertbs _' d_e mielina (Cuenca-Navarro J. y col."87°89, Gonzalez Valverde
P."79, De Juan y col.’92), aunque también se ha descrito un pequefio
porcentaje de fibras carentes de cubierta mielinica (De Juan y col.’92,) que
suele;i corresponder a las ﬁbras vde menor tamafio y cuya proporcion varia

de una especie a otra.

La fibra mielinizada estd formada por un axén o proceso neuronal
continuo y un éonjunto de oligodendrocitos que se colocan externamente al
mismo. Las prolongaciones de cada oligodendrocito rodean segmentos de
varios axones con una serie de vueltas de su membrana celular, formando la

_envuelta mielinica. Los puntos de encuentro de dos oligodendrocitos
c_onseCutivos aparecen como cortos segmentos de axon carentes de mielina

. (Nédulos de Ranvier), de aproximadamente una micra.

- Los axones de estas fibras son lisos, de calibré bastante uniforme,
limitados por uné r_neinbrana celular o axolema perteneciente a la célula que
le da origen. Estos axones se djstn'buyén en grupos que se mantienen mas o
menos constantes a lo largo de todo el nervio (Hocog J. and Cruz 0.78),
presentando zonas de especializacion a lo largo de su longitud que parecen
representar puntos claves en la electrogénesis ( Black J."83, Hildebrand and
Waxman'83, Waxman et al."82). El axoplasma esta formédo por un fluido

citosol con organelas, como mitocondrias, reticulo endoplasmico, cuerpos

17



Introduccién

densos lamelares y citoesqueleto, microtibulos y microfilamentos, cuya

proporcion varia con el desarrollo (Hocog J and Cruz O."78).

Las fibras no presentan el mismo calibre (Hocog J. and Cruz 0.78,
De Juan y col."78°92, Kirby M. et al.’82, Rhoades R. et al.”79), variando
tanto el diametro del axén como el grosor de la mielina que lo envuelve.
Para explicar las diferencias entre los didmetros axonales en un mismo
nervio optico se han propuesto dos teorias: Una de ellas considera que el
diametro del axén viene dado por la edad del mismo ya que en los estadios
iniciales del desarrollo solo existen axones pequefios mientras que los
grandes aparecen en etapas posteriores. La otra apunta hacia que el
diametro del axén depende del tipo morfofuncional de la célula ganglionar
de la que proceda (Hocog J and Cniz 0.778). En este sentido, ya se ha
indicado que en la retina se puedéﬁ diferenciar tres tipos principales de
células gaﬁglionares y que, por otro lado, en el nervio éptico se pueden
distihgujr tres tipos diferentes de axones segin sus caracteristicas

morfolégicas asi como por su velocidad de conduccién (Fukuda Y.'77).

Segin estudios multivariantes realizados por De Juan y
colaboradores, las fibras opticas se pueden dividir en tres grupos atendiendo
al nimero de neurofilamentos, el grosor de la vaina de mielina, el diametro
de la fibra y el mimero de microtibulos. Estos grupos quedarian distribuidos

dela siguiente forma:

Grupo A: (1,5-5%). Axones mielinizados de mayor tamafio.
Grupo B: (30%).  Axones de tamafio medio, y
Grupo C: (66%).  Axones pequefios

18
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Aunque existen algunas variaciones se observa una gran similitud
entre estos porcentajes'y los qué se corresponden.con los de los tres tipos

de células ganglionares (De Juan J. y col."92):

Tipo I (5%) Células grandes
'_I‘ipb IL: (67%). Céii;las pequeflas

Tipo ITI: (28%). Células intermedias

Bl didmetro de 'estaé fibras téxhbiéh varia segun la técniéa empleada
-paré su estudio, ya qué ‘co.ﬁ ﬂﬁérqsdopia épﬁca no se aprecian fas fibras
menores de 0.7 u de diametro. Con técnicvés de microséopia electronica se
ha comprobado que el dismetro de las fibras del nervio optico de la rata
oscila entre las 0.3 y las 5 p de didmetro (De Juan J. y col.’84, Rhoades R.
et al."79), y de acuerdo a los siguientes porcentajes:

Fibras pequeiias: menores de 2.0 micras: 90.27%
Fibras medianas: entre 2.1 y'3.5:h1icras: 9.39%

Fibras grandes: mayores de 3.5 micras: 0.34%

Estos resultados son similares a los obtenidos por Oppel en 1963 en

el nervio 6ptico humano

 Para que se genere el potencial de acciéon en una célula ha de-
producirse una entrada masiva de iones positivos al interior de la misma, lo

que altera el potencial de membrana y se dispara el potencial de accion. Este
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potencial eléctrico se conduce de célula a célula por medio del axén. Dos
son los mecanismos de conduccion del potencial de accion por la fibra
nerviosa: conduccion continua y saltatoria. La conduccién continua se
produce en las fibras amielinicas y requiere de la existencia de canales de
Na® yK"alo largo de todo el axén. La conduccion saltatoria se produce en
las fibras mielinicas que tienen una alta densidad de canales de Na* y K*
solo en los nédulos de Ranvier (Guyton A.C.77, Shepherd G.’85). La
mediacion del Calcio en los potenciales de accién también es significativa.
Por un lado el flujo de calcio al interior de la célula durante un mmpulso es
una forma efectiva de aumentar la concentracién intracelular de calcio libre.
Por otro lado, el calcio modula la concentracién de otros iones,

particularmente el potasio (Shepherd G.'85).

La velocidad de conduccion, tanto en las fibras amielinicas como en
las mielinicas, depende fundamentalmente del didmetro del axon y de la
presencia 0 no de cubierta mielinica, aunque otros factores (densidad de
canales 16nicos, composicion del axoplasma, etc.) también son importantes.
Cuando aumenta el didmetro del ax6n disminuye bruscamente la resistividad
de axoplasma, lo que favorece el flujo de corriente y la propagacion del

potencial de accion (Guyton A.C."77).

En un intento de relacionar los pardmetros de diametro axonal, grosor
de la vaina de mielina y velocidad de conduccién de la fibra surge el
concepto de Relacion G (G-ratio) o relacion existente entre el diametro del

axon y el didgmetro de la fibra (axén y cubierta mielinica).
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Diametro Axén

Relacion G=
Diametro Fibra

Parece ser que la velocidad de conduccion es méxima cuando la G-ratio
esta entre 0.6 y 0.7 segun los estudios de Rushton en 1.951 y Smith y Koles
en 1.971.

La velocidad de conduccién de la fibra nerviosa en general varia de
0.5 m/seg. de las fibras amielinicas mas pequefias a 100 m/seg. en las
mielinizadas mas gruesas (Guyton A. C."77, Thomas P. et al."93). En las
fibras mielinicas la velocidad de conduccion es mayor y, a su vez, tiene un
menor coste energético que en las amielinicas, ya que la cantidad de iones
de Na" que entran en el citosol por unidad de superficie es menor y por lo
tanto requiere menos actividad de la bomba de Na" para su transporte al

exterior.

Los estudios electrofisiologicos del sistema visual que se utilizan para
determinar la integridad del sistema visual son fundamentalmente el
Electrorretinograma (ERG) y los Potenciales Evocados Visuales (PEV)
(Weintein G.W. et al. 91).

El ERG mide el potencial de masa que se produce frente a un destello
luminoso utilizando un electrodo corneal y electrodos neutros colocados
sobre la piel que rodea el reborde orbitario. Si se realiza con destellos
luminosos (conocido como sistema de flash) informa sobre el estado

funcional de las capas mas externas de la retina y, si se utiliza el sistema en
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el que ¢l paciente fija la mirada en un tablero o rejilla de inversion (conocido
como sistema de patrones) informa sobre todés las capas de la misma,
incluidas las células ganglionares.

Segun el estimulo utilizado, con estos procedimientos se obtienen
diferentes tipos de onda, pudiéndose incluso diferenciar las respuestas de los
conos de las los bastones. El ERG realizado con tablero normal presenta
una primera onda positiva, Pso, a aproximadamente 52 mseg., seguida por
una negativa mayor, Nos, en la region de 93 mseg. Recientes trabajos
sugieren que la onda Nos se genera en las células ganglionares y que puede
afectarse de forma selectiva en procesos que cursen con degeneracion
axonal retrograda (Spalton D. et al.'95). |

Los PEV se basan en la actividad eléctrica recogida en el cortex
~ visual en respuesta a la estimulacion de la retina, con lo que se esta
estudiando la integridad de la via visual éompleta. El PEV, como el ERG,
varia con el estimulo y los pardmetros de registro, pero el patrén normal
contiene un pico principal positivo de unos 100 mseg., denominado
componente P1oo, del que se miden su amplitud y su latencia. Es muy util
para diagnosticar patologias del nervio oOptico, en especial la

desmielinizacién subclinica (Spalton D. et al. '95).
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1-1 _4 -VASCULARIZACION DEL NERVIO OPTICO
Arbol vascular:

Segin los trabajos de De Juan y colaboradores en 1.978, existe una
gran semejanza entre la angioarquitectura del nervio éptico humano y la de
larata.

En ambos casos la vascularizacion arterial del nervio '6ptico corre a
cargo, fundamentalmente, de.los vasos sanguineos de la circulacion
carotidea, aunque algunas ramas de¢ la arteria central de la retina, que en la
porcion orbitaria se encuentra adosada al nervio en su porcién inferior,
también contribuyen al aporte- arterial del nervio. Sin . embargo, la
contribucion de la arteria central de la retina es pequefia y discutida por
algunos autores (Sturroch R.’87).

En la regioén mas proximal del nervio el aporte sanguineo procede de
las arterias hipofisarias. En la:,régién orbitaria, dorsalmente al punto de
penetracion de la arteria central, la vascularizacion se realiza solo por ramas
piales procedentes de la arteria oftalmica. Por delante del punto de
penetracion de la arteria axial, en la porcion orbitaria e intraocular, hay una
doble vascularizacion:_axigl, por ramas intraneurales de la arteria central de
1a retina, y periférica, por ramas de la arteria central de la retina, arteria
oftalmica y ciliares posteriores. |

Las ramas periféricas forman un sistema pial qué rodea al nervio y
siguen un trayecto longitudinal al mismo. De ellas surgen ramas colaterales

que profundizan en el interior del fasciculo optico, siguiendo el trayecto de
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los tabiques interfasciculares, y se dividen sucesivamente en forma de T
para formar los capilares (De Juan J. y col."78).

En la rata no existen los septos fibrosos que delimitan los fasciculos
de fibras nerviosas. El nervio se halla rodeado de vasos periféricos de los
que arrancan ramas colaterales perpendiculares que profundizan en la masa
del nervio y que se van dicotomizando a medida que penetran en él
(Sturroch R."87).

La arteria oftdlmica se encuentra adosada al nervio en la porcion
orbitaria y luego inicia un proceso de hundimiento en la masa del fasciculo
optico para ferminar ocupando la porcion central del mismo. En el hombre la
porcion intraneural de estos vasos se inicia en la zona orbitaria, mientras que
en la rata lo hace en la zona intraocular del nervio (De Juan y col."78).

En la porcion intraocular y la porcion orbitaria el drenaje venoso estd
asegurado por la vena central de la retina. En la porcion intracanalicular el
drenaje se realiza por la vena posterior de Kunht que en un principio es
central y que luego abandona el nervio a su entrada en el craneo. El drenaje
de la porcién intracraneal esta asegurado por venas de la piamadre (Saraux
H.85). |

En general estos vasos se encuentran intimamente relacionados con
regueros de células macrogliales gliales que cubren casi totalmente la
superficie del capilar. Sélo en determinados lugares dejan pequefios
espacios del capilar sin cubrir (Cervos-Navarro J. et al.’88, Janzer R. and
Raff M."87).

La barrera hematoencefalica esta formada a este nivel por capilares de
endotelio continuo, lamina basal, pericitos y pies astrociticos aunque

estructuralmente esta representada por las uniones estrechas mediante las
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que se conectan las células endoteliales entre si y que restringen la difusion
intercelular (Raparort S."77).

En condiciones normales, la barrera sanguinea solo es permeable a
nivel de la lamina cribosa (Kierman J."85). |

Las arterias y arteriolas en la rata muestran leiomiocitos circundando
al endotelio asi como abundantes vesiculas de micropinocitosis en el
citoplasma endotelial (De Juan J. y col.”78).

Aunque las venas y vénulas estructuralmente son similares a las de
otras localizaciones, es de destacar que las vénulas presentan abundantes

fibras de colageno externamente a la lamina basal endotelial.
Células endoteliales:

Las células endoteliales en general presentan un espesor pequeilo,
con mitocondrias, ribosomas libres, escaso reticulo endoplasmico rugoso,
organelas especificas (cuerpos de Weibel Palade), vesiculas plasmalémicas
y elementos del citoesqueleto. El nucleo no muestra caracteristicas
especiales, aunque en algunas ocasiones es voluminoso y prominente hacia
la luz capilar. Presentan una marcada actividad micropinocitica con
.abundantes cuerpos multivesiculares. Se ha demostrado la presencia de
filamentos contractiles en el endotelio (Zwerfach B."73), con lo que es
posible que la célula sea capaz de cambiar de forma e incluso separarse unas
de otras.

Los capilares del nervio dptico son de endotelio continuo. Estas
células se unen entre si mediante especializaciones de unién de tipo

“occludens” (De Juan J. y col.”78).
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El endotelio fue considerado durante mucho tiempo como una simple
barrera mecénica entre el flujo sanguineo y el tejido circundante. Hoy dia se
le reconoce como un sistema extremadamente activo que juega un papel
muy importante en procesos metabolicos y funciones fisioldgicas. Entre ellas
destacan: 1.-regulacion de los mecanismos de coaglﬂaciéﬁ, 2.angiogénesis,
3.-aclaramiento de lipidos circulantes,4.- regulacion del sistema renina-
angiotensina, 5.- sistesis de componentes estromales y 6.-participacién en
los mecanismos de inflamacién y respuesta inmune (Fajardo L.'89,
Molinatti G. et al'90).

El papel del endotelio como vehiculo de paso de numerosas
sustancias desde la sangre a la matriz extracelular o en sentido contrario ha
quedado ampliamente demostrado (Casley-Smith J. '90). El paso de estas
sustancias se puede realizar a través del propio citoplasma de la célula
endotelial o a través de las uniones intercelulares, poros intracelulares o por
las vesiculas endoteliales descritas por Palade para el paso de
macromoléculas. Estas vesiculas tienen entre 200 y 300 A (Zwefach B."7 3),
ocupan aproximadamente el 30% del citoplasma celular y su papel
fundamental consiste en el transporte de macromoléculas, habiéndose
sugerido que no son estructuras libres sino que casi todas son sesiles y estan
conectadas entre si o0 a la membrana plasmatica de la célula endotelial
(Casley-Smith J."90).

El papel del endotelio en la coagulacion ha quedado claramente
demostrado. La célula endotelial es capaz de sintetizar componentes del
sistema de coagulacién y fibrinolisis, moléculas adhesivas celulares e

intercelulares, moduladores de la adhesién y agregacion plaquetana y factor
Von Willebrand (Bloom A. 90)
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Asimismo en respuesta a estimulos angiogénicos algunas celulas
endoteliales de un “vaso _;méd;e” (generalmente vénula) se separan unas de
otras dejando segfnéntos de membrana basal no cubiertos y que son
- rapidamente digenidos enziméticamente. Por ese agujero fdrmado emigran
células endotehales y otras -se d1v1den formando los brotes neovasculares
que se dmgen hacia el es’amulo angiogénico (Diaz Flores L. et-al'91). Las
caractenstlcas fenotipicas del vaso neoformado dependen del estroma que lo
rodea (F ajardo L.’89). |

Dentro de la act1v1dad metabohca del endotello cabe destacar también
| su papel en la,captacwn, transporte y degradacion de la insulina circulante.
Las células ‘endoteliales juegan un papel critico en el aclaramiento de la
insulina y cémbios en el 'm'lmero_de receptores para insulina en la célula
endotelial pueden alterar significativamente la eficacia de la misma, tanto
' eﬁdégena_como exogena. (Pillion D. and Meezan E."90).

- Como seéretbr de los componentes del estroma participa en la
formac_:ién de la membrana basal, pricipalmente segregando el colageno tipo
IV y la laminina, asi como participar en su remodelacion ante determinadas

circunstancias.

Pericitos:

Los pericitos son células de origen mesenquimal y forman una
envuelta incompleta alrededor de las células endoteliales (De Juan y col.”78,
- Diaz Flores et al.'91). Son células largas y polimorfas con un cuerpo celular

elongado del que salen ramas longifudinales y circunferenciales.
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Generalmente un pericito emite procesos mayores que se orientan
paralelamente al eje vascular y otros pequefios que envuelven

circunferencialmente al vaso cubriendolo incompletamente.

En la microcirculacién retiniana del hombre la relacién pericito/celula
endotelial es de 1:1, mientras que el la rata es de 1:3. (Diaz Flores et al.'91).

En el nervio éptico los pericitos son muy escasos, siendo lo mas
habitual observar que sus prolongaciones ocupan menos del 50% de la
periferia del capilar (De Juan y col. J."78). Se pueden encontrar células con
un gran mucleo, citoplasma y organelas escasas o por células en estado muy
activo con organelas mas numerosas (Scott'84). Al microscopio electrénico
presentan una red citoplasmica de filamentos.

Estan envueltos por la misma‘l»émina basal que las células endoteliales
excepto en la zonas donde se unen éntre si las células (Diaz Flores et. al 91).

Al pericito se le atribuyen funciones de contractilidad, regulador de la
permeabilidad, mantenimiento de la integridad mecanica, modulador del
crecimiento endotelial y potencial progenitor de células mesenquimatosas.

La asociacion entre pericitos vy células endoteliales parece mediar la
motilidad, metabolismo y altefaciones en la morfologia de las células

endotehiales durante la angiogénesis (Diaz Flores et al."91).

Lamina basal:

La Lamina basal es una red continua de material especializado de
matriz extracelular compuesta principalmente de colageno tipo IV,

proteoglicanos, heparan sulfato, laminina y entactina (Mosher J. et al. 92).
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Esta formada por una “lamina densa”, de 20-50 nm. de grosor, que se
sitiia paralelamente a la membrana celular del endotelio y separada de ella
por una “l4mina clara”, de aproximadamente 10 nm., conocida como lamina
licida o lamina rara (Gist Farquharh'91).

Esta lamina basal envuelve tanto a las células endoteliales como a los
pericitos y envia prolongaciones entre los elementos gliales circundantes
(De Juan y col.”78). En el resto del organismo en los lugares' donde la
Membrana rBasal separa a la célula endotelial del pericito esta fenestrada
permitiendo el contacto’ directo entre ellas (Diaz-Flores R. y col.”91), pero
en el nervo optico no existen estos espacios sino que la membfana basal es
continua. |

Parece ser que tanto las células endoteliales como los pericitos
contribuyen a la formacién de 1a membrana basal (Cohen‘t‘l.980) y que su
grosor puede. aumentar con la edad y procesos patologicos (Diaz-Flores R. y
col.91). | |

1.-1.-4 -COMPONENTE GLIAL

El término NEUROGLIA fue acufiado en 1.840 por el patologo
ale_mé.ﬁ lR. Virchow para designar va las regiones existentes entre las_
neuronas, de‘ manera analoga, en sﬁ opinion, al tejido conectivo de otros
oérganos (Kimelberg H. and Norenberg M. ’90).

Al igual que las neuronas, estas éélulas en su mayoria tieneﬁ un origen

ectodermal (Angévine'70, Sidman‘70, Sidman and Rakic'73), aunque hoy se

29



Introduccién

hoy se discute si proceden de las mismas células precursoras que las
neuronas o de otras diferentes (Peters A. et al."76).

Como el nervio optico es una prolongacién del sistema nervioso
central pero no posee cuerpos neuronales, es una estructura muy utilizada
para ¢l estudio de la neuroglia.

En el nervio 6ptico de la rata adulta se han diferenciado tres tipos
celulares. La mayoria de ellas constituyen la Macroglia (Astrocitos y
Oligodendrocitos), mientras que el tercer tipo celular es la Microglia.

Aunque .la neuroglia ya estd presente en las primeras etapas del
desarrollo embrionario de la rata, parece ser que la gran proliferacién de
células neurogliales se produce después del nacimiento (Bignami A. 91).

Son células que no forman sinapsis entre si y tienen la posibilidad de
'dividirse, sobre todo ante dafio del sistema nervioso.

En la retina de los mamiferos también se demuestran dos tipos de
células gliales: las células de Miiller y los astrocitos. Estos tiltimos aparecen
sélamente en retinas vascularizadas. Aparecen inicialmente alrededor de la
papila y luego van extendiendose radialmente hasta alcanzar las zonas mas
periféricas de la retina. Esto ha hecho suponer que los astrocitos retinianos
emigran desde el nervio 6ptico hacia la retina (Ling T. et al'89).

Se ha discutido mucho, y se han realizado numerosos estudios con el
fin de determinar el origen de las células gliales del sistema nervioso, si
proceden todas de una misma célula precursora o de varias. Hoy dia parece
claro que las células de la macroglia proceden de células ectodermales del
neuroepitelio primitivo, bero de células diferentes que las que dan origen a
las neuronas (Peters A. et al.”76). Las células de la microglia, por su parte,

proceden de células de origen mesodérmico.
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Dentro de las células de la macroglia, gracias a estudios de cultivo
~ celular in vitro y a la inmunohistoquimica, se ha podido demostrar que la
priméra célula glial en aparecer en el nervio 6ptico son los astrocitos tipo I
(alrededor del dia 16 de desarrollo embrionario), luego aparecen los
oligodendrocitos (primer dia postnatal) y, por ultimo los astrécitos tipo I
(segunda semana poStnatal).

" Asi mismo se ha observado (Raff M. and Miller R."84, Raff M."89,
“Miller et al’89) que los oligodendrocitos y los astrocitos tipo 1 proceden de
una misma célula progenitora comtn (0-2A) y el astrocito tipo I procede de
otra célula precursora diferente. Esta célula precursora comin del
oligodendrocito y el astrocito tipo II no se desarrolla a partir del
neuroepitelio del tracto optico sino parece ser que es una célula que emigra
desde el cerebro y que estaria especializada en la formaéién de la mielina.
Las condiciones ambientales son las que hacen que se dinja la
diferenciacion hacia un tipo celular u otro. Las células del neuroepitelio del
tracto 6ptico dan lugar sélamente a los astrocitos tipo I, que son los
primeros e€n aparecer y podrién también influir en la diferenciacién de los

otros dos tipos celulares (Raff M. 89).
MACROGLIA
ASTROCITOS |
Son elerﬂentos celulares estrellados que presentan miltiples

ramificaciones finas, algunas de las cuales se dirigen hacia los capilares de

la vecindad con quienes establecen contactos (pies terminales)(Gomez
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P."74). Otras ramificaciones se extienden hacia la superficie del sistema
nervioso central constituyendo una membrana limitante (Kimbelberg H. and
Noremberg M."90).

Conocidos desde finales del siglo XIX, durante mucho tiempo se les
atribuyé funciones puramente estructurales o de sostén de las neuronas.
Hoy dia, sin embargo, se sabe con certeza que los astrocitos tienen
funciones fundamentales en la fisiologia normal y en el desarrollo del
cerebro asi como que participan en situaciones patologicas del sistema

nervioso (Kimbelberg H. and Noremberg M. 90).

Desde el punto de vista ultraestructural se pueden distinguir dos tipos
de Astrocitos: H

~Astrocitos Fibrosos: llamados asi porque presentan numerosas
fibrillas o filamentos perinucleares que se extienden a lo largo de sus
procesos. Los filamentos son de 8-9 nm de diametro y en los cortes
transversales aparecen con una pared densa de 2 a 5 nm de grosor. Su
nucleo es redondo u oval, presentando su cromatina en acumulos densos
localizados (Gémez P.74). |

Los astrocitos fibrosos han sido muy estudiados en el nervio éptico y
en él los procesos principales emergen de forma radial desde el cuerpo
ceiular'. ‘Estos y sus divisiones se unen a procesos de otras c€lulas para
formar las laminas que dividen a las fibras nerviosas en grupos (Peters A. et
al.’76).

También estas prolongaciones forman los pies terminales en la
superficie de los capilares que se interponen entre las fibras nerviosas y las

células endoteliales. Separando la membrana plasmética de la célula ghial de
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la del endotelio queda un espacio de 40 a 100 nm que es ocupado por la

N lamma basal(B1gnam1A 91).

~Astrocitos Protopldsmicos: Presentan fibrillas citoplasmicas en

menor cantidad Aque'- los astrocitos fibrosos, su reticulo endoplasmico es

‘poéo abundaﬁt"e_’y‘su citoplasma es mas claro. Los cuerpos celulares y los

-. _procesos son mas irregulares que en los fibrosos pero también forman pies
" terminales alrededor de los capilarés y forman parte de la glia limitante del

sistema nervioso.

~ Clasicamente los astrocitos eran identificados con tinciones selectivas
de 1os ﬁlamentos ghales pero gracias al descubrimiento de la Proteina Acida
| Flbnlar Ghal OPAFG) se ha producido un gran avance en el conocimiento de
las funciones de los astrocitos. La PAF Gesla subumdad de los filamentos
intermedios de los astrocitos y se puede identificar facilmente por medio de
mmunohlstoqumuca Esta proteina se encuentra exclusivamente en los
astrocitos, lo que ha 51do de gran ayuda para su identificacién y estudio de
sus funciones.

Por medio de estudios inmunohistoquimicos se han distinguido
vtambiénﬂdors subtipos de astrocitos en el nervio optico (Raff et al'83) y que
vdiﬁeren en algunas de sus propiedades. Estos subtipos se conocen como:

-Astrocitos tipo 'I: con cuerpo celular grande y que no responden a
la presencia dek anticuerpo monoclonal A2B5, aunque si lo hacen ante la
presencm del factor de crecumento epidermal y ghal (Elsenbarth et al’79).

.~Astrocitos tlpo II: con cuerpo celular pequefio, cuya superficie si

'responde al antlcuerpo 'A2BS5, pero no lo hacen ante el factor de crecimiento .
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epidermal y glial. Este tipo celular es mas abundante en el nervio dptico.
Aparece en la rata después del nacimiento y contribuye a la formacioén de la
membrana glial limitante (Mokuno K. et al. ).

El anticuerpo A2B5 fue demostrado por Raff y colaboradores para
identificar a la célula precursora de los oligodendrocitos y los astrocitos tipo
I ‘

Entre las diferentes funciones atribuidas a los astrocitos, las mas

aceptadas hoy dia son:

~-Soporte estructural: Los astrocitos y sus prolongaciones ofrecen
una “funda” a toda la superficie externa del sistema nervioso cenfral y

forman un esqueleto de soporte al mismo. -

~Reparadora: Cuando se producen lesiones en el sistema nervioso
central, las células neurogliales, especialmente los astrocitos, reparan el
defecto proliferando y llenando el espacio que estaba ocupado por las
neuronas (Peters A. et al."76, Hatten M. et al."91). Se ha observado un
aumento de la Proteina Acida Fibrilar en los casos de lesién del sistema

nervioso, debido al aumento o crecimiento de los astrocitos.

.-Barrera hematoencefalica: Formando parte del complejo célula
endotelial-lémina basal-astrocito que regula parte del paso de determinadas
sustancias desde el torrente circulatorio al sistema nervioso. Parece ser que
entre los astrocitos no se forman uniones occludens sino tipo gap junction e
incluso parece ser que si entre ellos se forma una unién completa algunas

sustancias pueden pasar entre ellos (Peters. A. etal.’76).
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-Aislamiento de las superficies receptivas, manteniendo el equilibrio
i6nico y de neurotransmisores necesario para la transmision entre neuronas(

'Peters etal.”76).

OLIGODENDROCITOS

~ El término Oligodendroglia fue introducido por Del Rio Hortega en
1.921‘ para describir aquellas células neurogliales que presentaban pocos

procesos tefiidos con las técnicas de impregnacion metalica.

| En el nervio optico de la rata se localizan preferentemente en el
' in{erior del mismo, asoéiadas a grupos de fibras mielinizadas. En el animal
adult_o‘ poseen un cuefpo celular relativaniente pequefio y un citoplasma
caracteristicamente electrodenso del que emergen pocas prolongaciones
celulares. Estas prolongaciones celulares son las que van a envolver los
akone’s de las células gangﬁonarés de la retina dando varias vueltas sobre si

mismas, proporcionandoles la cubierta o esqueleto mielinico.

Su niicleo, con forma circular, elipsoidea o en herradura (Peters A. et
al.”76) es mas pequefio y regular que el de los astrocitos y la cromatina
tiende a agruparse en acimulos. El reticulo endoplasmico y el aparato de

- Golgi estan bien de_sarrollados.

A diferencia con los Astrocitos, tienen pocas fibrillas citoplasmicas y
granulos de glucogeno -en su citoplasma, pero los microtibulos si son

abundantes.
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A menudo es frecuente encontrar cuerpbs densos en su citoplasma
que pueden ser homogéneos o contener granulos, filamentos o componentes
de membranas. |

En la rata los Oligodendrocitos aparecen en el nervio éptico alrededor
de la segunda o tercera semana postnatal, coincidiendo con el comienzo de
la mielinizacién de los axones de las células ganglionares de la retina y
aumentando la eficacia de la propagacion del potencial de accién en el
nervio optico (Miller R. et al.’85).

Desde el punto de vista morfologico se han descrito varios tipos de
Oligodendrocitos: claros, medianos y oscuros pero parece ser que se trata de
distintas fases en la maduracion del mismo tipo celular (Mori and
Leblond 70, Vaughn and Peters’71) en la que los oligodendrocitos mas
claros corresponden ~a células inmaduras que estin activamente
dividiéndose, vcon muchos procesos finos ricos en microfilamentos y con un
cuerpo celular que contiene muchos microtibulos. Estas células se van
haciendo progresivamente mas oscuras a medida que van madurando,
presentando procesos mas finos y que contienen microtibulos y no
microfilamentos (Wilson and Brophy'89).

Esta idea esta en relacion con los estudios de Vaughn y Peters en
1.971 que encontraron que los oligodendrocitos mas inmaduros o activos en
el nervio optico en desarrollo se presentaban como células grandes con
grandes procesos citoplasmicos que aparecian justo antes del proceso de
mielinizacion.

Estos oligodendrocitos procederian de la célula O-2A, precursor
comun de ellos y los astrocitos tipo II como se describe en los trabajos de
Raff M. y Miller R. en 1.984.
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Son las {micas células del nervio optico que se pueden marcar con
, énticuerpos anti galactocerebrésidos, el mayor componente glicolipido de la
mielina (Miller R. et al.'89, Raff M. et al'78), lo cual es muy til para su
identificacion en las preparaciones de inmunohistoquimica.

No poseen conexiones con los vasos sanguineos y se les han atribuido
dos func1ones formacién de la mlelma y nutricién de las neuronas (Gomez

P. 74 Peters A. et al. "76).

El papel de los ohgodendroc1tos en la formacion de la mielina se basa
en el hecho de que dichas células aparecen inmediatamente antes de que

, connence la mielinizacion (Davison’'68, Vaughn'69). Al mismo tiempo que

B 'se produce el mayor grado de mielinizacion se produce la proliferacion y

deerenc1a01on celular de los ohgodendromtos (Hirose and Bass'73,49,).
,j También se han demostrado conexiones entre cubiertas mielinicas inmaduras
y oligodendrocitos jovenes en el tejido en desarrollo (Jhaveri S. et al'92).

La ‘i.déa de_qﬁe los Oligodendrocitds juegan un papel en la nutricion
de las neuronas se basa en las observaciones que mﬁestran que
frecuentemente estas células neurogliales se sitian satélites a los cuerpos
neuronales y que ya fue descnto por Holmgren en 1.900 y por Ca]al en
- 1.913.

MICROGLIA

Esel “te_rcer‘ elemento celular” del nervio optico descrito por Del Rio
Hortega; qilien estableci6 su origen mesodérmico y su capacidad fagocitica.
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Son elementos de origen mesenquimatoso, no derivados del epitelio
neural primitivo ( Gémez P."74, Kimelberg H. and Noremberg M."90) que
penetran en ¢l sistema nervioso junto con los vasos sanguineos (Peters A. et
al.’76) en el curso del desarrollo. Esta localizacién perivascular se
mantendra, rodeando los pies de los astrocitos o en posicién perineural
(Peters A. et al."76). Aunque estdn presentes tanto en la sustancia blanca
como en la gris, es en esta ultima donde son més abundantes, y suponen
alrededor de un 5 a un 10% del total de células gliales (Peters A. et al. 76).

La microglia es una célula relativamente pequefia en comparacién con
los Astrocitos. Su citoplasma, algo oscuro y pobre en organulos, posee
escasos ribosomas y mitocondrias. El réticulo endoplasmico rugoso y el
aparato de Golgi estan bien diferenciados y forman un anillo alrededor del
niicleo (Peters A. et al."76) del que parten algunas proyecciones cortas en
forma de espinas.

Contiene algunos microtibulos pero carece de granulos de ghicogeno
y de filamentos, lo que permite distinguirlas de los astrocitos.

Su miicleo es alargado o triangular y rico en cromatina que se dispdne
en acumulos (Goémez P."74, Peters A. et al.’76). Esta cromatina suele ser
mas densa y ocupa mayor proporcion del volumen nuclear que la de los
oligodendrocitos.

Es frecuente encontrar en su citoplasma cuerpos densos laminares,
gotas lipidicas, lisosomas y lipofuscina en mayor proporcién que en las
células de la macroglia.

Aunque se ha dicho que en el animal adulto son células inactivas
Vaughn y Peters consideran que las células de la microglia son células

multipotenciales y se ha demostrado que son capaces de multiplicarse por
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mitosis bajo determinados estimulos (Peters A. et al.”76), sobre todo ante
lesiones inflamatorias o degenetrativas del sistema nervioso. En estos casos
retraen sus procesos y emigran hacia el higar del dafio, donde se cohvierten
ven»macréfagos y “retiran” los desechos. Una vez cargada de desechos la
célula se vuelve globulosa y los transporta é los vasos sanguineos vecinos.
Se desconoce si la célula descarga sus detritus al torrente sanguineo o €s
ella misma la que pasa directamente a él.

“En casos de degeneracion Walleriana del nervio optico esta células
aumentan en numero rodeando a los fragmentos de miclina degenerada
(Bignami A.'91) y cargindose de iﬁclusiones lipidicas.

Ademas de su capacidad fagocitica también se ha descrito su
capa01dad de produccion de c1tokmas y de procesar antigenos, sobre todo
durante el desarrollo de desordenes de naturaleza inmune del sistema

nervioso central (Giulian D. and Young D.'86).

39



Introduccién

1.-2.-DIABETES
1.-2.-1.-GENERALIDADES

La Diabetes Mellitus puede definirse como un trastorno crénico

caracterizado por dos tipos de manifestaciones:

a) un sindrome metabdlico consistente en hiperglucemia,

glucosuria, polifagia, polidipsia, poliuria y alteraciones en el metabolismo
de los lipidos y de las proteinas como consecuencia de un déficit absoluto o
relativo en la accion de la insulina.

b) un sindrome vascular, que puede ser macro o

microangiopético, y que afecta a todos los érganos, pero especialmente al
corazon, circulacion cerebral, rifiones y aparato visua_l (Farreras P. y
Rozman C."82).

Los conocimientos sobre la fisiopatologia de la Diabetes Mellitus
han cambiado mucho desde la época de Galeno en que se consideraba a la
Diabetes como - “enfermedad del rifién que es incapaz de retener agua”.
Este postulado seria valido hasta 1.889 en que se involucra al pancreas
como origen de la enfermedad (Farreras P. y Rozman C.’82, Fernandez
Vigo'92).

La Diabetes Mellitus es una de las enfermedades mas frecuentes en la
clinica humana. Se estima que en el mundo occidental la incidencia es del 1
al 2 % de la poblacioén general, aunque esta pfoporcién puede variar segin

~ la zona estudiada.
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Hoy dia se considera a la enfermedad diabética como un sindrome,
del cual se extraen varias entidades bien delimitadas. En la practica comin
~ se pueden diferenciar dos grandes categorias:

| a) Diabetes primaria, que a su vez puede ser :
- Diabetes insulinodependiente, juvenil o tipo I
- Diabétes no msulinodependiente, del adulto o.tipo II

b) Diabetes secundaria a otros procesos sistémicos
existiendo muchas excepciones a esta clasificacion.

Aungque las causas de esta enfermedad no son aun bien conocidas, se
sabe que en su patogénesis intervienen distintos factores ambientales a la
Vvez que distintos grados de susceptibilidad genética (Barbosa J.'86, Ascaso
J .;86). Se han identificado varios factores de riesgo que estan claramente
| relacionados con ella, tales como obesidad, malhutﬁcic’m, infecciones
| viﬁcas, ciertas toxinas, fenémenos de inmunidad, etc.

- Con la mntroduccion de los antibidticos y, sobre todo, con el
descubrimiento de la Insulina por Bauting y Best en 1921 (Espi F. y
Carmena R,’86) se consigue una reduccién notable de la mortalidad y
aumenta la expectativa vital del diabético, en funcién del correcto control
métabéh'co a que se halle sometido (Ministerio de Sanidad y Seguridad
Social’Sl), pero se desenmascara el espectro de las complicaciones cronicas

de 1a enfermedad, principalmente las vasculares y las neurolégicas.

1.-2.-2 -COMPLICACIONES |
Las complicaciones tardias de la diabetes incluyen una serie de

- cuadros, principalmente relacionados con alteraciones en los grandes vasos
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(macroangiopatia), pequefios vasos (microangiopatia) y el sistema nervioso
periférico (neuropatia).

Aunque ha sido un tema ampliamente estudiado, todavia hoy existen
muchas incognitas en cuanto a las caracteristicas de dichas complicaciones.
Su presencia en casi todos los tipos de diabetes indica que hay un
mecanismo patogénico comun que puede ser identificado como el alto nivel
de glucosa en sangre y las alteraciones bioquimicas inducidad por la misma
(Hsuch W and Anderson P.’92, Mandario L."92, Squadrito G. and Cucinotta
D.’91). La frecuencia ¢ intensidad de las complicaciones se correlacionan
directamente con los niveles de glucemia pero, por otro lado, las
anormalidadés metabolicas de la diabetes son necesarias pero no suficientes
para el desarrollo de dichas complicaciones (Lorenzi M."92). La interaccion
entre factores genéticos y fact&es metabolicos y hormonales es,
probablemente, quien determina la incidencia y severidad de las
complicaciones de la diabetes (Baxter M."91).

Los estudios realizados en los tltimos 15 afios han establecido que la -
hiperglucemia, consecuencia metabdlica de la falta de insulina, es la
responsable de la mayoria de las complicaciones cronicas de la diabetes. El
control estricto de la hiperglucemia parece prevenir el desarrollo de muchas
de estas complicaciones, aunque desafortunadamente, cuando estas
coinplicaciones estan ya presentes el control de la glucemia no es suficiente
para prevenir el progreso de las mismas (Brownlee M. et al."84).

Las células mas sensibles o susceptibles a las anormalidades de la

diabetes (endotelio, células nerviosas y células mesangiales) no requieren
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msulma para el transporte de la glucosa. Por ello-el aumento de glucosa en

- sangre se traduce en- aumento de glucosa mtracelular (Kreisberg J."92).
MECANISMOS RESPONSABLES

" Dos mecanismos fisiopatoldgicos se¢ han postulado como
respon_sébles de quela hiperglucemia produzca el dafio tisular irreversible:

.'A) Lé ‘hipei'glucemié produce niveles alterados de productos
metabélicos y sintéticos que alteran la funcion tisular. Un ejemplo bien
estudiado es la via del Polyol, que aumenta su actividad en presencia de
hiperglucemia (Robison W."91). Esta via cuenta con dos enzinias, la
Aldosa-reductasa y la Sorbitol-dehidrogenasa, que convierten a la glucosa
.en sorbitdl y al sorbitol en fructosa, respectivameilte. Bajo condiciones
_ normales la glucosa intracelular es répidamente fosforilada por la
Hexbkinasa pero en la diabetes la alta concentracic’m de glucosa intracelular
desborda ala Hexokmasa, y el exceso de glucosa se convierte en sorbitol
por la accion dela Aldosa—reductasa a pesar de que esta ultima tiene menos
afinidad por la glucosa que la Hexokinasa (Schmidt M. and Michal M.’ 89).
" El aumento del grado de reduccion de glucosa por la enzima Aldosa-
reductasa utilizando NADPH como donante de hidrogeno da lugar a
deplecciéon de NADPH requerido para la actividad antioxidante de la
Glutation réductasa. El NADPH reducidé es requeridd por enzimas,
incluidas la reductasa del citocromo P-450 y la Oxido nitrico sintasa, por lo
cual estos sistemas pueden verse afectados por el incremento de la actividad

de la Aldosa reductasa (Cohen RD. ‘93, Lorenzi M."92). Como tamblen
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produce niveles elevados de sorbitol, por un lado crea un desequilibrio
osmético y por otro un desequilibrio en las condiciones de reduccion-
oxidacion, afectando de esta forma a una serie de funciones celulares como
la actividad Na'/K'-ATPasa, en relacion con los cambios en la
hemodinamica y la permeabilidad vascular (Nasr H. et al."94).

Al sorbitol intracelular se le ha atribuido un papel importante en la
- patogénesis de las complicaciones de la diabetes, como la afectacion
microvascular, la retinopatia, la neuropatia y la catarata (Nasr. H. et al'94,
Schmidt M. and Michal M."89, Brownlee M. et al."84).

B) La excesiva glicosilacién no enzimatica de las proteinas parece
estar muy relacionada con un gran numero de Jos procesos patofisiologicos
potencialmente relacionados con el desarrollo de las complicaciones tardias
de la diabetes (Brownlee M. et al.’84).

La glucosa intracelular excedente se une a grupos amino de la lisina
de proteinas ya formadas. Esta union, irreversible, esta en relacion con los
niveles de glucosa y no estd mediada por enzimas, por lo que no tiene
“limite” (Fernandez Vigo J."92).

Con ello se produce una importante desnaturalizacion de las proteinas
afectadas, dando lugar a cambios estructurales e inmunologicos ademas de
alterar sus funciones. | |

En tal sentido se ha demostrado que la glicosilacion no enzimatica de
detertninadas proteinas produce alteraciones en el colageno de la membrana
basal y lesiones en las células endoteliales y en la estructura de la matriz

extracelular (Fernandez Vigo J."92, Brownlee et al.’84).
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Junto a estos mecanismos brevemente expuestos, s sabe que otros
factores pueden favorecer el desarrollo de complicaciones en la diabetes.
Entre ellos pueden destacarse:

~Hipertensién arterial: es aceptado en la clinica diaria que la
hipertension arterial es el factor qué mas contribuye al desarrollo de las
complicaciones vasculares de la diabetes, o por lo menos que favorece el
avance de las mismas (Hsuch W. and Anderson P."92).

~Presencia de anticuerpos contra céiulas endoteliales: También
puede | jugar vun papel relevante en el desarrollo de las complicaciones la
presencia de anticuerpos contra células endoteliales vasculares demostrados
en pacientes diabéticos en mayor proporcion que en sujetos normales (Jones
‘D.etal.'92).

Las complicaciones mas frecuentes e invalidantes de la diabetes
mellitus se pueden agrupar en dos cuadros principales: Vasculopatia y

Neuropatia diabéticas.

VASCULOPATIA DIABETICA

En la afectacion de los vasos sanguineos por la diabetes tenemos que
distinguir: » _

a) La MACROANGIOPATIA con afectacion de los grahdes Vasos
por placas de ateroma de forma mds severa y temprana que en la poblacion

general. Se deconoce la causa de esta ateroesclerosis acelerada pero se ha
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sugerido que pueden desempefiar un papel importante las proporciones de
lipoproteinas de alta y baja densidad en la sangre. Las lipoproteinas de baja
densidad oxidadas no se unen a sus receptores normales y contribuyen al
desarrollo de la arterioesclerosis depositandose en las arterias. Estos
depositos pueden causar isquemia periférica con claudicacién intermitente,
infartos de miocardio o impotencia de origen vascular en los varones
(Wilson J. et al'91).

Otros factores discutidos son el aumento de la adherencia plaquetaria
como consecuencia de un aumento en la sintesis del tromboxano A, y la
disminucion en lav sintesis de prostaciclina.

b) La MICROANGIOPATIA con afectacion capilar, sobre todo en
rifién, Tetina y musculo (Farreras P. and Rozman C.” 86, Wilson J. 91).

La enfermedad renal es una de las complicaciones mas frecuentes,
presentandose en el 40-50% de los diabéticos, y una de las causas.
principales de muerte en dicha poblacion (Wilson J.’91). La nefropatia
diabética puede presentar dos patrones patologicos caracteristicos que
pueden o no coexistir: difuso y nodular. La forma difusa, mas frecuente, se
caracteriza por un ensanchamiento de la membrana basal glomerular y un
engrosamiento mesangial -generalizado. La glomeruloesclerosis nodular o
lesion de Kimmelstiel-Wilson se presenta como una masa hialina PAS+ que
aparece cerca del glomérulo, con engrosamiento de la membrana basal y de

la regién mesangial (Wilson J. et al’91).
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NEUROPATIA DIABETICA

La neuropatia diabética se presenta generalmente en forma de
->polineuropatia sensorial, aunque existen otras- forma de presentacion como
mononeuropatias o afectacion del sistema nervioso auténomo (Thomas P.
and Tomhnson D.93).1La prevalenma difiere mucho de unos autores a otros
(del 5 al 60 %) segun los métodos de estudio o los cntenos de inclusién que
se tengan en cuenta e, mcluso se puede considerar que el 100% de los
~pacientes diabéticos presentan algun tipo de manifestacion neurologica si se
tieneﬁ en cuenta lés anormalidades subclinicas en la conduccion nerviosa
~ (Fernandez Vigo J. ‘92, Thomas P. and Tomlinson D.'93).

La frecuencia de presentacic')n aumenta directamente con los afios de

evolucmn de la enfermedad, la edad de los pacientes y con ciertos factores
no muy estudlados como son la altura, el SEX0 masculmo y cierta labilidad
: genetlca '
" Es de destacar que, de acuerdo con algunos estudios, como los
. réahzados por Goodman y Pirart en 1.97 8 sobre mas de 4000 pacientes,
| a]_rédedor de un 8% de los diabéticos presentan algun signb de neuropatia
en el momento del diagnostico y hasta un 50% de los mismos después de 25
afios de evolucion de la enfermedad. ’ |

~ Sin embargo la neuropatla diabética es muy rara en los nmos
afectando solamente a un 2% de los mismos. |

El principal problema en la clasificaciéon de la neuropaha diabética
" son los cuadros mixtos, aunque una clasificacion presentada por Thomas en

1.973 incluye la mayoria de los cuadros:
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~Polineuropatias simétricas:
-Polineuropatias sensitivas o sensitivomotoras
~Neuropatia autonomica
-Neuropatia motora simétrica del miembro
inferior proximal |
~~Neuropatia focal y multifocal:
~-Neuropatia de pares craneales
.-Mononeuropatia asimétrica de tronco y
miembros
Neuropatia asimétrica motora del miembro
inferior

~-Formas mixtas.

El indicador mas consistente de neuropatia subclinica es la
anormalidad en la conduccién nerviosa. Se produce una disminucion en la
velocidad de conduccién, con disminucion en la amplitud y dispersion
temporal de los potenciales de accion sensoriales. La causa de esta
disminucion en la velocidad de conduccién parece ser una pérdida en la
fibras de mayor tamafio y cierta desmielinizacion segmentaria de las
restantes (Thomas P. and Tomlinson D."93).

En el hombre se han observado lesiones de base isquémica en nervio
periféricos y se ha conseguido mantener la velocidad de conduccién
aumentando la presion parcial de oxigeno en los tejidos de animales

diabéticos (Thomas P. and Tomlinson D."93).
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Estudios epidemiolégicos sugieren que las anormalidades
micrqvasculareé juegaﬁ un papel en. el desarrollo de la polineuropatia
(Giannini C. y Dyck P.95). Sin embargo, la causa ultima de la neuropatia
diabética no esta dembstrada; aunque probablemente no se trate de un
mecanismo dnico sino de la interaccién entre mecanismos vasculares,

metabélicos e inmunolégicos.

COMPLICACIONES OCULARES

Se calcula que la tasa de ceguera entre los diabéticos es diez veces
~ superior que entre los no diabéticos (Fernandez Vigo J.'92).

Las manifestaciones de la Diabetes a nivel ocular son muy variadas y
complejas y, aunque no lleguen a ser mortales, repercuten grandemente en
la vida del diabético. Al mismo tiempo hay que considerar que algunas
_ situaciones pueden empeorar los trastornos visuales. Entre ellos podemos
' citar' la pubertad, el embarazo, la hipertension arterial, etc..

De las manifestaciones de la Diabetes a nivel visual, las que pueden
conducir a la ceguera son cuaﬁo (Fernandez Vigo J .’92):' Retinopatia,
Catara_ta, Glaucoma y Neuropatia.

1°.-Reﬁnopatia:

Es la caﬁsa mas frecuente de .cegv'.era entre la poblacion activa y
puede ser debida a dos procesos:

| - Maculopatz’a diabética: fundamentalmente el edema macular,

caracterizado por acimulo de exudacién plasmatica a nivel de la macula y
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que se manifiesta por engrosamiento de la retina y exudados lipidicos y
proteicos, experimentando el paciente una gran pérdida de vision central.

- Retinopatia diabética proliferante, en la que predominan la hipoxia
tisular y la neovascularizacién, perdiéndose la visién por hemorragias de
vitreo o desprendimientos de retina traccionales.

La retinopatia diabética es una microangiopatia que afecta a las
arteriolas precapilares, los capilares y las vénulas de la retina, presentando
caracteristicas de oclusion microvascular y hemorragias, aunque hay autores
que encuentran indicios de que el dafio precoz se produce sobre las células
~ gliales o neuronales antes que el dafio vascular (Frank RN.91).

Se considera que probablemente son las alteraciones bioquimicas la
consecuencia directa y mas importante de la hiperglucemia y la disfuncion
de la insulina y estas alteraciones darian lugar a medio y largo plazo a
alteraciones estructurales que afectan a la pared vascular y a la sangre.
Sobre esta base estructural se desencadenan las alteraciones
hemorreoldgicas y circulatorias y a partir de ahi la retinopatia diabética
(Fernandez Vigo J.'92).

La frecuencia y gravedad de la retinopatia diabética aumentan con el
tiempo de evolucion de la enfermedad y con el mal control metabolico de la
misma (Thomas P. and Tomlinson D."93).

La retinopatia diabética se caracteriza histologicamente por presentar
pérdida selectiva de pericitos intramurales de los capilares (Robinson
W."91, Mandario L."92), a la que sigue. un engrosamiento de la membrana

basal, la proliferacion de células endoteliales, dilataéién capilar,
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forr_haciones varicosas y el aumento de la pénneabﬂidad (Danis R. and
Yang Y.'93). |

- B'é'si_camentela retinopatia diabética se divide en tres fases que se

suceden en el tiempo:

1.- Enuna pnmera fase se produce dafio en‘las estructuras vasculares
de 1a retina y la patologia se circunscribe a ellas. Es la microangiopatia
dlabetlca

2.-En un estadlo posterior se producen alteraciones en la retina
.proplamente dicha y se constituye la retmopatla diabética chmca

3.-En una fase final la participacion del vitreo configura un cuadro

'severo multiforme denominado vitreorretinopatia diabética.

* Los fenémenos hemorragicos parecen ser debidos a la reduccion del
nimero de pericitos en el paciente diabético. Como consecuencia de ello se
produce una distensién ’dev la pared capilar y la rotura de la barrera
' }hemato‘rre'tiniana Tras una fase de incapacidad de los vasos para mantener

: la nngacwn de la retina. por el fenomeno oclusivo se sucede otra fase de
repa:racmn Con ella se pretende mejorar 1a irrigacién retiniana creando
‘nuevos canales vasculares. Este proceso de neovasculanzacmn se inicia
con una degradacmn de la matriz extracelular por accion de 1as proteasas,
después se produce la extension de los microvilli citoplasmicos de la matriz
seguida de una migracion de células endoteliales al extremo del capilar
nuevo con formacion activa de luz vascular, dividiéndose posteriormente las
células mas alla del extremo y elongando los neovasos' (Williams J. M. et
al’88). - |
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2°.-Catarata: En general se acepta que la catarata aparece mas
frecuente y mas tempranamente en los diabéticos que en los individuos no
diabéticos, siendo la diferencia menor p'or encima de los 65 afios
(Fernandez Vigo'92). |

Las opacidades del crstalino no difieren de otras opacidades
presentadas en la poblacion general salvo en el caso de la catarata en copos
de nieve que se define como tipica de la diabetes y que, por otro lado, es
bastante excepcional.

Son también frecuentes en el diabético los cambios refractivos
debidos a pérdida del poder de acomodacion del cristalino sin presencia de
una catarata como tal. - |

La ceguera por catarata diabética es facilmente reversible mediante
cirugia con resultados bastante buenos.

Las alteraciones cristalinianas en la diabetes se han relacionado
clasicamente con alteraciones en la via de la aldosa reductasa (sorbitol) y
con' la glicosilacion no enzimética de las proteinas. El cristalino es una
estructura no insulinodependiente y la glucosa penetra en su terior y
difunde libremente.

3°-Glaucoma: Los aumentos agudos o cronicos de la presion
intraocular pueden conducir a la ceguera por atrofia progresiva e irreversible
de las fibras del nervio optico.

En el paciente diabético podemos encontrar los glaucomas comunes,

cuya prevalencia se discute si difiere de la poblacion no diabética, y los
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glauCénias tipicos del diabético, como son el glaucoma neovascular y el
- glaucoma por células fantasmas. El glaucoma mas tipico y severo del

“diabético es el glaucoma neovascular, que se produce por crecimiento de un
- tejido fibrovascular a nivel del angulo iridocomeal con la consiguiente falta
dé drenaje del humor acuoso y el aumento de la presion intraocular. Existe
“un estado previo en ¢l que aparece neovascularizacién de iris sin aumento
de 1a presion intraocular, aumento que es posible evitar con la prevencién y

- el tratamiento adecuados.

4°-Neuropatia diabética. Afectando tanto a 10s pares craneales IIL,
IV y VI (oculomotores) como al NERVIO OPTICO, prmmpal objeto del

presente estudio.

~ la parah51s de los nervios oculomotores dm, Iv y VI) son mas
'frecuentes en los individuos diabéticos que en los sanos (Thomas P. y
Tomhnson D.’93). Afecta fundamentalmente a pacientes con edades
supenores a los 45-50 afios, presentandose de forma aguda y sin otros
signos de neuropatia antenores. La mas frecuente es la paralisis del tercer
. »‘par En ella es caracteristico que se afecte la fraccion motora del nervio, con
la con31gu1ente paralisis de los musculos inervados por ella pero sin
desapancwn total de los reflejos pupﬂares
Esto se ha tratado de explicar por la d15p051c1on de las fibras
parasimpaticas pupilomotoras en la periferia del nervio, a salvo de las
lesiones isquémicas fundamentalmente centrofasciculares.
Otra caracteri_sticé fundamental de la oftalmoplegia. diabética es la

tendencia a la recuperacién espontanea, lo que ha hecho suponer que se



Introduccién

trata de procesos de desmielinizacion con minima 1esi6n axonal y que
pueden ser rapidamente reparadas (Fernandez Vigo J."92)

Estas podrian ser las consideradas como manifestaciones tipicas de la
diabetes a nivel ocular. Aparte existen otras manifestaciones que, no siendo
tipicas, son mas frecuentes en los diabéticos. Entre ellas estan las
alteraciones en la pelicula lagrimal, blefaritis, queratitis punteada,

hipoestesia corneal, hialitis asteroide, etec..

1.-3.-NERVIO OPTICO Y DIABETES.

Casi todas las alteraciones que puede sufrir el nervio optico se han
intentado relacionar, al menos por la frecuencia de aparicion, con la
diabetes. Sin embargo, la mayoﬁa_ﬁe los cuadros no se ha demostrado que
se presenten en mayor proporcion en los individuos diabéticos (Fernandez
Vigo'92). |

Actualmente se aceptan tres formas clinicas de afectacion del nervio
6ptico en el curso de una diabetes: La isquemia papilar aguda, la papilopatia

diabética y el sindrome de Wolfram (patologia hereditaria).

La neuropatia optica isquémica anterior es la causa mas comin de
de neuropatia optica en la edad adulta (Hayesh S. et al."94, Newman96),
presentandose como un cuadro agudo de pérdida de vision en pacientes de
~ mas de 50 afios acompaiiado de dolor ocular y que puede agravarse en el
curso de horas o dias.

En el fondo de ojo se observa un edema de la papila dptica asociado a

pequeiias hemorragias y exudados.
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Se. han intentado multiples terapias, desde antiinflamatorios
sistémicos hasta la descompresion quirargica del nervio, pero ninguna de
ellas ha resultado realmente efectiva.

Suele evolucionar hacia la atrofia total o parcial del nervio 6ptico y
pﬁ'ede ser bilateral en un gran porcentaje de casos.

Es un cuadro que se puede asociar a multiples procesos locales o
sistémicos pero que se relaciona con la diabetes en un elevado porcentaje de
los pacientes (Hayresh et al."94, Newman’96).

| La mayoria de los mecanismos patofisioldgicos propuestos implican a
los pequefios vasos que proceden de la circulacién coroidea y que
suministran el aporte sanguineo a la porcién del nervio anterior a la lamina

cribosa (Fernandez Vigo'92). ' |

Hay casos de neuritis 6ptica posterior en pécientes diabéticos que

también sugieren un origen isquémico de los mismos (Bertram B. et al.’95)

La papilopatia diabética o edema papilar agudo del diabético es
un cuadro poco frecuente pero muy caracteristico del diabético juvenil.
Suele ser bilateral y se presenta en la segunda o tercera década de la vida,
afectando a ambos sexos por igual.

Clinicamente se presenta como un edema de la papila de intensidad
variable con irhportante dilatacion de los capilares radiales peripapilares.

Suele ser asintomatica aunque puede presentarse con una moderada
‘ pe’rdi:da,de agudeza visual y los reflejos pupilares suelen estar conservados.
| o La patogenia del cuadro es muy discutida. Para algunos autores
(Lubow y Makley71) se trata de una afectacion de las vasos mas
'superﬁciales de la papila y para otros (Brancato et al’86) se trata de
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afectacion de los vasos de la red capilar radial peripapilar. Como en el caso
de la neuropatia Optica anterior .aguda, la patogenia isquénﬁca es la mas
aceptada por la mayoria de los autores.

Un cuadro muy raro descrito en la literatura es la atrofia optica
hereditaria o sindrome de Wolfram en el que se asocian diabetes
mellitus, atrofia optica, diabetes insipida y sordera neurosensorial. En la
mayoria de los casos es de herencia autosomica recesiva, aunque se han
descrito casos de presentacion esporadica. | |

En las fases iniciales de la atrofia Optica se pueden presentar
alteraciones en la visién de los colores o alteraciones campimétricas y luego
alteraciones en la agudeza visual y ceguera. En este caso no se puede
considerar a la atrofia del nervio éptico como consecuencia de la diabetes

sino como un componente mas del sindrome.

Estos son los cuadros con los que el clinico se suele encontrar en la
practica de la oftalmologia, pero a nivel experimental se han realizado
numerosos intentos para tratar de diagnosticar estados previos de
afectacion del nervio optico en el curso de la diabetes antes de que se
produzcan las manifestaciones clinicas.

En este sentido se ha demostrado un cierto retraso en la latencia del
reflejo pupilar a la luz en los enfermos diabéticos con respecto a sujetos
normales, lo que sugiere una afectacion del sistema nervioso vegetativo.
Hay autores que encuentran esta amplitud en la latencia en mas del 50% de
los sujetos diabéticos aparentemente asintomaticos (Pozzessere G. et al’91).

Otro parametro en estudio es la amplitud de los Potenciales Evocados

Visuales (PEV) que parece encontrarse también elevada en un gran
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porceﬁtaje de sujetos diabéticos sin signos clinicos de afectacion del nervio
- optico (Kamijo M. et al."93, Lanting et al'91, Parisi V. et al."94).

Lanting y colaboradores encuentran en sus series de estudio una
Valtéraéién de los PEV no'relaci_onada'con las alteraciones en la conduccion
_del_ reflejo pupilar y no relacionada con neuropatia cardiorrespiratoria. Para
ellos existe una afectacién en la via aferente de conduccion visual o del
" nervio Optico sin relacion con otros parametros de neuropatia diabética
(Lanting et al'91).

~ Otros estudios demuestran una alteracién en la conduccién del
nervio 6ptico, con potenciales visuales alterados, en pacientes diabéticos
| __recientémente diagnosticados y sin signos de retinopatia diabética (Uccioli

L. etal 95).
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~ OBJETIVOS

Pretendemos estudiar las alteraciones que se producen en el nervio
‘()ptico‘ de animales de experimentacién al inducirles una diabetes mediante
Estreptozotocina intraperitOneal; método ampliamente aceptado en la
 bibliografia. - |

-+ Los est&idios se realizaran tras seis y doce semanas de la induccion de
la diabetes. | ' |

Los principales objetivos de este estudio son:

1.- Es_,tudiar los aspectos macroscopicos del nervio optico, como son
el area de su seccién transversal, el mimero de vasos sanguineos en los
animales sanos y en las ratas diabéticas y sus posibles modificaciones como
' consecuenc1a del estado diabético. | |

2.- Comparar las caracteristicas morfologicas y morfometncas de las
'ﬁbra's nerviosas de los animales enfermos con respecto a los sanos segin el
tiémpo de evolucion de la enfermedad. En este aspecto se estudiaran en
- pumero de fibras por nerizio, diametro de sus axones y grosbr de su cubierta
* mielinica.

3.- Observar los distintos elementos constituyentes de la pared de los
vasos sangumeos ha01endo un estudlo morfométrico y morfologico de los
mlsmos Se analizara el grosor de la pared capilar, el grosor de la célula
endotelial y de la lamina basal, comparando los valores de los animales
diabéﬁcosbon los de los sanos v los diabéticos entre si, segin el tiempo de
 evolucion de la enfermedad. |
Se analizara el grado de afectacion de la luz vascular, valorando si se

produce colapso de la misma como consecuencia del estado diabético.
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4 .- Estudiar las caracteristicas morfologicas de las células gliales de
los animales diabéticos y sus posibles alteraciones como consecuencia de la

enfermedad.

Con todo ello se pretende hallar una relacion entre la enfermedad
diabética experimental y la afectacion del nervio Optico, encontrar una
relacion entre el grado de afectacion del mismo y el tiempo de evolucion de
la enfermedad e intentar relacionar la afectacion de los distintos
componentes estructurales del nervio entre si, asi como poder dar una
explicacion estructural a la clinica y las alteraciones de las pruebas
complementarias que se producen en los enfermos diabéticos.

Estos datos podrian constit};ir el pilar sobre el que continuar
experiencias sobre la posible secuencia de alteraciones que se producen a
nivel nervioso en la diabetes y establecer posibles actitudes terapéuticas y/o

preventivas de la misma.
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Material vy Método

3.‘.-1 ~ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

' .Se utilizaron un total de 72 ratas de la cepa Sprague Dawley adultas
de dos meses de edad, en igual proﬁorcién de sexos y pesos equivalentes
(263,12+58,65 grs).

Se indujo diabetes en 40 de ¢llas mediante una Unica inyeccion
intraperitoneal de Estreptozotocina a dosis de 65 mg./kg. de peso disuelta en
tampon citrato Ph 4.5. |

Se mantuvieron los animales en condiciones de luz/oscuridad
(12h./12h.) con alimento y agua “ad libitum”. |

Semanalmente se controlé el peso y las glucemias mediante
analizador Glucocard® de Laboratorios MENARINI.

La mitad de los animales ‘fueroﬁ sacrificados a las seis semanas y el
resto lo fueron a rllas doce semanas. En ese momento se obtuvo el peso y la
glucemia de cada animal.

Los animales fueron anestesiados con Equithesin (9,7 mgr. de
Pentobarbital sodico, 76,0 mgr. de Etanol, 42,5 mgr. de Hidrato de cloral,
42.8 mgr. de Propilen glicol, 21,0 mgr. de Sulfato. magnésico y completar
hasta 11 con agua destilada con 0,1 ml. de atropina al 0,1% en solucion
saiina) (Lumb’63>),. a dosis de 3.3 ml/kg. de peso via intraperitoneal
respetando las normas del Real Decreto 223/1.988 del 14 de marzo, sobre la
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines

cientificos (BOE 18 de marzo de 1.988).
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3.-2.-OBTENCION DE MUESTRAS

Una vez anestesiados los animales, se canalizé el ventriculo izquierdo
y mediante perfusion se lavo el arbol vascular con suero fisioldgico v
posteriormente fueron fijados con una solucién de glutaraldehido al 2% en
tampon fosfato 0.1 M a Ph 7.4 cuando eran destinados a estudios de
microscopia electrénica o con formol tamponado al 10% cuando los estudios
a realizar eran con microscopio optico.

Fijados los animales se extrajeron ambos nervios opticos, mediante
craneotomia. Se cortaron en secciones de aproximadamente lmm. y se
dejaron en la misma solucién empleada para la perfusion durante 4 horas.

Estas secciones se pasaron a tampén fosfato con sacarosa hasta el

momento de su inclusion.

3.-3.-PROCESADO DE LAS MUESTRAS.
3.-3.-1.-ESTUDIOS DE MICROSCOPIA OPTICA

Se hicieron cortes transversales semifinos de aproximadamente 0.5
micras de grosor con microtomo tipo Heidelberg de la casa R. Jung® que se

fifiteron con azul de Toluidina en bérax al 1%.

El resto de las muestras se procesaron siguiendo diversos protocolos.
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Tincién de depdsitos Schiff (PAS)-positivos.

Se -tomaron cortes semifinos de los nervios opticos de amimales
controles y diabéticos de diferentes tiempos de evolucion.

Las secciones se trataron segin el siguiente protocolo:

.~desparafinacion.
.~hidratacion.
~acido periédico al 0.5% en agua destilada durante 20 minutos.
~deshidratacién en concentraciones creciente de etanol.
. ~incubacion durante una hora con Dimedone al 5% en etanol de 100°
a una temperatura de 60°C.
~rehidratacién en concentraciones decrecientes de eténol.
~reactivo de Schiff durante 20 minutos a temperatura ambiente. El
reactivo de Shiff se realizé con: ' |
~Fucsina basica................ lgr.
~Agua destilada................ 200 cc.
~Acido clorhidrico 1M.....1 cc.

~Bisulfito sodico anhidro...1 gr.

~Finalmente se lavaron con agua destilada durante 10 minutos y se

montaron en medio acuoso.
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Determinacion de la Proteina Acida Fibrilar Glial (PAFG).
La determinacién de la misma se realiz6 segun el siguiente protocolo:

~Tres lavados de un minuto con tampdn fosfato.

~Alcohol de 70° durante una hora. |

.~Alcohol de 96° dos veces durante una hora cada una.

-Alcohol de 100° tres veces durante una hora cada una.

~~Alcohol de 100° y Xilol (1/1) durante media hora.
-.-Xilol dos veces durante media hora cada una.

~Parafina 1 durante dos horas.

-Parafina 2 durante dos horas.

~~Parafina 3 durante dos horas'.j |

~Parafina limpia para hacer el bloque.

Se hicieron cortes de aproximadamente 5 micras con un microtomo
tipo Heidelberg de la casa R. Jung® que se colocaron en portaobjetos
tratados con poliglicina. Para desparafinarlos se siguid el siguiente

protocolo:

~Se calentaron en estufa a 60°C durante media hora.
~Xilol dos veces durante 15 minutos cada una.
~Alcohol de 100° durante cinco minutos.

~Alcohol de 96° durante cinco minutos.

~Alcohol de 70° durante cinco minutos.
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~PBS dos lavados seguidos.

; Posterionﬁente se procedié a la determinacién de la Proteina Acida
Fibrilar Ghal medlante el Kit GFAc.Prot de la casa Slgma* segin el
_ mgmente protocolo

~destruccion de-los enlaces entre el formol y las proteinas del tejido
con Proteasa al 0.1 % en PBS durante 10 minutos.
| -tres lavados rapidos con PBS..
-mhlblclon de la perox1dasa enddgena con una solucmn de peroxido
d’é hldrogeno al 3% en agua desionizada durante 5 minutos.
. -lavado con PBS.
? -mcubac10n con el agente bloqueante (suero normal de cabra) al 5 %
en PBS durante 10 minutos. |
| ~ -Se escurri6 sin lavar y se afiadi6 el antlcuexpo primario (anticuerpo
dé conejd anti-proteina 4cida fibrilar humana) en solucion salina. A los
cortes destinados a ser control negativo se les afiadié IgG de conejo durante
60 _minu;_tos. | |
.?lavado bbn PBS vy se aftadi6 el anticuerpo.secundario (anticuerpo de
cabra aﬁﬁ-IgG de conejo) durante 20 minutos. |
~lavado con PBS. | |
~.-complejo ExtraAﬁ'ch—Per,oxidasa conjugado con | .tamp(’)n salino
durante 20 minutos. |
~nuevo lavado y se mcubo en el sustrato compuesto de agua
. desmmzada ~ tamp6n  acetato, 3 amino-9-etilcarbazole en N, N

dimetilformamida y peréxido de hidrégeno al 3% durante 10 minutos.
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~lavado con agua desionizada y se tifiid con hematoxilina de Mayer
durante 2 minutos. Se lavé con agua corriente y se mont6 en medio acuoso

para su observacion en microscopio optico.

Determinacion de la albamina.

Para la determinacion de la albumina se tomaron secciones de los
nervio opticos de 10 micras de grosor, se desparafinaron y se rehidrataron
en concentraciones decrecientes de alcohol y se sigui6 el siguiente

protocolo:

~Tripsina al 0,1% en TRIS (ph=7,8) durante dos horas a 37°C en camara
humeda.

~Lavado con agua destilada. Tres lavados de dos minutos cada uno.
~-Lavado con PBS. Dos lavados de dos minutos cada uno.

-Lavado con TPBS al 0,1% (PBS y Tween 20 al 0,5%). Dos lavados de
cinco minutos cada uno.

-Incubado con suero normal de cabra al 10% durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

.-Drenado del duero.

-Incubado a temperatura ambiente con el anticuerpo de conejo anti-
albumina humana 1:32 y con suero normal de conejo 1:32 los controles
negativos.

“Lavado con TPBS. Tres lavados de cinco minutos cada uno.
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- ~Incubado con el segundb anticuerpo-FITC (1:100) durante 30 minutos a
- temperatura ambiente y en camara humeda. |
-Lavado con TPBS tres veces. -

~-Montaje en PBS-glicerol.

3.:3.-2.- ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL

Para los estidios ultraestructurales las muestras se pfocesaron segun

- el siguiente protocolo: -

~Tetradxido de osmio al 1% durante 2 horas.
';-Lava‘l’do con ag‘t.lé.:'Tres lavados seguidos} de 5 minutos cada uno.
* Uranilo al 2% en agua entre dos y cuatro horas.
~Alcohol de 40°. Tres veces de 5 minutos cada una.
. -Alcohol de 60°. Tres veces de 5 minutos cada una.
~Alcohol de 70° con uranilo al 1%. 24 horas. |
-Alcohol de 70°. Tres veces de 5 minutos cada una.
o .A-'Alcohol de 96°. Tres veces de 10 minutos cada una.
.-AlcOﬁol de'l,0,0“’.' Tres veces de 10 minutos cada una.
., ;.—Oxido de propileno. Tres veces de 10 minutos cada una.
' -Oxido de propiieno con EPON (resina Agar 100). De 12 a 24 horas.
~EPON en_' camara de vacio. 24 horas. |

~Se colocan en los moldes en estufa a 60°C«durante 48 horas;
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Se hicieron cortes transversales ultrafinos de entre 500 y 600 A con
ultramicrotomo modelo Ultracut S de la casa Reichert® y se contrastaron

con uranilo y citrato de plomo con el método de Reynolds.

3.-4.-OBTENCION DE IMAGENES.

Las muestras de las tinciones de PAS y de PAFG, al igual que los
cortes semifinos se observaron con microscopio Optico modelo
ORTHOPLAN de la casa Leitz y se tomaron fotografias a diferentes
aumentos segun la zona a estudiar.

Las secciones ultrafinas se observaron con microscopio electronico
Phillips modelo 301 y se tomaron fotografias a 13.000 aumentos de los
campos axonales, a diferentes aumentos para los vasos segin el tamafio del
mismo y a 36.000 aumentos para fotografiar la lamina basal de cada vaso.

De cada nervio se tomaron diez fotografias de campos axonales
elegidos al azar que no contuvieran vasos ni elementos gliales, de cuatro
vasos sanguineos elegidos al azar de la zona periférica del nervio y de cutro
zonas de lamina basal de cada uno de los vasos elegidos.

Las células gliales se fotografiaron a diferentes aumentos segin el

tamario de la misma y los detalles a destacar.
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3 5 [ESTUDIOS MORFOMETRICOS.
3.-5.-1 -CARACTERISTICAS GENERALES

Sobre las fotografias de cortes semifinos de cada nervio se midio el
~ area transversal del mismo y su perimetro.
Para ello se utilizo el programa de tratamiento d imagenes

IMAGEPRO (V: 1.6) de Media Cygemetics (®) de 1.986.

3.-5.-2.-ESTUDIO DE AXONES Y FIBRAS NERVIOSAS

Las fotografias de cortes ultrafinos se estudiaron mediante analizador
de imagenes y el mismo programa IMAGEPRO (®). A'
~ Enlos diez cainpos seleccionados de cada nervio se contd €l numero
de axones correspondientes a un 4rea de 2,96.10° mm” .
- De cada ax6n se midi6 su area transversal, su perimetro y el grosor de
su cubierta mielinica, si estaba mielinizado, para lo que se tomaron cuatro

medidas de zoﬂaé de 1a misma elegidas al azar y se calculé su media.
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3.-5.-3.- ESTUDIO DE LOS VASOS SANGUINEOS

En los cortes semifinos se contdé el numero total de vasos de cada
nervio.

En los cortes ultrafinos de cada vaso se midio: 1.- el area y
perimetro de la luz vascular, para lo cual se midi6 el contorno luminal de la
célula endotelial, 2.- el area y el perimetro de la célula endotelial y 3.-¢l
grosor de la lamina basal, la cual se calculé a partir de la media de cuatro

medidas de diferentes zonas de la misma.

3.-6.-ESTUDIO ESTADISTICO

De todas las medidas obtenidas de cada estructura se calcul6 la media
y la desviacion estandar y se realizo estudio estadistico. En los casos en que
se compararon dos muestras (diabéticos y control) se utilizé el test de
Mann-Whitney y en los casos en que se compararon mas de dos muestras
(diabéticos y controles teniendo en cuente el tiempo de evolucion de la
enfermedad) se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se tomo

como nivel de significancia P=0,05.
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Resultados

4.-1 .-CARACTERISTICAS GENERALES

* Alinicio del estudio todos los animales eran sanos y de pesos
equivalentes y se distribuyeron en cuatro grupos: a dos de los grupos se les
inyecto estreptqzotociné a dosis de 65 mgr/ Kg de peso por via
| intreperito_rieal y los otros dos grupos se inyectaron sélo el tampon para
control. |

De Ios' animales inyectados uno no present6 niveles elevados de
glucemia por los que se desechd para el estudio. El resto present6 glucemias
elevadas durante todo el tiempo de evolucién (6 6 12 semanas) siendo la |

media de 312 mgr/100ml para el 30% de ellos y de mas de 500 mg/100 ml
| para el resto. De ellos 16lr.nurieron antes de cumplirse el tiempo estipulado
para su sacrificio y el resto presento un deterioro de su estado general
manifestado principalmente por una disminuci(’)n‘importante de pesoy
ir_lahifestaciones de ceguera, como son una leucocoria franca, dificultad para
moverse si se cambiaban de ambiente y falta de la higiene tan caracteristica

de estos animales.

~ En la tabla 1 Se pueden observar los pesos al» inicio del éStudio, los
pesos finales uila vez transcurridas las 6 o las 12 semanas y el porcentaje de
variacién de los mismos (aumento de peso en los animales sanos y
disminucic’m del mismo en los diabéticos). Se presenta la media de cada

»gmpo y su desviacion estandar.

77



Resultados

Peso inicial | 263.33+66.15 |263.33£64.08 |271.66+64.70 254.16=39.67
(er) | I

Peso final ~ 1363.66+91.20 233.33+88.75 |377.16+99.27 | 199.16+56.07
(g1.)

Variacién +38.1% | -11.39%(*)  +38.8% @ -24.26%(*)
(%)

Test de Mann-Whitmey. (*)Diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control (P<0.05).

C6 Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucién
C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.

Gramos

Variacion de peso

Grupo

c12

D12

En ella se aprecia una pérdida de peso significativa de los animales

diabéticos con respecto al grupo control, siendo esta pérdida mayor en los

animales con diabetes de mas tiempo de evolucion, un 24,26% a las doce

semanas frente a un 11,39% a las seis semanas.

Los animales a los que se les inyecto sélo tampén continuaron

ganando peso segun avanzaba el tiempo y no presentaron ningtn signo de

enfermedad.
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En los cortes semifinos se tomé medida del 4rea total de cada nervio.
El hﬁﬁlero total de ﬁbras de cada nervio se calculé a partir de numero de
fibras de los campos axonales que se seleccionaron de cada uno y haciendo
éli qélculo para el area total del hervio. Ambos datos quedan reflejados en la

: tabla 2.

AREAmm’ | 0270038 | 0.25:0.066 | 0. 3020036 0. 2610050
N° de fibras 122.320 | 126.939 93.437 123.982
118609 | +44.956 L +14.655 | £30.126
- Test de Mann- Whltney Diferencia no estadisticamente significativa.
' C6 Grupo control de seis semanas.
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucién
" C12 Grupo control de doce semanas .
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucién.
Area del nervio
03+
o~ 028
E 026
- B 024
9,22
cs D6 | c12 D12 V
Grupo —_—

- Se obser'va una disminucion del 8.9% del area en los nervios de los
animales diabéticos con respecto alos grupos control pero esta diferencia no
es estadisticamente significativa. Con respecto al ntimero de fibras por

nervio se observa una disminucion del 25 % de las mismas en los animales
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del grupo control de 12 semanas de evolucion con respecto a los otros tres

grupos, en los que se mantiene un numero similar de fibras.

4 -2 -FIBRAS NERVIOSAS.
4.-2.-1.- ESTUDIO MORFOMETRICO.
AXONES.
A partir del perimetro de cada axén se calcul6 su didmetro y se

obtuvo el didmetro medio de los axones de cada nervio. Los resultados

quedan reflejados en la tabla 3.

¢
i
{
}

(micras)
Test de Mann-Whitney. Diferencia no estadisticamente significativa.
C6 Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion
C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.

En ella se observa una disminucion del 8.3% en los didmetros medio
de los axones de los nervios de los animales diabéticos con respecto a los
grupos control pero esa diferencia, al igual que con el area total del nervio,

no es estadisticamente significativa.
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Diametro medio axones

Micras .

, Si distribuimos esos axones en tres grupos segi’m su diémetro y
siguiendo los estﬁdios dé De Juan (1.978) vemos que las 'propdrciones de

los mismos dlﬁeren de unos grupos a otros. Esta distribucion de axones

segun su dlametro queda reﬂejado enla tabla 4

Tabla 4, Proporcion de axones segin su didmetro.

< 2micras | 93.9% | 949% 206% | 893% |
2-35micras | 5.5% 48% | 17% 100%
> 3.5 micras 0.6% 0.2% (*) 2.6% 0.8% (*) |

Test no paramemco de Kruskal-Wallis. (*)Diferencia estadxstlcamente significativa. (P<0.05)

C6 Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion

" C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.

~ Si comparamos los grupos control vemos que se produce un
crecimiento de las fibras, aumentando cuatro veces la proporcion de fibras

- gruesas en los animales de mas edad y disminuyendo proporcionalmente las
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fibras de mediano y menor calibre. En los animales diabéticos se observa
una disminucién en igual proporcién que en los animales no diabéticos de
las fibras de menor tamafio con aumento de las fibras del grupo intermedio

_ pero sin aumentar la proporcién de fibras gruesas.

% de axones segiin diametro

%.

< 2 micras
2-3.5 micras
> 3.5 micras

FIBRAS.

Encontramos un promedio de 2.132 axones por nervioque han
permanecido sin mielinizar en los animales sanos, lo que supone un 1.97 %
del total. En los animales diabéticos el promedio es de 1.739 axones sin
mielinizar por nervio, 1o que supone un 1.38 %. |

En este caso la diferencia no es estadisticamente significativa y los
axones sin mielinizar pertenecen al grupo de axones de menos de 2 micras

de diametro.
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Se hizo un estudio de la Razén G (G-ratio) de cada axén (rélacic’)n
entre el diametro axonal y el didmetro de la fibra completa). Los resultados

para cada grupo quedan reflejados en la tabla 5.

EX

‘G-Ratio | 0.76=0.06 +0.

s =0
; i 0.76£0.09 | 0.72+0.07 | 0.73+0.06

Test de Kruskal-Wallis. Diferencia no estadisticamente significativa.
Cé Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucién
C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion

G-ratio fibras

G-ratlo

Cc6 06 C12 D12

Grupo G-ratio g

No se observa una diferencia estadisticamente significativa entre los .
diferentes grupos. |
Se hizo el mismo calculo pero dividiendo el total de axones por
: tamafios (segin su didmetro) en los tres grupos descritos por De Juan en
1.978 y tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas.
Los valores de G-Ratio por grupos quedan reflejados en la tabla 6, donde P
son los axones pequefios (menos de 2 micras), M son los medianos (entre 2

y 3.5 micras) y G los grandes (mayores de 3.5 micras).
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Tabla 6. Relacion G por tamatfio de axon.

P M GiP M G P M G P MG
G- 069 078 075 0.70:0.74 | 075 074 O.76§O.76§O.72 0.74:0.72
ratio | i
Test de Kmskal—Walhs Diferencia no estadlstlcamente 51gn1ﬁcat1va

C6 Grupo control de seis semanas

D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion
C12 Grupo control de doce semanas

4.-2..-2.-ESTUDIO MORFOLOGICO DE LAS FIBRAS NERVIOSAS.
GRUPO CONTROL.

Los nervio 6pticos se hallan constituidos por numerosas fibras
nerviosas de diferentes tamafios dispuestas en fasciculos separados por
prolongaciones de células gliales, colageno y vasos sanguineos. Son lisas y
estan limitadas por membrana celular o AXOLEMA que rodea al axon o
AXOPLASMA. Este axoplasma presenta escasa densidad electrénica y en
él se observan organelas citoplasmicas siendo abundantes las mitocondrias,
estructuras membranosas, microtibulos y neurofilamentos, en su mayoria
orientados longitudinalmente (Fig. 1). |

Aproximadamente el 98% de ellas estan mielinizadas, perteneciendo
el escaso namero de las no mielinizadas al grupo de axones mas pequeiios
(Fig. 2). Diferenciamos estas fibras no mielinizadas de aquellas mielinizadas

pero que han sido cortadas a nivel de un nodulo de Ranvier por la presencia
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en estas ltimas de condensacion citoplasmatica justo debajo de la
'membrana celular.
La mielina que rodea a los axones mielinizados aparece como un
anillo denso més o menos compacto, que rodea al axén formando una
| estructura laminar con bandas claras y oscuras y con un grosor mas 0 menos
constante en un mismo axon (Flg 3).
, Algunas fibras presentan restos del citoplasma del oligodendrocito

entre el axon y la cubierta mielinica (Fig. 4).

' GRUPO DIABETICO.

La 'mayorié de las fibras nerviosas en los animales diabéticos no
presentan diferencias estructurales importantes con respecto a la del grupo
" control. No cambia la densidad electronica del citoplasma y presentan

,aparentémente la misma distribucién de neurotibulos, neurofilamentos y
| n'n't_oéondrias (Fig. 5)
. Elnumero de axones no mielinizados es similar al de los grupos
control, un 1. 38%, y éstds siguen perteneciendo al grupo de axones de
, menor tamafio (Fig. 6)

Sm embargo existen fibras en las que se observan diferencias
estructurales con respecto a las fibras de los animales del grupo control. Asi
hemos podido observar. -

1.-Algunds axones presentan acumulacién de vacuolas y estructuas

 membranosas en el citoplasma y éste aparece densamente ocupado por
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multiples cuerpos vesiculares que no aparecen en los animales no diabéticos
(Fig.7).

2.-Asimismo se observa algin resto de mielina sin la presencia de
axon en su interior (Fig. 8).

También aparece algun caso que presenta axones con una cubierta
mielinica mas fina de la que presentan el resto de los axones y en varios
axones se observé cierta separacion entre el axoplasma y la cubierta
mielinica (Fig. 9).

En ocasiones aparecen axones con su cubierta mielinica parcialmente
destruida y rodeada por elementos pertenecientes al citoplasma de una
célula glial, lo que podrian se acimulos de mielina aparentemente englobada

por el citoplasma de una célula glial (Fig. 10).

Figuras 1y 2: Cortes transversales de fibras del nervio optico de animales del grupo control de
seis semanas. Se observan axones de diferentes diametros, la mayoria de ellos con su cubierta
mielinica rodeandolo totalmente. a=axén, m=mielina, » =neurofilamento,—»=microtibulo,

s axén sin mielinizar, As=prolongaciones astrociticas. ' '
La barra equivale a 0,55 micras.

Figura 3; Campo axonal de animal del grupo control de seis semanas. Se aprecia la estructura
laminar de la mielina (—) rodeando los axones (a) del nervio. El grosor de la cubierta mielinica
varia segun el diametro del axon al que envuelve.

La barra equivale a 0,52 micras.

Figura 4: Grupo de axones de animal control de seis semanas de evolucién. Destaca la presencia
de un mesoaxén () en el que se aprecia el citoplasma de la célula glial rodeando al axn (a).
La barra equivale a 0,53 micras.
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Figura S: (a); Fibras del nervio optico de animal diabético de doce semanas de evolucion. La
mayoria de los axones presentan su cubierta mielinica compacta, aunque algunos de ellos carecen
de la misma (=83 La barra equivale a 0,52 micras.

(b); Detalle a mayor aumento de un axon sin mielinizar (a) junto a un mesoaxon (ma).
Las fiechas indican microtiibulos. La barra equivale a 0,09 micras.

Figura 6 : Canpo de fibras de animal diabético de doce semanas de evolucion. Los axones sin
mielinizar (flechas) pertenecen al grupo de axones de menor tamaiio. En este caso se 2ncuentran
agrupados y rodeados por axones mayores mielinizados. ' '

La barra equivale a 0,30 micras.
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Figura 7 a y b: Fibras desestructuradas pertenecientes a animales diabéticos de seis semanas de
evolucién. Se observa gran proporcion de estructuras membranosas y multiples cuerpos
vesiculares. = =vesiculas, -~ =vacuolas.

En la figura a se observan, junto a una fibra desestructurada, restos citoplasmicos ( ) yde
cubierta mielinica (m).

La barra equivale a 0,28 micras.
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_ Figura 7a
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Figura 8: Microfotografias de animales diabéticos en las que se aprecian restos mielinicos en los
que parece haber desaparecido el axon de su interior. X=ausencia de axén, m=mielina, N=niicleo
de célula glial, C=citoplasma de célula giial.
Obsérvese en la figura ¢ la gran condensacion de tibulos que presentan algunos axones (flechas).
La barra equivale a : figura a= 0,68 micras

figura b= 0,18 micras

figura c= 0,90 micras.
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Figura 8a

93



Resultados

Figura 9 a v b:Fibras nerviosas cortadas transversalmente de animal diabético de seis semanas
en las que aprecia un espacio de separacion entre la membrana axénica y la cubierta mielinica
(flechas). '

La barra equivale a 0,50 micras.

Figura 10: Estructura observada entre las fibras de un animal diabético en la que sprecian restos
de mielina rodeados por elementos citoplasmicos de una célula glial, con formacién de numerosos
cuerpos de estructura ]amelar(—»l '
La barra equivale a 0,53 micras
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Figura 9a
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- 4.-3.-VASOS SANGUINEOS.
4.-3.-1 -ESTUDIO MORFOMETRICO.
Nﬁme_ro de vasos.

Se ha obsevado una disminucion no estadisticamente significativa en
‘el namero total de vasos de los nervios de los animales diabéticos con
respecto a los giupos control. A las seis semanas de evolucion de la diabetes
el nimero total de vasos del nervio es del 95% de los que presentan los
nerﬁos de los grupos control y a las doce semanas de evolucion es del
90.5%.

Esta disminuciél:}_ en el nimero de vasos queda reflejada en la tabla 7.

Tabla 7 Numero de vasos sanguineos por nervio.

' 38.66 +8.64

N° de vasos  42.66+5.46 40.00 +6.69 |42.00 £8.20 |
% del grupo | 95% | 90.5% |
control - '

Test de Mann-Whitney. Diferencia no estadisticamente significativa.
C6 Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion
C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.

Nimero de vasos por nervio

n° vasos

6 D6 c12 D12

'EIN° de vasos

Grupo
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Colapso vascular.

Como indice del posible colapso vascular se tomo la diferencia en
porcentaje entre el area tedrica que tendrian los vasos no colapsados,
calculado a partir del perimetro de su luz vascular, y el 4rea real de la

misma.

Estos resultados quedan reflejados en la tabla 8.

%,Eabl 8. Colapso vascular.

i

Area teérica | 28.53 £20.32 125.03 £25.51 145.90 +85.83
' (micras?) :

Area real 19.72 +£1521 17.42 1632 [16.86+7.89 15.65+11.87
(micras 2)

Colapso 30,88% 29.17% 119,59% 65,91% (*)

Test de Mann-Whitney. (*)Diferencia estadisticamente significativa. (P<0.005).
C6 Grupo control de seis semanas
D12 Grupo de diabeticos de doce semans de evolucion.
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion
C12 Grupo control de doce semanas

Colapso vascuiar

Area vascular

Area tedrica (micras2)

9] D6 Cc12 D12
Grupo

£ Area real (micras 2)
o

Se observan unos valores similares entre los animales de los grupos

controles y los diabéticos de seis semanas de evolucion, donde no se
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observa colapso vascular significativo. En cambio el colapso vascular es
- significativo en los animales diabéticos de doce semanas de evolucion,

donde llega a ser de casi el 50% de la luz vascular.

Grosor endotelial. -

o - Se caloulé el grosor endotelial como 4rea de endotelio por unidad de
| perimetro de luz vascular. Para ello se dividio el area tot-al} del endotelio
entre el pen’metrb de la luz vascular. Los resultados demuestran un
engrosamiento endotelial significativo en los animales diabéticos con
reSpéc’to’ alos gfupos control, y que este engrosamiento aumenta a medida
que aumenta el tiempo de evolucién de la enfermedad. Los datos quedan

reflejados en la tabla 9.

.Tabla 9. Grosor del endotelio. mlcras /mlcras)

' Grosor P 027 0. 35(*) i 0.29 0.51(*)(**) |
Test deMann-Whitney.(*) Diferencia estadisticamente significativa co respecto al grupo control.
(P<0.05).(**) Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo de diabéticos de seis
semanas de evolucion.(P<0.05).

C6 Grupo control de seis semanas

D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucion

~ C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucién.
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Grosor endotelial

Lamina basal.

En la lamina basal se midi6 s6lamente la lamina densa por
considerarlo la medida mas fiable. Se observé un engrosamiento
significativo de la misma en los vasos de los animales diabéticos con
respecto a los grupos control, no encontrando diferencia entre los vasos de
los animales diabéticos de seis semanas y los de doce semanas de evolucion.
Los datos quedan reflejados en 1la tabla 10.

| En los animales del grupo control de doce semanas se observé un

engrosamiento de la ldmina basal con respecto al grupo control de seis

semanas, pero esa diferencia no es estadisticamente significativa.

A SN
10.094 +0.01 0.076 +0.01 § 0.102 +0.01
| *) @)
Test de comparacxones multiples de Scheffé. (*) Diferencia estadlsucamente sxgmﬁcatlca con respecto al
grupo control. (P<0.05).
C6 Grupo control de seis semanas
D6 Grupo de diabéticos de seis semans de evolucién
C12 Grupo control de doce semanas
D12 Grupo de diabéticos de doce semans de evolucion.
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Grosor lamina basal

0,15
0,1
0,05

micras

6 D6 C12 D12

4 -3 -2 -ESTUDIO MORFOLOGICO
Grupo control

Los microvasos que pudimos observar en el interior del nervio 6ptico
ﬁleron fundamentalmente capllares y vénulas. -

En los cortes transversales los capilares estan constituidos por células
endoteliales unidas entre si formando un endotelio continuo. Estas células
endoteliales presentan un nicleo voluminoso y en su citoplasnia se observan

mitocondrias, ribosomas, réticulb ehdoplésmico rugoso escaso, aparato de
| Golgi y filamentos (Fig. 11). En algunas de ellas se observa una marcada
actividad micropinocitica.

Rodeando a estas células endoteliales observamos una lamina basal
- fina y continua sobre la que terminan numerosas prolongacmnes 0 pies
vasculares ‘de los astrocitos (Fig. 12). A su vez la lamina basal tiende a

emitir proyecciones entre las prolongaciones de los astrocitos.
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Rodeando algunas zonas de los capilares aparecen  pericitos
caracterizados por presentar un micleo prominente y un citoplasma escaso
con algunos organulos (Fig. 13).

Las vénulas estan constituidas por células endoteliales sobre una
lamina basal conﬁnua y rodeadas por un espacio perivascular mas ancho que
en los capilares y en el que abundan las fibras de colageno (Fig. 14).

En Jos vasos estudiados no se han observados células musculares que
los rodeen.

Al realizar ¢l marcaje de material PAS-D positivo con el reactivo de
Shiff nos encontramos con que se ha depositado una pequefia cantidad de
esta sustancia en las células endoteliales de los vasos sanguineos de los
animales de los grupos control, pero este depésito de méterial no se observa
en los alrededores de los mismos (Fig 15).. |

Mediante la determinacion inmunohistoquimica no pudimos detectar

la presencia de albumina en el espacio perivascular de los animales sanos

(Fig. 16).

Grupo diabético.

En el estudio morfoldgico de los vasos de los animales diabéticos de
seis seménas de evbluci()n la mayoria de los capilares presentan una luz
vascular normal y mantienen los elementos celulares aparentemente intactos
Fig 17). Sin einbargo también se observaron algunos capilares con cierta _
tendencia al ciérre de su luz vascular (Fig 18) y algunos signos de
degenefacién endotelial. En estos casos la cromatina del niicleo aparecié |

mas densa, en acimulos y periférica en el nicleo de las células y aument6
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el nimero de cuerpos multivesiculares y de mitocondrias dilatadas en el
citoplasma endotelial

 En numerosos vasos se observaron zonas de protusién de la célula
endotelial asi como la presencia de digitaciones y vacuolizaciones djrigidas
hacia la luz vascular, que en algunos casos llegan a desprenderse hacia la
misma y que no se A(V)bservan en los vasos de los animales sanos (Fig. 19 y
20). |

La lmina basal estd engrosada.

En general los vasos de los animales diabéticos de seis semanas de
evolucion presentan luces vasculares mas irregulares y en las vénulas el
espacio extravascular es aparentemente mas ancho que en el grupo control y
con abundante'colégeno (Fig 21).

 H .'éndotelio presenta una apariencia mas irregular .c~o‘n unas zonas
| estreéhas y rotras mas ensanchadas y con abundantes vesiculas y cuerpos
densos en su ihterior, algunos de los cuales llegan a presentar un tamafio
considerable (Fig 22).
| Las uniones entre células endoteliales permanecen conservadas.

* Lalamina basal que rodea al vaso se encuentra engrosada (Fig. 23).

Parece existir cierta afectacion de los‘pericitos con c‘ienos>signos que
hacen sospechar un aumento de su actividad (Fig. 24), como puede ser la
’ presencia de nuﬁ1er0$as vacuolas en su citoplasma.

: En los animalgs diabéticos de doce semanas de evolucién llama la
atencién el grado de colapso de la luz vascular que se observa en numerosos
Vésos, tanto capilares como vénulas, y que en algunos de ellos llega casi a
desparecer por»édmpleto (Fig. 25). Aunque se da en ambos tipos de vasos,

el cierre de la luz es mas manifiesto en las vénulas que en los capilares.
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El endotelio es muy irregular, con zonas de protusién hacia la luz
vascular, cuerpos densos abundantes y poca actividad micropinocitica. (Fig.
26).

La lamina basal esta claramente engrosada (Fig. 27) y se observé La
presencia de algunas uniones estrechas entre las células endoteliales. (Fig
28).

Asi mismo se observo cierta afectacién de los pericitos y que parecen
estar en menos namero que los animales del grupo control (Fig. 29).

En el grupo de animales diabéticos de seis semanas de evolucién
comenzamos a ver la presencia de material PAS-D positivo alrededor de los
vasos. Observamos como este marcaje se ralizaba tanto en las céhulas
endoteliales como en los alrededores de algunos de los vasos. En los
animales diabéticos de doce seméhas de evolucion este marcaje ya fué
mucho maés intenso. Se marcaron casi la totalidad de las células endoteliales
y en todos los vasos se visualizo la presencia de material PAS-D positivo a
su alrededor Fig.30).

Al determinar inmunohistoquimicamente la albimina, observamos su
presencia alrededor de algunos vasos de los animales diabéticos de seis
semanas y alrededor de casi todos los de los diabéticos de doce semanas de

evolucion (Fig.31)
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Figura 11: Vasos sanguineos de animales controles. La luz vascular (L) es amplia y el contorno
endotelial es regular. Se observan claramente los nucleos voluminosos de las células endoteliales
(N) y citoplasma de pericitos alrededor del vaso ( » ), separado del endotelio por la lamina
basal. En la figura b se aprecia la union interendotelial (flecha).

La barra equivale a : figura a: 0,80 micras, figura b: 1,75 mucras.

Figura 12: a: Capilar de animal control de doce semanas. Se observa el nicleo endotelial (N), la
lamina basal que rodea al capilar y el citoplasma de un pericito (). Se aprecian las
terminaciones de astrocitos rodeando al capilar (A). La barra equivale a 1,30 micras.

_b: Detalle de la lamina basal (flecha grande) rodeando a una célula endotelial. Se
observan vesiculas (3 ) en el interior de la célula y aparato de Golgi prominente (flecha
pequeiia). La barra equivale a 0,20 micras.

_c: Porcion de célula endotelial donde se aprecia la gran actividad micropinocitica con
vesiculas (»=) abiertas al espacio abluminal. la barra equivale a 0,20 micras.
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Figura 13: Vénula de animal control. Destaca el nicleo de un bericito (P) v el espacio perivascular mas
ancho que en los capilares v con abundante colageno (»). L= luz vascular. E= endotelio.
La barra equivale a 0,98 micras.

Figura 14: Vénulas de animales controles de doce semanas. Se observa una luz vascular amplia (L),
endotelio regular (E), un espacio perivascular relativamente ancho, pies astrociticos terminales (@),
colageno perivascular (») v el citoplasma de un pericito (P). En la figura ¢ se muestra detalle del
colidgeno en el espacio perivascular. La barra equivale en figura a: 1,3 micras, figura b: 1 micra y figura
¢: 0,17 micras.

108




Resuliados

Figura 13

14b

igura

F

109



Resultados

Figura 15: Seccion transversal de nervio dptico de animal control tefiida con el reactivo de
Schiff. Se observa la presencia de material PAS-D positivo en células gliales (» ) y en el
interior de las células endoteliales &) perc no se aprecia depésito del material en la periferia
de los vasos. '

La barra equivale a 27 micras.

Figura 16: Determinacién de la albimina por inmunchistoquimica. No se observa la presencia de
la proteina en el tejido de nervio dptico de animal control.
La barra equivale a 27 micras.
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Figura 15
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Figura 17: Capilares de animales diabéticos de seis semanas de-evolucién. Se observa una luz vascular
amplia, célula endotelial sin signos degenerativos y pericito de apariencia normal. L= luz vascular, E=
endotelio, P= pericito, a=prolongaciones astrocitanas, ™ =lamina basal.

La barra equivale en la figurz a: 1,18 micras y en la figura b: 0,7 micras.

Figura 18: Capilares-de animales diabéticos de seis semanas en los que se aprecia cierta tendencia al
cierre de la luz vascular, pericito (P) con nicleo muy grande (figura a) asi como el néucleo de la célula
endotelial (E) que tiende a ocupar 1a luz del vaso (L) (figura b). » =lamina basal.

La barra equivale en Ja figuaa: 1 micray en la figura b: 0,53 micras. -

112



Resultados

Figura 17a

Figura 18a
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Figura 19: Protusién vacuolar de la célula endotelial (Flecha) hacia la luz vascular (L) € un vaso
de animal diabético de doce semanas.
La barra equivale a 1,12 micras.

Figura 20: Detalle de una de las protusiones endoteliales en vaso de animal diabético de doce
semanas. Nétese la presencia de vacuolas en su interior (Flechas).
La barra equivale a 0,14 micras.

Figura 21: Vénulas de animales diabéticos de seis semanas de evolucion. Presentan luces
vasculares (L) de forma irregular y que tienden al colapso. Se observan elementos vesiculares en
el citoplasma de las células endoteliales (»-). En la figura C se aprecian restos del citoplasma de
un pericito de aspecto degenerado(P) '

La barra equivale en figura a: 0,93 micras, figura b: 0,53 micras y figura c: 0,18 micras.
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Figura 22:Detalles de zonas de endotelio de vasos de animales diabéticos.

En la figura a destaca Ia irregularidad de la célula endotelial (E), con cambios de grosor y
elementos vesiculares en su citoplasma (=), L=luz vascular.
La barra equivale a 0,48 micras.

En la figura b se aprecia un cuerpo denso (flecha) en el citoplasma de la célula endotelial.
L=luz vascular.
La barra equivale a 0,18 micras.
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Figura 23: Detalles de lamina basal de vasos de animales diabéticos de seis semanas de
evolucion. Lamina basal (flechas) discurre entre la célula endotelial (E) y los pies terminales de
los astrocitos (a) y en estos casos se encuentra engrosada. L=luz vascular.

En la figura a se observan miltiples vesiculas de micropinocitosis abiertas al espacio
perivascular.

La barra equivale en la figura a: 0,18 micras y en la figura b: 0,13 micras.
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Figura 23a
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Figura 24: Detalles del citoplasma de varios pericitos pertenecientes a animales diabéticos.
En la figura a se aprecia un cuerpo denso (flecha). L=luz vascular. E= célula endotelial.

» =colageno perivascular. La barra equivale a 0,14 micras.
En las figura b y ¢ se observan abundantes vacuolas (V) gotas lipidicas y cuerpos densos
(flechas) en el citoplasma celular. L=luz vascular. La barra equivale en figura b: 0,30 micras y
figura c: 0,7 micras.
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‘Figura 24b. Figura 24c.
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Figura 25: Vasos de nervio dptico de animales diabéticos de doce semanas de evolucién. En las
tres figuras se pone de manifiesto el cierre de las luces vasculares (L) por aposicién de las
paredes del vaso (). El cierre de la luz vascular en algunos puntos es total.

La barra equivale en la figura a: 1,75 micras y en las figuras b y ¢: 2,4 micras.
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Figura 25b
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Figura 26: Vasos de animales diabéticos de doce semanas de evolucion. Destaca el aspecto
irregular de las células endoteliales, con digitaciones { ) y zones de protusion hacia la luz
vascular (L). La actividad micropinocitica es poco manifiesta.

La barra equivale en la figura a: 0,98 micras y en la figura b: 1,75 micras.

Figura 27; Detalles de la 1amina basal engrosada de animales diabéticos ( » ). En la figura a se
aprecia un cuerpo denso en el citoplasma de la célula endotelial. L=luz endotelial. En la figura b
se observan las multiples capas de la lamina basal.

la barra equivale a 0,15 micras.
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Figura 28: Detalle de endotelio de animal diabético. Se arpecia una unién estrecha interendotelial
(flecha). También se observa el engrosamiento de la lamina basal { »= ).
La barra equivale a 0,14 micras. :

Figura 29: Detalle del citoplasma de un pericito de animal diabético de doce semanas. Se
observan mitocondrias (—-), reticulo endoplasmico dilarado (R) y filamentos ().
E=endotelio.

La barra equivale a 0,14 micras.
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Figuras 30 a v b: Determinacion de material PAS-D positivo con el reactivo de Schiff en nervios
de animales diabéticos. Se observa la presencia de dicho material en el interior de las células
endoteliales ( » ) y alrededor de algunos vasos (—).

La barra equivale a 27 micras.
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Figura 31 a y b: Determinacion por inmunohistoquimica de la presencia de albumina en nervio
optico de animales diabéticos. Se detecta la presencia de la proteina fuera del torrente circulatorio
(flechas) a las seis semanas (a) y mas acentuado a las doce semanas de evolucion de la
enfermedad (b).

La barra equivale en la figura a: 70 micras y en la figura b: 27 micras.
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4.-4 -COMPONENTE CELULAR

En los cortes semifinos de los nervio opticos de todos los animales se
 observaron grupos de fibras nerviosas separados entre si por prolongaciones
de células gliales. |

~Estas prolongaciones forman también una cubierta en la zona
periférica del nervio, separando al conjunto de fibras de las cubiertas
meningeas.

Del mismo modo estos procesos gliailes rodean parcialmente a los
vasos sanguineos del nervio optico (Fig. 32).

La disposicién del componente celular es diferente segtin la zona del
nervio estudiada como se puede observar en los cortes realizados a
diferentes niveles (Fig. 33), no encontrando diferencias en dicha distribucion

entre los animales diabéticos y los de los grupos control.

La determinacion de material PAS(+) nos mostré en los animales que
recibieron la inyeccion intraperitoneal de tampon citrato (controles) algunas
células que presentaron depositos granulares de este material en su interior.
Estas escasas células se distribuyen por todo el nervio. |

Muchas otras células con micleos claros no presentaron marcaje con
el reactivo de Schiff.(Fig. 34)

En los animales diabéticos tras seis semanas de evolucion de la
enfermedad el acimulo de material PAS-D se presenté en un mayor numero
de células y con mayor intensidad que en los animales del grupo control.
Este material se acumul6 también en algunas de aquellas células de nicleo
méé claro que no presentaron depositos en ningin caso en loé animales que

recibieron sélo la inyeccion de tampén (Fig. 35).
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Después de doce semanas de evolucion tras la inyeccion de la
estreptozotocina los animales presentaron acumulos de material PAS-D
positivo en mayor cantidad de células y con mayor intensidad que los
animales del grupo control v que los animales diabéticos de seis semanas
(Fig 36). Ese material presenta un aspecto granular y se localizé también en
aquellas células de nicleo mds claro que no presentaron depdsitos, en
ningln caso, en los animales que recibieron sélo la inyecion de tampén, y
sélo en algunas de los animales diabéticos de seis semanas.

Mediante la localizacién inmunohistoquimica de la Proteina Acida
Fibnlar Glial (PAFG) obtuvimos la distribucion y morfologia de los
astrocitos.

En los animales controles los astrocitos presentaron su caracteristico
cuerpo celular triangular y sus prolongaciones en forma estrellada (Fig. 37)
o pies vasculares que se distribuyen preferentemente en la zona periférica
del nervio y alrededor de las vasos sanguineos.

En el grupo de animales diabéticos de seis semanas de evolucion se
observé un descenso en la inmunoreactividad de la GFAP en los astrocitos
con respecto al grupo sano. |

La inmunoreactividad fue marcada en la zona periférica del nervio
| (glia periférica) y rodeando a los vasos sanguineos (pies vasculares), pero se
realiza de una manera menos intensa que en el grupo control (Fig. 38).

Al realizar el marcaje en los animales diabétiéos de doce semanas,
¢éste resultd estar claramente disminuido con respecto a los animales de seis
semanas de evolucion y los controles. La mayor intensidad del marcaje se

manifest6 en la zona periférica del nervio y alrededor de los vasos como en
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.los demas grupos pero estando muy disminuida en el resto, tanto del cuerpo
celular como en las prolongaciones de los astrocitos (Fig 39 y 40).

El estudio ultraestructral de los grupbs éontrol nos muestra la

presenciar de astrocitos y oligodendrocitos (Fig. 41)

| Los astrocitos presentaron un citoplasma abundahte y un nucleo poco
denso y con la croniatin_a dispuesta en la zona periferica. El citoplasma se
carécteriza por presentar algunos granulos densos, gotas lipidicas y
| numerosos microfilamentos, mas abundantes a nivel de las prolongaciones
celulares (Fig. 42).

Los oligodendrocitos se presentan como células aparentemente mas
pequefias que los astrocitos. Su nicleo es mas redondeado, mas voluminoso,
de mayor densidad electrénica y con la cromatina dispuesta en aciumulos.
Mostraron citoplasma escaso, con abundantes neurotibulos, aparato de
~Golgi bien desarrollado, ribosomas y en ocasiones algunos cuerpos densos
(Fig. 43). |

El componeﬁte celular de los animales diabéticos de seis semanas
mostré los mismos tipos celulares que los animales sanos, es decir
Astrocitos y Oligodendrocito_s;

En la mayoria de las células el aspecto del micleo y su cromatina fue
aparentemente normal.

Presentan en Su citoplasma aparato de Golgi y Reticulo endoplasmico
con cisternas dﬂétédas, Cuerpos multivesiculares, mitocondrias, micro-
tubulos y neurofilamentos.

En relaciéon a los animales controles los animales diabéticos
. presentaron en el citoplasma de los astrocitos un aumento en el mimero de

gotas lipidicas y cuerpos densos, conservando aparentemente una
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distribucion de filamentos similar al grupo control. En los oligodendrocitos
observamos un aumento de figuras lamelares (Fig. 44 y 45).

En los animales_ diabéticos tras doce semanas de enfermedad
observamos los mismos tipos celulares pero con una mayor cantidad de
gotas lipidicas en su citoplasma, asi como cuerpos densos y lamelares
(Fig.46). Aunque la mayoria de las células presentan las caracteristicas
descritas también se obsevaron algunas células conm claros signos

degenerativos de su citoplasma (Fig. 47).

Figura 32 a: Detalle de seccion transversal de nervio 6ptico de animal sano tefiido con azul de
Toluidina. Se aprecian los grupos de fibras nerviosas separados por prolongaciones de las células
gliales (»). Asi mismo se observan los vasos sanguineos ,también rodeados por dichas
prolongaciones (—) y la presencia de la glia periférica bordeando la regién mas externa del
nervio. La barra equivale a 76,6 micras. '

En Ia figura 32 b se presenta la seccion transversal de un nervio en la que se aprecia la presencia
de un vaso central. La barra corresponde a 0,17 mm.

Figura 33: Cortes transversales de nervio opticos hechos a distintos niveles. En la figura a se
presenta la zona mas anterior del nervio, la b corresponde a una zona media y la ¢ a la porcién
mas posterior del mismo.

La barra corresponde a 0,2 mm.
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Figuras 34.35 v 36: Marcaje con el reactivo de Schiff para detectar la presencia de material PAS-D
positivo en las células de nervios opticos. Observamos la presencia de este material en algunas células de
los nervios de animales controles (Fig. 34) pero el marcaje fué mas acentuado ¥ en mavor nimero de
células en los animales diabéticos (Fig 35 y 36). Notese la diferencia del marcaje entre los animales
diabéticos de seis semanas (Fig. 35) v los de doce scmanas (Fig. 36).

La barra equivale a 70 micras.
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Figura 34 @

Figura 35

Figura 36
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Figura 37.38 v 39: Determinacion de la Proteina 4cida fibrilar glial en secciones transversales de
nervios opticos. En los animales sanos (Fig. 37) se aprecia la estructura normal de los astrocitos con su
cuerpo estrellado v sus prolongaciones celulares. Nétese la mayor presencia celular en la periferia del
nervio y alrededor de los vasos sanguineos (flecha) En los animales diabéticos de seis scmanas se aprecia
una disminucion clara del marcaje de la PAFG (figura 38) y esta disminucion es mucho mas manifiesta
en los animales de diabetes de doce semanas de evolucion (Fig 39).

La barra equivale en la figura a:70 micras y en las figuras b v ¢: 27 micras.
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Figura 39




Resultados

Figura 40: Detalle que ilustra de la disminucién del marcaje de la PAFG en los animales diabéticos de

seis semans (B) v de los de doce semanas © con respecto a los animales sanos (A).
La barra equivale a 27 micras.
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Figura 41: Astrocito (a) junto a oligodendrocito (0) en animal del grupo control de doce semanas.
Se aprecia la diferencia de intensidad y disposicion de la cromatina del nucleo asi como el
diferente tamaiio del citoplasma celular. :

La barra corresponde a 0,9 micras.

Figura 42 a: detalle del citoplasma de un astrocito de animal control de seis semanas. Se
observan los organulos citoplasmaticos, granulos densos (G), gotas lipidicas (L) y gran cantidad
de neurofilamentos (F). La barra equivale a 0,5 micras.

En la figura 42 b se observa un astrocito (a) perteneciente a la parte periférica del nervio junto a
las cubiertas meningeas del mismo (m). La barra equivale a 2 micras.

Figura 43: Oligodendrocitos pertenecientes a animales controles de seis semanas. Se aprecia una
célula mas pequefia que los astrocitos pero con un nicleo mas voluminosos y con cromatina mas
densa. En la figura b se presenta detalle del citoplasma donde destaca el aparato de Golgi (G)
bien desarrollado, mitocondrias (in), neurotubulos (t) y ribosomas abundantes (» ). La barra

equivale en la figura a:1 micrayenla ﬁgura'b:] 244 micras.
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Figura 44: Oligodendrocitos pertenecientes a animales diabéticos de seis semanas de evolucién.
El aspecto del nicleo celular es aparentemente normal. En la figura b se observa un aparato de
Golgi (g)y reticulo endoplasmico (r) con cistemas algo dilatadas y en la figura ¢ se observan
cuerpos lamelares (flechas) en su citoplasma.

La barra coresponde en las figuras ay b a 0,9 micras y en la ﬂgura ¢ a 0,4 micras.
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Figura 44a

Figura 44b
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Figura 45: Detalles del citoplasma de astrocitos de animales diabéticos de seis semanas de
evolucién. Destaca la presencia de cisternas dilatadas (C) v abundantes gotas lipidicas (flechas).
En la figura b se aprecia un centriolo perteneciente a un cilio ().

La barra corresponde en la figura a: 0,55 micras y en la figura b: 0,30 micras.
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Figura 45a
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Figura 46 a: Astrocito de animal diabético de seis semanas de evolucion. Se observa gran
cantidad de gotas lipidicas ( ) y cuerpos densos (d) en su citoplasma.

En las figuras b v ¢ se presentan detalles de citoplasmas del mismo tipo celular. Se observan los
cuerpos densos (d) y lamelares (flechas). En la figura ¢ se aprecia un centriolo © y cuerpos -
vesiculares (flechas). :

La barra corresponde en la figura a: 0,9 micras y en las figura b y ¢ a: 0,3 micras.
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Figuras 47 a v b: Imagenes de células gliales de nervios dpticos de animales diabéticos en las que se
aprecian signos degenerativos de las mismas. :
La barra equivale en la figura 2:0,55 micras y en la figura b: 0,70 micras.
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DISCUSION

El nervio optico del animal diabético mostré diferencias con respecto
al animal del grupo control. Estas diferenciaé se presentaron en los axones,
las fibras, los vasos sanguineos y en las céluIas gliales. |

Los animales del grupo control no presentaron en ningtin momento del
estudio niveles elevados de glucemia, su estado general fue bueno y fueron
ganando peso a medida que transcurria el tiempo.

~ Obtenida el area de los nervios de los animales sanos nos
encontramos con valores ligeramente superiores a los descritos en la
literatura. Nuestro estudio comenzd con animales de dos meses de edad y
se prolongd durante seis semanas para un grupo de ellos y durante doce
semanas para el otro. Nuestros resultados en el primer grupo de animales
sacrificados, con una edad de dos meses y seis semanas, demuestran un area
del nervio optico mayor que el descrito por N. Cuenca-Navarro en 1.989 y
por Y. Fukuda en 1.982, y estos valores son ain mayores en los animales

del segundo grupo, con una edad de dos meses y doce semanas.

El ntmero de fibras por nervio tras seis semanas de control de los
animales ho diabéticos coincide coﬁ los descritos por Y. Fukuda y
colaboradores en 1.982 para la rata albina de tres meses de edad, con los
obtenidbs por J. De Juan y colaboradores en la rata albina adulta en 1.978 y
con los de R. Rhoades y colaboradores en el Golden Hamster de entre 5y 8

meses de edad en 1.979.
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Sin embargo en el grupo bajo control durante doce semanas nos
encontramos con una aparente disminucion en el nimero total de fibras del
nervio optico con respecto al grupo control de seis semanas.

'El niimero total de fibras de cada nervio dptico se calculé mediante el
método utilizado por la mayoria de los autores ( De Juan J. y col.’78,
Fukuda Y. et al.’82, Hokog J and Oswaldo-Cruz e.’78 y Rhoades R. et
al.’79). Este valor se calcula a partir de la media del numero de fibras
presentes en cada uno de los campos axonales que se seleccionaron de cada
nervio. Estos campos axonales fotografiados tienen un area constante para
todos los amimales y con la media de fibras de los campos axonales y el 4rea
de cada nervio se calculd el numero total de fibras del mismo.

Como veremos mas adelante creemos que los amimales sanos tras
~ doce semanas de control presentan una mayor proporcion de fibras grandes |
que a las seis semanas. Por tanto es légibo pensar que en un mismo area
caven menos fibras si éstas son de mayor tamatfio y al hacer el calculo para
el area total del nervio, el numero total de fibras obtenido es menor.

Resumiendo creemos que no se produce un cambio significativo en el

numero de fibras de los animales sanos con el paso del tiempo.

La mayoria de las fibras son fibras pequefias, menores de 0.7 micras
de diametro, que se pierden en los estudios realizados con microscopia
Optica, lo cual puede justificar las diferencias encontradas con otros autores
acerca del nimero total de fibras del nervio éptico.

Segim los estudio de J. De Juan y colaboradores en 1.978 realizados
con microscopia electronica sobre nervio dptico de rata los valores de los
diametros axonales varian entre 0.3 y 5 micras. Nuestros valores a los dos

meses y seis semanas coinciden plenamente con los suyos aunque hemos
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encontrado alguna fibra aislada con un valor ligeramente  superior a las
cinco Vmicrasvdev diametro.

| Hembs calbulado el diémetfq medio de los ax.0nes'_d'e cada nervio en
ambos grupos de ‘animales. El diametro axonal medio a las seis semanas,
" que en nuestro estudio es de 1.2 nﬁéras, coincide con los .re‘sultados de R.
Rhoades y colaboradores en 1.979 para el Golden Hamster adulto, pero es
ligeramente éuperior al valor obtenido por J. De Juan para la rata albina en
1978. -

" H ammal sano de dos meses y doce semanas de edad presenta un
valor medio de dismetro axonal superior al descrito en la blbhograﬁa y es
superior al :encontradd por nosotros a los dos meses y seis semanas de
control.

~ Encuanto al porcentaje de fibras sin mielinizar encontradas en los dos
gnipos de animales sanos, nuestros resultados son similares a los descritos
por otros autores ( Cuenca-Navarro N. y col.’89, Rhoades R. et al."79). Los
axones. sin- mlehmzar suponen menos del 10% del total de fibras y se
' corresponden con los axones de menor tamafio, no encontrando axones
" medianos o grandes carentes de la cﬁbierta mielinica. El porcentaje y

tamafio de los axones sin mielinizar tampoco varia con la edad del individuo.

Hemos hecho una distribucién de axones segun su diémeﬁ'o siguiendo
los estudios de J. De Juan y colaboradores en 1.978. En ellos se describen
tres tamafios axonales que se corresponden con fibras pequenas ‘menores de
2 micras, fibras medlanas, entre 2.1 y 3.5 micras y fibras grandes, mayores

de 3.'5 micras.
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Al hacer dicha distribucion de axones en los animales no diabéticos
de nuestro estudio nos encontramos con que el grupo de animales de dos
meses y seis semanas es el que presenta una proporcion de fibras similar a la
descrita por los autores. En ellos mas del 90% de las fibras corresponden a
fibras pequetias, menbs del 10% a fibras medianas y no llega a un 1% la
proporcion de fibras grandes.

Sin embargo en el grupo de animales bajo control durante dos meses
y doce semanas nos encontramos con que esta proporcion ha variado de una
manera significativa. En este grupd ha disminuido algo la proporcion de

fibras pequefias, ha aumentado ligeramente la de fibras medianas pero es
mas significativo el aumento de las fibras de mayor diametro.

Esta ampliamente descrito en la bibliografia que un pardametro que
influye en una correcta propagacion de la conduccion eléctrica por la fibra
nerviosa es la relacion entre el diametro axonal y ¢l diametro de la fibra, o
‘Relacién-G (G-ratio). Es aceptado por la mayoria de los autores que el valor
1deal de esta G-ratio esta entre 0.6 y 0.8 para cada fibra. En nuestro estudio
el valor de la relacion en los animales sanos se ha mantenido siempre dentro
de estos valores, incluso cuando hemos distribuido las fibras segin el
didmetro axonal y en ambos periodos de tiempo.

En el estudio morfolégico de las fibras nerviosas de los animales
sanos no hemos encontrado alteraciones significativas en el citoplasma
axonal ni en la cubierta mielina. El axoplasma presenta poca densidad
electronica y se observan organelas citoplasmicas sin variaciones en su
numero o morfologia. La proporcién de microtibulos y de neurofilamentos

no parece modificarse con la edad del individuo.
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La cubierta mielinica aparece mas o menos compacta y aumenta su
_grosor de manera proporcional al diametro del axén pero sin modificarse su

estructura.

Ai recopilar todos. estos» datos hemos comprobado -que los valores
obtenidos en nuestro estudio de los animales sanos tras dos meses y seis
semanas. de control coinciden con los descritos por otros autores como
parametros de animales adultos. Sin embargo, vemos como al dejar
transcurrir seis semanas mds de estudio, hay parametros, como el area del
Nervio ()ptico' comple_to o la proporcién de fibras gruesas en el mismo, que
han aumentado en los animales sanos. Esto nos ha hecho pensar, por un lado
que qulza a los dos meses la rata no deba ser considerada todavia como
animal adulto ya que su peso ha seguido aumentandd, asi como el area
transversal de su nervio 6ptico. Por otro lado, también ha aumentado el
porceﬁtaje de fibras de mayor tamafio, lo cual puede ser debido a que ¢l
ém'mal no ha terminado de desarrollarse, o bien, que el diametro de los
axones de las fibras del nervio éptico continjian .creciendo a lo'largo de gran

parte de la vida del individuo.

Simultineamente hemos realizado los mismos estudios en lds dos
grupos de animales a los que se les indujo la diabetes y que se dejod
evolucionar sin tratamiento duranfe diferente periodo de tiémpo. En estos
_ casos si nos hemos encontrado con alteraciones sigmﬁcat_ivas en los

parametros estudiados.
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El estado general de los animales diabéticos se fue deteriorando a
medida que transcurria el tiempo. Fueron perdiendo peso y en muchos de
ellos se observaron signos de ceguera.

Al estudiar las secciones transversales de su nervio Optico y medir su
~ area total nos enconframos con valores ligeramente inferiores a los
obtenidos en los animales sanos y que pensamos estan en relacién directa
con la disminucion general de peso que presentaron los animales diabéticos.
El 4rea total del nervio 6ptico en los animales diabéticos no solo no aumentd
con el paso del tiempo sino que disminuyé con respecto a los grupos
controles.

El numero total de fibras del nervio, calculado con el método
anteriormente explicado, no varia de manera significativa con respecto a los
grupos control y tampoco varia segun el tiempo de evolucion de la
enfermedad. Sin embargo, en el estudio morfologico de las fibras nerviosas
de los nervios de los animales diabéticos si nos encontfamos con signos de
muerte axonal. Esto nos haria pensar en una disminucion del nimero total de
fibras del nervio, pero o bien esta muerte axonal no es lo suficientemente
significativa como para influir en el nimero total de fibras, o el método
indirecto para el calculo de las fibras sobrevalora el mimero de fibras al
hacer el estudio en cortes donde el porcentaje de fibras pequeiias es mucho
mayor que en los nervios donde el porcentaje de fibras pequefias es menor.

En el didmetro medio de los axones de estas fibras si encontramos una
ligera disminucién del mismo en los animales diabéticos con respecto a los
grupos control. Sin embargo aun siendo estos valores menores que en los

grupos control hemos comprobado que el didmetro medio de los axones en
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el animal diabético de mas edad sigue siendo mayor que en el animal
diabéﬁco de menos edad. |
| Al hacer la distribucion de fibras segin su didmetro axonal nos
enéoﬁtramos con Que en los animales de los grupos diabéﬁcos existe una
menor proporcion de fibras grandes con respecto a los grupos de animales
sanos, siendo esta disminucion mucho mas manifiesta en el grupo de
animales diabéticos de mas tiempo de evolucién. Estos datos coinciden con
los de A. Sima y colaboradores realizados en ratas BB/W que también
encuentran una desviacion de los porcentajes de fibras hacia el grupo de
fibras de ‘menor tamafio con disminucién de las fibras grandes. Ellos
relacionan esta disminucion en el didametro medio de los axones con las.
alteraciones en los Potenciales Evocados Visuales demostrados en animales
‘ d_iabéticos. | | | |
Esto puede interpretarse de dos formas diferentes. Por un lado
odemos pensar que si a los dos meses de edad, segin los resultados de los
grupos control, el crecimiento de los axones sigue produclendose puede ser
que en los animales d1abet1cos este crecimiento no se produce o se produce
mas lentamente que en los animales sanos. Esto haria que aumentase el
porcentaje de fibras pequefias y medianas pero que éstas no crecieran hasta
alcanzar el tamano de fibras grandes
A favor de ésto tenemos que en el grupo de animales diabéticos de mas edad
existe una muy ligera mayor proporcion de fibras gruesas que en los
diabéticos de seis semanas, lo cual quiere decir que, aunque MenoOr que €n
los controles, se produce cierto crecimiento de las fibras. |
~ Por otro lado en el estudio morfolégico de las secciones transversales

- del nervio OpthO de animales diabéticos hemos encontrado axones grandes
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con claros signos degenerativos, en lo que podrian ser diferentes estados
previos a la desaparicion. del ax6n, asi como restos de mielina sin la
presencia de axon en su interior, lo que puede hacer pensar que ese axén ha
degenerado y muerto. En estos casos siempre que aparecen restos mielinicos
vacios corresponden a cubiertas mielinicas grandes que se relacionan con las
fibras de mayor tamafio.

Estos restos mielinicos no aparecen en ninguno de los campos
axonales de los animales sanos, lo que puede hacer pensar que con el estado
diabético se produce una muerte de fibras nerviosas, sobre todo de las de
mayor tamafio.

Podemos concluir que con la diabetes se produce una disminucién del
porcentaje de fibras grandes en el nervio 6ptico y que esa disminucién puede
ser debida a un retraso en ¢l crecimiento de las mismas, a una vmuerte de las
fibras de mayor tamafio o, lo que creemos mas factible, a ambos procesos a
la vez.

Los estudios electroﬁsiolégicbs realizados en individuos diabéticos
han demostrado un retraso en la conduccion nerviosa de los mismos. A nivel
ocular se constata un retraso en el reflejo fotomotor pupilar. Por fisiologia
neurologica sabemos que la velocidad de conduccién del impulso nervioso
por ‘una determinada fibra viene dado, entre otros parametros,
principalmente por el didmetro de su axén. Si en los sujetos diabéticos se

- produce una disminucion de fibras de mayor tamafio, bien por falta de
crecimiento de ellas o por muerte de las mismas, podemos justificar ese
retraso en la conduccion nerviosa del reflejo fotomotor, que segin los
estudios de Noback y colaboradores (1.993) esta conducido por las células

ganglionares de mayor tamafio.
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" Por otro lado, recientes estudios sobre peciueﬁas alteraciones del
campo visual de enfermos diabéticos que no se justifican por lesiones en la
retina de los mismos COmo pueden ser edema, hemorraglas o exudados,
podrian quedar justificados por muerte de fibras grandes procedentes de
 células ganglionares graiides que pueden abarcar zonas relativamente

importantes del campo visual.

En las secciénes transversales de los nervios opticos se hizo un
estudio del niimero total de vasos de los mismos. Los valores son similares
entre los dos grupos de animales controles, visualizandose una media de 42

vasos por nervio en cada uno de los grupos. Estos datos no coinciden con
~ los obtenidos por J. Fernandez Vigo y colaboradores en 1.994, ya que ellos
encuentran un nimero de vasos menor, con un promedio de 19 vasos por
nervio en animales sanos.

En los animales controles los vasos presentaron unas luces vasculares

- amplias y regulares. En ningin caso se observaron signos de tendencia al

cierre de las mismas.

El endotelio presentdé un aspecto regular y de espesor en general
vpeque'ﬁo. ‘Todos los vasos observados fueron de ehdotelio continuo y, al
medir su grosor, el Vélor fue similar para los dos grupos de animales sanos,
sin variar su valor segin el tiempo de evolucion del control.

La mayoria de los vasos presentd algin pericito de caracteristicas
éimﬂares a las descritas en la bibliografia.

Al estudiar la lamina basal de estos vasos hemos tomado como

medida de referencia el valor de la lamina densa por considerarlo el valor
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més fiable a la hora de medirla. En este caso nos hemos encontrado con que
el valor de la misma en los animales de mas edad, dos meses y doce
semanas, es claramente superior al valor obtenido en los animales de menor
edad, dos meses y seis semanas. Esto esta en concordancia con lo descrito
en la bibliografia sobre el engrosamiento de la lamina basal que se produce
con la edad del individuo (Vracko R. and Benditt E.”70) y demostrado por
Ashworth y Erdmann en 1.960 en el glomérulo renal.

En nuestro estudio se confirma la existencia en el nervio 6ptico de
capilares de endotelio continuo, con unibnes estrechas entre ellos, rodeados
por una membrana basal fina y continua que a su vez se encuentra envuelta
por prolongaciones de la glia fibrosa que, unidas entre si, forman un anillo a
su alrededor. Existen prolongaciones de la lamina basal entre los elementos
de la gha circundante. Estos elementos forman la estructura de la barrera
hematoencefilica descrita a este nivel

- Para estudiar la integridad de dicha barrera hematoencefalica
realizamos las técnica de Schiff para detectar material PAS-D positivo a su
alrededor y la determinacién por inmunofluorescencia de albumina en la
periferia de los vasos. |

La reaccion de Schiff para detectar material PAS positivo es utiﬁzada
para tefiir una variedad de componentes que contienen carbohidratos tanto
en. el interior de la célula como en la matriz extracelular. Incluye glucégeno,
glicoproteinas, glicolipidos, esfingolipidos y algunos proteoglicanos (Culling
CFA,74). |
Utilizando la técnica modificada con Dimedona (5,5-dimethyl-1,3-cyclo-

-hexanedione) se mejora la selectividad de la reaccion PAS al bloquear los

azucares que experimentan oxidaciones minimas por efecto del tratamiento.
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De esta forma se tifien glucogeno, algunas glucoprotéinas y algunos
ghicolipidos.

- El mecanismo de produccion de material PAS-D positivo en las
células o alrededor de los vasos es desconocido pero se ha relacionado con
lesiones del sistema nervioso donde se ha producido rotura o alteracion de la
barrera hematoencefalica (Bennett S. el al."95).

En el caso de los animales de los grupos control no observamos en
ningtin momento depdsito de material PAS-D positivo en los alrededores de
‘los vasos del nervio éptico.‘ |
Con la misma intencién realizamos la determinacioén de albimina en el
nervio 6ptico de los animales controles. La albumina es una proteina de bajo
peso molecular y que, en condiciones normales, no debe presentarse fuera
| del-torrente circulatorio. Mediante inmunofluorescencia vemos cémo en los
animales de los grupos controles no se detecta albimina en la periferia de
los vasos. |
| Por la tanto, a nivel vascular observam_os que con la edad del
individuo no se producen cambios significativos en el sistema vascular del
nervio optico. La arquitectura vascular se mantiene, no varia el nimero de
vasos o el area de las luces vasculares y si se produce un engrosamiento de
la lamina basal a medida que envejece el sujeto, sin producirse alteracion en

su funcién de barrera entre la luz vascular y el tejido nervioso.

En cuanto al estudio del sistema vascular de los animales diabéticos
nos encontramos con una ligera disminucién en el nimero de vasos del
nervio 6ptico. Esta disminucion es mds marcada en el grupo de animales de

diabetes de mas tiempo de evolucion lo que iria en contra de los resultados
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obtenidos por Fdez.-Vigo y colaboradores en 1.994. Ellos encuentran un
aumento significativo en el mimero de vasos de los nervio opticos de
animales diabéticos, con un promedio de 25,6+6,15 vasos en cada uno,
nimero que sigue siendo menor al encontrado por nosotros. Asiy todo,
pensamos que no se debe a una desaparicion real de los vasos sanguineos
sino que este menor nimero se debe al grado de colapso de las luces
vasculares que se observo en este grupo de animales y que pudo hacer que a
la hora de contarlos con microscopia optica no se contaran iaquellos vasos
cuyas luces habian desaparecido.

Este colapso de la luz vascular es mas aparente a nivel venular que
capilar. De hecho hemos observado dos formas de producirse ese colapso.
Por un lado vemos vasos, géneralmente capilares, en los que se observa una
protusion del endotelio, sobre todo de su nicleo, o de un pericito hacia la luz
vascular. Esta luz parece ir desapareciendo por ocupacién de la misma por
el niicleo de la célula endotelial. En otros casos, generalmente en vénulas,
las parédes del vaso se unen entre si manteniendo su perimetro inicial pero
haciendo que desaparezca el espacio entre ellas.

Esta disminucion en la luz vascular que se aprecia en los vasos del
nervio 6ptico de los animales diabéticos ha sido ya descrita por otros
autores (Fdez.-Vigo y col’94).

En el estudio morfologico de la célula endotelial encontramos signos
degenerativos de la misma que coinciden plenamente con los encontrados
por Mathieu-Costello y colaboradores en 1.995 y por Benstead T. y
colaboradores en 1.990 en la células endoteliales de capilares de animales
sanos sometidos a diferentes periodos de isquemia. Estos autores

encuentran un aumento en el grosor de la célula endotelial y de la lamina
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basal con una disminucién en el area de la luz vascular y aumento
significativo en la presencia'de got’as' lipidicas en el citoplasmé rde la célula
- endotelial. |

De manera similar en los vasos de los animales diabéticos nosotros
_encontramos un engrosamiento significativo de la célula‘ endotelial que
ademés es mas gcentuado eén los animales con diabetes de mas tienipo de
evolucién. De 1gual forma la lamina basal de los vasos de los amimales
diabétiéos muestran un aumento de grosor estadisticamente significativo. En
los estudioé de A. Sima en 1.992 sobre ratas diabéticas tratadas con insulina
“se describe un éngrosanﬁento de la lamina basal de aproximadamente un
30% con respecto a animales sanos. Estos datos coinciden plenamente con
los nuesfroé, siendo ademads un engrosamiento que aumenta con el tiempo de
 evolucién df_e' la diabetes. Segin los estudios de Vracko en 1.970 el
- engrosamiento de la l4mina basal se produce por episodios de muerte y
regeneracion de la célula endotelial, en los que una nueva célula regenerada
- “fabrica” una nueva lamina basal que se superpone a la anterior. En estos
casos ellos observan la presencia de restos del citoplasma de la célula
endotehial muerta‘ entre lamelas de la lamma basal. Nosotros hemos
.'constatado signos de afectacion del endotelio en los aninmle‘s‘-diabéticos
pero en ningin caso indicios de que se haya producido muerte de la célula.
Este éngrosamiento de la ldmina basal también se ha relacionado con la
glicosilacién no enzimatica de sus proteinas que daria lugar a una disfuncion
- delamisma (Browleey col.’84 y Kreisberg'92).

Sawada G. y colaboradores en 1.986 describen también un
engrosamiento de la ldmina basal en vasos de musculo esquelético de

animales genéticamente diabéticos y que este engrosamiento estd en relacion
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directa con los niveles de glucemia. En nuestro estudio pensamos que el
engrosamiento de la lamina basal estd mds en relacion con el tiempo de
evolucion de la enfermedad que con los niveles de glucemia alcanzados,
dado que los animales presentaron en todo momento niveles similares de
glucemia y la imica variacion entre los grupos fue el tiempo de evolucion de
la diabetes.

La realizacion de la técnica de Schiff permite demostrar que, a
diferencia de los animales de los grupos control, los animales diabéticos
presentan depésito de material PAS-D positivo alrededor de los vasos, que
comienza a manifestarse en los animales diabéticos de seis semanas de
evolucién y aumenta en los de doce semanas. Este mismo deposito ha sido
demostrado en el ser humano por T. Bek y T. Ledet en 1.996 alrededor de
los vasos retinianos de sujetos diabéticos.

Al hacer la determinaciéon de albumina en las secciones de nervio
optico de los animales diabéticos nos encontramos la presencia de la misma
alrededor de algunos de los vasos. Como se ha indicado anteriormente, la
albéimina es una proteina del suero sanguineo que no debe presentarse en el
espacio extravascular. La presencia de dicha proteina en los alrededores de
los vasos de los animales diabéticos es un signo mas de alteracion en la

funcion de la barrera hematoencefalica por el estado diabético.

En el estudio del componente celular de los nervio opticos de los
animales sanos mnos encontramos fundamentalmente con células
macrogliales. Astrocitos y oligodendrocitos presentan las caracteristicas
celulares descritas en la literatura y no encontramos diferencias

significativas con los demas autores. Los astrocitos se presentan como
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células estrelladas con sus ramiﬁcacionés separando grupos de fibras
‘nerviosas y rodeando los vasos sanguineos en forma de pies terminales. Su
micleo es electronicamente claro y enr su citoplasma se visualizan organelas
y gran cantidad de filamentos caracteristicos de estos elementos celulares
maduros: - |
Los oligodéndro‘citos se presentan como células mas pequefias que los
a'stroéitos? con nﬁcieo mds electrodenso y con menos vcantidad de
prol_ongaéiones celulares. Presentan un reticulo endopldsmico y un aparato
de Golgi mas desarroilé;dos asi como abundantes ribosomaé.. Los filamentos
- son menos abundantes perb destacan mas los microtubulos.

La disposi_'c_:ién de las células es diferente segin la zona del nervio a
estudiar pero vemos qtie 'esta disposicién no se modifica en los diferentes
gmpos. En la zona mas anterior del nervio la glia dibuja el trayecto de
entrada de la arteria central de la retina y sus ramiﬁcaéiones.v A medida que
nos acercamos al quiasmé‘éptico y el nervio 6ptico de hace mas ovalado, las
| células gliales parecen' marcar la diferencia entre los fasciculos de fibras y
adaptarse a la dispdsicién de la glia en el quiasma optico.

Al hacer la deteﬁninacién' de matenial PAS-D posiﬁvo en la células
del nervio Optico intentamos relacionar el estado diabétiéo con alteraciones
degenerativas del- siétema nervioso. La etiologia de estos -depdsitos es
desconocida pero en la literatura se ha relacionado la presencia de depdsitos
de material PAS-D positivo con enfermedades degenerativas del sistema
- v-nervioSo como son el Alzheimer, Parkinson, etc. (Forno L. and Langston

'7./93, Kobayashi K. et al.'92, Mann D. et al."87).
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Desde el punto de vista de microscopia Optica, y de acuerdo con las
descripciones morfologicas de Smart y Leblond, se aprecia material PAS-D
positivo en oligodendrocitos de sujetos sanos.

A medida que transcurre el tiempo de ﬁadecimiento de la diabetes
vemos como también se va depositando en otras céluas con micleos mas
claros, que son astrocitos, y que no se habian tefiido en los sujetos sanos.

Para Determinar las caracteristicas del componente astroglial y
detectar la posible presencia de astrocitos reactivos, utilizamos la
determinacién de la Proteina Acida Fibrilar Glial. Esta proteina se localiza
en los filamentos de los astrocitos, es facilmente detectable por
inmunohistoquimica y el aumento de la misma es caracteristico de la
presencia de astrocitos reactivos (Penkowa M. y Moos T. ’95)..

Nosotros detectamos una disminucion de la PAFG en los animales
diabéticos con repecto a los animales ‘sanos. Del mismo modo que
detectamos una disminucién de la misma segin avanza el tiempo de
evolucion de la diabetes. Esto.nos hace pensar que, o bien no hay una
reaccion glial o que si ésta se presenta, la proteina esta alterada y 1o se
detecta por esta técnica inmunohistoquimica. Hemos de recordar que en la
diabetes se produce una glicosilaciéon no enzimatica de las proteinas y ésto
puede, de alguna manera, alterar su funcion.

~ Por otro lado en los estudios estructurales y ultraestructurales no
hemos observado. una aparente disminucion del componente astroglial ni de
sus neurofilamentos. ...

En -el:estudio -ultraestructural del componente celular si se han
detectado élterzi‘éiéﬂqsgg «citoplasmaticas en las células de los ammales

diabéticos. Entre ellas destacan el aumento del nimero de gotas lipidicas
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© que, si bien estan presentes en los sujetos sanos, hay un aumento

 considerable de su mimero en los animales diabéticos. También detectamos
un aumento en los cuerpos lamelares en el citoplasfna de los astrocitos y
mas marcado en el de los oligodendrocitos. Este aumento en la presencia de
Cuerpos lamelares en el citoplasma de las células gh'aleé nos indica un
proceso degeneratlvo de las mismas como consecuenc1a del estado
d1abetlco habiéndose descnto rec1entemente (Guﬂle y col. 1.995) la
presenma de . cuerpos lamelares en las células ghales con depésitos de
_ material PAS-D positivos en un sujeto con graves lesiones degenerativas del

sistema nervioso.

Si podemos extrapolar estos resultados, con las resérvas que ello
conlleva, al ser humano podemos encontrarnos con que se pileden justiﬁc_ar
"algunos' de los hallazgos mas frecuentes en la clinica diaria del enfermo
dxabetlco | .

" Vemos como existe algun tipo de alterac1on en todos los componentes
; estructurales del nervio éptico. |
~ Por un lado nos encontramos con una dlsmmucmn en. el numero de
: "ﬁbras grandes en los sujetos diabéticos con respecto a los sanos Ya hemos
indicado que creemos que. se produce por un enlentecimiento en el
crecimiento de las fibras, pero que también se produce por muerte de esos
axones de Amayor tamafio. Con ello podemos justificar el retraso en la
tfanSnxisién_de los Potenciales Evocados Visuales que se observa en los
-enfermos diabéticos sin otra sintomatologia visual o neurologica. Asi mismo,

podriamos entender el enlentecimiento en el reflejo pupilar a la luz que se
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constata también en los diabéticos, asi como pequefias alteraciones del
campo visual, sin lesion retiniana que las justifique, descritas recientemente.

No podemos descartar que este retraso de crecimiento y muerte
axonal se produzca por dafio directo de la hiperglucemia, o sus
consecuencias metabdlicas, sobre la fibra nerviosa pero casi todo indica a
que ese deterioro se produce por hipoxia como consecuencia del dafio en el
sistema vascular.

Por otro lado, si parece claro que se produce una microangiopatia
con, aparentemente, las mismas caracteristicas que la qué se produce en la
retina y en el rifién del diabético. Esta microangiopatia con un componente
isquémico marcado y una falta en su funcion de barrera si puede justificar
~ las alteraciones estructurales que observamos en las fibras nerviosas y en las
células gliales. Asi mismo encontramos una razén para la alta incidencia de
neuropatia 6ptica isquémica que se presenta en los enfermos diabéticos.
Sabemos que los procesos isquémicos del mervio 6ptico se presentan
también en los sujetos sanos pero que la incidencia aumenta
significativamente en presencia de la enfermedad. Hemos comprobado que
en los sujetos diabéticos se produce un terreno vascular alterado idéneo para
que una minima descompensacién conlleve a un proceso isquémico del
tejido nervioso.

Resumiendo, creemos que el dafio principal se produce a nivel
vascular, produbiéﬁdose una microangiopatia clara y manifiesta, sin
descartar un posible dafio directo sobre las células gliales 'y las fibras

nerviosas.

174



6.-Conclusiones

175



Conclusiones

Tras la realizacion de esta investigacion podemos concluir que:

A) En los amimales sanos:

1.-Entre los tres meses y medio y los cinco meses se produce un crecimiento
de las fibras que componen el nervio dptico, con un aumento del porcentaje
de fibras grandes y el consiguiente aumento del area total del nervio.

2.-Se produce un aumento de grosor de la lamina basal de los vasos del
nervio optico con la edad del individuo.

b) Con el estado diabético:

3 -Disminuye ¢l porcentaje de fibras grandes por enlentecimiento en el
crecimiento normal de las mismas y por muerte de algunas fibras del grupo
de mayor tamafio.

4.-No se altera la razén-G de las fibras como consecuencia de la
enfermedad, manteniéndose la proporcion entre el diametro del axon y el
diametro de la fibra completa.

5.-Se produce un engrosamiento de las células endoteliales de los vasos del
nervio dptico y que aumenta con el tiempo de evolucion de la enfermedad.

6.- Se produce un engrosamiento de la lamina basal independiente del que se
produce con la edad del sujeto y que no aumenta con ¢l tiempo de evolucion
de la diabetes.

7.-Existe un colapso vascular manifiesto a las doce semanas de evolucion de
la enfermedad.

8.-Se produce una alteracion en la permeabilidad de la barrera hemato-

encefalica manifestado por la presencia de material PAS-D positivo y
albumina en la periferia de los vasos sanguineos.
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Conclusiones

9.- Disminuye la manifestacién de la Proteina Acida Fibrilar Glial.
10.-Aparecen procesos degenerativos de las células gliales demostrados

mediante estudio ultraestructural y la presencia de deposito de material
PAS-D positivo en el interior de las mismas. '
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