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1. Introduccion

La retinosis pigmentaria (RP) es un grupo
degenerativas retinianas
hereditarias que provoca la muerte de las células
fotorreceptoras para la que los tratamientos
actuales tienen un éxito limitado [1].

de enfermedades

Se ha demostrado que la administracion oral
de altas concentraciones de progesterona (PG),
actia en multiples niveles para retrasar la muerte
de los fotorreceptores en el trascurso de la RP
[2]. Asimismo se ha estudiado la permeabilidad
ocular de la PG ex vivo utilizando distintas
formulaciones animales [3-5].

El objetivo del trabajo que se presenta es
estudiar in vivo la eficacia de la PG administrada
topicamente para el tratamiento de la RP.

2. Materiales y métodos

2.1. Modelo animal utilizado y tratamiento

Como modelo experimental de RP se utilizaron
ratones rds (Retinal Degeneration Slow), (N=8)
que fueron tratados con una solucién acuosa de
PG en ciclodextrinas a una concentracion de 1
mg/mL entre los dias 11 y 21 post-natal. En el
o0jo izquierdo (OI) de los ratones tratados (RT) se
administr6é una gota de la soluciéon de PG cada
12 horas. Una vez finalizado el tratamiento se
procedio al sacrificio del animal y se enuclearon
los ojos. Los ratones del grupo control (RC)
fueron tratados en el OI con suero salino. Los
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ojos derechos (OD) no fueron tratados para
estudiar un posible efecto sistémico.

2.2. Tinciones

Tras el procesamiento convencional los ojos se
cortaron con un criostato Leica CM 1850 UV Ag
protect, (Leica Microsistemas SLU, Barcelona,
Espafia) en secciones de 8 um.

Se realizd una tincion fluorescente doble de TUNEL
(In Situ Cell Death Detection Kit) y GFAP (Glial
fibrilar acidic protein). Finalmente se montaron los
cortes utilizando el medio de montaje Vectaschield
con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol).

Los cortes histologicos se fotografiaron en la
parte central a 20X mediante una camara Nikon
DS-Fil acoplada a un microscopio Leica DM 2000.
En la tinciéon TUNEL se contaron el numero de
células positivas por area. En la tincién de GFAP
se cuantificd el porcentaje de area con marcaje.
Finalmente, mediante la contratincién DAPI se
contaron el nimero de filas de nticleos en la capa
nuclear externa. Para ello se utiliz6 el programa
informatico Fiji.

2.3. Anadlisis estadistico

La normalidad de los datos se evalué mediante
el test de Shaphiro-Wilk y la homocedasticidad
con el test de Levene. El analisis estadistico se
realizé con ANOVA de dos vias seguida por una
comparacion de medias marginales mediante el
test de Bonferroni. En todos los casos se utilizd
una significacion de a<0,05.
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3. Resultados y Discusion

El recuento de células marcadas con la tincién
TUNEL demuestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los ojos
que han recibido tratamiento (OI-RT) y los que
no (OI-RC) (Fig 1A). Existe una disminucién
en el numero de células TUNEL positivas en
ratones tratados con PG. Esta misma diferencia
se observo también en la tincion de GFAP (Fig
1B). En cambio, en el recuento de filas de la capa
nuclear externa (CNE) (Fig 1C) no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre
los ojos tratados de los dos grupos (OI-RT y OI-
RC).

Fig. 1. Recuento de células en OD (rojo) y OI (verde) en
RC y RT en tincién TUNEL (A), GFAP (B) y CNE (C).
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Fig. 2. Tincion TUNEL (verde), GFAP (rojo) y CNE (azul).

El ojo tratado con PG muestra diferencias
estadisticamente significativas en
comparaciéon con todos los demds ojos en
las tinciones de TUNEL y GFAP, pero no
en el recuento de filas en la CNE (Fig. 2).

4. Conclusiones

Los estudios in vivo demostraron que una
solucion de PG en ciclodextrinas administrada
topicamente en ojo de ratéon, tiene un papel
protector frente a la muerte celular de
fotorreceptores en el modelo animal de RP
estudiado y no se produce un efecto sistémico
en el ojo contralateral.
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