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ABREVIATURAS

BAK: Cloruro de benzalconio (benzalkonium chloride).

c/d: Relacion copa/disco.

DL50: Dosis letal 50.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.

FDA: Food and Drugs Administration.

GPAA: Glaucoma primario de angulo abierto.

GPAC Glaucoma primario de angulo cerrado.

GSAA: Glaucoma secundario de angulo abierto.

GSCA Glaucoma secundario de angulo cerrado.

MTT: Técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio.
PBS: Tampon fosfato salino (phosphate buffered saline).

PIO: Presion intraocular.

WST-1: Técnica del sodio 5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-

tetrazolio.
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La introduccion de la presente Tesis Doctoral esta divida en varias
secciones. En primer lugar, se hace un breve repaso de la embriologia del ojo
humano, para continuar con un recuerdo anatbmico macro y microscopico de la
superficie ocular. Seguidamente, se explica de forma abreviada en qué
consiste el glaucoma y sus principales formas de tratamiento médico entre las
que se encuentran los colirios de analogos de prostaglandinas. Se hablara
también de farmacologia ocular, haciendo hincapié en los conservantes mas
importantes, especialmente el cloruro de benzalconio, que se encuentra
presente en varias de las presentaciones comerciales estudiadas en este
trabajo. Asimismo, se explicaran diversos métodos para estudiar la viabilidad

celular, algunos de los cuales se han utilizado en esta obra.
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1. Anatomia e Histologia

1.1. EMBRIOLOGIA OCULAR

El desarrollo del ojo humano (Tabla 1 y Figura 1) comienza en torno a
las 4% semana de gestacion, cuando a cada lado del cerebro anterior aparece
una evaginacion del neuroectodermo dando lugar a las vesiculas dpticas que
van migrando de forma anterior. Posteriormente, van cambiando de morfologia,
se invaginan y pasan de tener una forma esférica a otra en forma de “copa”, lo
gue se conoce como caliz optico. Este caliz posee dos capas: una interna que
recubre el interior y dara lugar a la retina y otra mas externa con abundante
melanina. Al principio, entre ambas capas se dispone el espacio intrarretiniano,
pero éste va desapareciendo y las capas acaban yuxtaponiéndose (Sadler TW,
2007).

La invaginacion del caliz incluye la parte inferior formando la fisura
coroidea por donde la células mesodérmicas se diferencian en la arteria
hialoidea vy, posteriormente en la arteria central de la retina. En la séptima
semana, la fisura coroidea se va cerrando y fusionando hasta el margen de la
cupula 6ptica quedando un orificio libre que sera la futura pupila (Sadler TW,
2007) (AAO, 2013).

Al mismo tiempo, el ectodermo superficial entra en contacto con la parte
mas anterior del caliz, que se invagina y separa y da lugar a la placa
cristaliniana, que sera el futuro cristalino que se dispone en el centro del caliz
optico. El neuroectodermo vuelve a tapizar la superficie del céliz lo que

constituira la eventual cornea (Barishak YR, 1992).

Desde la cresta neural salen oleadas de células mesenquimales que
formaran parte del futuro endotelio corneal, el estroma y la esclerética
(Cuadrado Escamilla, 2008) (Sadler TW, 2007).
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Cristalino

Epitelio corneal, conjuntiva y glandula lacrimal

Humor vitreo
Epitelio de la retina, iris y cuerpo ciliar
Musculos del esfinter y dilatador pupilar

Nervio optico

Esclerética
Tejido conjuntivo de cornea, cuerpo ciliar, iris y
coroides
Musculos extraoculares

Tejido conjuntivo y vascular

Tabla 1. Origen embrionario de cada uno de los componentes del ojo humano.

(c) Water-filled
ST/ cavity

layer
) (retina)
Optic nerve

Cornea

Optic nerve

Figura 1. Diferentes fases del desarrollo embrionario del ojo humano. Dominio
publico (www.wikipedia.com).
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1.2. ANATOMIA DEL OJO

El globo ocular humano tiene forma casi esférica de aproximadamente

24 mm de diametro y se pueden distinguir diversos componentes (Perea,
2006):

- Cornea

- Conjuntiva

- Esclerética o esclera

- Cristalino

- Iris

- Coroides

- Retina

- Anejos oculares: parpados, glandulas y pelicula lagrimal.

La conjuntiva y la cérnea constituyen la superficie ocular y estan en
relacion con el medio exterior. Actuan como barrera fisica y de defensa y su
integridad es fundamental para el correcto funcionamiento del ojo. Los
farmacos que se utilizan en Oftalmologia son en su mayoria de accion topica y

se absorben a través de ambas estructuras.

1.2.1. Cornea

La cornea es una estructura avascular de tejido conectivo fibroso en
contacto con el exterior. Por delante, se relaciona con la pelicula lagrimal y, en
su cara posterior, con la camara anterior del ojo. Tiene un diametro medio de
11-12 mm en sentido horizontal y 10-11 mm en sentido vertical. Su espesor
medio central es de 540 micras, siendo la periferia ligeramente mas ancha con
650 micras de espesor medio (Prakash G, 2012). Es de forma convexa en su
cara externa y cdncava en la interna. La region central de la cdrnea, con un
didmetro de 7,8 mm, se conoce como la zona dptica y tiene una forma casi

esférica. La periferia es traslucida y se recibe el nombre de limbo esclero-
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corneal, tiene 1,5 mm de ancho y es donde confluye la conjuntiva, la cornea y
la esclerdtica.
La cérnea desempefia varias funciones (Spalton DJ, 2006):
- Transmitir la luz con la minima distorsion, dispersion y absorcion.
- Refractar la luz que llega del exterior.
- Dar soporte estructural y proteccion del globo ocular sin comprometer la

funcion optica

Su principal caracteristica es la transparencia, que consigue mediante
una perfecta organizacion estructural de las fibras de colageno. Transmite y
refracta la luz que incide sobre ella y tiene un poder de refraccion de +43

dioptrias (el 70% del poder refractivo total del ojo) (Puell Marin, 2006).

La cornea se nutre gracias al aporte de glucosa y nutrientes del humor
acuoso y del oxigeno que difunde a través de la pelicula lagrimal. La zona mas
periférica se nutre gracias a la vascularizacion perilimbica que proviene de la
conjuntiva bulbar (Arffa, 1999).

Histologia de la cornea humana

Clasicamente, se han distinguido en la c6rnea 5 capas bien
diferenciadas (Figura 3): epitelio, capa de Bowman, estroma, membrana de
Descemet y endotelio (AAO, 2013). Sin embargo, desde el ano 2013, se ha
identificado una 6* capa localizada entre el estroma y la Descemet, conocida

como la capa de Dua.

a) Epitelio

El epitelio corneal es un epitelio escamoso estratificado no queratinizado
con aproximadamente 5-12 estratos celulares y 3 tipos diferentes de células:
superficiales planas, alares poligonales y células basales columnares (Arffa,
1999).
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Las células superficiales planas Cornea & Tear Film

son las mas externas y se disponen

Tear Film

. Lipid |
formando dos capas. Tienen forma Aleora kvt

Mucin layer

hexagonal y se encuentran unidas

entre si mediante limites celulares & . .

rectos, formando unas uniones U Stroma

estrechas que impiden el paso de powman's s
Membrane Descemet's Membrane

liquidos hacia el estroma corneal. ﬂ e

Poseen numerosas microproyecciones
. . . Endothelium
que intensifican la adherencia de la
pelicula lagrimal al  glucocaliz  gigyra 3: Corte esquematico de la
formando una superficie opticamente cornea. Cortesia de Jireh Design

lisa (Arffa, 1999).

La células alares se disponen en tres capas. Su morfologia varia en
funcibn de su localizacion en el espesor del epitelio siendo las mas

superficiales mas planas (Harding CV, 1974).

Un poco mas profundas se hayan las células basales, que se disponen
como una monocapa sobre la membrana basal. Tienen una morfologia
redondeada y nucleos ovales perpendiculares a la superficie. Son células que
se dividen por mitosis y que al madurar van migrando hacia el exterior
convirtiéndose en células alares. Las células basales poseen tonofilamentos de
actina que ayudan a la migracion celular, lo que es de gran utilidad en los
procesos de reparacion de las heridas (Anderson RA, 1977) (Gipson IL, 1977).
Intercaladas entra la monocapa de células basales, se encuentran otros tipos
celulares como linfocitos o las células de Langerhans (células inmunes

presentadoras de antigeno).

Las células epiteliales se unen entre si utilizando microestructuras que,

ademas, les proporciona una funcion de comunicacion y de barrera. Asi, se

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




INTRODUCCION 11

encuentran abundantes uniones intercelulares tipo desmosoma; uniones
estrechas o tight junctions lo que les proporciona una gran cohesion vy
estabilidad; y uniones gap que permiten el paso de pequenas moléculas entre

unas células y otras (del Buey Salas, 2014).

Al microscopio, se observa una matriz densa llena de queratofibrillas
finas. Los microorganelos son mas evidentes en las células basales que en las
alares o superficiales. Las mitocondrias son pequefas y escasas en numero
(Arffa, 1999).

A lo largo de la vida, hay un constante recambio de células epiteliales
(Figura 4). Las células madre del epitelio corneal se localizan en nichos en el
limbo corneal. Esta region se caracteriza por invaginaciones del estroma que
se disponen radialmente y se conocen como empalizadas de Voght. Las
empalizadas tienen un rico aporte vascular que aporta sefiales quimicas,
permite interacciones epitelio-mesénquima y actua de reservorio que protege a
las células madre de traumatismos y del medio ambiente (Castro-Munozledo F,
2013).

Cuando esta proceso se encuentra alterado, se pueden producir

opacificaciones y vision borrosa (Kinoshita S, 2001).

Por debajo, se encuentra la membrana basal del epitelio que facilita la
adhesion de las células epiteliales junto a los hemidesmosomas vy fibrillas de
anclaje. Se compone de colageno tipo IV, laminina, fibronectina, fibrina y
antigeno penfigoide ampolloso, entre otros componentes (Madrid JA, 1980)
(Millin JA, 1986) (Gipson IK, 1987).
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conjunctiva limbus central cornea

Horizontal
symmetric

cell division
(proliferative)

Vertical
asymmetric
cell division
(terminal differentiation
associated)

Figura 4. Representacion del recambio epitelial corneal. Las células madre van
dividiéndose en sentido horizontal por encima de la membrana basal. Algunas
permanecen alli, manteniendo funciones proliferativas, pero otras migran al
compartimento suprabasal y van diferenciandose hasta convertirse en células

maduras (Castro-Mufiozledo F, 2013).

b) Capa de Bowman

Se suele describir como una condensacion acelular del estroma anterior
de la cornea. Con un espesor de 10 pm esta compuesta por fibrillas de
colageno cortas dispuestas al azar de los tipos |, Il y V. Aparece en torno a la
semana 13-19 de la gestacion (Pouliquen Y, 1966) (Sevel Disaacs R, 1988).
Algunas investigaciones sugieren que el epitelio corneal juega un papel
importante en la formacion de la capa de Bowman (Gordon MK, 1994). De
hecho, parece que su formacion depende de interacciones mediadas por
interleucinas entre las células del epitelio y los propios queratocitos del estroma
anterior lo que incluiria procesos apoptéticos y quimiotacticos en los
queratocitos (Wilson SE, 2000). Cuando se lesiona, no se llega a recuperar
completamente si no que aparece otro capa mas adelgazada que no alcanzara

el espesor inicial (Kass-Hansen M, 1993).
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Es una capa caso exclusiva del ser humano, primates y algunas aves
(del Buey Salas, 2014).La funcion exacta de la capa de Bowman es todavia
confusa. Algunos investigadores defienden que actia como ligamento que
mantiene la estructura corneal. Otras trabajos apuntan hacia una funcion
defensiva que dificultaria la infeccién de las células epiteliales por virus, como
el del herpes. Al ser una barrera acelular, podria funcionar como una dique
biolégico ya que los virus requieren de células para su propagacion y
extension. En cualquier caso, su funcién parece no ser critica como sugiere el
hecho de que tras cientos de miles de procedimientos fotorrefractivos llevados
a cabo en las ultimas décadas no haya un numero elevado de complicaciones
pese a su ablacion manteniéndose la claridad corneal y la adherencia celular
(Wilson SE, 2000). También se ha observado que hay individuos sin capa de
Bowman de forma congénita. Estos sujetos tienen una cornea transparente y
sin otras alteraciones (Gordon MK, 1994). Existen estudios que han mostrado
un adelgazamiento progresivo con la edad de hasta 1/3 de su espesor entre los

20 y 80 afios (Germundsson J, 2013).

c) Estroma

Es un tejido conjuntivo que se caracteriza por su transparencia. Supone
el 90% del espesor corneal y esta formado por agua en un 80% Yy por fibras de

colageno, células estromales y sustancia fundamental (AAO, 2013).

La fibras de colageno suponen el 80% del peso seco del estroma y son
fibras que se disponen organizadas de forma constante en su orientacion y
tamarno, algunas paralelas a la superficie y otras perpendiculares, manteniendo
una regularidad que es muy importante para lograr la transparencia corneal.
Los tipos de colageno del estroma son tipo I, lll, V y VI. Son las fibras de

colageno con el diametro méas corto del organismo (200-300 A) (Arffa, 1999).

En el estroma hay mas de 200 capas o lamelas, las cuales aparecen

mas entrelazadas en la parte mas superficial, pero a medida que se profundiza,
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las lamelas van haciéndose mas gruesas, apiladas y variadas. El espacio entre
cada lamela es de 0,2-0,5 um. Las fibras de coldgeno aparecen alineadas en la

misma direccion y rodeadas de proteoglicanos.

La sustancia fundamental rodea a las fibras de colageno y esta formado
por proteoglicanos y otros componentes minoritarios. Los tipos mas frecuentes
son la decorina y el lumican. Los proteoglicanos son muy importantes porque
mantienen la posicion y el ordenamiento regular de los haces de colageno v,

por ende, la transparencia corneal (Knupp C, 2009).

El queratocito es la célula mas importante del estroma y sintetiza tanto el
colageno como los proteoglicanos. Son células muy activas con abundantes
mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi (Kuwabara T,
1978). Cuando se lesiona el estroma, emigran a la herida y se convierten en
fibroblastos o miofibroblastos. Ademas, podemos encontrar otros tipos
celulares como polimorfonucleares, células plasmaticas y macrofagos
(Quantock AJ, 2008).

d) Capa de Dua

Recientemente descrita, se dispone entre el estroma corneal y la
membrana de Descemet. Tiene tan solo 15 um de espesor, y se compone
fundamentalmente de haces de colageno organizados en laminas muy
apretadas (Dua HS, 2013). Destaca por su resistencia e impermeabilidad al
aire. Su descubrimiento puede contribuir a una mejor comprensién de la
biomecanica corneal y de la patologia corneal posterior, y por consiguiente,

abre la puerta a nuevos tratamientos y procedimientos quirdrgicos.

e) Membrana de Descemet

Es una fina membrana con un espesor de 10 um. Mediante ensayos con

inmunohistoquimica se ha demostrado que contiene fibronectina, fibras
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colageno tipo 1V, y fibras del tipo VIII que se distribuyen como una empalizada
hexagonal (Shuttleworth CA, 1997). En la periferia, aparecen engrosamientos
localizados de la membrana des Descemet, que reciben el nombre de Hasal-

Henle.

Al nacer, la membrana tiene un espesor 3 um y presenta un aspecto
estriado. Con el paso de los afios va aumentando el grosor y perdiendo sus
estrias (Spalton DJ, 2006). Aunque algunos estudios han arrojado resultados
contradictorios y muestran un progresivo adelgazamiento con la edad
(Beuerman RW, 1996).

A diferencia de la capa de Bowman, se desprende del estroma con
facilidad y, ademas, es capaz de regenerarse si se lesiona. En algunas
patologias se produce un acumulo de material a este nivel, como el cobre en la

enfermedad de Wilson y la plata en la argirosis (Arffat RC, 1999).

f) Endotelio

Es una monocapa de células epiteliales hexagonales con una densidad
de 3.500-4.000 células/mm? al nacer, cuyo numero va disminuyendo
paulatinamente con la edad. Su densidad es mayor en la region paracentral y
en periferia (Amann J, 2003). Por lo general, estas células carecen de
propiedades regenerativas en el adulto. Juegan un papel muy importante
controlando la hidratacion del estroma y evitando un excesivo acumulo de agua
y edema que comprometeria la transparencia corneal y dificultaria la vision.
Cuando hay una pérdida celular importante, las que sobreviven aumentan de
tamafio y pueden mantener su funcion hasta densidades de 500-700

células/mm? (del Buey Salas, 2014).
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1.2 2. Limbo

Es la zona anatémica altamente vascularizada de transicion entre la
esclera, la cornea y la conjuntiva. En la periferia, el estroma corneal va
perdiendo su transparencia gradualmente y las lamelas aparecen mas
desordenadas. Los haces de colagenos son mas heterogéneos, aumentando
en su tamano y variando en su diametro y orientacion de forma progresiva para
asemejarse cada vez mas al colageno de la esclera. La capa de Bowman
finaliza en el limbo central y da origen a tejido conjuntivo fibroso del que se
desarrollan papilas subepiteliales. El epitelio de la cornea aumenta de espesor
hasta aproximadamente 12 capas celulares y proyecta radialmente unas lineas
que se conocen como empalizadas de Voght, que son visibles

macroscopicamente (Arffa, 1999).

El limbo es muy importante por ser el lugar donde se asientan las células
madre que regeneran el epitelio corneal (Castro-Mufiozledo F, 2013). Este es
un proceso que sucede de forma continua. Las células epiteliales migran desde
la periferia de la cérnea en el limbo hacia el interior de la cérnea. En algunas
patologias que afectan al limbo como el sindrome de Stevens-Johnson o en
traumatismos quimicos, la capacidad regenerativa se ve mermada y aparecen

erosiones y Ulceras corneales.

Por debajo del limbo se encuentra el trabéculo y el canal de Schlemm,
que es lugar por donde el humor acuoso es reabsorbido y drenado. Es un area
de mucha importancia en enfermedades oculares como el glaucoma (AAO,
2013).

1.2.3. Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa transparente que se extiende
desde el limbo esclero-corneal hacia el borde libre de los parpados. Tapiza el

globo ocular y la cara interna de los parpados. Se desarrolla a partir del tercer
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mes de gestacion y deriva mayoritariamente del ectodermo. La conjuntiva
permite el correcto movimiento del globo ocular y colabora en la formacion de
moco y lagrima. Una conjuntiva sana es fundamental para mantener el correcto
funcionamiento del ojo. Contribuye al mantenimiento de un medio adecuado
para que a cOrnea actue correctamente y desarrolle su funcion refractiva (del
Buey Salas, 2014).

La conjuntiva se divide en tres partes diferenciadas (Figura 5):

- Conjuntiva bulbar: recubre el globo ocular y la esclera. Se encuentra
separada de ella por la capsula de Tenon, formada por tejido
conjuntivo laxo. Las crestas radiales en el limbo forman las
empalizadas de Voght que contienen las células germinales corneales.

- Conjuntiva del férnix: esta suelta y redundante y tapiza los fondos de
saco superior e inferior. A este nivel se situa también las glandulas de
Krause.

- Conjuntiva tarsal o palpebral: se extiende desde el borde posterior
de las glandulas de Meibomio cubriendo la parte interna de los
parpados a los que esta bien adherida. Ademas también se localizan
las glandulas de Henle y Wolfring que contribuyen a lubricar la

superficie ocular.

FOIT]IX Figura 5. Esquema de las

COnjuntiva palpebral diversas partes de la conjuntiva.
N Tomado de http://saludvisual.info
Conjuntiva bulbar

Comea

Parpado

Esclera

va
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Por otro lado, en la conjuntiva existen dos estructuras anatomicas

especiales de interés (Arffa, 1999):

- El pliegue semilunar o plica seminularis se encuentra medialmente
y es un pliegue que une los fornices superior e inferior y es til en los
movimientos de abduccién del ojo.

- La caruncula se encuentra medial al pliegue semilunar y es un tejido
modificado que contiene pelos, glandulas sebaceas, sudoriparas vy

lagrimales de Krause y un epitelio superficial no queratinizado.

La conjuntiva lleva a cabo su funcién excretora mediante las células
caliciformes, que suponen aproximadamente el 10% de las células basales del
epitelio y sintetizan material mucinoso que forma parte de la pelicula lagrimal;
por otra parte, la conjuntiva es, ademas, una barrera defensiva fisica frente a la

infeccion y una fuente de células inflamatorias (Arffa, 1999).

La pelicula lagrimal es fundamental para el mantenimiento del segmento
anterior ocular y en definitiva para preservar la cornea en unas condiciones de
transparencia 6ptima, lo que redunda en una adecuada transmision de la luz

gue llega en buenas condiciones a la retina (AAO, 2013).

Por otro lado, la conjuntiva tiene un aporte linfatico denso y abundantes
células inmunocompetentes, especialmente en los fondos de saco. Los
linfocitos interaccionan con las células epiteliales mediante citoquinas, factores
de crecimiento y neuropéptidos. El drenaje linfatico se dirige hacia los ganglios

preauriculares y submandibulares (Perea, 2006).

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




INTRODUCCION 19

Histologia de la conjuntiva humana

La conjuntiva se compone de una capa epitelial y una capa de tejido
conectivo (lamina propia submucosa). En funcién de la zona de conjuntiva
considerada, el epitelio va cambiando. A nivel del margen palpebral, alrededor
del limbo y en la periferia del tarso palpebral, la conjuntiva esta constituida por
un epitelio escamoso estratificado. El resto de conjuntiva presenta 2-5 capas
de células epiteliales, células basales cuboideas, células cilindricas

superficiales y células poliédricas.

Ademas, en toda la conjuntiva se encuentran células caliciformes que
sintetizan moco, el cual es fundamental para permitir el deslizamiento de la
conjuntiva y el movimiento del globo ocular. Estas células presentan forma
redondeada u ovalada y en su interior almacenan grandes cantidades de
mucina. Su poblacién es mas densa a nivel del tarso y en la plica semilunaris,
donde pueden llegar al 5-10% de las células basales (Arffat RC, 1999) (Perea,
2006) (Barishak YR, 1992) (AAO, 2013).

1.2.4. Esclera

La esclerdtica o esclera es una capa del ojo formada por tejido conectivo
gue se extiende desde el limbo hacia atras formando una esfera atravesada en
su parte posterior por el nervio optico. Tiene un diametro de unos 22-24 mm vy
un espesor variable que oscila segun la zona. En el limbo alcanza los 0,8 mm,
0,4-0,5 en el ecuador y 1 mm en la region proxima al nervio optico (AAOQ,
2013).

Su composicidon es parecida a la de la cérnea. Se encuentran fibras de
colageno sobre todo del tipo I, pero también de los tipos Ill, V y VI. Sin

embargo, su disposicion no es regular: las haces tienen diametro variable y se
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entrelazan irregularmente. Como consecuencia, la esclera no es un tejido

transparente (Arffa, 1999).

La sustancia fundamental de las esclera tiene proteoglicanos,
principalmente dermatan sulfato, pero también condroitin sulfato, heparan

sulfato y acido hialurdnico.

Anatémicamente, se pueden diferenciar tres zonas o capas en la
esclera:
- Epiesclera: es la capa fibrovascular mas superficial
- Estroma escleral.
-Lamina fusca: es mas oscura, debido a su contenido en melanocitos. Sus
haces de colageno atraviesan el espacio supracoroideo, lo que da una

adherencia débil entre la esclera y la coroides.

1.2.5. Pelicula lagrimal

La lagrima es secretada en un 95% por las glandulas lagrimales
principales y el resto es producido por las glandulas lagrimales accesorias de
Krause y Wolfring. La pelicula lagrimal juega un papel muy importante en el
funcionamiento normal del ojo y su funcién visual. En individuos sanos, la
lagrima se compone fundamentalmente de agua, electrolitos, lipidos, proteinas,
glucosa y mucinas. Sin embargo, en algunas patologias su componentes se
distribuyen de forma desequilibrada o aparecen otros elementos como
antigenos, citoquinas o mediadores inflamatorios (Najafi L, 2015) (Yeh TN,

2015).

La pelicula lagrimal se compone de 3 capas mal definidas):
- Capa lipidica externa: tiene 0,1 um de espesor y es secretada

por las glandulas de Meibomio localizadas en el borde palpebral. Su
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funcibn es retrasar la evaporacion de lagrima, disminuir la tension
superficial y lubrificar los parpados.

- Capa acuosa intermedia: de 7-10 pm de espesor. Aporta
oxigeno al epitelio corneal, tiene también una funcién defensiva, al
contener lisozima, lactorferrina e IgA; y una funcién visual, al
homogenizar la superficie ocular, lo que contribuye a tener una mejor
imagen retiniana, suavizando las irregularidades de la superficie.

- Capa interna de mucina: de 0,8 um de espesor, es secretada
por las células caliciformes conjuntivales, las criptas de Henle y las
glandulas de Manz. Esta capa humidifica el epitelio corneal y lubrica la

superficie ocular.
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2. Glaucoma

2.1. CONCEPTO

El glaucoma es una neuropatia Optica crénica progresiva que se
caracteriza por cambios en la papila éptica (Figura 6), una pérdida de fibras
nerviosas y muerte de células ganglionares retinianas, lo que conduce a una

pérdida progresiva del campo visual (Figura 7) (Tuulonen A, 2003).

Optic nerve head cupping progression

0.3 c/d 0.6 c/d 0.95 c/d

Figura 6. Imagenes del nervio Optico. Se observa la excavacion caracteristica
del glaucoma, expresada como relacién copa/disco (c/d). Cuanto mayor es este
indice, mayor el dano. La de la izquierda es normal y la derecha muestra un

dano avanzado. Cortesia de Jireh Design.
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La presion intraocular (P1O) elevada y los antecedentes familiares son
factores de riesgo conocidos en el glaucoma (Kanski, 2004). Afecta
globalmente a mas de 60 millones de personas, siendo la segunda causa mas
frecuente de ceguera tras las cataratas (Kingman, 2004). Su prevalencia esta
aumentando debido al envejecimiento progresivo de la poblacion y se estima
que para el ano 2020, afectara a 79,6 millones de personas en todo el mundo
(Quigly HA, 2006). El 2,4% de los sujetos de mas de 40 anos padece
glaucoma, y esta cifra aumenta por encima del 7% en individuos de mas de 70
anos (Heijil A L. M., 2002). En la mayoria de los paises desarrollados se calcula
que la mitad de los pacientes que tienen glaucoma permanecen sin
diagnosticar (Grodum K, 2002) (Quigley HA, 2003). Ademas, genera un gasto
sanitario de alrededor de 2,5 millones de dbélares al afio en Estados Unidos con
un coste estimado de entre 600 a 2.500 délares por persona y afno (Lee PP,
2006). Pero, aunque se puede medir el coste médico del tratamiento del
glaucoma, el coste general que produce en términos de déficit visual y ceguera
es mas dificil de medir (Waisbourd M, 2015). Por ejemplo, el uso de medicacion
topica ocular y la pérdida campimétrica se asocia a mayor riesgos de caidas y
fracturas en pacientes ancianos (Glyn RJ, 1991). Otros estudios han
constatado que el glaucoma es factor de riesgo independiente de accidentes

de trafico en sujetos entre los 55 y los 87 afos (Owsley C, 1998).

2.2. PRESION INTRAOCULAR (PIO)

La presion intraocular es la tension que ejercen los liquidos oculares
contra la pared del ojo y su valor viene determinado por la relacion entre la

produccion de humor acuoso y su reabsorcion (Kanski, 2004).

El humor acuoso es producido de forma continua por el cuerpo ciliar
que, a través de la pars plicata, emite unos 70 procesos ciliares que se orientan
de forma radial hacia la camara posterior de ojo. Cada proceso esta recubierto

por una capa de epitelio pigmentario de la retina y una capa epitelial no
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pigmentada continua con la neurorretina. Las fuertes uniones entre las células
epiteliales no pigmentadas forman la barrera sangre-humor acuoso. El humor
acuoso es secretado por estas células no pigmentas por un proceso metabdlico
activo de varios tipos con predominio de la bomba Na*/K* ATPasa que secreta
iones de Na* hacia la camara posterior, lo que se acompafia de agua por

gradiente osmoético (Kanski, 2004)

El humor acuoso tiene diversas funciones: mantiene la PIO lo que es
fundamental para sustentar la estructura y buen funcionamiento ocular;
ademas, aporta soporte metabdlico a estructuras avasculares intraoculares
como el cristalino, la cornea y la malla trabecular, a las que aporta glucosa,
oxigeno y aminoacidos. lgualmente, retira desechos celulares como el acido

lactico y diéxido de carbono (Morrison JC, 2003).

El humor acuoso sigue un circuito dentro del ojo (Figura 8): es secretado
en la camara posterior del ojo y, a través de la pupila, alcanza la camara
anterior (espacio situado entre la cara externa del iris y la cara interna de la
cornea), donde es drenado por dos vias diferentes:

-Via trabecular: es la mas
AQUGOUS importante, pues drena el 90% de
Flow humor  acuoso. Desde el

;@.!E* ! “ trabéculo, fluye hacia el canal se
fluid exit T
UK onas = - Schlemm y luego, a las venas

epiesclerales.

fluid forms

here - Via uveoescleral: drena el 10%

CELEEL U restante. El cuerpo ciliar drena

~ciliary body.

hacia el espacio supracoroideo,

donde es eliminado por el
Figura 8. Circuito del humor acuoso

dentro del ojo. Cortesia de Jireh Desing. sistema venoso del cuerpo ciliar,

coroides y esclerdtica.

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




INTRODUCCION 25

Por tanto, el humor acuoso es sintetizado, renovado y reabsorbido de
forma constante. Se puede producir un desequilibrio porque haya un exceso
de formacion o por un bloqueo o resistencia a su reabsorcion. Cuando esto
ocurre, las cifras de presion intraocular aumentan poniendo en peligro el

funcionamiento normal del ojo (Kanski, 2004).

Se consideran cifras normales de PIO en la poblacion general las
comprendidas entre 11 y 21 mmHg, con un valor medio de 16 mmHg. Estas
cifras se han establecido de forma estadistica y no se pueden aplicar a un
individuo concreto. El limite alto de la normalidad se sitia en 21 mmHg, pero se
puede producir dafio glaucomatoso con cifras inferiores; o podemos encontrar
individuos que con cifras superiores a 30 mmHg no desarrollan nunca

glaucoma (Kanski, 2004).

La PIO tiene un valor fluctuante y se ve influenciada por el momento del
dia, el latido cardiaco, la presion arterial y la respiracion. Esta variacion diaria
es de unos 5 mmHg en individuos sanos pero es mayor en pacientes
glaucomatosos. El 80% de los pacientes tiene maximos entre las 8 y 12 horas.
(Kanski, 2004) (Tan S, 2015).

2.3. CLASIFICACION

Existen diferentes clasificaciones para el glaucoma atendiendo a
diferentes criterios. La Sociedad Europea de Glaucoma clasifica el glaucoma
en cinco grupos (European Glaucoma Society, 2008):

1) Formas congénitas primarias

a. Glaucoma congénito o infantil
b. Glaucoma asociado a anomalias congénitas:
i. Goniodisginesias: sindrome Axenfeld-Rieger; anomalia
de Peter.

ii. Sindrome Sturge-Weber
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Vi.
Vii.
viii.
iX.
X.
Xi.
Xii.
Xiii.

Xiv.

Aniridia
Neurofibromatosis
Sindrome de Marfan
Sindrome Pierre Rodin
Homocistinuria

Sindrome de Lowe
Microesferofaquia
Microcornea

Rubeola

Anomalias cromosOmicas
Sindrome del pulgar ancho

Vitreo primario hiperplasico primario

2) Glaucoma primario de angulo abierto (GPAA)

a. Glaucoma juvenil primario
b. GPAA con PIO elevada

c. GPAA con PIO normal

d. Sospecha de GPAA

e. Hipertension ocular

3) Glaucoma secundario de angulo abierto (GSAA)

a. Causados por enfermedades oftalmologicas

i.
ii.
iii.
iv.
V.
Vi.
Vii.

viii.

b. Glaucomas secundarios de angulo abierto iatrogénicos

Glaucoma exfoliativo
Glaucoma pigmentario

GSAA inducido por cristalino

Glaucoma asociado a hemorragia intraocular

Glaucoma uveitico

Glaucoma secundario a tumores intraoculares

Glaucoma asociado a desprendimiento de retina

GSAA debido a trauma ocular

Glaucoma debido a tratamiento esteroideo

GSAA debido a laser y cirugia ocular

26
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c. Glaucoma secundario de angulo abierto por enfermedades

extraoculares:

Glaucoma por aumento de presion venosa epiescleral

4) Glaucoma primario por cierre angular (GPCA)

a. GPCA
i.
i
i.

iv.

Cierre angular agudo
Cierre angular intermitente
Cierre angular crénico

Secuelas o status tras ataque agudo de cierre angular

b. Angulo ocluible o riesgo de cierre angular

5) Glaucoma secundario por cierre angular (GSCA)

a. Cierre angular secundario por bloqueo pupilar

b. Cierre angular secundarios por mecanismo de traccion anterior

sin bloque pupilar

c. Cierre angular secundario por mecanismo de “empuje”

posterior sin bloque pupilar

Vi.

Glaucoma por una direccibn acuosa inadecuada
(bloqueo ciliar maligno)

Quiste de iris y cuerpo ciliar, tumores intraoculares
Aceite de silicona o gas implantados en | camara vitrea.
Efusion foveal

Retinopatia de la prematuridad (estadio V)

Anomalias congénitas que pueden asociarse a

glaucoma secundario.

Esta clasificacion propuesta por la Sociedad Europea de Glaucoma es

demasiado compleja. A efectos practicos y para simplificar se suele distinguir

entre formas primarias cuando no existe otra enfermedad ocular o sistémica

que lo cause; y formas secundarias cuando si las hay. Ademas se suele hacer

referencia a la morfologia del &angulo iridocorneal distinguiéndose angulos

abiertos o cerrados.
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El glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) también se conoce
como glaucoma crénico simple es el tipo de glaucoma que mas se ven en
nuestro medio. Son caracteriza por iniciarse en la vida adulta, el angulo
iridocorneal esta abierto y de aspecto normal; el nervio Optico presenta signos
de dafio glaucomatoso y se objetiva una pérdida en el campo visual. La
mayoria de los individuos presentan PIO por encima de 21 mmHg (aunque

puede haber GPAA con cifras inferiores como en el glaucoma normotensivo)

El glaucoma primario con cierre angular primario (GPCA) es mas
frecuente en la poblacion asiatica. El cierre angular implica el contacto entre el
iris y la cara posterior de la cérnea como resultado de un segmento anterior
comprimido; lo que dificulta el drenaje del humor acuoso y el consiguiente
aumento de la PIO que define una cuadro clinico caracteristico que requiere

tratamiento urgente.

2.4. FACTORES DE RIESGO

Aunque el principal factor de riesgo es el incremento de la PIO
(European Glaucoma Society, 2008), segun el tipo de glaucoma podemos

encontrar otros factores importantes:

1. Glaucoma primario de angulo abierto

Se han identificado diversos factores de riesgo para el desarrollo de
glaucoma primario de angulo abierto: raza negra (Tielsch JM, 1991), presion
sistolica elevada, tabaquismo, antecedentes familiares de glaucoma, diabetes
mellitus (Kazt J, 1988), miopia y el mas importante: PIO elevada (Wilson MR,
1987) (Nanglia V, 2013). Ademas existen factores genéticos y ambientales que

influyen en su genotipo (Fan BJ, 2004) (Gemenetzi M, 2012).
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2. Glaucoma primario de angulo cerrado

En el caso del glaucoma primario de angulo cerrado (GPAC), también se
han identificado algunos factores de riesgo. La raza esquimal y china tiene un
riesgo relativo 20 6 40 veces superior a los caucasicos (Congdon N, 1992)
mientas que es muy raro en la poblacion negra. A mayor edad mayor riesgo de
padecer GPAC debido al crecimiento en sentido antero-posterior que sufre el
cristalino lo que empuija el iris hacia delante (Tomlinson A, 1973). Las mujeres
son mas susceptibles que los hombres aunque la causa no esta clara (Seah
SKL, 1997).También se ha encontrado en pacientes hipermétropes un mayor
riesgo (Erie JC, 1997). Los antecedentes familiares son otro aspecto importante
para el GPAC segun diversos estudios (Congdon N, 1992) (Alsbirk PH, 1976).

2.5. TRATAMIENTO

El tratamiento del glaucoma se debe abordar de forma individualizada
para cada paciente en particular, segun las necesidades y el riesgo de
progresion de la enfermedad. Los principales factores de riesgo para el
desarrollo de ceguera son la gravedad de la enfermedad en el momento del
diagnostico y la esperanza de vida (Martus P, 2005). Los pacientes con dafo
glaucomatoso mas severo y, aquéllos que tienen una esperanza de vida mas
alta, requieren tratamiento mas agresivo y seguimiento mas frecuente
(Chauhan BC, 2008) (Broman AT, 2008).

En la préactica clinica diaria, el unico parametro sobre el que podemos
actuar para evitar que aparezca o progrese la enfermedad es la tension ocular
(PIO) (Kass MA, 2002) (Heijil A L. M., 2002) (The Glaucoma Laser Trial (GLT),
1995). Al aumentar la PO, se produce un descenso de la presion de perfusion
vascular ocular, lo cual podria disminuir la llegada de sangre al nervio éptico, lo
cual a su vez depende en gran medida de la tension arterial sistémica (Gheghel
D, 2000) (Flammer J, 2002) (Grieshaber MC, 2007). Se ha observado que la

tension diastélica baja en pacientes ancianos se asocia a mayor progresion del
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dafo glaucomatoso (McGlynn MM, 2013) (Okumura Y, 2012). Otros vias de
investigacion abiertas en la actualidad tratan sobre la neuroproteccion
mediante compuestos que puedan proteger del dafio neuronal (Danesh-Meyer
HV, 2011) (Weinreb RN, 1999) o regenerar las células ganglionares de la retina
mediante farmacos inhibidores de la p-quinasa (Van de Velde S, 2015)

(Tanihara H, 2015).

Para conseguir la reduccion de la PIO tenemos en la actualidad las
siguientes opciones:
- Tratamiento médico.
- Tratamiento laser.

- Tratamiento quirurgico.

La eleccion de qué tratamiento es el méas indicado para cada paciente
depende del médico. Se han de tener en cuenta diversos factores, algunos en
relacion a la enfermedad, como el tipo de glaucoma, grado de dafio
glaucomatoso y esperanza de vida; y otros factores relacionados con la terapia
como son la potencia hipotensora, su tolerabilidad, el coste y su cumplimiento
(European Glaucoma Society, 2008) (Burr J, 2012). En la actualidad, la terapia
mas empleada es el tratamiento médico con colirios hipotensores, entre los que
destacan los analogos de prostaglandinas. La presente Tesis Doctoral se va a
centrar en estudiar el tratamiento médico y, mas concretamente, en la
citotoxicidad, de los analogos de las prostaglandinas en las células

conjuntivales humanas.
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3. Farmacologia

3.1. FARMACOCINETICA OCULAR

En el ojo humano hay aproximadamente 7ul de pelicula lagrimal, con
una tasa de recambio de 1pl por minuto. Esta cantidad se duplica cuando se
usan farmacos topicos. De tal forma que, después de 5 minutos tras instilar un
colirio, se produce un lavado completo de la lagrima (European Glaucoma
Society, 2008).

La absorcion local de farmacos en el estroma corneal o en el humor
acuoso va a depender de dos factores: de la concentracion que alcance en la

superficie ocular y del tiempo de contacto (Bourlais CL, 1998) .

Tras la administracion de un colirio en el ojo, el farmaco es inicialmente
mezclado con la lagrima. Una gota de un colirio contiene 30-50 pl, pero tan
solo entre el 5 y el 20% del farmaco penetra en la cérnea y la esclera
alcanzando los tejidos intraoculares. El 80% restante se elimina por el conducto
lacrimal o sale fuera por la mejilla. En la mayoria de los casos, el tiempo de
contacto del medicamento con la superficie ocular es corto (1 6 2 minutos)
debido al recambio lagrimal. El ojo es capaz de retener un volumen extra de 25
ul, pero el parpadeo o el cierre fuerte de los parpados que sigue a la instilacion
no suele permitirlo. Ademas, la medicacion se diluye en la lagrima hasta el 25%
de la concentracion que se instild (Maurice DM, 2002). Tras la mezcla con la
lagrima inicial, el medicamento se diluye progresivamente por el recambio
lagrimal constante. Ademas, segun las caracteristicas del farmaco, este
reemplazo puede ser aun mas rapido si éste es irritante, ya que se aumentara
la secrecion de lagrima refleja. Esta irritacion depende del pH y de la
osmolaridad del farmaco, pues cuanto mas diferente sea el farmaco a la

lagrima, mayor sera la secrecion de lagrima.
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Otro factor que afecta negativamente a las biodisponibilidad del colirio es
el hecho de que las lagrimas contienen proteinas y mucinas que se unen a las
moléculas del farmaco, lo cual podria reducir la concentracion efectiva del

medicamento en contacto con la superficie ocular (Bourlais CL, 1998).

La absorcién sistémica es escasa en general, pero en la mayoria de los
casos, es indeseada. Esta se produce por la filtracion de la mucosa nasal que
esta profusamente vascularizada y la conjuntival. La instilacién de una gota de
timolol 0,5% puede seguirse de una concentracion sérica de timolol que iguala
la ingesta de una tableta de 10mg (Korte JM, 2002). Para minimizar la
absorcion sistémica, los pacientes han de ser instruidos en la oclusion del
punto lagrimal inmediatamente después de la instilacion del colirio y durante

varios minutos (Aritirk N, 1996).

El principal problema que tiene la administracion de colirio es que la
mayoria de farmaco es eliminado de forma rapida, y tan solo un 5% penetra la
cornea y alcanza tejidos intraoculares, mientras que una buena parte es
absorbida sistémicamente a través de la conjuntiva y el saco lagrimal (Bourlais
CL, 1998).

La penetracion del farmaco hacia el estroma corneal y el humor acuoso
requiere el paso a través del epitelio y del estroma corneal, que actian como
barreras con caracteristicas distintas. Por una parte, el epitelio es una barrera
celular con gran cantidad de membranas lipidicas, por lo que sustancias no
polares o lipofilicas penetraran facilmente; por otro lado, el estroma se
compone principalmente de agua y fibras de colageno, por lo que las
sustancias polares lo atravesaran con facilidad y las lipofilicas con dificultad.
Los medicamentos deben de atravesar ambas estructuras para llegar al interior
del ojo (Bourlais CL, 1998) (Arffat RC, 1999). El epitelio de la cornea puede ser
atravesado por dos posible vias: las transcelular, que es la preferida por las
sustancias lipofilicas, y la via paracelular, que es utilizada sobre todo por

moléculas hidrofilicas. La penetracion del farmaco se ve obstaculizada por la
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union de medicamento al tejido corneal. De hecho, incluso la cornea podria
actuar como un reservorio liberando lentamente el farmaco al humor acuoso
(Romanelli L, 1994) (Bourlais CL, 1998).

El tamafo de las moléculas también es otro elemento determinante, ya
que soélo pueden penetrar aquéllas que tienen un tamafo menor a 50 KDa
(Rabinovich-Guillat L, 2004)

Por tanto, la permeabilidad corneal dependera de las propiedades fisico-
quimicas del farmaco como la liposolubilidad, solubilidad, forma y tamafo

molecular, carga y grado de ionizacion (Bourlais CL, 1998).

Muchos medicamentos oftalmicos son bases débiles. Estas tienden a
penetrar bien, porque estan en equilibrio entre la forma i6nica y la forma neutra.
La forma neutra penetra bien el epitelio; una vez en el estroma, el equilibrio se
desplaza a favor de la forma idnica. Los iones pueden atravesar el estroma

hacia el endotelio, donde tiene lugar el proceso inverso (Arffa, 1999).

Algunas circunstancias pueden modificar la absorcion corneal. Cuando
el epitelio de la cérnea estd danado debido a traumatismos, ulceras o
abrasiones, los medicamentos hidrofilicos son mas eficaces. La inflamacion

también aumenta la penetracion.

El cloruro de benzalconio (BAK) es uno de los conservantes mas
utilizados en la oftalmologia. Produce un dafno en el epitelio, lo que facilita
también la penetracion del farmaco al interior del ojo. Sin embargo, la
presencia de éste o de otros conservantes podria tener algun efecto citotoxico
sobre la superficie ocular (Baudouin C, 2010). Por este motivo, trataremos este

tipo de compuestos en un apartado especifico de este capitulo introductorio.

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




INTRODUCCION 34

3.2. FARMACOLOGIA ANTIGLAUCOMATOSA

Como se ha explicado anteriormente, aunque el glaucoma no siempre
se asocia a hipertension ocular, en la practica clinica éste es el unico
parametro sobre el que podemos actuar con objeto de prevenir el avance de la

enfermedad.

En la actualidad, son muchos los farmacos antiglaucomatosos
disponibles. La siguiente tabla recoge las opciones terapéuticas que tenemos a
nuestra disposicion. Aunque existen algunas mas, éstas son la mas relevantes

en la practica clinica:

Betaxolol
Betabloqueantes Carteolol
Timolol
Agonistas adrenérgicos Brimonidina

Brinzolamida
Inhibidores de la anhidrasa carboénica | Dorzolamida
Acetazolamida

Bimatoprost
Latanoprost
Tafluprost
Travoprost

Analogos de las prostaglandinas

Tabla 2: Grupos farmacologicos disponibles en la actualidad para el
tratamiento médico de glaucoma.

Como regla general, el tratamiento médico del glaucoma comienza como
monoterapia. Si ésta no es efectiva 0 no es bien tolerada, se puede cambiar a
otro farmaco en monoterapia. Pero cuando la monoterapia es insuficiente para
alcanzar la P1O objetivo, o hay evidencia de progresion, se puede anadir otro
farmaco topico o una formulacidbn combinada (European Glaucoma Society,

2008).
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Se ha observado que la monoterapia no es suficientemente efectiva en
la reduccion de la PIO hasta un 40-75% de los pacientes glaucomatosos a
partir de los dos afios de tratamiento (Kass MA, 2002). No se deben de asociar
dos farmacos del mismo grupo farmacoldgico. La trabeculoplastia laser es otra
opcidén disponible que se puede asociar al tratamiento médico (European

Glaucoma Society, 2008).

También existen en el mercado productos en forma de combinacion fija
(Tabla 3). Esto supone la union en un solo colirio de dos grupos farmacol6gicos
diferentes. De esta forma, se facilita la cumplimentacion por parte del paciente,
se reduce la cantidad de conservante que entra en contacto con la superficie
ocular y se aumenta la potencia del farmaco, al combinar diversos mecanismos
de accion (Cheng JW, 2012). Son numerosos los estudios que han demostrado
que las combinaciones fijas se asocian a menos efectos adversos oculares
(Lichter PR, 2001) (Hutzelmann J, 1998) (Clineschmidt CM, 1998) (Goni FJ,
2005) (Higginbotham EJ, 2009) (Brandt JD, 2008). En la actualidad, las

combinaciones fijas disponibles en el mercado se recogen en la siguiente tabla:

Grupo farmacolégico Principio activo

Alfa agonista+Betabloqueante Brimonidina/Timolol

Inhibidor de la anhidrasa
carbdnica+ Alfa agonista +
Inhibidor anhidrasa carbdnica +
Betabloqueante
Inhibidor anhidrasa carbdnica +
Betabloqueante

Brinzolamida/Brimonidina

Dorzolamida/Timolol

Brinzolamida/Timolol

Analogo PG+ Betabloqueante Bimatoprost/Timolol
Analogo PG+ Betabloqueante Latanoprost/Timolol
Analogo PG+ Betabloqueante Travoprost/Timolol

Tabla 3. Combinaciones fijas para el tratamiento del glaucoma
disponibles en el momento actual.
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3.2.1. Betabloqueantes

Son farmacos antagonistas adrenérgicos que reducen la P1O al disminuir
la produccion de humor acuoso por el cuerpo ciliar. El efecto es maximo a las
dos horas y se usan en pautas de dos veces al dia. Las formulaciones en
forma de gel permiten una administracion cada 24 horas. Existen formas sin

conservantes y formulaciones combinadas (Tabla 3).

Durante muchos afios se han utilizado como monoterapia porque son
efectivos, baratos y bien tolerados. Se debe de prestar atencion a pacientes
con arritmias y problemas broncopulmonares debido a posibles efectos
adversos. El mas utilizado en la practica clinica diaria es el timolol (Stamper
RL, 2002). Se han relacionado con la hipotension arterial nocturna, lo que
podria suponer un mayor riesgos de dafo glaucomatoso (Hayreh SS, 1999)
(Stamper RL, 2002).

3.2.2 Agonistas adrenérgicos

El mas frecuentemente utilizado es la brimonidina, un agonista a -2
selectivo que ejerce su accion por dos vias: por una parte, produce un
descenso de la PIO al disminuir la produccion de humor acuoso; y por otra,
aumenta su salida, al actuar sobre el flujo Uveo-escleral. Su efecto dura 12

horas (European Glaucoma Society, 2008).

La brimonidina se puede asociar en combinacion fija, tanto con un
betablogueante como mas recientemente con un inhibidor de la anhidrasa

carbonica.
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3.2.3 Inhibidores de la anhidrasa carboénica

Ejercen su accidon hipotensora mediante la reduccion de produccion de
humor acuoso. Estan disponibles en forma de colirio como la brinzolamida 1%
y la dorzolamida 2% o de forma oral como la acetazolamida. Las formas
topicas tienen una posologia de 2 6 3 veces al dia. La acetazolamida por via
oral solo se usa en casos en que no es posible el tratamiento topico o éste no
es efectivo, pues es un farmaco con numerosos efectos secundarios (Lippa EA,
1996).

Tanto la brinzolamida como la dorzolamida se encuentran en el mercado
asociadas a timolol en forma de combinacién fija y, recientemente, ya esta
disponible una combinacion de brinzolamida con brimonidina (alfa agonista)
(Greig SL, 2015).

3.2.4. Analogos de las prostaglandinas

Actualmente, los analogos de prostaglandinas son considerados como la
primera linea de tratamiento médico, debido al menor numero de instilaciones
requerido al dia (tan sélo una, habitualmente por la tarde o noche), buena
tolerabilidad con escasos efectos secundarios sistémicos y su probada eficacia
hipotensora (Denis P, 2007) (Bean GW, 2008) (Aptel F, 2008) (Konstas AG,
2013) (Swymer C, 2012). De todos estos farmacos, solo el bimatoprost es,

ademas, analogo de las prostamidas (Woodward DF, 2013) (Martinez A, 2008).

Los analogos de prostaglandinas producen un aumento del flujo uveo-
escleral, reduciendo la PIO en un 20-35%. La reducciéon de la PIO comienza a
las 2-4 horas de la primera administracion y su pico se alcanza a las 8-12
horas. El efecto es maximo a las 3-5 semanas del inicio del tratamiento (Tabla

4) (European Glaucoma Society, 2008).
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Efecto hipotensor ocular
Bimatoprost 7-8 mmHg (basal 26mmHg)
Latanoprost 6-8 mmHg (basal 24-25mmHg)
Tafluprost 5-8mmHg (basal 25-27mmHg)

Travoprost 7-8mmH (basal 25-27mmHg)

Tabla 4. Eficacia hipotensora de los analogos de prostaglandinas (European

Glaucoma Society, 2008)

Los analogos de las prostaglandinas pueden usarse asociados a otros
hipotensores e incluso existen combinaciones fijas en el mercado con timolol.
Estas combinaciones, también han demostrado ser tan eficaces como cada
uno de los compuesto por separado como monoterapia (Tabet R, 2008) (Aptel
F, 2012).

3.3. CONSERVANTES EN COLIRIOS OFTALMOLOGICOS

La mayoria de los medicamentos de uso ocular requieren de algun tipo
de conservante para mantener sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas
desde que se sintetizan hasta que llegan al enfermo y ejercen la funcién para la
que han sido disefados. Sin embargo, algunos estudios sugieren que estos
conservantes podrian presentar ciertos efectos citotoxicos sobre la superficie
ocular (Baudouin C, 2010).

Un porcentaje muy importante de los colirios actualmente utilizados se
presentan farmacoldgicamente en envase multidosis. En Estados Unidos, la
FDA (Food and Drugs Administration) obliga a que todos ellos contenga algun
conservante para inhibir el crecimiento microbiano y evitar la biodegradacion
(FDA, 2008). Por ejemplo, se ha documentado que los envases de lagrimas
artificiales sin conservantes tienen alto riesgo de contaminacion a las 10 horas

de su apertura y tras multiples instilaciones (Kim MS, 2008).
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El excipiente mas ampliamente utilizado en la elaboracion de colirios en
oftalmologia es el cloruro de benzalconio (BAK), muy eficaz en sus funciones
antimicrobianas, que posee un perfil de seguridad adecuado (Baudouin C,
2010).

El uso continuado de colirios es necesario en el tratamiento de
enfermedades como el o0jo seco y el glaucoma. Este habito repetitivo conduce
a la aparicion de irritacion ocular, sequedad, pérdida de células epiteliales,
junto a otros efectos indeseados. Estos danos podrian estar producidos tanto
por los principios activos como por los conservantes que se usan en su

formulacion (Baudouin C, 1999).

Los conservantes oftalmolégicos se pueden clasificar en tres grupos
(Freeman PD, 2009):

- Conservantes detergentes tensioactivos: Producen la muerte de
organismos procariotas al alterar su membrana lipidica, por lo que el
contenido del interior de microorganismo sale hacia fuera por la
inestabilidad de la membrana. Las células de los mamiferos no pueden
neutralizar este tipo de conservantes, por lo que éste se podria incorporar
en la célula y dar lugar a un efecto toxico. Ejemplos de este tipo son el BAK
y el cetrimonio (Alvarez de Toledo J, 2011)

- Conservantes oxidativos: Son generalmente moléculas mas pequefias
que producen una alteracibn de la membrana lipidica pero de forma
diferente a los detergentes, ya que penetran la membrana alterando el
ADN, las proteinas y los lipidos. Este tipo de conservantes son
considerados como de segunda generacion y se han desarrollado para
intentar minimizar los efectos secundarios de los conservantes tensiactivos,
que son reconocidos como mas agresivos. Al utilizarse a concentraciones
mas bajas, los conservantes oxidativos suelen asociarse a menores efectos
secundarios (Noecker RJ, 2004). Ademas, resultan menos toxicos para las

células de los mamiferos, las cuales estan equipadas con enzimas capaces
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de catalizar la descomposicion del peréxido de hidrogeno (Alvarez de
Toledo J, 2011).

- Conservantes almacenadores de iones: son el tipo mas recientemente
desarrollado. Su accién es similar a los oxidativos. Un ejemplo de esta
clase de conservantes es el SofZia™. Sus componentes se inactivan en
contacto con los cationes que estan presentes de forma normal en la
pelicula lagrimal (Kahook MY, 2007).

Debido a su importancia y a que tres de los cuatro compuestos
analizados en esta Tesis Doctoral presentan BAK en su formulacion comercial,

trataremos este conservante con mayor profundidad en el siguiente apartado.

3.3.1. Cloruro de benzalconio

El BAK es una sal de amonio cuaternario y su férmula condensada es n-
alquil-metil-bencil-cloruro de amonio (Figura 9). Es un compuesto bipolar muy
hidrosoluble y con propiedades surfactantes. Actua como desinfectante,
bactericida e inhibidor de la actividad viral (Alvarez de Toledo Elizalde J, 2011).
En la actualidad, el BAK esta presente en muchos productos de la vida diaria:
geles de afeitar, lociones para después del afeitado, cosméticos, sprays
nasales, detergentes, suavizantes, jabones de manos y caras, toallitas
higiénicas, tratamientos de quemaduras y ulceras, desinfectantes de productos
quirdrgicos, desinfectantes prequirargicos de piel, cremas espermicidas,

desodorantes y productos para el cabello entre otros.

Cl

Figura 9: Formula quimica de BAK
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El BAK ejerce su accién mediante diferentes vias (Alvarez de Toledo
Elizalde J, 2011):

- Desnaturalizando las proteinas celulares esenciales, cambiando su

estructura bioquimica.

- Inactivando las enzimas productoras de energia con el consiguiente

desajuste metabdlico.

- Rompiendo la membrana celular.

Su efecto es rapido y mayor a la temperatura de 37° en medio alcalino.
Su espectro de accion son sobre todo bacterias Gram-positivas, aunque,
cuando se combina con EDTA, es efectivo contra gérmenes Gram-negativos
como Pseudomonas aeruginosa. Asimismo, también tiene actividad antifungica,
particularmente contra Candida albicans y Aspergillus fumigatus y espermicida
(Charnock C, 2006). Las esporas bacterianas, en cambio, son resistentes a su

exposicion.

Los efectos citotoxicos del BAK han sido previamente demostrados tanto
en estudios realizados en animales de experimentacibn como en lineas
celulares humanas e incluso en pacientes tratados por glaucoma (Alvarez de
Toledo J, 2011).

A este respecto, diversos estudios realizados sobre animales de
experimentacion encontraron que se producia un dafio corneal y conjuntival
proporcional a la concentracion de BAK (Noecker RJ, 2004). El uso de BAK se
asociaba a fibrosis cronica en la conjuntiva (Mietz H, 1994) (Mietz H, 1997) y a
una reaccion inflamatoria con infiltracion de células inmunocompetentes en el
limbo y la conjuntiva bulbar de ratas (Becquet F, 1998). Asimismo, el uso de
farmacos oculares con BAK al 0,01% producia queratopatia superficial que
podia llegar hasta el 9% de la superficie corneal (Furrer P, 2001). Otros
estudios han comparado el dafio producido en ratones de diferentes analogos
de prostaglandinas, observando que las formulaciones sin BAK se asociaron a

menor inflamacion, apoptosis y dafio corneal (Kim JH, 2015) (Barabino S,
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2014) (Uematsu M, 2015). Ademas, diversos trabajos sefialan que el BAK
produce una disminucion del tiempo de ruptura lagrimal hasta en cuatro veces
(Wilson WS, 1975) (Pisella PJ, 2000), lo que implica una mayor sequedad,
disconfort y dafio corneal asi como un aumento de expresion de marcadores

citotdxicos inflamatorios (Baudouin C, 2001).

Por otro lado, estudios en lineas celulares humanas demostraron el
dafo que producen los conservantes de los colirios oftdlmicos. En las células
conjuntivales humanas de la linea Wong-Kilbourne de la conjuntiva, la
exposicion a concentraciones de 0.1% y 0.5% de BAK causb lisis celular. En
concentraciones inferiores, también se observé toxicidad: al 0.01% se produjo
muerte celular en 24 horas e incluso concentraciones de 0.005-0,0001% se
observo apoptosis en 24-72 horas. Cuanto mayor era la concentracion del
BAK, mayor era tasa de muerte celular (De Saint Jean MB, 1999) (De Saint
Jean MC, 2004). El trabajo de Ayaki analizé diferentes colirios con y sin
conservantes y encontr6 que el segundo grupo fue menos citotoxico para
células humanas endoteliales, epiteliales y conjuntivales (Ayaki M, 2008). Otro
estudio sobre la misma linea Wong-Kilbourne, sugiere que el propio
conservante causa el daho, y que el conservante a solas, es incluso mas
dafino que cuando se asocia a farmacos (Pisella PJ, 2002). En otro estudio
sobre fibroblastos conjuntivales humanos, se observdé una relacion dosis-

dependiente entre el BAK y la citotoxicidad (Kim EJ, 2013).

Finalmente, los estudios realizados en pacientes sometidos a
tratamiento con colirios hipotensores que contenian conservantes demostraron
que el uso de estos farmacos se asociaba a mayores complicaciones. El
empleo de estos colirios se asocia a una mayor cicatrizacion y cierre de la
fistula. Broadway y colaboradores estudiaron mediante biopsias
intraoperatorias la conjuntiva de 124 pacientes sometidos a trabeculectomia y
encontraron que existia una inflamacion conjuntival subclinica con aumento de
macroéfagos y linfocitos en el epitelio; fibroblastos y macrofagos en la sustancia

propia superficial; y macréfagos y linfocitos en la sustancia propia profunda.
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Esta inflamacion era tanto mayor como el niumero de colirios usados y duracion
del tratamiento (Broadway DC, 1994b). Lavin compar6 dos grupos de
pacientes: uno en que se realizé trabeculectomia primaria; y un segundo grupo
que se sometié a la misma cirugia pero que habia estado recibiendo terapia
hipotensora médica durante mas de un afo, encontrando mejores resultados
en los que no habia tenido tratamiento previo (Lavin MJ, 1990). Por tanto el
tratamiento médico cronico induce inflamacion de la conjuntiva a expensas de
los fibroblastos lo que supone un factor de riesgo al fracaso de la cirugia

filtrante de glaucoma (Broadway DC, 2001).
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4. Viabilidad celular

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral es determinar el dafio que
producen los colirios de analogos de prostaglandinas sobre cultivos de células
conjuntivales humanas. Para ello, se estudiaron parametros de viabilidad

celular y citotoxicidad.

Tanto la viabilidad celular como la citotoxicidad son cuantificables y
disponemos de diferentes pruebas o ensayos para determinarlas. Entre ellas,
podemos citar la evaluacion de la integridad de la membrana celular, ensayos
funcionales, ensayos de viabilidad a través de biosensores de fluorescencia,
ensayos morfoldgicos, microanalisis por energia dispersiva de rayos X y
técnicas de determinacion de la expresion genética mediante microarrays. Por
su importancia, destacamos los ensayos funcionales y los métodos que se

basan en la evaluacion de la integridad de la membrana celular.
4.1. ENSAYOS FUNCIONALES

Estos ensayos se basan en estudiar el funcionamiento metabdlico de la
célula mediante diferentes métodos, y nos dan una idea muy fiable del estado
metabdlico de la célula y, por tanto, de su viabilidad a nivel funcional. Para su

estudio, se pueden aplicar diversas técnicas:

Técnica del sodio 5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-

tetrazolio (WST-1) Este método permite analizar de forma directa la

viabilidad celular y, de manera indirecta, la proliferacion celular, por lo
que se trata de una técnica de utilidad doble. Se trata de un ensayo
colorimétrico, de cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la
transformacion de las sales de tetrazolio en cristales de formazan
solubles en agua, mediante la accibn de las deshidrogenadas

mitocondriales que se producen de forma natural cuando las células son
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viables (Martin-Piedra MA, 2014) (Tsukatani T, 2015) (Ayaki M, 2008).
Por tanto, su presencia es directamente proporcional al nUmero de

células funcionalmente activas y en estado de proliferacion.

Técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio

(MTT). Este ensayo se basa en el andlisis de la funcion bioenzimatica de
proteinas involucradas en la produccidon de ATP y por tanto en la
generacion de energia. Este compuesto de color amarillento, se torna en
morado al reducirse cuando se transforma por accion de enzimas
mitocondriales de la las células vivas y metabdlicamente activas. La
adicion de MTT al medio de cultivo y su posterior cuantificacion
colorimétrica nos informa del numero de células metabdlicamente
viables (Mosmann T, 1983) (Sumantran VN, 2011) (Oliveira AC, 2014)
(Smedowski, 2014).

Evaluacion de la funcionalidad enzimatica citoplasmatica. Una de las

técnicas mas utilizadas para medir la actividad de las enzimas del
citoplasma es la utilizacién del compuesto calceina-AM. La calceina-AM
es metabolizada por las esterasas citosoélicas de la célula viva, dando
lugar a una tincion verde fluorescente que permite identificar unicamente
a las células metabdlicamente activas. En numerosas ocasiones, este
compuesto se utiliza combinado con homodimeros de etidio (técnica
LIVE/DEAD).

Otros ensayos funcionales. Con menor frecuencia, el estado funcional

celular se puede determinar mediante técnicas fluorescentes, tasa de

ADN con tritio radioactivo o determinacion de la sintesis proteica.
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4.2. EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA

CELULAR

La membrana celular se altera en una célula en las ultimas fases del

proceso de muerte celular, por lo que su ruptura es indicativa de un proceso
irreversible de citotoxicidad. Para la determinacion de la integridad de la
membrana existen diversos métodos basados en la exclusion o inclusion de
colorantes o sustancias fluorescentes, siendo mas frecuentemente utilizados
los ensayos de exclusion de colorantes vitales como el azul tripdn o los
derivados de homodimeros de etidio que tifien los nucleos de las células
muertas de color rojo fluorescente. En ambos casos, la célula que presenta una
membrana integra y funcional es capaz de excluir los colorantes, con lo que
unicamente la célula muerta se observa tefida con estos colorantes.
En la presente Tesis Doctoral hemos utilizado homodimeros de etidio
combinados con calceina-AM (técnica LIVE/DEAD), lo cual nos permitid
realizar una evaluacion mas completa de la viabilidad celular (Martin-Piedra
MA, 2014) (Oliveira AC, 2014).

4.3. OTROS ENSAYOS

Para la determinacion de la viabilidad celular mediante otros métodos, se han
descrito numerosas técnicas basadas en el analisis del potencial de membrana
celular (Ehrenberg B, 1988), la liberacion de sustancias intracelulares como el
ADN o el LDH (Legrand C, 1992) (Smedowski A, 2014), biosensores (Giuliano
KA, 1998) (Vinay M, 2015) (Senutovitch N, 2015), ensayos morfologicos
(Debbage P, 1985) y microanalisis por energia dispersiva de rayos X (Alaminos
M, 2007) (Vico M, 2015).
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OBJETIVOS
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OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es evaluar el efecto que

producen los cuatro analogos de prostaglandinas mas utilizados en clinica del

glaucoma sobre cultivos primarios de células conjuntivales humanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Establecer cultivos celulares primarios de células estromales
conjuntivales humanas a partir de muestras de biopsias operatorias.
Evaluar los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre
los cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos
metabdlicos basados en la deteccidon colorimétrica con sales de
tetrazolio (WST-1) a distintas concentraciones y a distintos tiempos de
exposicion.

Evaluar los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre
los cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos
metabdlicos basados en MTT a distintas concentraciones y a distintos
tiempos de exposicion.

Evaluar los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre
los cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos
metabdlicos basados en ensayos mixtos metabdlicos y de exclusion de
colorantes vitales LIVE/DEAD a distintas concentraciones y a distintos
tiempos de exposicion.

Seleccionar los analogos de prostaglandinas que demuestren mayor

bioseguridad para su utilizacion sobre la superficie ocular.
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MATERIALES Y
METODOS
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1. OBTENCION DE BIOPSIAS CONJUNTIVALES

Las células utilizadas en este estudio han sido obtenidas, previo
consentimiento por parte del donante, de biopsias operatorias de pacientes que
se sometian a cirugia de estrabismo o de desprendimiento de retina. Para este
tipo de intervenciones, se requirid cortar y separar la conjuntiva (peritomia)
para tener acceso a los musculos extraoculares, por lo que se pudieron obtener
pequefas biopsias conjuntivales de forma facil, segura y sin detrimento para el

paciente.

Se siguieron los siguientes criterios de inclusion:
- Pacientes sanos sin ninguna enfermedad de la superficie ocular.

- Pacientes que no hubieran usado colirios previamente de forma crénica.

Las muestras fueron obtenidas en quir6fano con el maximo grado de
asepsia. Se recogieron fragmentos conjuntivales de pequeno tamano (1-2mm)
libres de tejido subconjuntival o capsula de Tenon, las cuales se conservaron

en suero fisiologico hasta el momento de su procesamiento en laboratorio.

2. AISLAMIENTO DE CELULAS ESTROMALES CONJUNTIVALES

El primer paso consistié en lavar y liberar las células mediante digestion
enzimatica con colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL Life
Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) a una concentracion de
2mg/ml y durante 6-8 horas a 37°C con la finalidad de digerir completamente el
colageno de la matriz extracelular. Transcurrido este tiempo, la células fueron
centrifugadas a 1.000 revoluciones por minuto (rpm), de tal forma que
quedaron agrupadas en un pellet bajo un sobrenadante que fue descartado
para posteriormente resuspender las células en 5 ml de medio de cultivo
DMEM (Medio de Eagle modificado por Dubecco) (Sigma-Aldrich ref. D5796,

Saint-Quentin-Fallavier, Francia) suplementado con suero bovino fetal al 10% y
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antibidticos-antimicoticos al 1% (Sigma-Aldrich), en frascos de cultivo celular.

Las células en cultivo se mantuvieron en incubador a 37°C con un 5% de
CO., utilizando el mismo medio de cultivo, el cual fue reemplazado cada 3 dias
para favorecer la renovacion de nutrientes y la eliminacion de residuos

celulares.

3. SUBCULTIVOS CELULARES

A medida que las células conjuntivales humanas fueron proliferando en
los frascos de cultivo iniciales, se hizo necesario su traslado a otros de mayor
tamafo para aumentar el numero de células disponibles e impedir la inhibicién
celular por contacto. Para realizar el subcultivo, se retir6 el medio de cultivo y
se lavaron las células con una solucion salina tamponada PBS (Phosphate
Buffered Solution). Posteriormente, se afadieron 2,5 ml de tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich) y se dej6 actuar a 37°C durante 3 minutos para despegar las
células del frasco de cultivo. Con objeto de inactivar la tripsina, se afiadid
medio de cultivo con suero bovino fetal. Posteriormente, se centrifugd a 1.000
rpm durante 10 minutos y se obtuvo pellet con un sobrenadante que se elimind.
Se anadieron 10 ml de medio de cultivo y se resuspendieron las células en

frascos de cultivo de mayores dimensiones.

4. GRUPOS DE ESTUDIO

Las presentaciones comerciales de colirios de prostaglandinas utilizadas

en estas Tesis Doctoral, fueron las siguientes (Tabla 5):

- Bimatoprost 0,03% con una concentracion de BAK de 0.005% (Lumigan

O,3®, Allergan, Irvine, CA).
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- Latanoprost 0,005% con una concentracion de BAK de 0.02% (Xalatan®,

Pfizer, Nueva York, NY).
- Tafluprost 0,0015%

Kenilworth, NJ)

- Travoprost 0,004%

(Travatan®, Alcon Laboratories Fort Worth, TX).

que no tiene conservantes (Saflutan® Merck,

con una concentracion de BAK de 0,015%

Prostaglandina Principio activo Conservante
Bimatoprost 0,03% 0,005% BAK
Latanoprost 0,005% 0.02% BAK

Tafluprost 0,0015% Sin BAK
Travoprost 0,004% 0,015% BAK

Tabla 5. Formulaciones comerciales de analogos de prostaglandinas utilizadas

en esta Tesis Doctoral.

A su vez, cada farmaco fue analizado a distintas concentraciones (100%,

50%, 25%, 5%, 1% y 0,1%) en medio de cultivo, evaluandose los resultados a
distintos tiempos (5 min, 30 min, 1h, 6h y 24h).

Como control positivo de muerte celular, las células fueron tratadas con

triton X-100 al 1%. Este detergente es capaz de producir la muerte del 100%

de las células, de acuerdo con estudios previos (Oliveira AC, 2014). Como

control negativo (células viables), se utilizd6 medio de cultivo sin ningun farmaco

anadido.
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5. EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE WST-1

En primer lugar, la viabilidad celular se analiz6 mediante el ensayo enzimatico
WST-1 (sodio 5-(2,4-disulfofenil)-2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-tetrazolio).
Para ello, fue necesaria la utilizacion de una placa de 96 pocillos, sobre la que
se cultivd durante 24 horas una densidad celular de aproximadamente 10.000
células por pocillo. Tras ello, se afiadieron 100ul de solucion de cada farmaco
(bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) en sus diferentes
concentraciones (100%, 50%, 25%, 5%, 1% y 0,1%) para posteriormente ser
incubados un tiempo predeterminado (5 min, 30 min, 1h, 6h y 24h).
Transcurrido ese tiempo, se elimind el sobrenadante y se afiadieron 100ul de
medio de cultivo y 10yl del reactivo cell proliferation reagent WST-1 (Roche
Diagnostics; Indianapolis IN). Posteriormente, las muestras fueron incubadas
durante 4 horas en una atmésfera de 37°C y 5% de CO.. Transcurrido ese
tiempo, se leyd en un espectrofotometro a longitud de onda de 420nm

habiéndolo agitado antes durante un minuto (Figura 10).

Figura 10. Andlisis de una placa de 96 pocillos en la que se realizod

ensayo colorimétrico de WST-1.
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6. EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MTT

En segundo lugar se evalud la viabilidad celular mediante el ensayo
enzimatico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenlltetrazolio). De
igual forma que en los ensayos de WST-1 previamente descritos, para
desarrollar esta técnica se requirieron aproximadamente 10.000 células
conjuntivales subcultivadas en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Tras
ello, en cada pocillo fue necesario afadir 100ul de la solucién de cada farmaco
(bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) diluida a las diferentes
concentraciones (100%, 50%, 25%, 5%, 1% y 0,1%). Transcurrido el tiempo
predeterminado (5 min, 30 min, 1h, 6h y 24h), se procedié a la retirada del
sobrenadante y al lavado de las células con PBS en cada uno de los pocillos.
Posteriormente, se agregaron 100ul de medio de cultivo y 10ul del reactivo
MTT labeling agent y se incub6 la mezcla durante 4 horas a 37°C para dar
lugar a la formacién de cristales de formazan por parte de las células viables.
Una vez realizado este paso, se anadieron 100ul de la solucion de
solubilizacion en cada pocillo y se incub0 la placa durante 12 horas hasta la

dilucion de los cristales de formazan.

Por ultimo, se cuantificd la absorbancia espectrofotométrica de cada
pocillo mediante un lector de placas a una longitud de onda de 550 y 560nm
(Figura 11).

Figura 11. Analisis de una placa de 96 pocillos en la que se realiz6 ensayo

colorimétrico de MTT.
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7. EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE
LIVE/DEAD

Mediante esta técnica, determinamos viabilidad celular utilizando un
método de fluorescencia bicolor que permite detectar el nivel intracelular de

acetoximetil-calceina y homodimeros de etidio.

Para realizar este ensayo, se cultivaron 20.000 células en portaobjetos
dotados de camara de cultivo celular (Lab-Tek Chamber Slides, Nunc,
Roskilde, Denmmark) durante 24 horas para permitir su adhesion. Luego, se
retir6 el medio de cultivo y se afadieron 500ul de cada dilucion de analogo de
prostaglandina (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) durante cada
tiempo de incubacién determinado. Tras ello, se eliminé el sobrenadante y se
lavé dos veces con PBS. Después, se afnadieron los reactivos del LIVE/DEAD-
(acetoximetil-calceina y homodimeros de etidio) (Invitrogen, Carlsbad, CA)
segun los protocolos de fabricante. A continuacion, se lavan las células con
PBS y se analizan en un microscopio optico de fluorescencia, determinandose

el porcentaje de células vivas y muertas en cada caso (Figura 12):

- Células vivas: mediante la accion enzimatica de las esterasas
intracelulares, estas células son capaces de convertir la acetoximetil-
calceina en un colorante verde intensamente fluorescente dentro del
citoplasma de las células vivas.

- Células muertas: la generacién de roturas y poros en la membrana
celular permite la entrada de homodimeros de etidio, los cuales se
unen a los acidos nucleicos, produciendo un brillo rojo intenso dentro

de los nucleos de las células muertas.
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Figura 12: Andlisis de viabilidad celular mediante la técnica LIVE/DEAD en un
cultivo celular viable (izquierda) y en células muertas (derecha). Las células
vivas muestran el citoplasma de color verde mientras que las muertas

presentan el nacleo de color rojo.

Para cada tiempo y concentracion estudiada se obtuvieron tres fotografias
de diferentes campos de la preparacion. Para el contaje de células vivas y
muertas se utilizd el software Imaged v7-15, programa publico y libre de
procesamiento de imagenes basado en Java desarrollado por el National

Institutes of Health de Estados Unidos (http://imagej.nih.gov/ij)

8. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se normalizaron los datos de viabilidad obtenidos para
cada grupo de estudio y para cada técnica respecto a los controles negativo
(100% de viabilidad celular) y positivo (0% de viabilidad celular), con lo que en
cada grupo se calculd el porcentaje de viabilidad celular respecto a ambos

controles.

En segundo lugar, para cada técnica se compararon los resultados
obtenidos en dos grupos de estudio distintos, mediante un andlisis de

comparaciones por pares con la prueba estadistica de Wilcoxon. En concreto,
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para cada tiempo se compararon los resultados obtenidos para cada farmaco
con el resto de los farmacos y con los controles positivo y negativo para
determinar la influencia de cada analogo de prostaglandina sobre la viabilidad

celular.

Para determinar el efecto de la concentracién de cada farmaco sobre la
viabilidad celular, para cada colirio de analogo prostaglandinas se calcul6 la
concentracion que reducia la funcion celular al 50%, obteniéndose la dosis letal
50 (DL50).

Asimismo, se realizaron analisis de correlacion tau de Kendall para
determinar la relacion estadistica existente entre los siguientes grupos de
estudio:

- Laviabilidad celular y el tiempo de incubacion.

- Laviabilidad celular y la concentracion de farmaco.

- Los resultados obtenidos para los diferentes métodos (MTT, WST-1 y
LIVE/DEAD).

En todos los casos, se consideraron estadisticamente significativos los
valores de p inferiores a 0,05 para las pruebas de doble cola. Se utiliz6 el

software SPSS v. 16.00 para todos los analisis estadisticos.
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RESULTADOS
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1. Generacidon de cultivos celulares primarios de células

estromales conjuntivales humanas

Para realizar los diferentes ensayos de viabilidad celular llevados a cabo
en esta Tesis Doctoral, en primer lugar se procedio a aislar y cultivar las células
conjuntivales humanas a partir de biopsias. En general, el tratamiento de las
muestras mediante digestion enzimatica logré aislar de forma eficiente las
células estromales conjuntivales, las cuales fueron cultivadas en medios

especificos en condiciones estandar de cultivo a 37°C con un 5% de CO..

Como se puede apreciar en la Figura 13 las células en cultivo mostraron
morfologia fusiforme o estrellada, tipica de células estromales, alcanzando
confluencia alrededor del dia 24 de cultivo (24+3 dias de media). Conforme las
células se van acercando a la confluencia, los espacios intercelulares van
disminuyendo, quedando las células compactadas con una morfologia mas

fusiforme que estrellada (Figura 13).

Figura 13. Cultivos primarios de células
estromales conjuntivales humanas en
las semanas primera (A) y segunda (B)
de cultivo y en el momento de la
confluencia (C).
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2. Determinacion de la viabilidad celular mediante WST-1

El analisis de citotoxicidad de los distintos farmacos sobre las células
conjuntivales humanas utilizando la técnica WST-1 mostré que los cuatro

analogos de prostaglandinas tenian algun grado de toxicidad.

En primer lugar, se observd que las células correspondientes a los
controles negativos (cultivadas en medio de cultivo sin farmaco) presentaban
los mayores indices de viabilidad, mientras que los controles positivos (células
incubadas en Tritdbn X-100) mostraron valores cercanos a cero para la prueba
WST-1. En segundo lugar, se observé que los valores obtenidos para las
células incubadas en presencia de algun analogo de prostaglandinas se

situaban entre el control positivo y el control negativo.

En lo que respecta a la influencia del tiempo de incubacién sobre la
viabilidad celular, se observé que cada uno de los compuestos estudiados
presentaba diferencias estadisticamente significativas con el control positivo de
células tratadas con Tritobn X-100, siendo los resultados obtenidos para el
control positivo significativamente inferiores a los del resto de los grupos (Tabla
6 y Figura 14). Sin embargo, se observé que las diferencias frente al control
negativo (células en medio de cultivo sin ningun farmaco) se limitaban a ciertos
compuestos y a tiempos especificos. En concreto, como se aprecia en la Tabla
6, las células cultivadas en bimatoprost mostraron diferencias significativas con
el control negativo a los 5’ y a las 6h, mientras que las células cultivadas en
presencia de tafluprost fueron diferentes a estos controles para todos los
tiempos, las células con travoprost mostraron diferencias a los 5, 6h y 24h y las
células incubadas en presencia de latanoprost presentaron diferencias con el

control negativo unicamente a los 30’.

Cuando se compararon los distintos compuestos entre si, se encontrd
que los valores obtenidos en células cultivadas en latanoprost fueron
significativamente inferiores a los obtenidos para el resto de farmacos para
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todos los tiempos excepto a las 6h, mientras que los niveles de viabilidad

obtenidos para tafluprost fueron superiores a los del resto de farmacos,

excepto para bimatoprost a los 5, 1h, 6h y 24h. Finalmente, los datos

obtenidos para travoprost se diferenciaron muy poco de los resultados

obtenidos para bimatoprost.

Control | Control

Positivo | Negativo

0,604 0,002* | 0,033*

0,006* | 0,006

0,604 0,002* - 0,000* | 0,002* | 0,004*
0,000* 0,000* 0,000* - 0,002* | 0,937

- 0,000* 0,460 0,000+ [ 0,000* | 0,219

0,000* - 0,000* 0,037 | 0,006* | 0,000*

30 0,460 0,000* - 0,002* | 0,000 [ 0,061
min 0,000* 0,037* 0,002* - 0,000* | 0,031*
- 0,683 0,074 0,003* [ 0,000* | 0,535

0,683 - 0,029* 0,000 | 0,000* | 0,000*

1h 0,074 0,029* - 0,000* | 0,000* | 0,623
0,003* 0,000* 0,000* - 0,000* | 0,134

- 0,306 0,179 0,737 | 0,002* | 0,002

0,306 - 0,001* 0,000+ | 0,002* | 0,002

6h 0,179 0,001* - 0,900 0,002* | 0,002*
0,737 0,000* 0,900 - 0,002* | 0,388

- 0,318 0,116 0,000+ | 0,000* | 0,157

0,318 - 0,012* 0,001* [ 0,000* | 0,003*

24h 0,116 0,012* - 0,000* | 0,000* | 0,016*
0,000* 0,,001* | 0,000 - 0,000* | 0,760

Tabla 6. Valores de significacion estadistica p para la comparacion de los

resultados obtenidos con la prueba WST-1 entre los distintos grupos de estudio

utilizando el test no paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 14. Viabilidad celular determinada mediante WST-1 en células
incubadas en concentraciones crecientes de cada analogo de prostaglandinas
a los 5y 30 minutos y tras 1, 6 y 24h. NC: control negativo (células incubadas

en medio de cultivo); PC: control positive (células incubadas en Triton X-100).

Por otro lado, el analisis estadistico revel6 una correlacidbn negativa
estadisticamente significativa para la viabilidad celular determinada mediante
WST-1 y el tiempo de incubacion (p=0,001, r=-0,222), lo cual confirma que la
viabilidad disminuye con el tiempo de incubacién en cada uno de los farmacos

estudiados.

Para determinar el papel de la concentracién del farmaco sobre la
viabilidad celular, se calcul6 la dosis letal 50 (DL50) para cada analogo de
prostaglandina (Tabla 7). A este respecto, la DL50 determinada mediante WST-
1 revel6 que latanoprost resultd ser el farmaco mas citotdxico, alcanzado con
solo el 8,08% del producto comercial un descenso en la viabilidad celular y en

la actividad metabodlica del 50%. En contraste, tafluprost alcanz6 la DL50 con
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un 36,77% de concentracion del producto comercial y bimatoprost 'y travoprost

con 16,98% y 17,15%, respectivamente.

DL50 WST-1
Bimatoprost 16,98%
Tafluprost 36,77%
Travoprost 17,15%
Latanoprost 8,08%

Tabla 7. Dosis letal 50 determinada para cada analogo de prostaglandina

mediante la técnica WST-1

Asimismo, se encontré6 una correlacibn negativa estadisticamente

significativa entre la viabilidad celular determinada mediante WST-1 y la

concentracién del farmaco (p=0,000, r =-0,470).
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3. Determinacion de la viabilidad celular mediante MTT

Los resultados obtenidos para el ensayo del MTT muestran que la
mayoria de los analogos de las prostaglandinas reducen la actividad

metabdblica mitocondrial.

En primer lugar, las células cultivadas en medio de cultivo sin ningun tipo
de farmaco (controles negativos) presentaron los mayores indices de actividad
para la prueba MTT, mientras que los controles positivos (células tratadas con
Tritbn X-100) mostraron muy escasa actividad celular determinada mediante
esta técnica. En segundo lugar, se observo que los valores obtenidos para las
células incubadas en presencia de algun analogo de prostaglandinas se

situaban entre el control positivo y el control negativo.

En lo que respecta a la influencia del tiempo de incubacién sobre la
viabilidad celular determinada mediante MTT (Tabla 8), se observé que la
mayoria de los compuestos estudiados presentaba valores estadisticamente
superiores a los obtenidos para el control positivo de células tratadas con Triton
X-100, existiendo algunas excepciones (latanoprost 1h y 24h y bimatoprost
24h). Respecto al control negativo (células incubadas en medio de cultivo sin
otros compuestos afnadidos), no encontramos diferencias para bimatoprost a
los 5’ y 30’, para tafluprost a los 5’, 1h y 6h, travoprost a los 30’ y latanoprost a
los 30°.

Cuando se compararon los distintos compuestos entre si para MTT
(Figura 15), se encontré que los valores obtenidos en células cultivadas en
tafluprost fueron significativamente superiores a los obtenidos para el resto de
farmacos para todos los tiempos excepto para bimatoprost a las 24h, mientras
que los niveles de Vviabilidad obtenidos para latanoprost fueron
significativamente inferiores a los del resto de farmacos a los 30’ y a las 24h y

superiores a travoprost a las 6h.
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Por otro lado, el andlisis estadistico reveldé que la correlacion entre la
viabilidad celular determinada mediante MTT vy el tiempo de incubacion no fue

estadisticamente significativa.

Control | Control

MTT Positivo | Negativo

Travoprost | Latanoprost

- 0,000* [ 0,573 0,209 ]0,003*| 0,065

0,000* - 0,000* 0,000* ]0,003*| 0,117

Smin | Travoprost | 0,573 0,000* - 0,322 10,013*| 0,002*
Latanoprost| 0,209 0,000* [ 0,322 - 0,003* | 0,003*

0,003* [ 0,068 0,001* 10,002*| 0,592

0,003* 0,000* 0,000* ]0,002*| 0,002*

i

30 min | Travoprost 0,068 0,000*

0,001* ]0,002*| 0,637
- 0,002* | 0,454

Latanoprost| 0,000* 0,000* | 0,001*

0,000* [ 0,931 0,068 |0,002*| 0,001*

0,000* 0,000* 0,008* ]0,000*| 0,180

1h Travoprost 0,931 0,000*

0,198 |0,003*| 0,002*
- 0,486 | 0,000*

Latanoprost| 0,068 0,008~ 0,198

0,000* [ 0,001* 0,122 10,001*] 0,001*

0,000* 0,000* 0,000* ]0,005*| 0,975

6h Travoprost | 0,001* 0,000*

0,033* ]0,001*] 0,001*
- 0,002* | 0,001*

Latanoprost| 0,122 0,000* | 0,033

0,206 0,116 0,000* | 0,157 | 0,000*
- 0,011* 0,000* ]0,003*]0,011*

i

0,206

24h | Travoprost | 0,116 0,011~

0,000* ]0,016* | 0,000"
- 0,760 | 0,000*

Latanoprost| 0,000* 0,000* | 0,000*

Tabla 8. Valores de significacion estadistica p para la comparacion de los
resultados obtenidos con la prueba MTT entre los distintos grupos de estudio

utilizando el test no paramétrico de Wilcoxon.
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Figura 15. Viabilidad celular determinada mediante MTT en células
incubadas en concentraciones crecientes de cada analogo de prostaglandinas
alos 5y 30 minutos y tras 1, 6 y 24h. NC: control negativo (células incubadas

en medio de cultivo); PC: control positive (células incubadas en Triton X-100).

Los resultados obtenidos al calcular las DL50 para MTT muestran que el
farmaco mas citotoxico sobre los cultivos celulares conjuntivales humanos fue
el latanoprost, que con sélo un 8,52% de la concentracién de la presentacion
comercial mostré una reduccion de las viabilidad y metabolismo del 50%. El
farmaco menos citotoxico fue tafluprost, que requeria de una concentracion de
51,45% para alcanzar la DL50. En una franja intermedia, se situd el travoprost
con un 14,52% y el bimatoprost con 18,36% (Tabla 9).
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DL50 MTT
Bimatoprost 18.36%
Tafluprost 51.45%
Travoprost 14.52%
Latanoprost 8.52%

Tabla 9. Dosis letal 50 determinada para cada analogo de prostaglandina

mediante la técnica MTT

Finalmente, se encontr6 una correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la viabilidad celular determinada mediante MTT vy la

concentracién del farmaco (p=0,000, r=-0,485).
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4. Determinacion de la viabilidad celular mediante LIVE/DEAD

Los resultados obtenidos para el ensayo LIVE/DEAD igualmente
demostraron que la mayoria de los analogos de las prostaglandinas reducen la

viabilidad en las células conjuntivales humanas.

En primer lugar, las células cultivadas en medio de cultivo sin ningun tipo
de farmaco (controles negativos) presentaron los mayores indices de actividad
para la prueba LIVE/DEAD, mientras que los controles positivos (células
tratadas con Triton X-100) mostraron muy escasa viabilidad celular. En
segundo lugar, se observd que los valores obtenidos para las células
incubadas en presencia de algun analogo de prostaglandinas se situaban entre

el control positivo y el control negativo.

LIVE/DEAD™ SO | \Eelilil]
Positivo | Negativo

0,028 0,002* | 0,002*

0,002* | 0,002*

0,028* 0,028 - 0,875 | 0,002* | 0,002*
0,005* 0,099 0,875 - 0,002* | 0,002*

- 0,099 0,331 0,035* | 0,002* | 0,026*

0,099 - 0,049* 0,271 | 0,002* | 0,002*

30 min 0,331 0,049* - 0,331 0,002* | 0,005*
0,035* 0,271 0,331 - 0,005* | 0,011*

- 0,028* | 0,011* 0,506 | 0,002* [ 0,011

0,028 - 0,012* 0,049* [ 0,002* | 0,002*

1h 0,011* 0,012* - 0,878 | 0,002* | 0,011*
0,506 0,049* 0,878 - 0,002* | 0,005

- 0,099 0,574 0,074 | 0,002* [ 0,005*

0,099 - 0,157 0,023* [ 0,002* | 0,002*

6h 0,574 0,157 - 0,011* | 0,005* | 0,011*
0,074 0,023* [ 0,011* - 0,002* | 0,026*

- 0,574 0,026* 0,113 | 0,002* | 0,026*

0,574 - 0,021* 0,012 [ 0,002* | 0,005*

24h 0,026* 0,021* - 0,916 [ 0,002* | 0,026*
0,113 0,012* 0,916 - 0,002* | 0,026*
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Tabla 10. Valores de significacion estadistica p para la comparacion de los
resultados obtenidos con la prueba LIVE/DEAD entre los distintos grupos de

estudio utilizando el test no paramétrico de Wilcoxon.

LIVE/DEAD 5 min LIVE/DEAD 30 min

8
8

o8 88 8
o8 88 8

NC 0.1% 1% 5% 25% 50% 100% PC NC 01% 1% 5% 25% 50% 100% PC

LIVE/DEAD 1 h
" 100

L Al

NC 01% 1% 5% 25% 50% 100% PC NC 01% 1% 5% 25% 50% 100% PC

LIVE/DEAD 6 h

o8 &8 88

LIVE/DEAD 24 h
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o8 8 38 8

Figura 16. Viabilidad celular determinada mediante LIVE/DEAD en células
incubadas en concentraciones crecientes de cada analogo de prostaglandinas
a los 5y 30 minutos y tras 1, 6 y 24h. NC: control negativo (células incubadas

en medio de cultivo); PC: control positive (células incubadas en Triton X-100).

Cuando se compararon los distintos compuestos entre si para la
viabilidad celular determinada mediante LIVE/DEAD, se encontraron
diferencias para compuestos especificos a tiempos de incubacién especificos,
tal como se muestra en la Tabla 10 y Figura 16. Asi, por ejemplo, los valores
obtenidos en células cultivadas en tafluprost fueron significativamente
superiores a los de células tratadas con fravoprost a todos los tiempos excepto

6h, latanoprost tas 1h, 6h y 24h y bimatoprosta los 5’y 1h.

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




RESULTADOS 70

Asimismo, el andlisis estadistico reveld que la correlacion negativa entre
la viabilidad celular determinada mediante LIVE/DEAD y el tiempo de

incubacion fue estadisticamente significativa (p=0,000, r=-0,366).

Al calcular la DL50 para el ensayo LIVE/DEAD, se observéd como
tafluprost necesitd la mas alta concentracion para reducir la viabilidad celular al
50%, para lo que se necesita alcanzar un 77,06% de concentracion del
producto comercial. Al contrario, latanoprost resultd ser el mas citotdxico, y
para alcanzar la DL50, precisa una concentracion de 31,36%. Las otras
prostaglandinas analizadas, obtuvieron cifras similares. Asi, el bimatoprost
requirid 32,56% y travoprost 31,36% (Tabla 11).

DL50 LIVE/DEAD
Bimatoprost 32.56%
Tafluprost 77.06%
Travoprost 32.08%
Latanoprost 31.36%

Tabla 11. Dosis letal 50 determinada para cada analogo de

prostaglandina mediante la técnica LIVE/DEAD

Finalmente, se encontr6 una correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la viabilidad celular determinada mediante LIVE/DEAD vy la

concentracién del farmaco (p=0,000, r=-0,451).
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4. Analisis de correlacion de los valores obtenidos mediante
WST-1, MTT y LIVE/DEAD

Cuando se compararon los resultados obtenidos para las tres técnicas
utilizadas en esta Tesis Doctoral, se encontré6 que los resultados tendieron a

correlacionarse entre si de forma altamente significativa.

En concreto, los resultados obtenidos para WST-1 se correlacionaron
positivamente con resultados los obtenidos mediante MTT (p=0,000, r=0,551) y
LIVE/DEAD (p=0,000, r=0,512). Asimismo, los resultados de MTT se
correlacionaron positivamente con los obtenidos para WST-1 (p=0,000,
r=0,551) y LIVE/DEAD (p=0,000, r =0,353), mientras que los de LIVE/DEAD
correlacionaron positivamente con los de WST-1 (p=0,000, r=0,512) y MTT
(p=0,000, r=0,353).
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DISCUSION

El glaucoma es una enfermedad con una alta prevalencia en la
poblaciéon y uno de los motivos de consulta mas frecuentes en la practica
clinica diaria. Las consecuencias que se derivan pueden ser graves, llegando
en algunos casos a producir ceguera, con todo lo que ello supone para el

paciente y su entorno (European Glaucoma Society, 2008).

Aunque hasta la fecha se han desarrollado numerosas herramientas
terapéuticas, los colirios de analogos de prostaglandinas contintan siendo la
primera eleccion para el tratamiento la mayoria de los tipos de glaucoma
debido a que son potentes, faciles de administrar y con efecto secundarios
sistémicos reducidos (Schmidl D, 2015). A pesar de su eficacia terapéutica, el
hecho de que los pacientes deban utilizar estos farmacos durante prolongados
periodos de tiempo obliga a realizar estudios en profundidad que determinen
sus niveles de bioseguridad y la ausencia de efectos secundarios que podrian
ser acumulativos (Baudouin C, 2010) (Stalmans I, 2013). Por ese motivo, el
objetivo principal de esta Tesis Doctoral es evaluar los principales tipos de
analogos de prostaglandinas disponibles comercialmente en nuestro medio a

distintas concentraciones y durante distintos tiempos.

Una de las ventajas del presente estudio es el uso de cultivos primarios
de células conjuntivales humanas normales. Frente a la mayoria de los
estudios publicados en la literatura médica, que utilizan células de animales o
lineas celulares inmortalizadas, la presente Tesis Doctoral logré optimizar un
método sencillo para la generacion de cultivos celulares primarios conjuntivales
normales que, aunque son mas dificiles de obtener y de mantener en cultivo,
representan mucho mejor el comportamiento fisiologico normal de las células
humanas y, por tanto, pueden dar un informacion mas real (Oliveira AC, 2014)
que la que ofrecen las células animales o humanas inmortalizadas, las cuales
tienen en muchos casos anormalidades genéticas (Spittel H, 2014). Aunque el
estudio se ha realizado unicamente in vitro, el hecho de utilizar estos tipos
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celulares facilita la validez externa de los resultados del estudio y su
extrapolacién a la clinica humana. Ademas esta Tesis Doctoral es novedosa,
ya que de toda la bibliografia revisada, sélo otro grupo de trabajo ha valorado
la citotoxicidad de los analogos de prostaglandinas mediante cultivos celulares

procedentes de pacientes (Kim EJ, 2013).

Ademas, para estudiar la citotoxicidad de los farmacos en las células
conjuntivales humanas, en esta Tesis Doctoral se han utilizado tres métodos
diferentes que han mostrado una buena correlacion entre si. El hecho de no
limitarse a una sola técnica, sino a una combinacion de métodos basados en
diferentes mecanismos de accion, podria contribuir a aumentar la consistencia
de los resultados y la validez interna del estudio. Algunos investigadores
sugieren que la combinacion de métodos enfocados hacia un objetivo comun
garantiza la fiabilidad de los resultados (Martin-Piedra MA, 2014). En nuestro
trabajo hemos estudiado la viabilidad celular usando ensayos que valoran
diferentes estructuras o funciones celulares. De modo que la aplicacion de tres
técnicas diferentes permitido evaluar la viabilidad celular de varios modos. Por
un lado, la utilizacion de las técnicas MTT y WST-1 posibilitd cuantificar la
actividad enzimatica mitocondrial a dos niveles distintos, con el valor anadido
de que el WST-1 nos da informacion adicional sobre la proliferacion de las
células estudiadas. Por otro lado, el uso de la técnica mixta LIVE/DEAD
permiti6 evaluar al mismo tiempo el metabolismo de las enzimas
citoplasmaticas (esterasas citosélicas) y la integridad de la membrana plasma-
tica mediante un colorante vital. Esta aproximacion combinatoria de varias
técnicas se utilizd previamente para la determinacion de la viabilidad de células
humanas con gran fiabilidad y especificidad (Garzén I, 2012b) (Martin-Piedra
MA, 2014) (Garzon |, 2012). Asi, los resultados de este trabajo revelaron que la
dosis letal 50 calculada para cada uno de los farmacos fue muy diferente para
cada técnica de analisis utilizada. De hecho, las DL50 mas altas
correspondieron a los analisis realizados con la técnica LIVE/DEAD, lo cual es
compatible con un proceso de muerte celular en el que las esterasas

citoplasmaticas no son funcionales y la membrana celular esta fragmentada. En
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cambio, los valores obtenidos para las otras dos técnicas son muy inferiores,
puesto que se relacionan con la funcionalidad mitocondrial y la proliferacion,
procesos que se alterarian con dosis muy inferiores a las necesarias para
danar la membrana celular (Martin-Piedra MA, 2014) (Martin-Piedra MA, 2013)
(Oliveira AC, 2014).

Otro aspecto importante a destacar en esta Tesis Doctoral, es que se
han investigado los cuatro analogos de prostaglandinas disponibles en el
mercado, ofreciendo una informacibn muy completa que permite analizar y
comparar la citotoxicidad de todo un grupo terapéutico que, ademas es el mas
utilizado como tratamiento médico del glaucoma (Tanna AP, 2015) (Ishida N,
2006). Otros estudios previos, sin embargo, comparan la toxicidad celular
producida por farmacos pertenecientes a diferentes grupos terapéuticos
hipotensores (Terai N, 2009) (Pisella PJ, 2004), lo que dificulta la interpretacion
de los resultados obtenidos. En nuestro caso, el analisis global de este grupo
de farmacos podria contribuir a una mejor planificacion terapéutica de los

analogos de prostaglandinas de uso comun en oftalmologia.

Por otro lado, el hecho de estudiar un gran rango de concentraciones de
analogos de prostaglandinas (100%, 50%, 25%, 5%, 1% y 0,1%) y tanto
tiempos cortos como tiempos largos de exposicion (5 min, 30 min, 1h, 6h y
24h), aporta una gran cantidad de informacién a los resultados del presente
estudio, lo cual podria ayudar a una mejor comprension y conocimiento del
efecto citotoxico de los productos analizados sobre las células conjuntivales
estromales humanas cultivadas. El hecho de haber analizado ambas variables
-concentracion y tiempo- aumenta la fiabilidad de los resultados y garantiza una
mejor caracterizacion del producto frente a trabajos centrados unicamente en

ciertas concentraciones y tiempos concretos (Guenoun JM, 2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los cuatro
productos comerciales analizados tienen cierto grado de citotoxicidad sobre las

células conjuntivales humanas. Aunque este hecho podria parecer
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sorprendente, es bien conocido que todos los farmacos presentan cierto nivel
de toxicidad en determinadas condiciones (Oliveira AC, 2014), lo cual obliga a

realizar estudios integrales como el que se realizo en esta Tesis Doctoral.

Numerosos trabajos previos demostraron que la severidad del dafio
celular inducido por farmacos parece seguir un patrdbn dosis-dependiente
(Epstein SP, 2009) (Baudouin C, 2010) (Oliveira AC, 2014). Por ese motivo, en
este estudio experimental hemos considerado un amplio rango de dosis, desde
0% hasta 100% de concentracion de cada analogo de prostaglandinas en cada
cultivo celular. Asi, se observd que la concentracion de farmaco era
determinante en el efecto citotoxico sobre células conjuntivales humanas para
los cuatro productos analizados, de tal modo que a mayor concentracion,
mayor era el dafo observado en los cultivos celulares, encontrandose una
clara correlacion negativa en los tres métodos de viabilidad celular utilizados.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros grupos de
investigadores en trabajos previos (De Saint Jean MB, 1999) (Oliveira AC,
2014) (Epstein SP, 2009), y sugieren la necesidad de encontrar nuevos

farmacos que sean efectivos a menores concentraciones.

A este respecto, nuestro trabajo permitié calcular la dosis letal 50 de
cada uno de los farmacos, determinando la existencia de importantes
diferencias entre los diferentes analogos de prostaglandinas. De acuerdo con
estos valores, latanoprost es el farmaco que produce mayores efectos
citotbxicos sobre las células conjuntivales humanas a menores
concentraciones, bastando un 8-9% para alterar la funcidbn mitocondrial y la
proliferacion celular del 50% de las células, y alrededor del 31% para dafar la
membrana celular. Por el contrario, tafluprost parece ser el farmaco menos
citotdxico, siendo necesarias concentraciones muy elevadas de este producto
para dafiar la mitad de las células tanto a nivel mitocondrial y de proliferacion
(alrededor del 36-52%) como a nivel de la membrana plasmatica (77%). Todo
ello sugiere que la citotoxicidad inducida por analogos de prostaglandinas tiene

un comportamiento dosis-dependiente, lo cual podria contribuir a una seleccion
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mas adecuada de los farmacos a utilizar clinicamente en pacientes con
glaucoma. Dentro de lo posible, seria deseable utilizar aquéllos farmacos que

demostraron bioseguridad a mayores concentraciones.

En cualquier caso, hemos de tener en cuenta el factor de la dilucion in
vivo. Como se explico en la introduccion de esta Tesis Doctoral, se ha
demostrado que la medicacion instilada en la superficie ocular suele diluirse
significativamente en la lagrima, encontrandose en la superficie ocular del
paciente hasta el 25% de la concentracion que se instild (Maurice DM, 2002).
Ademas, soOlo el 5-20% del farmaco penetra en la cornea y la esclera
alcanzando los tejidos intraoculares. Por todo ello, podemos afirmar que la
concentracion efectiva que alcanza las células del paciente in vivo deberia ser
equiparable a las concentraciones mas bajas utilizadas in vitro y, por tanto,
podrian ofrecer escasa citotoxicidad sobre el paciente. Ademas, el medio
ambiente de las células conjuntivales in vivo es muy diferente del que ofrecen
los cultivos celulares, y es de esperar que la matriz extracelular rica en
colageno, proteoglicanos, glicoproteinas (Alfonso-Rodriguez CA, 2014)
(Oliveira AC, 2013) y otras sustancias existentes en la conjuntiva y en la
superficie ocular ofrezcan cierto efecto tampdén sobre la poblacion celular
inmersa en esta matriz extracelular. Todo esto sugiere que los datos obtenidos
in vitro en el presente estudio deberian ser interpretados con cautela a la hora

de su translacion clinica al paciente.

Otro parametro fundamental a la hora de evaluar los efectos citotoxicos
de los farmacos es el tiempo de exposicion (Mantelli F, 2011). Como se ha
comentado anteriormente, el tratamiento médico del glaucoma requiere del uso
de colirios de forma continuada en el tiempo. Este habito repetitivo podria
conducir a la aparicion de irritacion ocular y efectos indeseados (Baudouin C,
2008). En el presente trabajo, se observd que el tiempo de exposicion jugaba
un papel menos relevante que la concentracion en el efecto citotdéxico de los
productos, de tal modo que, aunque a mayor tiempo de exposicion se observo

una tendencia hacia un mayor dafio en los cultivos celulares, en general se
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apreciaron pocas diferencias entre los distintos tiempos de exposicion para los
tiempos mas largos. Es llamativo que la correlacion entre la viabilidad y el
tiempo fue significativa unicamente para dos de las técnicas analizadas, pero
no para MTT. Ademas, el efecto citotoxico encontrado para tiempos largos (1h,
6h y 24h) difirid de los tiempos cortos (5 y 30 minutos), los cuales parecian
presentar menor toxicidad en la mayoria de los casos, especialmente a los 5
minutos. Este fen6meno revela que el patron citotdxico se establece ya a
tiempos cortos y se mantiene inalterado a tiempos mas largos, sugiriendo que
el efecto toxico es rapido y, al contrario de lo que ocurria con la concentracion,
es poco dependiente del tiempo de exposicion. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por otros grupos investigadores en trabajos previos (Hong S,
2006) (De Saint Jean MB, 1999) (Oliveira AC, 2014) (Epstein SP, 2009) y
sugieren la necesidad de encontrar nuevos farmacos que sean efectivos y
presenten muy corta vida media. En cualquier caso, hay que tener en cuenta
que el tiempo de contacto del medicamento con la superficie ocular es corto (1
0 2 minutos) debido al recambio lagrimal (Sjoquist B, 1998) (Bourlais CL, 1998),
con lo que la citotoxicidad real en el paciente es, probablemente, menor que la
que se encuentra en estudios in vitro. Sin embargo, trabajos previos ya
demostraron que periodos cortos de exposicion a estos farmacos ya son
capaces de producir dafos en la superficie ocular (Hong S, 2006). Aunque el
periodo de contacto de estos farmacos con la superficie ocular suele ser breve,
es muy interesante estudiar asimismo los tiempos mas largos, que si bien no se
producen en condiciones reales, es posible que sus efectos puedan mimetizar
a los que se producirian en exposiciones cronicas, como es habitual en

pacientes con glaucoma.

Uno de los resultados mas llamativos de este trabajo es la diferente
citotoxicidad encontrada para los cuatro analogos de prostaglandinas. Aunque
la estructura tridimensional de las cuatro moléculas es muy similar, existen
diferencias notables en cuanto a los radicales quimicos existentes en cada uno
de los analogos de prostaglandinas analizados, lo cual nos podria inducir a

pensar que las diferencias observadas podrian ser debidas al principio activo.
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Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela, ya que es
preciso recordar que el efecto toxico puede deberse al principio activo, a la
presencia 0 ausencia de conservante, o a los excipientes utilizados en la
formulacion, y que el dafo celular podria ser producido tanto por los principios
activos empleados, como por los conservantes y excipientes que se usan en la

formulacién comercial (Baudouin C, 1999) (Pinheiro R, 2015).

De los cuatro analogos de prostaglandinas evaluados en esta Tesis
Doctoral, tres de ellos (bimatoprost, travoprosty latanoprost) utilizan el cloruro
de benzalconio (BAK) como conservante en su formulacion, mientras que
tafluprost se presenta en envase monodosis sin conservante. Es interesante
observar como esta ultima prostaglandina ha resultado ser menos citotoxica en
nuestro trabajo, lo cual puede ser debido precisamente a la ausencia de BAK
en su presentacion. El BAK, aun siendo una sustancia segura, se asocia con
cierto grado de toxicidad, tal como han documentado ampliamente estudios en
animales y lineas celulares humanas, e incluso se ha relacionado con el
fracaso de la cirugia oftalmica filtrante para tratar el glaucoma (Broadway D,
1993) (Baudouin C, 2008). En una revision de estudios prospectivos,
observacionales y cruzados, se analiz6 el papel del BAK presente en los
colirios oftalmologicos, comparando el efecto producido por un determinado
farmaco en dos preparaciones: una con conservante y otra sin conservante,
poniéndose de manifiesto el efecto citotoxico del BAK (Baudouin C, 2010).
Ademas, en muchas ocasiones, la progresion de la enfermedad glaucomatosa
obliga a asociar mas de un colirio, lo que se relaciona a un mayor dafo e
incremento de efectos secundarios (Fechtner RD, 2010) y a su vez, supone un
factor de riesgo para el fracaso de una eventual cirugia filtrante (Broadway DC,
2001). Ademas, los anélogos de prostaglandinas producen en exposiciones
cortas un incremento de las células caliciformes conjuntivales, aunque en
exposiciones prolongadas hay un descenso de las mismas, probablemente en
relacion con los efectos citotdxicos tardios del conservante (Moreno M, 2003).
Como se expuso en la introduccion de esta Tesis Doctoral, existe abundante

bibliografia que analiza el dafo producido por el BAK sobre la superficie ocular
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(Baudouin C, 2010). Numerosos trabajos demostraron que los efectos
citotoxicos de este conservante son dosis-dependientes, pudiendo causar lisis
celular a concentraciones iguales o superiores a 0.1% Yy apoptosis y necrosis
celular a concentraciones tan bajas como 0,0001% (De Saint Jean MB, 1999)
(De Saint Jean MC, 2004) (Kim EJ, 2013).

Otros trabajos también han demostrado que fafluprost se asocid a
mejores parametros de viabilidad celular, obtenido resultados similares, pero
han utilizado en su desarrollo células inmortalizadas (Ayaki M, 2012) (Pellinen
P, 2012). Como se ha comentado anteriormente, este farmaco es el unico
estudiado que no tiene conservantes en su presentacion comercial, mientras
que los otros compuestos cuentan con BAK como conservante, lo que sugiere
que éste podria ser el responsable del aumento de toxicidad observado. Por el
contrario, el analogo de prostaglandina que mostré un efecto mas citotoxico,
fue el latanoprost, que ademas es el compuesto analizado con mayor
concentracion de BAK de todos (0,02%). Este hecho reforzaria la sospecha del
efecto citotoxico del conservante. Resultados parecidos se han observado en
estudios con animales, donde las presentaciones de analogos de
prostaglandinas sin BAK han mostrado menor citotoxicidad en la superficie
ocular. En concreto, fueron tafluprost sin conservantes y travoprost con el
conservante Polyquad® (Kim JH, 2015) o estudios sobre cultivos de células
corneales y conjuntivales inmortalizadas (Pellinen P, 2012). Asimismo, existen
otros estudios farmacoldgicos que comparan otros principios activos de uso en
la superficie ocular en su presentacidbn con y sin conservantes, siendo la
formulacion sin conservantes mas respetuosa con la superficie ocular y mejor
tolerada por el paciente en la mayoria de los casos (Goldberg I, 2015). Esto
reforzaria la idea de que el BAK podria ser responsable del dafio celular (lester
M, 2014) (Ciancaglini M, 2008) (Frezzotti P, 2014) (Pauly A, 2012).

Por otro lado, trabajos previos detectaron un fenbmeno farmacoldgico
interesante al analizar la toxicidad inducida presentaciones comerciales con

BAK. En concreto, se observdé que algunos analogos de prostaglandinas
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podrian tener un papel citoprotector sobre las células de la superficie ocular
cuando se aplicaban colirios con BAK (Guenoun JM, 2005), lo cual podria
explicarse por la accién antioxidante de los analogos de prostaglandinas. Otro
trabajo llevado a cabo por Ayaki, compara la toxicidad inducida por diferentes
colirios para el glaucoma entre los que figuraban los analogos de las
prostaglandinas, betabloqueantes, inhibidores de la anhidrasa carbodnica y
combinaciones fijas y las concentraciones de BAK de los mismos, y se observo
que los grupos tratados con analogos de prostaglandinas tenian mejor
viabilidad celular que el resto, sugiriendo de nuevo que éstos pueden jugar un
rol protector que contrarreste el dafno producido por el BAK (Ayaki M, 2012).
Asimismo, recientes trabajos llevados a cabo por Niwano y colaboradores

también parecen confirmar estos resultados (Niwano Y, 2014).

En los ultimos afos, se ha venido produciendo una mejora en la
presentacion farmacologica de todos los farmacos utilizados en la superficie
ocular, buscando formulas que sean mas respetuosas con ésta (Stalmans |,
2013). Como consecuencia de esta preocupacion, recientemente han apa-
recido nuevas formulaciones de los mismos analogos de prostaglandinas en

los que se ha cambiado su formulacién comercial:

- En la actualidad, el bimatoprost se puede encontrar de dos formas
distintas: una presentacion novedosa sin conservantes y otra en la cual
se ha reducido la concentracion del principio activo de 0,03% a 0,01%,
pero aumentando cinco veces la cantidad de conservante (de 0,005% a
0,02% de BAK) para poder alcanzar mayores concentraciones
terapéuticas en el interior del ojo. Hasta la fecha, no existen estudios
gue comparen los efectos citotoxicos de ambas formulaciones.

- El latanoprost de nueva formulacion tiene una presentacion sin
conservantes, pero a la que se ha introducido un nuevo excipiente
denominado macrogolglycerol hydroxystearate 40, que aparece a altas

dosis y se ha relacionado con inflamacién y citotoxicidad en cultivos de
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células corneales inmortalizadas (Pinheiro R, 2015) (Smedowski A,
2014).

- Las nuevas formulaciones de travoprost han sustituido el BAK por
otros conservantes: Poliquaternium-1 (Polyquad®) vy, en algunos
paises, por SofZia®, que son menos citotoxicos (Labbé A, 2006)
(Ammar DA, 2010).

La mayoria de los estudios que analizan las nuevas presentaciones se
centran en la eficacia hipotensora de los nuevos farmacos, habiéndose
observado que estos nuevos farmacos presentan una eficacia similar a la de
los farmacos estudiados en esta Tesis Doctoral, pero podrian presentar mejor
perfil de seguridad (Wang YQ, 2013). Sin embargo aun hay poca informacion
sobre la citotoxicidad de estas nuevas presentaciones de analogos de
prostaglandinas en comparacion con las formulaciones previas. Estudios
futuros deberan comparar ambos tipos de farmacos y determinar los efectos

citotoxicos de éstos.

En resumen, podemos decir que la toxicidad ocular es una preocupacion
creciente en los oftalmélogos. Es necesario encontrar una formulacion que sea
efectiva en el control de la tension ocular pero, al mismo tiempo, sea
respetuosa con los tejidos oculares. En esta busqueda, son utiles los estudios
de viabilidad celular como los llevados a cabo en esta Tesis Doctoral, porque
ayudan a evaluar y establecer el dafio que se produce en el ojo. En este
sentido, nuestro trabajo podria ayudar a una mejor comprension de la
citotoxicidad de estos farmacos, lo que es fundamental para el desarrollo de
nuevas terapias con menores efectos secundarios sobre la superficie ocular, y

las diferentes estructuras del ojo humano.

Como se deduce de nuestros resultados, el uso de agentes hipotensores
oculares libres de conservantes deberia ser de preferencia en la medida de lo

posible, sobre todo en aquellos pacientes que tienen enfermedades asociadas

EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS COLIRIOS ANALOGOS DE PROSTAGLANDINAS SOBRE LAS
CELULAS CONJUNTIVALES HUMANAS EN CULTIVO




DiscusiON 83

como sindrome de o0jo seco, rosacea, dermatitis atopica y alergia a los

conservantes (Stalmans |, 2013), asi como en pacientes en edad pediatrica.

Los resultados que se derivan del trabajo desarrollado durante esta
Tesis Doctoral podrian ser el punto de partida para nuevas investigaciones que
estudien en profundidad los efectos de los colirios hipotensores oculares.
Asimismo, estudios futuros deberian determinar con mas claridad el papel de
los conservantes en las diferentes formulaciones de analogos de
prostaglandinas utilizando un grupo de estudio en el que se utilice Unicamente
BAK. De igual modo, la reciente aparicion de nuevas formulaciones de
analogos de prostaglandinas, hace necesario el estudio y comparacion de la
citotoxicidad inducida por cada principio activo y por cada una de las
formulaciones farmacéuticas actuales para determinar cual de ellas es al

mismo tiempo, eficaz y respetuosa para la superficie ocular.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, nos permiten inferir las

siguientes conclusiones:

1. La aplicacion de los métodos y técnicas desarrollados y optimizados en esta
Tesis Doctoral, permitid establecer cultivos celulares primarios de células
estromales conjuntivales humanas a partir de muestras de biopsias operatorias.
Dichas células presentan una morfologia ortotipica y son una fuente adecuada

para la realizacion de ensayos de viabilidad celular en oftalmologia.

2. El analisis de los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre los
cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos metabdlicos
basados en la deteccion colorimétrica con sales de tetrazolio (WST-1) permite
afirmar que los cuatro farmacos presentan cierto grado de citotoxicidad,
existiendo una correlacion negativa significativa tanto con el tiempo de
exposicibn como con la concentracion del farmaco. Los mayores efectos
citotéxicos se observaron para el caso del latanoprost, siendo el tafluprost el
farmaco menos citotdxico. Estos resultados sugieren que la actividad
enzimatica mitocondrial y la proliferacion celular se ven alteradas de forma
significativa a mayores concentraciones y tiempos de exposicion, por lo que
seria recomendable utilizar farmacos efectivos a concentraciones bajas vy

tiempos de exposicion cortos.

3. El analisis de los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre los
cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos metabdlicos
basados en el método MTT demostrd la existencia de efectos citotdxicos
asociados a cada uno de los cuatro farmacos analizados, especialmente para
latanoprost, mientras que tafluprost demostr6 menores grados de citotoxicidad.

Los efectos citotdxicos de todos estos farmacos presentaron una correlacion
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negativa significativa con la concentracion de cada formulacion, pero no con el
tiempo de exposicion. Estos resultados confirman las alteraciones del
metabolismo mitocondrial inducidas por estos farmacos y evaluadas a dos
niveles diferentes, y sugieren la necesidad de utilizar formulaciones efectivas a

bajas concentraciones.

4. La evaluacion de los efectos citotoxicos de los colirios de analogos de
prostaglandinas (bimatoprost, latanoprost, tafluprost y travoprost) sobre los
cultivos primarios de células conjuntivales utilizando ensayos mixtos
metabdlicos y de exclusion de colorantes vitales LIVE/DEAD, confirman la
citotoxicidad de los cuatro farmacos, siendo mayor en latanoprost y menor en
tafluprost. Estos efectos citotoxicos, que fueron menos acusados que en el
caso del WST-1 y el MTT, se correlacionaron negativamente con el tiempo de
incubacion y la concentracion del farmaco, y sugieren que las alteraciones de
las esterasas citoplasmaticas y la ruptura del nucleo celular requiere mayores
dosis y tiempos de incubacion que las alteraciones del metabolismo
mitocondrial anteriormente descritas. Estos datos vuelven a apoyar la idea de

recomendar dosis bajas durante tiempos cortos.

5. Todos estos resultados mostraron grandes niveles de correlacion entre las
diferentes técnicas, lo cual aumenta la consistencia y la validez interna de los
resultados, y permitieron establecer el patron de citotoxicidad de los analogos
de prostaglandinas utilizadas en cultivos de células conjuntivales humanas.
Aunque todos los compuestos mostraron un perfil de citotoxicidad dosis-
dependiente, podemos concluir que el farmaco con menor incidencia sobre la
biologia de la poblacion celular analizada fue el tafluprost, lo que podria
deberse a la ausencia de conservantes en la formulacibn comercial de este

analogo de prostaglandinas.
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