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INTRODUCCION



La oftalmologia veterinaria es un campo en el que se esta avanzando
rapidamente en los ultimos afos. Tal vez ha sido determinante para tal avance
la incorporacion de los desarrollos tecnoldgicos que se van produciendo en
oftalmologia humana, que han tenido como consecuencia que se conozcan
mejor las patologias oculares y su tratamiento, ya sea médico o quirurgico.
Entre estos avances se encuentra la electrorretinografia, que, aunque no es
una técnica nueva, si es cierto que, como herramienta de diagnostico en la

practica clinica, ha mejorado mucho en los ultimos afios.

La historia de la electrorretinografia se remonta a mediados del siglo
XIX, cuando algunos investigadores constataron que el ojo de los vertebrados
respondia a los estimulos luminicos mediante cambios de potencial eléctricos
que se originaban en la retina’. Al principio, la medicién de estos cambios de
potencial eléctricos era muy rudimentaria y agresiva; no en vano, los electrodos
usados eran agujas colocadas incluso en la camara vitrea del ojo de los
animales®®.

Hoy en dia la electrorretinografia es una técnica de diagndstico

8-10

objetiva®’, no invasiva®'’, que se ha incorporado a la oftalmologia veterinaria

ya que permite la evaluacion funcional y el diagnéstico de diferentes patologias

de la retina en distintas especies animales'®'"?,

La electrorretinografia posee tres caracteristicas importantes como
técnica de diagndstico. Una primera caracteristica consiste en que la
evaluacion que se realiza se puede complementar con la visualizacion directa
de la retina mediante oftalmoscopia, lo cual es una ventaja no extensible a
otras técnicas electrodiagndsticas’. La segunda caracteristica radica en que
permite la evaluacién funcional de la retina en los casos en los que la
oftalmoscopia del fondo ocular no es posible (distrofias corneales,
opacificaciones de cristalino, hemorragias vitreas)'?"?*. La tercera
caracteristica es su capacidad para evaluar las alteraciones de la retina a nivel

funcional, antes incluso de la aparicion de signos clinicos oftalmoldgicos’®'®

21,24-28



Todas estas caracteristicas hacen que la electrorretinografia sea una
técnica de diagnostico clinico imprescindible en oftalmologia. Hay que tener en
cuenta que, aunque puedan existir en oftalmologia veterinaria extrapolaciones
entre especies de saurios de habitos diurnos y otras especies de mamiferos
mas estudiadas, como el perro, existen diferencias anatdmicas e histoldgicas
entre unas y otras especies®®>°. Por ello se hace necesario extender su uso en
las especies animales mantenidas como mascotas, como, por ejemplo, la
iguana verde o comun (/guana iguana)®', que se ha convertido en una mascota
muy popular en distintos paises en los ultimos afos.

La bibliografia existente en relacion con la evaluacion de la vision

mediante electrorretinografia en reptiles es escasa #°3%34

, puesto que de
manera tradicional se le ha prestado mas atencion en el campo de la
electrorretinografia a los pequefos animales’; concretamente, solamente existe
un estudio muy antiguo sobre electrorretinografia en la iguana verde®. Por
tanto, es necesario realizar mas investigaciones en el campo de la oftalmologia

clinica en esta especie.
Por todo ello, en este estudio se han planteado los siguientes objetivos:

- Estandarizar un protocolo de examen electrorretinografico en la iguana
verde (Iguana iguana) para obtener ERGs normales en iguanas verdes (/guana
iguana) sanas en condiciones tanto fotopicas como escotdpicas, y asi poder

determinar los fotorreceptores existentes en la retina.

- Evaluar la influencia de las variables biométricas peso y longitud

narina-cloaca (LNC) en los distintos parametros electrorretinograficos.
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1. Principales datos biolégicos de la Iguana iguana

La iguana verde se clasifica a nivel taxondmico de la siguiente manera:

-Reino: Animal.

-Filo: Cordados.

-Clase: Reptiles.

-Orden: Escamosos.

-Familia: lguanidos.

-Género: Iguana.

-Especie: iguana®'.

La iguana verde es un reptil de habitos diurnos que vive en una gran
variedad de habitats. Se encuentra por los bosques humedos tropicales de
Centroamérica, y se extiende hasta el norte de Sudamérica. Puede trepar por
los troncos y ramas con gran rapidez y vive sobre todo en arboles y arbustos
que crecen en las proximidades de rios y pantanos. Los jovenes se alimentan
sobre todo de insectos, mientras que los adultos son fundamentalmente
folivoros. Su comportamiento defensivo se basa, fundamentalmente, en el uso
de su potente cola, aunque, por lo general, prefieren la huida; en estos casos
se suelen tirar al agua, ya que son agiles nadadores®’.

La cabeza esta recubierta de escamas grandes y lisas; la garganta esta
dotada de un saco colgante estrecho —mas desarrollado en los machos-
rodeado de una fila de grandes tubérculos puntiagudos. La linea vertebral del
tronco esta atravesada por una cresta de largos tubérculos espinosos que van
de la nuca a la cola. La coloracion de las partes superiores es verde brillante o
verduzca con algunas franjas transversales oscuras en los flancos y cola. La

longitud total varia entre 100 a 200 cm*".

2. El érgano de la vision

Desde un punto de vista fisico el ojo es esencialmente una camara

oscura provista de medios dioptricos:
-Cérnea.
-Humor acuoso.

-Cristalino.



-Cuerpo vitreo.

La superficie interna de esta camara oscura esta revestida por la retina®
en la cual se pueden distinguir dos sistemas a nivel funcional. En primer lugar
un sistema fotopico, ligado al funcionamiento de los conos, que es el soporte
de la visién de los detalles y de los colores, y en segundo lugar un sistema
escotopico, ligado al funcionamiento de los bastones, siendo éste el soporte de

la vision nocturna®.

Los rayos de luz que proceden de cada punto de un objeto iluminado
llegan a la cérnea, donde son refractados, y convergen sobre el cristalino®. En
el cristalino los rayos son refractados sobre la capa fotosensible de la retina®®.
Una vez que alcanzan la retina comienzan a generarse los potenciales de
acciéon desde las regiones distales de la retina, donde se localizan los
fotorreceptores, hacia las regiones proximales, donde se localizan los somas y
los segmentos iniciales de los axones de las células ganglionares para
continuar a lo largo de las fibras épticas hacia el cerebro®’. En relacién al
objeto, la imagen retiniana esta invertida y es mucho mas pequefa de

tamafio™.

3. Estructura y funcionamiento de la retina

En mamiferos la retina es la capa mas interna del globo ocular. En su
parte externa contacta con la superficie interna de la coroides, y en su parte
interna contacta con el vitreo. Se extiende desde la papila del nervio 6ptico
hasta la ora serrata. La retina esta firmemente fijada en la papila, donde se
continua con el tejido del nervio, y en la ora serrata, donde esta fuertemente
fijada a la coroides. Si dejamos a un lado la fovea, la papila y la ora serrata, en

la retina podemos distinguir las siguientes capas histolégicas (Figura 1) que se



disponen en el ojo paralelamente desde el interior hacia el exterior®®:

. v,ﬁj « Epitelio pigmentario

12
-,

.— Fotorreceptores

Membrana limitante externa

S +—— Capanuclear externa

Sy «— Capa plexiforme externa

+— Capanuclearinterna

H@
il— Capa plexiforme interna

1' «— Capa células ganglionares

Mervio éptico

“I'" «—__ Membrana limitante interna

Figura 1. Capas de la retina°.

-Epitelio pigmentario.

-Capa de células fotorreceptoras.
-Membrana limitante externa.

-Capa nuclear externa.

-Capa plexiforme externa.

-Capa nuclear interna.

-Capa plexiforme interna.

-Capa de las células ganglionares.
-Capa de las fibras del nervio 6ptico.

-Membrana limitante interna.



Estas capas histologicas estan constituidas por tres tipos basicos de

células 38
-Células del epitelio pigmentario.
-Células de sostén o células de Mdller.
-Neuronas:
-Células fotorreceptoras.
-Células integradoras®:
-Células horizontales.
-Células bipolares.
-Células amacrinas.
-Células interplexiformes.
-Células ganglionares.

Las capas histolégicas y las células de los mamiferos coinciden en los
reptiles -a excepcion de las células interplexiformes, que no se han observado

en los reptiles-*°.

3.1. El epitelio pigmentario y las funciones que desempeia

El epitelio pigmentario es, en los mamiferos, una interfase entre la retina
sensorial y la coroides. La parte basal de estas células descansa sobre la
membrana de Briich®®, que esta constituida por fibras elasticas®. La porcion
apical de la célula mira hacia los conos y bastones y de ella parten dos tipos de

prolongaciones®:

a. Laminas cilindricas que rodean la punta de los segmentos externos de

los fotorreceptores.

b. Microvellosidades que ocupan los intersticios que hay entre los

fotorreceptores.

Esta parte apical constituye el limite distal del espacio sub-retiniano®.



Las caracteristicas generales del epitelio pigmentario de los reptiles

coinciden con el descrito para los mamiferos>4°.

Una de las funciones del epitelio pigmentario es la de ayudar a captar los
fotones luminosos no absorbidos por los fotorreceptores gracias a sus
pigmentos de melanina*'. Otra funcién es la de transferir los elementos
nutritivos hacia las células sensoriales*'(ej. almacenamiento y cesién de los
metabolitos de la vitamina A, a través de la membrana apical en el curso de la

)42

regeneracion de los pigmentos visuales)™. Ademas, el epitelio pigmentario

ayuda a mantener la homeostasis en el espacio sub-retiniano® tanto a nivel de
la membrana apical** como a nivel de la membrana basal*®. Esta homeostasis
es esencial para mantener la cohesion entre el epitelio pigmentario y los
fotorreceptores*®. El epitelio pigmentario también participa en la renovacién de
los segmentos externos de los fotorreceptores por fagocitosis. Esta funcion de
catabolismo es bien conocida, pero los fendbmenos de formacion de nuevas

membranas es menos conocido*'.

3.2. Las células fotorreceptoras

En mamiferos existen dos tipos de células fotorreceptoras®: conos y

bastones.

Sus segmentos externos son las partes sensibles a la luz, de manera
que los rayos luminosos deben atravesar la mayor parte del espesor de la
retina antes de alcanzar tales segmentos, y estructuralmente son diferentes.

Sus segmentos internos, sin embargo, son parecidos a nivel estructural®.

a) Células de los conos

Estas neuronas tienen practicamente la misma constitucion que las
células de los bastones, aunque difieren en algunos detalles. No hay rodopsina
en los conos, sino que en lugar de ella hay diferentes tipos de pigmentos
sensibles a diferentes longitudes de onda (azul con longitud de onda de 419
nm, verde de 531 nm y rojo de 558 nm). En vez de ser un cilindro delgado, el

segmento externo de los conos es una estructura coénica alargada,



considerablemente mas ancha en su base que un baston, que se adelgaza

hacia el extremo vitreal y que termina de forma redondeada y roma>°.

La longitud de los conos varia de unas regiones a otras de la retina.
Tienen mayor longitud en la fovea central disminuyendo progresivamente

conforme se alejan de ella®®.

A diferencia de lo que ocurre con los bastones, la renovacion de los
segmentos externos de los conos no implica ni el movimiento continuo de los
discos hacia el epitelio pigmentario ni la fagocitosis de sus extremos por las

células del epitelio pigmentario®.

Los cuerpos y los nucleos de los conos, a diferencia de lo que ocurre
con los bastones, estan dispuestos en una capa unica, por debajo de la
membrana limitante externa. Una excepcidon a este detalle la constituyen los
conos de la parte externa de la fovea, cuyos nucleos se disponen en varias

hileras™°.

Una fibra interna lisa desciende del cuerpo hasta la zona media de la
capa plexiforme externa, donde termina con un extremo sinaptico grueso,
triangular o en forma de maza, denominado pediculo del cono. Hasta una
docena de prolongaciones en forma de pua sobresalen de la base de cada
pediculo, excepto en la févea, donde de ordinario no hay ninguna. Estas
prolongaciones estan desplegadas horizontalmente en la capa plexiforme
externa. La longitud y el trayecto de las fibras internas de los conos pueden
variar considerablemente, segun las regiones. Las mas largas (600 um), y
dispuestas casi horizontalmente, son las del area central, donde las fibras
internas de los conos y bastones forman una gruesa capa fibrilar entre las
capas nuclear externa y plexiforme externa, llamada la capa fibrosa externa de
Henle. Las fibras internas de los conos tienen todas las caracteristicas de un
axén, mientras que el pediculo de los conos tiene la caracteristica de una

terminacion sinaptica neuronal®.

En los reptiles encontramos diferentes tipos de células fotorreceptoras
que varian segun el género. Aunque en la bibliografia consultada no se

encuentran descritas las células fotorreceptoras de todos los géneros



existentes, a nivel general los diferentes tipos de células fotorreceptoras tienen

en comun la siguiente ultraestructura:

-Segmento exterior: constituido por pilas de reticulo endoplasmatico y
que se encuentra anclado en una invaginacion del segmento interior mediante
un pediculo estrecho situado excéntricamente y que tiene la estructura de un
cilio.

-Segmento interior; en el cual encontramos:

-Gota de aceite: no tiene membrana propia y se encuentra libre
en la periferia del elipsoide. Se piensa que actua como filtro de color
intraocular y absorbe el espectro azul de la luz, que es el mas
susceptible de dispersarse dentro del ojo y de reducir el contraste de la

imagen.

-Elipsoide: contiene una gran cantidad de mitocondrias

empaquetadas.

-Mioide: donde encontramos un aparato de Golgi y el

paraboloide. El paraboloide es un cuerpo refringente.
-Ndcleo.
-Axon.

En los géneros Eremias*’y Alligator*®* se han descrito cambios
fotomecanicos de las células fotorreceptoras; cambios que comprenden la
contraccion de los conos y la expansidn de los bastones en condiciones

fotdpicas y viceversa.

En los géneros Lacerta®®, Xantusia, Lialis y Anolis®*® encontramos tres

tipos de fotorreceptores:
-Conos individuales mayores.
-Conos individuales menores.

-Conos dobles: son la asociacion de dos células de distinta forma y
tamafio cuyas membranas mantienen un contacto estrecho. La célula axial es

mas voluminosa, en contraposicion a la célula periférica, que es mas delgada3°.



Como ejemplo, diremos que en la parte nasal de la retina del género

Anolis las proporciones son las siguientes™’:
-Conos individuales mayores: 57%.
-Conos individuales menores: 14%.
-Conos dobles: 29%.

En general, en los saurios de habitos diurnos, en el género Heloderma,
de habitos nocturnos, y en el género Anniellla, de habito fosorial —que pasa la
mayor parte de su actividad vital bajo tierra- se ha observado que la retina se
compone solamente de conos: conos individuales mayores y conos dobles. Los
conos individuales menores se han descrito en los géneros Crotaphytus,
Phrynosoma, Agama, Chamaeleo y Ameiva. En los gekdnidos (familias
Gekkonidae, Pygopodidae y Dibamidae), que suelen tener habitos nocturnos o
crepusculares, encontramos conos individuales mayores, conos dobles y un
tercer tipo especifico de los gekdnidos, que en realidad es un segundo tipo de
cono doble®® que consiste en la asociacion de dos células: una que se
corresponde con la estructura de un cono individual mayor, y otra que se
corresponde con la estructura de un cono individual menor. Estos conos
descritos en los gekonidos tienen la peculiaridad de funcionar como bastones,

es decir, en condiciones escotdpicas®’.

En contraposicion a lo que sucede en los saurios, en los ofidios esta
descrita la existencia de bastones. Por ejemplo, en los ofidios pertenecientes a
la superfamilia Henophidia es frecuente encontrar una retina compuesta por
conos y bastones®. En la superfamilia Typhlopoidea los géneros estudiados
tienen su retina compuesta solamente por bastones individuales menores. Por
otro lado, en la superfamilia Caenophidia, se describen cuatro tipos distintos de
fotorreceptores: conos individuales menores y mayores, conos dobles y
bastones individuales menores®. Tanto en la superfamilia Henophidia como en
la Caenophidia los géneros de habitos predominantemente diurnos tienen una
retina compuesta sélo por conos, de igual manera que en los géneros de
habitos nocturnos el cociente de conos/bastones disminuye considerablemente

hasta el punto de que en algunas especies desaparecen los conos™’.



En los quelonios podemos encontrar una retina con conos individuales
mayores, conos dobles y bastones®, y en el género Chelydra también

encontramos conos individuales menores®.

Al igual que en los quelonios, en los crocodilianos existen conos
individuales mayores y menores, conos dobles y bastones, pero en los

crocodilianos los bastones son el tipo de fotorreceptor mas numeroso®.

b) Células de los bastones

Los bastones son células alargadas, delgadas y muy especializadas,
que se disponen paralelamente entre si y cuyas porciones externas son
perpendiculares a las capas de la retina. EI segmento externo, recto y
cilindrico, se extiende desde el epitelio pigmentario, hasta la denominada
membrana limitante externa. Ademas tal y como hemos sefalado
anteriormente, sus puntas se exfolian de forma continua y son fagocitadas por

las células del epitelio pigmentario®.

Desde el cuerpo celular la fibra interna se extiende a través de la capa
nuclear externa hasta alcanzar la capa plexiforme externa, en la que finaliza
mediante una estructura piriforme denominada esférula del bastén, que
representa la zona del contacto sinaptico entre la fibra interna del bastén y las

prolongaciones de las células bipolares y horizontales™°.

En el segmento externo encontramos el pigmento visual de los bastones
que se denomina rodopsina. Este pigmento se encuentra localizado en las
membranas de centenares de sacos planos dispuestos en forma de laminillas
paralelas orientadas transversalmente respecto al eje longitudinal del segmento
externo. Este segmento externo se une al segmento interno mediante un
estrecho tallo. La porcion externa del segmento interno se denomina

habitualmente elipsoide, y la interna, mioide®.

En el cuerpo celular, el nucleo de los bastones es de menor tamafio que
el de los conos y su cromatina se encuentra mas condensada. Los nucleos de
los bastones constituyen la mayor parte de los que se observan en la capa
nuclear externa de la retina en todas las regiones de ésta, excepto en la févea,

en la que son escasos los bastones (ausentes en la parte central de la fovea).



En la capa plexiforme externa, las fibras internas de los bastones, adoptan una
orientacion inclinada u horizontal en la regién central de la retina, pero en las
regiones mas periféricas se disponen verticalmente. Los bastones presentan

también algunas variaciones regionales en sus dimensiones>°.

3.3. La transduccion visual en los fotorreceptores

La transduccién visual engloba el conjunto de acontecimientos que van
desde la deteccidn puramente fisica de un foton hasta la génesis de una sefial

electrofisioldgica®. El proceso de transduccion tiene dos fases®:

-La fase primaria es una reaccion fotoquimica que consiste en la
absorcion de un cuanto de luz por uno de los pigmentos visuales contenidos en
los discos de los segmentos externos de las células fotorreceptoras, y el

subsiguiente cambio de configuracién que sufre la molécula absorbente.

-La fase secundaria consiste en los cambios en la concentracién de
transmisores internos dentro del citoplasma de los segmentos externos que
influyen sobre la permeabilidad idénica de la membrana citoplasmatica. El
cambio de permeabilidad causa la hiperpolarizacion de la célula fotorreceptora

que desencadena los procesos electrofisioldgicos.

El encadenamiento de las etapas, puramente bioquimicas, de la
transduccion visual de los bastones, esta hoy en dia bien descrito, mientras

que todavia no esta bien definido el de los conos®*.

El baston es una célula extremadamente diferenciada; a menudo se le
compara con un detector de fotones de gran sensibilidad ya que un sélo fotdn
puede estimular un bastén. La zona donde se inicia en su totalidad el
mecanismo de la transduccion visual es el segmento externo, mientras que el

segmento interno encierra la maquinaria metabdlica y genética®.
a) Fase primaria: Los procesos fotoquimicos en los bastones

Cualquiera que sea la longitud de onda de los fotones que inciden sobre
un receptor, su deteccion implica necesariamente su absorcion. En el bastén, la
absorcion de un foton se realiza gracias a una molécula fotosensible: la

rodopsina. La rodopsina esta constituida por una proteina, la opsina, ligada a



un conjunto croméforo, el 11-cis retinal. Esta union de la opsina con el 11-cis
retinal permite que los fotones de longitud de onda de 500 nm sean absorbidos
de manera preferente y es el factor responsable de la mayor sensibilidad de la
retina a longitudes de onda de 500 nm (espectro azul-verde) en condiciones

escotopicas™.

Cuando la molécula de rodopsina absorbe un fotén, se produce una
isomerizacion de su conjunto cromoéforo y el retinal de la forma 11-cis pasa a la
forma todo-trans; al final del ciclo la opsina se separa del cromdéforo. El ciclo de
regeneracion del pigmento visual se realiza fundamentalmente en la oscuridad.
La forma todo-trans retinal se une a una isomerasa para volver a la molécula
de 11-cis retinal. La asociacion opsina/retinal es termodinamicamente
espontanea, es decir, la opsina tiende una “trampa” al 11-cis retinal para volver

a constituir la rodopsina®.
b) Fase secundaria: Los procesos bioquimicos en los bastones

En la oscuridad existe un equilibrio iénico que es modificado cuando la
célula pasa de la oscuridad a la luz. Esta modificacion consiste en una

“cascada bioquimica” que se divide en tres fases®:

a. Ciclo de la rodopsina. Cuando la rodopsina se activa por un foton, el
croméforo de la molécula de rodopsina se transforma en todo-trans retinal que
va a interaccionar con la transducina (molécula compuesta de tres

subunidades: a, B, v, de las que la subunidad a estéa ligada al GPD).

b. Ciclo de la fosfodiesterasa (PDE). La transducina activada va a
separarse en dos y la fraccion a va a intercambiar su GPD por un GPT. Este
intercambio provocara una ruptura de la molécula que conducira a la liberacion
de la fraccion a-GPT. La fraccién a-GPT va a impedir la inhibicién de la PDE.

Por lo tanto la PDE estara activada.

c. Ciclo del GMPc. La PDE activada va a hidrolizar las moléculas del
GMPc en 5°-GMPc. La disminucién de GMPc citosdlico provocara el cierre de

los canales del sodio de la membrana del segmento externo.

El conjunto de estos acontecimientos dura alrededor de 100 ms y un

fotdn activa una molécula de rodopsina que puede activar 100 moléculas de



transducina, que, a su vez, activaran 100 PDE responsables de la hidrélisis de

10° GMPc lo que provoca el cierre de 10° canales de sodio >*°°.

Los mecanismos de desactivacion actuan igualmente sobre las tres
fases de transduccion. La rodopsina es fosfoligada e inactivada completamente
por una proteina: la arrestina. La transducina tiene la propiedad de
autoinactivarse; la fraccion a-GPT tiene la propiedad de hidrolizar la GPT fijada
en GPD (con una cinética que permite la liberacion de la PDE); la fraccién o-
GPT se transforma en fraccion a-GDP para volver a formar con las fracciones
B y vy una molécula de transducina. EI GMPc se puede volver a formar a partir
de GPT gracias a una ciclasa. Existe un equilibrio entre el GMPc reconstituido
-que mantiene los canales del sodio abiertos- y el GMPc en solucion. La
evolucién de este equilibrio condiciona la apertura/cierre de dichos canales®’2,

El papel de los iones calcio es primordial en la regulacion de este equilibrio®®.

En la célula fotorreceptora, este fendbmeno de adaptacion a la luz se
traduce en términos de amplitud y de cinética de la fotorrespuesta. La
fotocorriente registrada en el ambito de un baston muestra que su intensidad es
maxima en la oscuridad, que desciende regularmente cuando el nivel de
luminosidad ambiente aumenta y que su duracién es mas corta cuando la
célula esta adaptada a la luz. El fotorreceptor regula su nivel de sensibilidad en
funcion de la luz ambiente. Los quelantes de los iones calcio bloquean estos

fendmenos de modulacion de la foto respuesta®®’.

La vuelta a la oscuridad destruye enormemente este equilibrio. En la
oscuridad, los bastones son particularmente sensibles a los fotones luminosos
y en ambiente fotopico conservan una parte de la sensibilidad a la luz gracias a

un equilibrio modulado por los iones calcio®.
c) Los procesos electrofisiolégicos en los bastones

En la oscuridad, la membrana plasmatica del segmento externo del
baston se despolariza y un flujo de iones sodio penetra en el segmento externo
y sale por el interno. Este flujo de iones sodio es el origen de la corriente de
oscuridad (dark current). Cuando una célula es excitada, la medida de estos
flujos idnicos muestra la disminucion de la intensidad de esta fotocorriente® y

provoca una hiperpolarizaciéon de la célula. Este fendmeno es importante



puesto que, en la mayor parte de los casos, las células excitadas del organismo
responden a la estimulacion por una despolarizacién de membrana ligada a un
aumento de la permeabilidad a los iones sodio. En el caso del fotorreceptor, la
respuesta a la estimulacién por un fotén es una hiperpolarizacién ligada a la
disminucién (cierre de los canales del sodio). Esta hiperpolarizacién de
membrana constituye la primera respuesta electro-ionica de la célula a la
excitacion luminosa. Ello empieza en el segmento externo, luego se transmite a

lo largo del bastén y constituye el potencial del receptor®-®.

3.4. La etapa de transmision

La imagen ocular es “muestreada” por mas de 100 millones de células
fotorreceptoras (alrededor de 95 millones de bastones y 5 millones de conos en

la retina humana)®’:®

y todo su contenido en informacion debe ser tratado y
colocado en un formato neuronalmente adecuado para poder activar un poco
mas de un millébn de células ganglionares. La retina tiene que compactar la
imagen ocular®’. En la etapa de transmision participan todas las células de la

retina®.

Los bastones pueden generar una fotocorriente detectable cuando un
fotdn es absorbido por una molécula del pigmento visual. Como el diametro del
segmento externo es de un tamafio muy pequefio, los bastones muestrean
finamente la imagen; sin embargo, hay un gran numero de bastones que
convergen sobre los mismos elementos postsinapticos. Asi pues, la vision
escotdpica, a pesar de su gran sensibilidad, es incapaz de discriminar
espacialmente detalles finos. Por el contrario, las sefales generadas por los
conos centrales, lejos de converger en una sola neurona, divergen en varias,
confiriendo a los conos una visién espacial muy detallada®. En los primates,
segun la sensibilidad espectral del pigmento fotosensible” y de las medidas de
absorcion espectral”’, se distinguen tres tipos de conos:

-Conos con un maximo de absorcion en las longitudes de onda de 419

nm o conos tipo S7%""

-Conos con un maximo de absorcion en las longitudes de onda de 531

nm o conos tipo M%7,



-Conos con un maximo de absorcion en las longitudes de onda de 558

nm o conos tipo L7,

El numero relativo y la distribucion de los bastones y los conos en los
diferentes vertebrados presentan grandes variaciones, que dependen de sus
diferentes habitos de vida. En las aves diurnas, los conos son mas numerosos
que los bastones. En la mayoria de los reptiles diurnos los bastones son muy
raros. En muchos vertebrados nocturnos, sélo hay bastones, aunque en otros
pueden encontrarse algunos conos rudimentarios entre los numerosisimos
bastones. En estudios sicofisicos recientes realizados en humana se ha

observado que el nimero de conos rojos dobla al de los verdes®.

En general las especies de mamiferos nocturnos presentan un numero
mayor de bastones y una cantidad proporcionalmente menor de los conos, sin
embargo, las especies de habitos diurnos muestran retinas especialmente

profusas en el nimero de conos™.

Respecto a la electrofisiologia de los fotorreceptores no podemos olvidar
que la despolarizacion de las terminaciones sinapticas es un acontecimiento
electro-idnico indispensable para desencadenar los mecanismos de liberacién
de los neuromediadores, no pasa inadvertido que en la oscuridad, cuando la
membrana plasmatica esta despolarizada, el fotorreceptor libera continuamente

su neurotransmisor (glutamato)’?

, unico neurotransmisor utilizado por los
fotorreceptores en cada una de sus sinapsis en los primates’. El haz de luz
produce una hiperpolarizacion de los fotorreceptores por disminucion de la
corriente de oscuridad. La amplitud de esta hiperpolarizacién varia en funciéon
del contenido energético del estimulo luminoso (funcién sigmoidal); esta
variacion del potencial de membrana reduce proporcionalmente la tasa de
liberacion del neurotransmisor. Las células postsinapticas (células horizontales
y bipolares) reciben de esta manera una informacion cuantitativa sobre la

intensidad de la luz que llega al segmento externo del fotorreceptor®’.

Existe una gran diferencia de sensibilidad entre los conos y los bastones.
Los bastones son 100 veces mas sensibles a la luz que los conos, y sus

respuestas a los estimulos luminosos duran mas que las de los conos®’.



Los fotorreceptores tienen unas respuestas proporcionales a la cantidad
de luz que les llega, en un tiempo determinado, en su segmento externo y que
se traduce en unas actividades sinapticas adecuadas. Sin embargo, los
fotorreceptores no son independientes los unos de los otros. Existen unas
sinapsis eléctricas (gap-junctions) entre terminaciones de los conos y entre
conos y bastones. Estas uniones tipo gap son unos canales idnicos que
permiten un paso rapido de iones y de pequefias moléculas de una parte a otra
del punto de contacto. Las gap-junctions pueden funcionar en los dos sentidos.
Asi pues, la amplitud de la respuesta de una célula fotorreceptora aumenta
cuando los fotorreceptores vecinos son iluminados. Esta “suma espacial”’ se
circunscribe a una superficie de 50 a 100 ym. Las uniones sinapticas de los
fotorreceptores con las células subyacentes se realizan en la capa plexiforme
externa, donde se encuentran los “pies” de los fotorreceptores, denominados

esférulos en el caso de los bastones y pediculos en el caso de los conos®’.

La membrana presinaptica del fotorreceptor tiene una forma compleja
caracteristica: la triada (sinapsis en cinta). El elemento central de la triada esta
compuesto por una dendrita de célula bipolar, y los dos elementos laterales,
por las dendritas de las células horizontales. La sinapsis invaginada de
naturaleza quimica permite una transmision unidireccional del influjo nervioso
después de un tiempo de latencia®’. Los conos tienen una veintena de sinapsis
en cinta de este tipo’, las cuales aumentan en la periferia’, mientras que los
bastones so6lo tienen una sinapsis. En este tipo de sinapsis invaginada llegan
de dos a siete arborizaciones dendriticas de células bipolares a los bastones,
acompanadas de terminaciones axénicas de células horizontales. En los conos,
en el perimetro de las sinapsis invaginadas existen igualmente sinapsis
superficiales (mas numerosas que las sinapsis invaginadas) que establecen

contacto con las células bipolares planas®’.

3.5. La membrana limitante externa

La linea densamente tenida que tradicionalmente se ha llamado
membrana limitante externa no es, en absoluto, una membrana®. En
mamiferos es en realidad, tal como se observa en microscopia electronica, una

hilera de zonulas adherentes donde las células fotorreceptoras estan unidas a



las células de Muller. Por el exterior de esta hilera de zénulas adherentes, hay
penachos de microvellosidades que se proyectan en la superficie libre de las
células de Muller a través de los intersticios que existen entre los segmentos

internos de conos y bastones®.

En reptiles la membrana limitante externa esta formada por uniones de
tipo zénulas adherentes entre las células fotorreceptoras y las células de Muller
que se disponen entre cada célula fotorreceptora. En la parte escleral de la
membrana limitante externa, las células de Mduller dan pequefas
evaginaciones, que contienen vacuolas, entre los pliegues -en forma de aletas-

de los conos individuales®.

3.6. La capa nuclear externa

En mamiferos la capa nuclear externa contiene los cuerpos celulares de

las células fotorreceptoras®.

En la especie Lacerta viridis, un saurio de habitos diurnos, podemos
encontrar tres niveles’®. El nivel externo contiene los ntcleos de los conos, que
se disponen en el mismo sentido que sus axones, y las células bipolares
grandes. En el nivel medio se encuentran los nucleos de los conos dispuestos
oblicuamente a sus axones, los cuales terminan en el nivel interno de la capa
plexiforme externa. No esta determinada la correspondencia de estas dos
disposiciones de los conos con respecto a los dos tipos de conos individuales.

El nivel interno tiene los nucleos de las células bipolares desplazadas’®.

Estas células bipolares desplazadas las podemos encontrar en los
siguientes géneros pertenecientes al suborden Sauria: Lacerta, Varanus,
Psammodromus, Anguis, Gerrhonotus, Pseudopus y Anniella. Sin embargo los
ofidios y los géneros del suborden Sauria Crotaphytus, Agama, Chamaleo,
Phrynosoma y Ameiva carecen de estas células®®. Todos los axones de las

células fotorreceptoras terminan en complejos polisinapticos’’°

que contactan
en gran numero -hasta varios cientos- con células bipolares y también, aunque

en menor cuantia, con células horizontales®.



3.7. Las células horizontales

En mamiferos estas células son neuronas tipicas cuyos cuerpos forman
una o dos hileras. Del extremo del cuerpo que mira a la esclerdtica nacen unas
ramas dendriticas cortas, que producen varios penachos desplegados por la
capa plexiforme externa. Cada penacho dendritico esta conectado con el
pediculo de un cono®. Segun el destino de su axoén, se pueden distinguir en la

retina humana tres tipos de células horizontales’;
-Células horizontales tipo H1.
-Células horizontales tipo H2.
-Células horizontales tipo H3.

En el gato y en el conejo, las células horizontales -que son homdlogas a

las células horizontales tipo H2 del ser humano- no presentan axén®.

En el género Lacerta encontramos dos tipos de células horizontales que

ocupan la zona externa de la capa nuclear interna’®;
-Células horizontales tipo en cepillo.
-Células horizontales tipo estrella.

Las células horizontales tipo en cepillo poseen una arborizacion
dendritica muy densa y actuan en un area limitada, mientras que las de tipo
estrella tienen dendritas mucho mas largas y actuan sobre un area mucho

mayor.

Los cuerpos neuronales de las células horizontales son mas grandes
que los de las células bipolares, y, ademas, su citoplasma contiene unas pocas
mitocondrias y aparatos de Golgi. Tienen unas evaginaciones de grandes
dimensiones que se distribuyen en la zona interna de la capa plexiforme
externa y sus ramificaciones hacen sinapsis radialmente con las células

fotorreceptoras™.
Desde el punto de vista electrofisiolégico encontramos lo siguiente:

-las células horizontales tipo H1 tienen unos campos dendriticos de
pequeio tamafio, pero un arbol dendritico mas importante en la periferia que

puede contactar con 18 conos. Las células H1 reciben las sefales pre



sinapticas exclusivamente de los conos M y L. Estas células se conectan
también con las células horizontales y, a través de las células bipolares, a los
bastones. Su unico axdn se extiende lateralmente para ir a terminar en las

partes laterales de las sinapsis en cinta de los conos My L y de los bastones®’.

-las células horizontales tipo H2 contactan con los conos S y el contacto

se produce alrededor de los conos S y de algunos conos My L"°.

-las células horizontales tipo H3 poseen una arborizacidén evitando los

conos S%.

Las células horizontales tipo H1 y H2 son muy probablemente
gabérgicas; ahora bien, en numerosas especies la liberacion del
neurotransmisor GABA se realiza segun un mecanismo independiente de los

iones calcio®".

Las células horizontales participan también en la generaciéon del
“perimetro” del campo receptor —concepto que se describira mas adelante-
jugando un papel de interneurona. Este papel lo desempefia permitiendo a una
célula bipolar dada recoger las respuestas de numerosos fotorreceptores
distribuidos sobre la superficie retiniana y situados hacia fuera y mas alla de la
zona de contactos sinapticos directos de los fotorreceptores por la arborizacion
dendritica de la célula bipolar en cuestion. En efecto, en numerosas especies,

las células horizontales homoélogas estan eléctricamente emparejadas®®

, lo
que tiene como fin aumentar el perimetro del campo receptor de la célula
bipolar. Este emparejamiento puede ser modificado por un neurotransmisor. La
dopamina reduce en gran medida este emparejamiento®*®°; ahora bien, la
fuente de dopamina se sitta en una clase de células amacrinas
dopaminérgicas que se encuentran en la capa plexiforme interna. La capa
plexiforme interna tiene la posibilidad de enviar una sefial retroactiva hacia la
capa plexiforme externa. Las antagonistas del GABA aumentan la liberacion de
dopamina; ademas, en condiciones de adaptacion de luz, las células
dopaminérgicas van a ser tonicamente inhibidas por las células amacrinas

gabérgicas®®°.



3.8. Las células bipolares
En mamiferos se han descrito dos grandes clases de células bipolares®’:
-Células bipolares de los conos.
-Células bipolares de los bastones.

Desde el punto de vista de la conexion con el tipo de cono se clasifican

en tres tipos®: M, Ly S.

Desde el punto de vista de su arborizacion, las células bipolares de los

conos se dividen, a su vez, en dos grandes grupos>’:

-Células bipolares de los conos difusas. En el hombre existen cinco

categorias.

-Células bipolares de los conos enanas. En el hombre encontramos tres

categorias.

A su vez, y, desde el punto de vista de su conexion sinaptica, las células

bipolares de los conos (enanas y difusas) se dividen en dos grupos:

-Células bipolares de los conos invaginadas®, cuyas terminaciones

axonicas se realizan en la sub-capa b de la capa plexiforme interna®’.

-Células bipolares de los conos planas®, cuyas terminaciones axonicas

se realizan en la sub-capa a de la capa plexiforme interna®’.

Asi mismo, en reptiles se han hecho estudios en el género Lacerta en el

que se distinguen dos tipos principales de células bipolares en su retina’®:

-Células bipolares pequefias. Las células bipolares pequefias son mas
numerosas Yy poseen evaginaciones ascendentes y descendentes. Las
evaginaciones ascendentes envian fibras hacia la capa plexiforme externa; sin
embargo las evaginaciones descendentes son mas finas y siguen un curso

oblicuo en la capa nuclear interna y terminan en la capa plexiforme.

-Células bipolares grandes. Las células bipolares grandes se encuentran
en la zona externa de la capa nuclear externa con arborizaciones sinapticas
que salen directamente del cuerpo celular. Las evaginaciones descendentes

estan parcialmente recubiertas por las células de Mdller.



Desde el punto de vista electrofisolégico las células bipolares de los
conos y de los bastones reciben las sefales de entrada de los conos y los
bastones para transferirlas, a nivel de la capa plexiforme interna, a las células

amacrinas y a las células ganglionares®’.

Las células bipolares de los conos difusas recogen las senales

convergentes de varios conos vecinos (minimo cinco y siempre conos M o L)¥'.

Las células bipolares de los conos enanas recogen sefales de un
numero limitado de conos (uno siempre del tipo M o L en la retina central o de 2

a 3 en la retina periférica)’’.

Funcionalmente las células bipolares de los conos planas, que tienen
contactos superficiales, y las células bipolares de los conos invaginadas
funcionan en tandem. Un cono de la févea hace sinapsis con dos bipolares: con
una célula bipolar de los conos invaginada por medio de la unién central de la
sinapsis en cinta; y con una célula bipolar de los conos plana mediante una

unién superficial en la regién vecina de la sinapsis en cinta®.

A las células bipolares de los conos planas e invaginadas les

corresponde una dicotopia funcional fundamental®®;

-Centro-ON. Las células bipolares de los conos funcionalmente centro-
ON son despolarizadas cuando el estimulo es proyectado sobre una region de
la retina que contiene unos fotorreceptores con los cuales estas células estan

unidas por uniones sinapticas invaginadas.

-Centro-OFF. Las células bipolares de los conos que funcionalmente son

centro-OFF son hiperpolarizadas en las mismas condiciones de estimulacion.

El origen de esta dicotomia ON/OFF reside en el tipo de union sinaptica
que las células bipolares hacen con las terminaciones de los fotorreceptores.
Asi pues, la célula bipolar de los conos invaginada responde al estimulo
luminoso por una despolarizacion (invirtiendo asi el signo de la polarizacién
presente en el fotorreceptor) que es punto de salida de la via ON. La célula
bipolar de los conos plana, que tiene unidn superficial, responde ante el
estimulo luminoso como lo hace un fotorreceptor, es decir, mediante una

hiperpolarizacion que es punto de partida de la via OFF*°.



La respuesta sinaptica de despolarizacién (via ON) proviene de la
activacion de receptores metabotropicos del glutamato utilizando el GMPc
como segundo mensajero®. La respuesta sinaptica de hiperpolarizacién (via
OFF) proviene de la activacién de receptores ionotropicos AMPA-kainato de

glutamato®’.

Las células bipolares de los bastones sélo hacen sinapsis con los

bastones y mediante una invaginaciéon®.

Para una célula bipolar, la arborizacién se realiza con una treintena de
bastones en el centro y una cuarentena en la periferia. La dimensién del campo

de sus arborizaciones dendriticas aumenta del centro a la periferia®’.

Los axones de las células bipolares terminan en las sub-capas a o b.
Para cada sub-capa, las terminaciones axoénicas de las células bipolares
realizan sinapsis quimicas, ya sea con las arborizaciones dendriticas de las
células ganglionares y las expansiones de las amacrinas, ya sea con las

expansiones de dos células amacrinas®’.
a) La nocién de campo receptor

Las células bipolares se encuentra conectadas a los fotorreceptores
directamente por sinapsis o indirectamente por medio de las células
horizontales, cuyas dendritas ocupan unas posiciones laterales en el interior de

las sinapsis en cinta de los fotorreceptores®’.

Las células bipolares recogen las actividades de dos poblaciones de
fotorreceptores, aquellos con los cuales tienen uniones sinapticas directas, y
aquellos con los cuales estan en relacion por medio de las células horizontales.
El conjunto de los fotorreceptores funcionalmente ligado a una célula bipolar
dada constituye su campo receptor. Los fotorreceptores ligados mediante
sinapsis directas constituyen el centro del campo receptor, y los ligados
indirectamente constituyen la periferia. Para las células bipolares, el tamafno y
la forma del centro depende de la arborizacion; la periferia es un anillo circular.
Centro y perimetro son antagonistas. Cuando la luz incide sobre los
fotorreceptores situados en el centro, las células bipolares-OFF directamente
ligadas a estos fotorreceptores seran hiperpolarizadas, y las células bipolares-

ON seran despolarizadas. Cuando la periferia es iluminada, la respuesta es en



sentido opuesto: las células bipolares-ON seran hiperpolarizadas y las células-
OFF seran despolarizadas. En otros términos, cuando la estimulacion del
centro polariza una célula bipolar en un sentido, la estimulacién de la periferia

polariza la misma célula bipolar en el sentido opuesto®’.

La nociéon ON/OFF se aplica al tipo de conexion sinaptica: ON equivale a
unién central y despolarizacion y OFF a union superficial lateral e
hiperpolarizacién. La nocion centro/periferia se aplica a la nocion del campo
receptor, y se describirdn unas células bipolares-ON y OFF centro, y unas

células bipolares-ON y OFF periferia®’.
b) Sintesis funcional en las células bipolares

En la oscuridad, los fotorreceptores estan en un estado de
despolarizacion; estos liberan continuamente su neurotransmisor: el glutamato.
Este glutamato despolariza, a través de receptores ionotropicos, las células
bipolares con wuniones superficiales y laterales (bipolares planas), e
hiperpolariza, por medio de receptores metabotropicos, las células bipolares
con uniones invaginadas y centrales (bipolares invaginadas). Cuando los
fotorreceptores estan en estado de despolarizacion (oscuridad), las células
bipolares planas estan en estado de despolarizacion y las células bipolares
invaginadas estan en estado de hiperpolarizacion. En el caso de un aumento
de luminancia, la despolarizacion del fotorreceptor se reduce y provoca una
reduccion de la liberacion del glutamato. Esta reduccion de la liberacion del
glutamato tiene por objetivo reducir su efecto sinaptico, es decir, disminuir
simultaneamente la despolarizacion de las células bipolares planas —que
responderan, por lo tanto, con wuna hiperpolarizacion- y disminuir la
hiperpolarizacion de las células bipolares invaginadas —que responderan con

una despolarizacion->’.

Las células bipolares planas pasaran de un estado de despolarizacion a
un estado de hiperpolarizacion, y las células bipolares invaginadas pasaran de
un estado de hiperpolarizacion a un estado de despolarizacién. Las células
bipolares invaginadas seran, por lo tanto, denominadas células bipolares-ON,

puesto que se despolarizan por un incremento de luminancia®’.



Cuando el estimulo luminoso cesa, se provoca una disminucion de
luminancia y el fotorreceptor vuelve a despolarizarse, por lo que se produce

liberacion del glutamato restaurandose los efectos sinapticos®’.

El glutamato hiperpolariza las células bipolares invaginadas que estaban
en un estado de despolarizacion y despolariza las células bipolares planas que
estaban en un estado de hiperpolarizacion. Las células bipolares planas se
denominan entonces células bipolares-OFF, ya que se despolarizan por una

disminucion de la luminancia®’.

La naturaleza de los receptores y de los canales de membrana post-
sinapticos de las dendritas de las células bipolares son los factores
determinantes del signo del potencial post=sinaptico. Las células bipolares
hiperpolarizantes son el punto de partida del canal OFF y las células bipolares
despolarizantes son el punto de partida del canal ON. Estos dos tipos —ON vy

OFF-, solo existen ligados a los conos. En los bastones solo se da el tipo ON*’.

El potencial de las células horizontales varia en el mismo sentido que los
fotorreceptores. Cuando un fotorreceptor es hiperpolarizado por la luz, las
células horizontales con las que conecta también se hiperpolarizan. Sin
embargo, las células horizontales forman una sinapsis que actua sobre las
estructuras sinapticas de los fotorreceptores vecinos. Tenemos una retroaccion
que va a cambiar el signo de la transmision fotorreceptor-bipolar: una célula
bipolar-ON sera despolarizada cuando el estimulo luminoso incide sobre los
fotorreceptores con los que contacta directamente, y sera hiperpolarizada
cuando el estimulo afecte a los fotorreceptores vecinos unidos indirectamente
por las células horizontales. Esta célula bipolar sera despolarizada por un
incremento en el centro de su campo receptor e hiperpolarizada por un
incremento de la periferia de su campo receptor. Si la luz estad uniformemente
distribuida entre el centro y la periferia, la despolarizacion central sera
contrarrestada por la hiperpolarizacion periférica, y, por lo tanto, la respuesta se
anulara. Por el contrario, si un incremento de luminancia en la periferia la
hiperpolariza, una disminucion la despolariza; en consecuencia, la respuesta
sera tanto mas despolarizante al incremento del centro de su campo receptor, y
eéste estara asociado, a su vez, con una disminucion de la periferia desu campo

receptor’’.



Esto quiere decir que las células bipolares son detectores de contrastes.
La célula bipolar-ON sera estimulada por un centro claro y un fondo —periferia-
oscuro (contraste positivo), mientras que la célula bipolar-OFF sera estimulada
por un centro oscuro y un fondo claro (contraste negativo). La deteccion de los
contrastes se asegura, asi, por el antagonismo centro/periferia de los campos

receptores de las células bipolares®’.

3.9. La capa plexiforme externa

En mamiferos esta es la regidbn de conexidén sinaptica entre células
fotorreceptoras, bipolares y horizontales. Las terminaciones sinapticas de los
conos o pediculos son grandes terminaciones piramidales que contienen
vesiculas sinapticas y mitocondrias, cuya base esta aplanada en muchos
puntos para acoger los extremos de las dendritas de las células horizontales y
de las células bipolares enanas invaginadas. El resto de la superficie libre de la
base del pediculo produce centenares de contactos superficiales o basales con
las dendritas de las células bipolares enanas planas y de las células bipolares
difusas de los conos. Con gran constancia y orden geométrico, cada una de
las 12 a 25 invaginaciones sinapticas del pediculo de un cono contiene el
extremo de dos dendritas de células horizontales y de una dendrita de una
célula bipolar enana invaginada, formando lo que se denomina una triada. Las
dendritas de las células horizontales pueden contener vesiculas sinapticas,
estan profundamente insertadas y se situan a cada lado de una prominencia
cuneiforme del pediculo, llamada cresta sinaptica. La dendrita de una célula
bipolar enana invaginada se situa en medio y, mas superficialmente, esta
separada del extremo de la cresta por la fisura que se interpone entre las

dendritas de las células horizontales vecinas®.

La cresta sinaptica esta dividida en su mitad por una lamina densa o
cinta sinaptica, rodeada por un halo de vesiculas sinapticas; la cinta se situa
erecta sobre la punta de la cresta y queda separada de la membrana del
pediculo por un cuerpo en forma de cubeta denominado densidad arciforme. La
significaciéon de la cinta sinaptica no esta aclarada, pero es probable que
juegue algun papel en la captura de las vesiculas sinapticas y en su

aproximacion a la membrana plasmatica®.



Los contactos superficiales y basales de los pediculos de los conos no
muestran especializaciones de union muy desarrolladas; la fisura sinaptica esta
ligeramente ensanchada y las membranas vecinas del pediculo y de las
dendritas bipolares estan revestidas por una capa de material citoplasmatico

floculento™.

Las esférulas de los bastones tienen una invaginacién sinaptica unica y
carecen de contactos basales. En su sinapsis invaginada se insertan
profundamente dos terminaciones axoénicas de las células horizontales que
yacen a uno y otro lado de una cresta que contiene una cinta sinaptica con
vesiculas. Los extremos -de una a cuatro dendritas- que pertenecen a las
células bipolares de los bastones se situan en el centro y a menos profundidad.
Las terminaciones axoénicas de las células horizontales contienen

frecuentemente vesiculas sinapticas™’.

En los reptiles podemos encontrar en la zona externa de la capa
plexiforme externa los axones de las células horizontales, y en su zona interna,
los axones de las células fotorreceptoras situados oblicuamente a sus cuerpos

celulares®.

3.10. Las células amacrinas

En mamiferos estas neuronas tienen numerosas dendritas, pero carecen
de axon. Su cuerpo yace en la porcidn de la capa nuclear interna proxima al
vitreo (amacrinas desplazadas) y sus dendritas se extienden por la capa

plexiforme interna.

Las células amacrinas difusas envian sus ramas dendriticas por todo el
espesor de la capa plexiforme interna, mientras que las ramificaciones de las
células amacrinas estratificadas se limitan a diferentes pisos de la capa
plexiforme interna®®>. En el hombre disponemos de, al menos, 25 tipos de
células amacrinas®®®. Estas células presentan una gran diversidad morfoldgica

en sus uniones y en su bioquimica®'.

Las células amacrinas en los reptiles ocupan la zona interna de la capa
nuclear interna. Son células grandes, mas grandes que las células bipolares®.

Las evaginaciones de las células amacrinas descienden hacia la capa



plexiforme interna y hacen sinapsis con las células bipolares. También se cree
que se asocian con las terminaciones sinapticas de las células ganglionares
formando diadas post-sinapticas que conectan con botones terminales de las

células bipolares™.

Desde el punto de vista electrofisoldégico las mas numerosas son las
glicinérgicas y las gabérgicas, que tienen neurotransmisores inhibidores —
glicina y GABA-. Existen también células amacrinas dopaminérgicas vy

colinérgicas.

Las células amacrinas dan una respuesta transitoria en el
establecimiento y al final de una estimulaciéon luminosa; asi pues, al contrario
de lo que ocurre en las células bipolares, las variaciones de polarizacion se
mantienen durante todo el tiempo de estimulacién®'. Un papel de microcircuito
“de retorno” sera atribuido a ciertas células amacrinas capaces de interrumpir la
accion excitable sostenida de las células bipolares sobre las células
ganglionares, realizando una verdadera diferenciacién temporal sobre la senal

transmitida de las células bipolares a las células ganglionares®.

Estas células amacrinas gabérgicas contribuyen a los aspectos
dinamicos de las interacciones entre el centro y la periferia de los campos
receptores de las células ganglionares®'. La dicotomia ON/OFF con dos tipos
de células bipolares solo existe como tal en la via de salida de los conos. Los
bastones solo tienen un tipo de sinapsis: sinapsis invaginadas. Por lo tanto las
células bipolares de los bastones son todas del tipo ON. Sin embargo, las
células bipolares de los bastones no se unen directamente con las células
ganglionares, sino que lo hacen por intermediacion de las células amacrinas
All. Estas células amacrinas reciben sus sefales de las células bipolares de los
bastones, y establecen sinapsis eléctricas excitadoras con las células
bipolares-ON y sinapsis quimicas inhibidoras glicinérgicas con las células
bipolares-OFF. De tal manera que una célula bipolar de los bastones
contribuye a la excitacion en la via ON y, simultaneamente, a la inhibicion en la
via OFF; de esta manera, se mantienen bien separadas las dos vias ON y
OFF, a pesar del hecho de que todas las células bipolares de los bastones
estan unicamente despolarizadas cuando hay un incremento de luz. Estas

células All son un ejemplo de células biestratificadas. En la sub-capa b estan



en contacto con las células bipolares de los bastones y las células bipolares de
los conos invaginadas (son células bipolares tipo ON), todas ellas unidas a
células ganglionares ON. En la sub-capa a, las células All estan en contacto
con las células bipolares de los conos planas (bipolares tipo OFF) y unidas
ambas a las ganglionares OFF. Estas uniones juegan un papel fundamental en

la recogida de la informacion de salida de los bastones®.

3.11. Las células interplexiformes

En mamiferos las células interplexiformes tienen su pericarion en la capa
nuclear interna y envian sus prolongaciones a ambas capas plexiformes. En la
capa plexiforme interna, sus prolongaciones son a la vez pre y postsinapticas
para las dendritas de las células amacrinas®*. Como ya hemos comentado, este

tipo celular no se encuentra en reptiles®.

Desde el punto de vista electrofisolégico estas células hacen de vinculo
entre la capa plexiforme interna y la capa plexiforme externa. En el gato son
gabérgicas, y en otras especies son dopaminérgicas, excepto en el hombre.
Las células interplexiformes forman sinapsis con las células bipolares, las
células amacrinas, las células ganglionares y con otras células

interplexiformes®’.

3.12. Las células ganglionares

Las células ganglionares representan en mamiferos el enlace terminal
de las redes neurales de la retina. Con sus dendritas, conectan con las
terminaciones de las células bipolares y con las dendritas de las amacrinas de
la capa plexiforme interna; sus cuerpos estan localizados en el estrato de
células ganglionares; sus axones, que se convierten en fibras del nervio éptico,
transmiten al cerebro el resultado de la compleja actividad neuronal que tiene
lugar en la retina®>. En el hombre, las células ganglionares constituyen una
clase bien definida de neuronas (alrededor de un millén donde mas de la mitad

se sittian en la zona central) de una gran diversidad morfologica®’.



En el gato encontramos tres categorias en funcibn de su campo

dendritico:

-Células ganglionares a: células de gran tamafio y un campo dendritico

amplio.

-Células ganglionares [B: células de pequeno tamafio y un campo

dendritico restringido®.
-Un grupo morfolégicamente heterogéneo: y, 3y € %°.

En primates se han descrito dos grupos principales y otros dos mas de

menor entidad:

-Células ganglionares Pa, también denominadas células ganglionares en

sombirilla: son células de gran tamano.

-Células ganglionares P, o células ganglionares enanas: son células de

pequefio tamano.

-Células ganglionares Py: son células de menor entidad y estan mal
conocidas®’.

-Células ganglionares biestratificadas: también tienen menor entidad®"%°.

En reptiles la capa ganglionar estd constituida por las células
ganglionares®. Los cuerpos celulares de las células ganglionares estan
parcialmente cubiertos por las células de Maduller, pero existen algunos
contactos directos con otras células ganglionares®’. Desde las células

ganglionares parten las fibras nerviosas que constituiran el nervio éptico™.

Desde el punto de vista funcional, en el gato se han puesto en evidencia

dos categorias principales®:

-Células ganglionares centro-ON/periferia-OFF. Las células ganglionares
centro-ON/periferia-OFF tienen una potencia de descarga del influjo que
aumenta cuando la luz esta presente en el centro y ausente en la periferia de

su campo receptor.

-Células ganglionares centro-OFF/periferia-ON. Las células ganglionares
centro-OFF/periferia-ON tienen una potencia de descarga del influjo que

aumenta cuando la luz esta ausente en el centro y presente en la periferia de



su campo receptor. Estas dos categorias se reparten aproximadamente por

toda la retina.

Si tenemos en cuenta los campos receptores, también en el gato, se

pueden dividir en dos categorias®:

-Células ganglionares X. Las células ganglionares X tienen unos campos
receptores pequefios, dan unas respuestas ténicas a los haces de luz
estacionaria, son relativamente poco sensibles a los estimulos en movimiento y
presentan una suma espacial lineal de las influencias que parten de las

regiones antagonistas de su campo receptor.

-Células ganglionares Y. Las células ganglionares Y tienen unos campos
receptores de gran tamano, dan unas respuestas fasicas, responden
fuertemente a los estimulos animados de un movimiento rapido y no presentan
una suma espacial lineal entre el centro y la periferia de su campo receptor.

Estos dos grupos tienen unos campos receptores concéntricos y antagonistas.

Se han descrito otras células ganglionares denominadas células
ganglionares W, que son activadas por un estimulo que, sin importar su

100

contraste, se desplaza en una direccién determinada y no existe

antagonismo entre el centro y la periferia de su campo receptor™”.
Aparte se ha podido establecer una excelente correlacién entre®’:
-Las células ganglionares a y las células ganglionares Y.
-Las células ganglionares B y las células ganglionares X.

-Las células ganglionares y y 8 y las células ganglionares W.

Segun la clasificacién anatomo-funcional descrita en primates®”*

, las
células ganglionares Pa estan presentes en toda la retina y tienen unos
campos receptores extensos y organizados en dos zonas concéntricas vy
antagonistas. Estas células reciben en el centro y en la periferia de su campo
receptor unas sefales del mismo signo sinaptico procedente de conos M o L.
Asi pues, las sensibilidades espectrales de las células ganglionares Pa son
mayores que las de los conos y, por lo tanto, no pueden dar informacion sobre
la posicion espectral de la luz que las estimula, pero se activan por unos

estimulos de muy débil contraste. Las células ganglionares Pa son el origen del



trayecto M (magnocelular) destinado a las capas ventrales del cuerpo
geniculado lateral (capas 1 y 2). Las células de la via M codifican

fundamentalmente la luminancia y el movimiento®”.

Las células ganglionares PB son las mas numerosas y tienen sus
campos receptores poco extensos y organizados en dos zonas concéntricas,
antagonistas y de sensibilidad espectral diferente. Estas células ganglionares
reciben en el centro y en la periferia de su campo receptor las sefiales de signo
sinaptico opuesto provenientes de los diferentes tipos de conos. Una célula L/M
tendra un centro estimulado por una luz situada en las grandes longitudes de
onda -L-, y una periferia inhibida por una luz situada en las longitudes de onda
media -M-. Cuando el centro y la periferia del campo receptor se estimulan por
un haz de luz cromatico, la respuesta de la célula reflejara el matiz de
sensibilidad espectral de los diferentes tipos de conos que contribuyen a la
respuesta; la curva de sensibilidad espectral de la célula ganglionar en cuestion
sera menor que la de los conos. Las células ganglionares P presentan, en
efecto, los dos mecanismos: cromatico y acromatico. Poseen dos campos
receptores de pequefio tamafio y por consiguiente una gran selectividad por las
altas frecuencias espaciales, o que le da una elevada agudeza en vision

acromatica. Por lo tanto tienen una doble funcion®’:
-Resaltar el contraste cromatico a bajas frecuencias espaciales.
-Resaltar el contraste de luminancia a altas frecuencias espaciales.

Las células ganglionares P son el origen del trayecto P o parvovelular
destinado a las capas dorsales del cuerpo geniculado lateral (capas 3 a 6). La

via P es la responsable de la agudeza y el color.

Es importante saber que las células ganglionares PB que reciben
influjos de los conos S, lo hacen por intermediacion de las células bipolares de
los conos S con la exclusiébn de todas otras informaciones por lo que

constituyen una via S sobre los cuerpos geniculados laterales® .

Las células ganglionares Py tienen propiedades variadas, complejas y
mal conocidas. Desempenan ciertos papeles especializados, por ejemplo en la
deteccion de los niveles absolutos de alumbramiento o codificacion de la

direccion de los movimientos de imagenes sobre la retina. Son el origen de la



via K o koniocelular destinada a las capas interlaminares de los cuerpos
geniculados laterales y al coliculus superior. La via koniocelular podra asegurar

una funcién de modulacion de la actividad de las vias visuales®’.

Ciertas células ganglionares biestratificadas reciben las sefales
estimuladoras de los conos S vy las sefiales inhibidoras de los conos L y M%;

otras reciben las sefiales inhibidoras de los conos S*'.

Al igual que las células bipolares, las células ganglionares ON y OFF
funcionan conjuntamente. Hay, por lo tanto, una via bipolar/ganglionar ON y

una via bipolar/ganglionar OFF que se mantienen separadas hasta el cortex®’.

3.13. La capa nuclear interna

En los mamiferos la capa nuclear interna contiene los cuerpos celulares
de las células horizontales mas largas, de las células bipolares, de las células

amacrinas desplazadas y de las células interplexiformes>°.

En los reptiles la capa nuclear interna tiene dos niveles. Los cuerpos
celulares de las ceélulas amacrinas se encuentran en el nivel interno y los
cuerpos celulares de las células horizontales®, las células bipolares grandes y

los cuerpos celulares de las células bipolares pequefias, en el nivel externo’®.

3.14. La capa plexiforme interna

En mamiferos esta es la region del intercambio sinaptico entre las
células bipolares, amacrinas y ganglionares. En esta capa se ven
frecuentemente sinapsis reciprocas entre las terminales de las bipolares y las
dendritas de las células amacrinas. En este tipo de sinapsis la célula bipolar
contacta con la célula amacrina como elemento presinaptico de una sinapsis en
cinta y la célula amacrina vuelve a establecer una sinapsis convencional de
retroalimentaciéon con la célula bipolar. De este modo, las dendritas de las
células amacrinas adquieren la propiedad excepcional de contener vesiculas
sinapticas y comportarse como elementos presinapticos de sinapsis

dendroaxénicas y dendrodendriticas >°.



En reptiles esta constituida por las evaginaciones descendentes de las

células bipolares y amacrinas®.
3.15. La membrana limitante interna

En mamiferos este término tradicional ya no es adecuado porque la
microscopia electrénica ha demostrado que no es realmente una membrana,
sino simplemente la lamina basal de las células de Muller, que separa sus

extremos conicos internos del cuerpo vitreo™.

En los reptiles, por ejemplo en el género Phelsuma, la membrana
limitante interna esta compuesta por dos capas y también llegan algunas fibras

de las células bipolares pequefias®.

3.16. Los elementos neurogliales de la retina

La retina, por ser una parte modificada del cerebro, contiene células de
soporte de caracter neuroglial. En mamiferos estas células son las células de
Miller®®. Las células de Miller son células gliales que forman un tejido
nutricional y de soporte sobre el cual descansa el conjunto de la retina neuro-
sensorial'®. Ademas, las células de Miiller se encargan de captar los iones K*

que liberan las células bipolares'®.

Las células de Mduller estan presentes por toda el area central,
incluyendo la févea, o mismo que en la periferia. Sus nucleos ovales estan
situados en la zona media de la capa nuclear interna. El cuerpo celular es una
columna delgada que se extiende radialmente desde la membrana limitante

interna hasta la membrana limitante externa *°.

En el limite entre la capa nuclear externa y la capa donde se encuentran
las células fotorreceptoras, las células de Miller presentan unas zdnulas
adherens muy desarrolladas que producen la densidad lineal que se interpreta

como membrana limitante externa®®.

En los reptiles también encontramos células de Mdller. Estas células
atraviesan todas las capas de la retina. Su citoplasma es fibrilar y las
mitocondrias se situan en la zona de la membrana limitante externa. El nucleo

se encuentra cerca de la membrana limitante interna.



3.17. La fovea

En mamiferos la févea es una depresion coénica en la retina situada
ligeramente por debajo de la salida de las fibras del nervio 6ptico. Alrededor de
la fovea se encuentra una zona de coloracion amarilla de forma ovoidea que se
denomina macula lutea. En la févea los vasos sanguineos retinianos estan
ausentes y las capas internas retininas estan aplanadas lateralmente de forma
que presenta una minima barrera a la llegada de los fotones a los
fotorreceptores. En la fovea los fotorreceptores son en su mayoria conos®, con
una densidad que varia segln razas e individuos'®, y que guardan una
proporcion de uno a uno con las fibras nerviosas Opticas. Todas estas
caracteristicas hacen que la fovea esté sujeta a una minima distorsién de

I*®. En reptiles la fovea

refraccidn y que sea la zona de maxima agudeza visua
varia segun la especie. Por ejemplo, dentro del suborden Sauria (saurios) el
geénero mejor estudiado es el género Anolis. En el género Anolis existe una
févea central y una fovea temporal. En la fovea central -que se encuentra
ligeramente temporal- las células fotorreceptoras son tan delgadas que es

materialmente imposible reconocer su ultraestructura.

La fovea temporal en el género Anolis, el Unico género no aviar conocido
que presenta una segunda fovea, se encuentra aproximadamente a dos tercios
de la linea imaginaria que uniria la fovea central con la ora serrata temporal. La
févea temporal es redonda en su comienzo, pero en el centro es conica, lo cual
es una configuracion bastante inusual. Esta segunda févea podria ser una
adaptacion a los habitos arboricolas en éste género®®. En la especie Iguana
iguana la févea central se encuentra muy bien desarrollada®. En el suborden
Amphisbaena (anfisbénidos)®® y en las familias Anniellidae'®, Dibamidae®,
Helodermatidae'®, Pygopodidae, Gekkonidae y Xantusiidae, sin embargo,

carecen de fovea®.

En el suborden Ophidia (ofidios) no se encuentra descrita en la literatura
bibliografica consultada la presencia de ninguna fovea. En el género
Sphenodon -el Unico género actual del Orden Rhynchocephalia- la fovea se

encuentra muy bien desarrollada y se sitta en el polo orbital*°.



Dentro del orden Testudines (quelonios) solamente en el género Trionyx

encontramos una févea verdadera®.

En el resto de géneros de los testudines y en todo el orden Crocodylia
(crocodilianos) sélo encontramos una zona que se corresponde con el area

central sin presencia alguna de févea como tal®.

3.18. El soporte tréfico vascular

En los mamiferos el soporte tréfico vascular nace de la arteria oftalmica
y puede subdividirse en dos grupos, que son casi totalmente independientes y
que se anastomosan uno con el otro sélo en la region de entrada del nervio
optico>’:

-Sistema retiniano: esta representado por la arteria y la vena centrales e

irriga una parte del nervio éptico y la porcion interna de la retina.
-Sistema ciliar: nutre la Uvea y a través de ella irriga a la retina externa.

A semejanza del cerebro, la retina esta protegida de las macromoléculas
circulantes por los vasos sanguineos mediante la barrera hemato-retiniana. La
base estructural de esta barrera esta representada fundamentalmente por las
zonulas occludens que sellan los espacios intercelulares que hay entre las
células del epitelio pigmentario y las que existen entre las células endoteliales

de los vasos sanguineos retinianos®.

En los reptiles la retina es anangidtica, por lo que el soporte trofico
vascular se establece a través de los vasos coroidales, que proceden de la

arteria oftalmica que llega junto al nervio dptico y/o del cono papilar.

El cono papilar es una estructura similar al pecten de las aves que
avanza desde la cabeza del nervio 6ptico hacia el vitreo® y que probablemente
tiene una funcion trofica similar a la que cumple en aves'®. En reptiles el cono
papilar es perfundido por un vaso hialoideo que llega desde la zona de entrada

del nervio ptico®.

En los saurios el cono papilar lo podemos encontrar en las familias

Iguanidae, Agamidae, Lacertidae, Teiidae, Anguidae, Scincidae (sélo en los de



habitos no fosoriales), Varanidae® y Anniellidae®® en los cuales generalmente

tiene una seccion circular.

En las familias Pygopodidae, Gekkonidae y Xantusiidae, que tienen en
su mayoria especies de habitos nocturnos, también encontramos la existencia
de un cono papilar; sin embargo los reptiles de habitos fosoriales, anfisbénidos

y escindidos fosoriales no tienen cono papilar®.

En los ofidios también se pueden encontrar géneros que no poseen cono
papilar sino una vascularizacion procedente de una arteria hialoidea, como
sucede, por ejemplo, en las familias Typhlopidae y Leptotyphlopidaesz. En las
especies que poseen cono papilar, éste se encuentra unido a la retina
mediante tejido de naturaleza mesodérmica y no neuroglial, como sucede en
lacértidos y en aves. Ocasionalmente ocurre que, como se encuentra descrito
en Malpolon, algunos capilares simplemente pasan a la camara posterior
perdiéndose en el humor vitreo. En Sphenodon la retina es avascular y no

posee cono papilar.

Los quelonios y crocodilianos tienen retina avascular y tampoco poseen

cono papilar®®.

3.19. Inervacion de la retina

En los mamiferos, a causa de la presencia de la fovea central, las fibras
del nervio éptico tienen un curso especial. En general, convergen radialmente
hacia la papila 6ptica; sin embargo, las que proceden del cuadrante temporal
superior de la retina circundan por encima la macula lutea, mientras que las
que se originan en el cuadrante temporal inferior la rodean por debajo en su
camino hacia la papila siguiendo el trayecto de los grandes vasos retinianos.
Esta separacién se preserva a lo largo de la via visual central hasta la corteza
cerebral. Las fibras de la mitad nasal decusan en el quiasma 6ptico y pasan al
tracto optico del lado contrario, mientras que las del lado temporal siguen el

tracto del mismo lado®.

En los reptiles el nervio éptico aparece en la zona temporoventral del ojo
y se dirige a los centros de visidon del cerebro. Esta constituido por las fibras

eferentes de la retina y rodeadas por tejido de neuroglia®®. En su paso por el



quiasma optico las fibras que lo componen no decusan de manera completa,
llegando una parte pequefa a los centros ipsilaterales de la vision del

cerebro'”’.

En los ofidios encontramos la existencia en el nervio oOptico de
numerosas fibras aferentes'®® que posiblemente proporcionan el estimulo
vasomotor a la vascularizacion hialoidea®. En Sphenodon el nervio 6ptico
carece de septos, que estan compuestos de tejido conectivo y separan grupos
de fibras eferentes, al contrario de lo que sucede en ofidios, en los que si

encontramos dichos septos®.

3.20. El tratamiento retiniano de la funcion visual

La imagen optica que se realiza en el fondo de ojo es una distribucion
bidimensional continua de luz. Esta imagen sera muestreada por el mosaico de
fotorreceptores que traducen el contenido energético de la luz que les llega en
sefales electro-idnicas. La sefal electro-ibnica asi generada controla la
liberacion de un neurotransmisor (capa plexiforme interna), que actua
sinapticamente sobre las células retinianas horizontales y bipolares. Las
sefales sinapticas generadas por las células bipolares y elaboradas por las
células amacrinas, seran transformadas en una serie de representaciones
neuronales discretas por las células ganglionares. Los campos receptores
permiten reducir en alguna medida la imagen, calculando sobre las superficies,

mas o menos importantes, del mosaico retiniano los contrastes locales® .

Por dultimo, existen trayectos que unen las distintas clases de
fotorreceptores con las distintas categorias de células ganglionares. Esto
permite transmitir informaciones diferentes: espaciales, espectrales, de alta o
baja frecuencia, temporales fasicas o tonicas...antes de codificarlas bajo forma
de potenciales de accion propagados al nivel de los segmentos iniciales de los
axones de las células ganglionares y dirigirlos, en forma de mensajes discretos,
a las estructuras centrales del cerebro. De esta manera, la informacién
contenida en la imagen retiniana sera representada al nivel de las células
ganglionares de la manera mas econémica y mas fiel posible, puesto que todo

lo que el cerebro va a utilizar para sus comportamientos visuales debe pasar



por los axones de las células ganglionares. Un fotorreceptor activado produce
un influjo que se dispersa hacia posiblemente ocho células ganglionares, donde

la actividad es modificada, mas o menos, después de esta estimulacion®’.

Sin embargo, la actividad de una célula ganglionar resulta de la
integracion de los influjos de 500 a 1700 fotorreceptores, realizando la
convergencia retiniana de la informacion. Esta forma de funcionamiento por
mecanismos de divergencia/convergencia de la informacién es el origen de una
mejora en el cociente sefal/ruido, permitiendo al cerebro percibir
estimulaciones de muy débil nivel luminoso. Para las estimulaciones de nivel
luminoso mas elevadas, este tipo de funcionamiento permite la obtenciéon de
una respuesta sincronizada de un conjunto de ruidos neurdnicos aleatorios en

el origen de una percepcion®’.



4. La técnica electrorretinografica

La electrorretinografia es un método de exploracién ocular que registra,
mediante un equipo electrorretinografico, el conjunto de acontecimientos
electrofisiolégicos que se generan en la retina como consecuencia de una

estimulacion luminosa®®'%

y que se expresa graficamente en las diferentes
ondas que constituyen el electrorretinograma (ERG)°. Estas ondas se pueden
interpretar tanto cualitativa como cuantitativamente''®. Estos acontecimientos
representan la suma de todas las corrientes extracelulares radiales generadas
por las células de la retina y que fluyen por el circuito formado por retina, vitreo,
cristalino, camara posterior, camara anterior, cornea, esclera, coroide y epitelio
pigmentario®. La respuesta de la retina obtenida tras una estimulacién luminosa

es proporcional a la superfice retiniana funcional®.

El examen electrorretinografico hay que realizarlo en un contexto clinico
preciso®, es decir, que previamente hay que conocer sus limitaciones y sus
indicaciones clinicas. Esto se pone de manifiesto con el ejemplo de un animal
con ceguera de origen central o debida a una afeccion en el nervio optico. En
estos casos el examen electrorretinografico no esta indicado puesto que, éste
solamente valora la funcionalidad retinal, pero no el nervio 6ptico ni los tractos

opticos superiores.

El estimulo luminoso utilizado, las condiciones ambientales y el manejo
de los registros se encuentran actualmente protocolizados, tanto en medicina

humana como en medicina veterinaria 2"1""112,

La cadena de acontecimientos que se realiza en una electrorretinografia
es la siguiente: primero hay que que producir una estimulacion luminosa, luego
recoger la sefal producida, amplificarla, filtrarla y, finalmente, digitalizarla

mediante un software especifico®'°.

4.1. Parametros a controlar

Para realizar de manera adecuada un examen electrorretinografico e
interpretar correctamente los resultados hay que controlar los distintos

parametros que influyen en la técnica electrorretinografica, y pre-establecer los



valores indicados en el protocolo que se esté usando. Las caracteristicas de los

diferentes parametros que influyen en la electrorretinografia son"®*:

-Caracteristicas de la estimulacion.
-Caracteristicas del paciente y su preparacion.

-Caracteristicas del estado de adaptacion de la retina en el momento del

examen.
-Caracteristicas de la recogida y del tratamiento de la sefial.

Todos estos parametros deben ser perfectamente conocidos con el fin
de poder realizar unos examenes cortos, de un maximo de informacion vy

reproducibles®.

4.1.1. Caracteristicas de la estimulacion

La estimulacién luminosa interesa que llegue de manera homogénea a
toda la superfice retinal®, por eso hoy en dia se utiliza un fotoestimulador tipo
Ganzfeld. El fotoestimulador tipo Ganzfeld tiene una forma geométrica de
media esfera con el tamafio adecuado para englobar la totalidad de la cabeza

del paciente'".

La estimulacion se caracteriza por®®: La composicion espectral, la
luminancia de la fuente emisora y la frecuencia con que es emitida. Estas
caracteristicas también nos van a permitir separar preferentemente la actividad

del circuito asociado a los conos o la del asociado a los bastones®®.
a) Composicion espectral

La composicion espectral se caracteriza por la cantidad de variacion
cromatica y por la longitud de onda del espectro utilizado. En cuanto a la
variacion cromatica podemos utilizar un haz de Iluz monocromatico,

heterocromatico o acromatico.

En cuanto al tipo de longitud de onda (A), ésta permite estimular de
manera mas especifica un tipo de fotorreceptor u otro®®°. El conocimiento de las
curvas de sensibilidad espectral de los fotorreceptores de cada especie

evaluada, y de las curvas de absorcion espectral de los filtros colorimétricos



usados es un prerrequisito indispensable a la hora de utilizar estimulaciones

cromaticas®.
b) Luminancia

La luminancia influye tanto a nivel cuantitativo como cualitativo. A nivel
cuantitativo influye estimulando todos los tipos de fotorreceptores o
preferentemente un solo tipo de fotorreceptor segun el nivel de luminancia
utilizado. En la retina humana los bastones responden a luminancias entre -6 y
2 log cd/m?; sin embargo los conos responden a un rango de luminancia de -1
a 8 log cd/m? . A nivel cualitativo es necesario estimular una superficie
retiniana maxima y de manera homogeénea; para conseguirlo se puede utilizar

bien el sistema tipo Ganzfeld'?'

6,24

, bien unos estimuladores reglados

bilaterales
c) Frecuencia

Para poder registrar un ERG es necesario poner en actividad la retina
con una variacion breve de la estimulacion. Se pueden utilizar dos tipos de

estimulaciones®:
-ERG obtenido mediante estimulacién tipo flicker

La estimulacion tipo flicker es una estimulacion repetida en el tiempo a
una frecuencia alta para los fotorreceptores. Esta frecuencia de repeticion no
permite al sistema visual evolucionar libremente. Sdélo responden los
fotorreceptores capaces de seguir un ritmo rapido de variaciones de
luminancia®. En el perro los circuitos puestos en funcionamiento para
frecuencias superiores a 30 Hz se corresponden con los de los conos®'; sin
embargo, la frecuencia para una estimulacion tipo flicker en los bastones se
sitia en 10 Hz?""""2. Las graficas obtenidas tras una estimulacion tipo flicker son
una sucesion de ondas b, en las que mediremos las amplitudes y los tiempos

absolutos desde un pico maximo a otro?".
-ERG obtenido mediante estimulacion tipo flash

Es una estimulacién breve y repetida en el tiempo a baja frecuencia para
los fotorreceptores. Esta estimulacion permite la sincronizacion de la respuesta

del conjunto de las células visuales, pues posibilita al sistema visual



evolucionar libremente®. En el perro el rango utilizado en el ERG tipo flash es
de 0,1a5,1Hz*"""2,

4.1.2. Caracteristicas del paciente y su preparaciéon

Existe una gran variabilidad morfolégica'® y anatémica tanto
. rer . ,ge P . 9 v
interespecifica como intraespecifica del craneo, globo ocular y retina®, ademas
de las diferencias fisiologicas interespecificas del sistema visual que influye en
el ERG, con lo cual el conocimiento de estas diferencias es un prerrequisito
indispensable en el establecimiento de un protocolo y en la interpretacién de

los resultados?’?>11°,

Puesto que la calidad de la sefal recogida depende de la iluminacion
retiniana® es indispensable, para asegurar una estimulacion luminosa completa
en la retina, que el animal esté anestesiado con los parpados bien abiertos, con

9,116 116

ambas pupilas midriaticas y con los globos oculares fijos” .

En cuanto a la anestesia, ésta debe permitir como requisito, que se
pueda hacer lo siguiente:

-Reallizar un protocolo de electrorretinografia de al menos 30 minutos'®.

-No modificar, o modificar poco, el ERG"'®. La modificacién en el ERG

suele ser una disminucién de los valores electrorretinograficos'"”

|H8.

, sobre todo

debido a los efectos de la disminucion de la PaO, a nivel retina

-Permitir una buena miorrelajacion para evitar el registro de

electromiogramas que puedan interferir en el registro electrorretinografico’®.

-Inhibir el reflejo fotomioclénico™®.

4.1.3. Caracteristicas del estado de adaptacién de la retina en el momento

del examen

El nivel luminoso del ambiente en el que se efectia el examen
condiciona el estado de adaptacion de la retina por la necesidad de efectuar la
estimulacién cuando la concentracion de las reservas idnicas disponibles en el

espacio sub-retiniano esta equilibrada, es decir, cuando la adaptacion de la



retina a la luz o a la oscuridad es estable. Por lo tanto, el estado de adaptacion
de la retina permite seleccionar el tipo de fotorreceptor que se desee estudiar
69112 "En el perro el estudio del funcionamiento de los conos se efectuara en un
ambiente fotdpico (30-40 cd/m?)''? en el que los bastones se encuentran
saturados; sin embargo, el estudio del funcionamiento de los bastones se
efectuara en un ambiente escotdpico por debajo del umbral de respuesta de los
conos (0,02-0,03cd/m?)®'"2. En el perro la adaptacién fotépica se logra a partir
de diez minutos en un ambiente fotdpico y la adaptacion escotdpica se logra a
lo largo del proceso dinamico que resulta del conjunto de estimulaciones

escotopicas que se realizan en el paciente 2",

4.1.4. Caracteristicas de la recogida y del tratamiento de la senal

Ya se ha mencionado, en un apartado anterior, que un factor que
disminuye el ruido de fondo es una correcta anestesia para impedir un exceso
de actividad electromiografica’’®. Aparte de la anestesia existen diversos
aspectos técnicos en la recogida y el tratamiento de la sefal indispensables
para ayudar a eliminar un excesivo ruido de fondo que nos impida o dificulte la

correcta interpretacion del ERG"®'°,

La recogida de la sefal producida por la estimulacion se hace mediante
tres tipos de electrodos: uno positivo —0 activo- que se situa en la superficie
corneal, otro negativo —o de referencia- que se puede situar en la piel o debajo
de ésta, y uno de toma de tierra. El electrodo positivo debe situarse lo mas
cerca posible de la génesis del potencial; por eso se coloca en la cérnea; estos
electrodos se han desarrollado con forma de lente de contacto para minimizar
el posible dano a la cérnea y el malestar que puedan producir. Ademas, como
tienen una gran superficie de contacto, recogen mejor la senal procedente de la

retina''°.

El electrodo de referencia se coloca un poco mas alejado del positivo y
sirve para establecer la diferencia con respecto al positivo. El electrodo de toma
de tierra sirve como referencia del valor cero, por lo que la polaridad —negativa
o positiva- del potencial recogido depende de la referencia marcada por este

electrodo. La diferencia entre el electrodo positivo y el negativo llega a un



amplificador. ElI cometido del amplificador es rechazar las senales de ruido de
fondo y amplificar las sefales que interesan. Este proceso se denomina CMR
(common mode rejection) y se basa en la eliminacién de las sefiales que
resultan parecidas entre el electrodo positivo y el negativo, y amplifica las
senales que resultan diferentes. Ademas, el amplificador también actua como
filtro. Este filtro se establece mediante el ancho de banda, que es el rango de
frecuencias —procedentes de la retina y amplificadas- que van a ser
digitalizadas por un convertidor de sefal analdgica a digital para mostrarlas en
la pantalla del ordenador. El ancho de banda lo establece el usuario del equipo

y es el que permite la visualizacion de las ondas que nos interesan'™°.

Otro aspecto importante es la impedancia de los electrodos y del
amplificador. Para evitar pérdidas en el voltaje es necesario que las
impedancias de los electrodos corneales y de referencia estén balanceadas y
que la impedancia del amplificador sea mucho mayor -al menos cien veces-

que la de los electrodos'™°.

Por ultimo, otro mecanismo encaminado a incrementar el cociente

sefia/ruido consiste en realizar un promedio de varios estimulos'?°.

4.2. Interpretacion de un ERG

El ERG esta constituido por una sucesion de ondas caracterizadas por

su morfologia, su amplitud y su tiempo de latencia (Figura 2).

-Morfologia: el tipico ERG consiste en una sucesion de tres ondas

denominadas, segun el orden de aparicion en el ERG, a, by ¢'?'.
-Amplitud: es el valor maximo oscilatorio medido en pV (microvoltios)®.

-Tiempo de latencia: es el tiempo en ms (milisegundos) que transcurre

entre el inicio de una estimulacién y su respuesta maxima®.



Figura 2. Morfologia, ondas e interpretacion de un ERG. 25 ms/div. 1. Tiempo
de latencia de la onda a 2. Amplitud de |la onda a 3. Tiempo de latencia de la
onda b 4. Amplitud de la onda b. (Comunicacion personal Alejandro Bayodn,
2006).

4.21.Laondaa

La onda a aparece en primer lugar (Figura 2), es una onda negativa y de

corta duracién™'22

(Figura 2). Sigue la cinética de la hiperpolarizacion -cierre de
los canales del sodio- de los fotorreceptores, bajo la accion del influjo fotonico.
Tiene un pico negativo maximo, y se desglosa en una onda a1, que se
corresponde con la actividad de los conos, y una onda a2, que se corresponde
con la actividad de los bastones®.

La amplitud de la onda a se mide desde la linea basal hasta la depresion

6,9,10,21,112,122

de la misma y depende del numero de fotorreceptores estimulados;

de ahi la importancia de una iluminacién retiniana completa °. El tiempo de
latencia se mide desde el comienzo del estimulo hasta el pico de depresion
6,9,10,21,112,122

maxima y depende del buen funcionamiento de las células

estimuladas®.



422 . Laondab

La onda b aparece a continuacién de la onda a (Figura 2). Es una onda

positiva y de mayor amplitud y duracién que la onda a"'?* (

Figura 2). Acerca
del origen de la onda b existen actualmente dos teorias®. Una teoria apunta
como origen de la onda b a las células bipolares que funcionalmente son
Centro-ON' y a la existencia de una modulacién en su amplitud y cinética por
parte de las células amacrinas y ganglionares'?. La otra teoria describe que la
onda b sigue la cinética de la despolarizacion de las células de Muller;
despolarizacion que depende de los cambios inducidos por el estimulo
luminoso en la concentracion extracelular de iones de K'; también sefiala esta
teoria que la onda b se compone de una onda b1, que corresponde a la
actividad de las células de Muller ligadas a la actividad de los conos, y una
onda b2, correspondiente a la actividad de las células de Mdller ligadas a la
actividad de los bastones®.

La amplitud de la onda b se mide desde la depresion de la onda a hasta

10,21,112,122
p8:9:10.21,112,

el pico de la onda y depende del numero de fotorreceptores

inicialmente estimulados®'®. El tiempo de latencia se mide desde el inicio del

6,9,10,21,112,122

estimulo hasta su pico maximo y depende del buen funcionamiento

de las células estimuladas®.
4.2.3.Laondac

Esta onda aparece en el ERG cuando la estimulacion se mantiene al
menos un segundo y se origina en el epitelio pigmentario®®. Es una onda
positiva con una pendiente muy suave', pero no tiene mucho interés a nivel
clinico debido a que no se suele alterar en procesos patolc')gicos1 y a que
aparece aproximadamente en un tercio de los ERGs realizados en perros

adultos sanos'?.

4.2.4. Los potenciales oscilatorios (POs) u ondas e

Los POs se corresponden con la actividad de las células amacrinas.

Estas ondas se encuentran en la parte ascendente de la onda b® y pueden



dificultar la localizacién del pico de la onda b'. Para obtenerlas adecuadamente
hay que usar un ancho de banda entre 100-300 Hz. Los POs son bastantes
sensibles a la isquemia, incluso en pequefas areas retinales; por tanto es un

buen indicador en la retinopatia diabética’’.

4.3. Indicaciones clinicas de la electrorretinografia

La evaluacion de la funcionalidad de la retina se realiza mediante el
estudio de las variaciones morfolégicas y, sobre todo, de los valores
electrorretinograficos obtenidos mediante un protocolo determinado. Cualquier
retinopatia que implique una superficie retinal amplia dara como resultado un
ERG en el cual las amplitudes estaran disminuidas y los tiempos absolutos,
aumentados; sin embargo, las lesiones retinales focales pueden disminuir las
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amplitudes, aunque sin alterar los tiempos absolutos'®. Las indicaciones

clinicas del examen electrorretinografico son las siguientes.
-Diagndstico de patologias hereditarias

Se ha demostrado que la electrorretinografia es una técnica
particularmente interesante a la hora de diagnosticar patologias hereditarias de
manera precoz, es decir, previamente a la aparicion de signos clinicos
oftalmolégicos y/o etolégicos, en diferentes especies y patologias, como, por

ejemplo, en las siguientes.

-En la atrofia progresiva de retina (PRA) en el perro, en la que se
produce una degeneracion progresiva de los bastones, reduciéndose la
funcionalidad escotdpica, y que evoluciona hacia una degeneracién de los
conos, produciéndose una atrofia de toda la retina. En estos casos se produce
una disminucion de las amplitudes y un aumento de los tiempos de las
diferentes ondas del ERG en estadios muy tempranos de la enfermedad
cuando la degeneraciéon de los fotorreceptores no es lo suficientemente

extensa como para provocar algun tipo de ceguera'**'%,

-En la ceguera nocturna estacionaria congénita (CSNB) en la raza

canina Briard electrorretinograficamente se puede diagnosticar a las cinco



semanas de vida manifestandose mediante una disminucién de la amplitud de

la onda a y b en el estudio escotépico y en el flicker®® 37138,

-En la atrofia progresiva de retina en el gato se produce bien un
ERG plano en gatos jévenes, bien una disminucién de las amplitudes en gatos

adultos %142,

-Diagndstico del sindrome de retina silenciosa (SARD)

En este sindrome el cuadro clinico se caracteriza por ceguera aguda,

fundoscopia normal, midriais arresponsiva y ERGs planos?''43-46,

-Evaluaciéon de la funcionalidad retinal cuando extisten alteraciones de

los medios transparentes anteriores del ojo

Cualquier alteracion en la transparencia de la cérnea o del cristalino
(p.ej.: cataratas, edema corneal, distrofias corneales, opacificaciones de
cristalino, hemorragias vitreas...) va a impedir una exploracién mediante
oftalmoscopia directa, indirecta y/o camara de retinografia que permita una
visualizacion anatéomica del fondo de ojo. En estos casos el examen
electrorretinografico se convierte en la herramienta diagnostica exclusiva vy

|1 ,6,21,24,147

fundamental para evaluar la funcionalidad retina mas aun teniendo en

cuenta la alta prevalencia de la asociacion de cataratas con atrofia progresiva

de retina"?>%’.

Hay que tener en cuenta que toda alteracion de la
transparencia de los medios anteriores (cérnea, camara anterior, camara
posterior, cristalino, membrana hialoidea y vitreo) puede modificar el
resultado®®, aunque dichas opacificaciénes no disminuyen ni eliminan los
valores electrorretinograficos, incluso en algunos casos puede aumentar las

amplitudes™*®.
-Glaucoma

El ERG es una técnica util para detectar la pérdida, por la degeneracion
provocada por la anoxia prolongada, de fotorreceptores debido a aumentos de

presion intraocular como ocurre en el glaucoma'"'%°,

-Técnica diagndstica de screening ante intoxicaciones, asi como para

realizar evaluaciones de xenobidticos retino-téxicos



Se ha podido evaluar mediante electrorretinografia intoxicacion por
mercurio en cocodrilos”; ademas, existe un protocolo electrorretinografico en
modelo canino para screening toxicologico'™®. También sirve para realizar

evaluaciones de farmacos retino-toxicos'"

. La electrorretinografia también se
muestra como una herramienta de diagndstico util en los estudios
farmacoldgicos de xenobidticos retino-toxicos®, para los cuales se utilizan

animales de experimentacién como biomodelos®.
-Trastornos del comportamiento

La electrorretinografia puede ser un examen complementario util para el
etélogo, pues un trastorno de la funcién visual puede traducirse en
modificaciones del comportamiento, en ausencia de otros signos clinicos u
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oftalmolégicos™* como, por ejemplo, puede suceder en comportamientos de

apatia en general, agresividad en perros y caballos, anorexia en reptiles...

-Retinopatia degenerativa debido a deficiencia de taurina en la dieta en

gato

Es una patologia que actualmente es extremadamente rara debido a la
extendida utilizacion de dietas comerciales en la alimentacién de los gatos
mantenidos como mascotas. En esta patologia la amplitud de la onda ay b se

encuentra disminuida y los tiempos, aumentados en el ERG fotopico'®% %3154,

-Diagnéstico de la nyctalopia parcial congénita en caballos

Se manifiesta con una ausencia de onda b en el estudio escotopico y

ERG fotdpico con amplitudes disminuidas'>®"%1%",

5. El examen electrorretinografico en el perro

En el congreso ECVO-ESVO celebrado en Viena en el afio 2000 se cred
una comisién con el fin de establecer las directrices generales para la
realizacion de un examen electrorretinografico en el perro y con la intencién de
realizar revisiones peridédicas de dichos protocolos. Como fruto de aquella
primera reunion salieron a la luz los primeros protocolos electrorretinograficos
para la especie canina''?. El protocolo descrito a continuacion es el utilizado en

los casos que requieran una evaluacion completa y estricta de la funcionalidad



retinal, ya que existe otro protocolo solamente para los casos de evaluacion
rapida del funcionamiento de la retina para descartar o no la realizacién de la

cirugia en un paciente con cataratas?’.

5.1. Evaluacion de la funcion de los bastones
a) Adaptacion a la oscuridad
-La adaptacién a la oscuridad debe durar, al menos, 20 minutos'"?.

-El proceso dinamico de la adaptacion a la oscuridad debe ser evaluada
mediante un examen periddico. Este examen consistira en la realizacion de una
electrorretinografia cada 5 minutos, para un total de cuatro electrorretinografias
dentro de los 20 minutos de adaptacién a la oscuridad, con estimulos de baja

intensidad'"?.
b) El estimulo luminoso

-El color recomendado del estimulo luminoso es el uso de luz blanca,

aunque el uso de luz cromatica esta permitido’'.

-La intensidad del estimulo debe ser producida mediante un flash de
baja intensidad. La intensidad del flash debe ser de 2 unidades logaritmicas por
debajo del flash estandar (FE) -el utilizado para la evaluaciéon de los conos- o
entre 0,02-0,003 cd/m?seg. Hay que tener en cuenta que el uso de filtros

cromaticos atenua la intensidad del estimulo’'?.

-Un unico destello, repetido a intervalos de 5 minutos, es suficiente para
evaluar la funcién de los bastones y el proceso de adaptaciéon a la oscuridad.
En el caso de que un clinico decida hacer la media de las respuestas a varios
estimulos, estos deben presentarse a una frecuencia igual o menor de 0,5 Hz.

No esta recomendado promediar mas de cuatro estimulos''?.
c) El ERG flicker

La respuesta al flicker en los bastones debe realizarse a una frecuencia
de 10 Hz y con una intensidad de 0,02-0,003 cd/m?/seg. Esta parte del examen
electrorretinografico debe ser realizada después del proceso de adaptacién a la

oscuridad'"?.



5.2. Evaluacion de la funciéon mixta: conos y bastones

Esta evaluacion consiste en la respuesta a un estimulo unico de 2-3
cd/m?/s de intensidad realizado al final del proceso de la adaptacién a la

oscuridad o al flicker'"?.

5.3. Evaluacion de la funcion de los conos
a) Adaptacion a la luz

-La adaptacion a la luz debe durar al menos 10 minutos en un ambiente
luminoso de luz blanca''.

-La intensidad de la luz ambiental debe situarse entre 30-40 cd/m? "2,

b) El estimulo luminoso

-El color recomendado del estimulo luminoso es el uso de luz blanca,

aunque el uso de luz cromatica esta permitido’*%.

-La intensidad del estimulo debe conseguirse mediante un flash de alta
intensidad (2-3 cd/m?/seg.) denominado flash estandar (FE). Hay que tener en

cuenta que el uso de filtros cromaticos atenua la intensidad del estimulo’?.

-Un unico destello debe ser suficiente para evaluar la funcion de los
conos. En el caso de que, al igual que en el caso de la evaluacion de bastones,
se quiera realizar un promedio de respuestas, el numero de estimulos debe

superar los 16 y a una frecuencia de 4,9 0 5,1 Hz'"2.

c) El ERG flicker

La respuesta al flicker en los conos se recomienda que sea evaluada

con una frecuencia de 30 Hz con una intensidad de flash estandar’82":158.159,

5.4. Otras indicaciones
-Se recomienda el uso de estimuladores tipo Ganzfeld'"2.

-La duracion de los destellos debe situarse entre 10-20 pseg; nunca
debe sobrepasar los 5 mseg''?.

-Una estimulacion bilateral esta permitida’'.



-El animal no debe haber estado expuesto a una luz fuerte al menos

durante una hora'"?.

-El animal debe ser anestesiado y el protocolo utilizado debe ser
especificado y, previamente, debe haberse obtenido valores normales de
animales de la misma edad y especie. Durante el examen electrorretinografico,
y mas teniendo en cuenta que el animal se encuentra anestesiado, es
necesario mantener al animal correctamente oxigenado y ventilado para evitar

alteraciones en los valores del ERG"'?.

-Las pupilas deben encontrarse totalmente dilatadas durante todo el
examen electrorretinografico y los parpados tienen que encontrarse bien

abiertos todo el tiempo''?.

-Los electrodos corneales en forma de lentes de contacto son los que se
recomiendan. Los electrodos de referencia se situaran en la mitad de la linea
que une el canto temporal del ojo con el oido, siempre y cuando se encuentre a
mas de dos centimetros de distancia del electrodo corneal''. El electrodo de
masa, o de toma de tierra, se colocara en un punto indiferente; generalmente

se utiliza la zona medial mas dorsal de la region cefalica?'.

-La impedancia de los electrodos debe mantenerse por debajo de 5
er112.

-El equipo de amplificacién y filtracion debe reunir las medidas de
seguridad impuestas por la CE para los aparatos de electrorretinografia
utilizados en medicina humana. También debe permitir la amplificacion
suficiente para poder obtener valores precisos. Se recomienda que los filtros

estén situados en un rango entre 1-300 Hz'".

5.5. Informe de resultados

-Debe presentarse la linea basal antes del comienzo del estimulo, asi
como sefialar el comienzo del estimulo. La duracion de la respuesta debe ser

de al menos 200 mseg''2.

-Deben incluirse los valores de''?: Amplitud de la onda a y b, tiempo de

latencia o implicit time de la onda a y b y curva de adaptacion a la oscuridad.



-Es conveniente establecer unos valores de referencia de estas
caracteristicas para cada especie evaluada en funciéon de las condiciones de

estimulacion y de registro de la sefial®

, por lo que en las publicaciones se debe
incluir las graficas de individuos normales de la misma edad y especie, ademas
de utilizar el mismo protocolo anestésico. Las graficas tienen que incluir las
calibraciones para posibilitar que el lector las pueda interpretar
correctamente®’''2. Asi mismo, se recomienda que en cada lugar donde se
realicen electrorretinografias tenga sus propios valores de referencia
resultantes de |la aplicacion exacta de un mismo protocolo

electrorretinografico'®?",

6. El examen electrorretinografico en los reptiles

En lacértidos de habitos diurnos se han llevado a cabo estudios
electrorretinograficos por diferentes autores que se han servido de esta técnica
para determinar la sensibilidad espectral de sus retinas®® o de sus

propiedades electrofisioldgicas®*2.

En especial, en la iguana verde, en la
bibliografia consultada la mayoria de los estudios electrorretinograficos
realizados se han basado fundamentalmente en el realizado por Meneghini y

Hamasaki en 1967 2.

6.1. Anestesia y preparacion de los animales.

En dicho estudio?, los animales fueron anestesiados con tribromoetanol
via oral, y fueron colocados en decubito esternal en un bloque de madera. Se
les aplicdé un colirio de clorhidrato de proparacaina y el parpado superior fue
reseccionado para exponer la esclerética conjuntival; ademas, se sutur6 el
parpado inferior para alejarlo de la pupila, aunque sélo se consiguié una
dilatacién parcial de la pupila con un maximo de 2-3 mm de didmetro?. En otro
estudio electrorretinografico posterior las iguanas se anestesiaron con ketamina

a una dosis de 40 mg/kg intramuscular®.



6.2. Obtencion del ERG.

En el estudio mencionado anteriormente? para la obtencién del ERG se
utilizé una lampara de 6V 18A, cuya luz se focalizé en el plano de la pupila®. La
luminancia fue de 1.3x10° ft-L'®°. La duracién de los estimulos se controld
mediante una contraventana de camara. La intensidad de los estimulos vino
dada por la utilizacion de distintos filtros. Para el estudio de los estimulos
intermitentes en la fusion del flicker se utiliz6 un disco sectorial con un ratio
oscuridad/luz de 1:1 movido por un motor. Los electrodos que se usaron para
medir los potenciales se insertaron dentro del globo ocular, en la parte media
del vitreo. El electrodo indiferente se situé bien en la parte posterior de la
Orbita, bien en el subcutaneo en la cabeza. Las respuestas fueron amplificadas
y mostradas en un osciloscopio, grabandose mediante el uso de un poligrafo
tipo Grass. Asi mismo, también se estudid el grado de influencia de la
hipotermia en los valores electrorretinograficos. Para valorar este ultimo
apartado, los animales se sometieron a un enfriamiento gradual mediante el
recubrimiento con cubitos de hielo y agua fria. Un termdmetro colocado en el
esoéfago se us6 como indicador de la temperatura corporal de los animales.
Una vez terminadas las electrorretinografias, se usdé una manta eléctrica para

devolverlos a su temperatura normal®.

6.3. Examen fotdopico

Los resultados electrorretinograficos realizados en condiciones fotépicas
han resultado ser muy similares a aquellos obtenidos en otros lacértidos con

retinas compuestas Unicamente por conos'®.

A una intensidad maxima,
alcanzada cuando se llega de 2 a 2.5 unidades logaritmicas por encima del
umbral, el ERG muestra una onda a negativa y de corta duraciéon seguida por
una onda b de mayor amplitud y con un tiempo de latencia y de culminacion
corto, aspectos caracteristicos de retinas compuestas por conos. La curva
descendiente de la onda b permanece negativa mientras dura el estimulo?.
También se ha demostrado electrorretinograficamente tres subpoblaciones de
fotorreceptores tipo cono, cada una de las cuales tiene un pico maximo

diferente de sensibilidad espectral: 460-470 nm, 520-540 nm y 600 nm*”.



6.4. Examen escotépico

En un estudio sobre ERG en iguanas los ERGs realizados en
condiciones escotdpicas mostraron pocos cambios respecto a los obtenidos en
condiciones fotépicas. La curva de adaptacion a la oscuridad mostré un
descenso suave y no se observo la ruptura entre los bastones y los conos,
tipica de las retinas que poseen ambos tipos de fotorreceptores. Tras 90
minutos de adaptacion a la oscuridad solamente se produjo un incremento total
de sensibilidad de una unidad logaritmica. Cabe sefalar que la onda b obtenida
tuvo un ligero incremento de amplitud y tiempo de latencia respecto a la onda b
fotopica. Todos estos resultados se observan en retinas que poseen

Unicamente conos?.

6.5. Fusion del flicker

El estudio de fusion del flicker se realiz6 empezando en el animal
totalmente adaptado a la oscuridad con la intensidad umbral, para luego ir
aumentando la intensidad de 0.5 en 0.5 unidades logaritmicas. Para cada
determinacién se tardd, aproximadamente, un minuto. En la especie Iguana
iguana la grafica obtenida mostraba un incremento lineal sin ningun signo de
ruptura en la curva y con una pendiente -20 Hz por cada unidad logaritmica-
muy marcada. La ausencia de discontinuidad, las frecuencias altas y la
pendiente pronunciada de la curva indican que la retina de la especie Iguana

iguana es una retina compuesta exclusivamente por conos?.

6.6. La electrorretinografia en condiciones de hipotermia

La hipotermia produjo una disminucion progresiva en las amplitudes y
tiempos de culminacién de las ondas a y b, que resultd mas evidente al
principio. Sin embargo, incluso a temperaturas de 5° C, se obtuvieron ERGs

completos?.



MATERIALES Y
METODOS



1. Materiales

1.1. Animales

Para la realizacion del estudio se emplearon 44 iguanas verdes (/guana
iguana) adultas de ambos sexos —21 machos y 23 hembras- y clinicamente
sanas. Las iguanas procedian del Centro de Recuperacion de Fauna Silvestre
“El Valle” (CRFSV), y del Servicio de Animales Exoticos y de Oftalmologia del
Hospital Clinico Veterinario (HCV) de la Universidad de Murcia. El estudio se

realizo durante el periodo comprendido entre los afios 2000 y 2005.

1.2. Aparataje y material accesorios
a. Equipo de electrorretinografia (Figuras 3 y 4):

-Electrorretinégrafo  modelo Roland consult (Brandenburgo,
Alemania) con el software RETIsystem version 1.32. El
electrorretindgrafo consta de un ordenador, con el software especifico
para la realizacion de la electrorretinografia, conectado a un
amplificador, a un pre-amplificador y a un fotoestimulador tipo mini-
Ganzfeld (lampara de xenon de 6V 182 con una intensidad sin atenuar
de 1.5x10° ft-L).

-Dos electrodos comerciales, monopolares, corneales, de tipo
lentes de contacto, activos o positivos y con anillo de oro (ERG-jet®©,

Universo Plastique, Suiza).

-Dos electrodos comerciales, temporales, de piel, de tipo

superficial, negativos o de referencia y de plata.

-Un electrodo comercial parietal de piel de tipo superficial, de

masa o de toma de tierra y de plata.

-Dos electrodos comerciales monopolares corneales DTL o de hilo
conductor, activos o positivos (DTL-Thread 100-510-330, Roland

Consult, Brandenburgo, Alemania).

-Posicionadores.



-Barrera fisica hecha de tela para el estudio escotépico.

b. Colirio de carbdmero compuesto de gel de hidroxipropilmetilcelulosa

(Lacryvisc®, Alcon Cusi, Barcelona).

c. Biomicroscopio Topcon SL-7F (Japan) con chasis fotografico y equipo

de video.

d. Foco de luz puntual Finoff (Heyne, Germany).

e. Oftalmoscopio directo B200 (Heyne, Germany).

f. Basculas digitales (DIGI. DI-160 y Philips HR 2389/7 Hungria).
g. Calibre de precision.

h. Regla métrica.

i. Colirio anestésico (Colircusi anestésico doble®, Alcon Cusi,

Barcelona).

j. Clorhidrato de medetomidina (Domtor®, Orion Corporation, Espoo,

Finlandia) y clorhidrato de ketamina (Imalgene 1000®, Mérial, Lyon, Francia).

k. Luxémetro digital (Easy View EA33, Extech Instruments).

1.3. Sala de Exploracion

Los examenes electrorretinograficos se realizaron en la sala de
oftalmologia del HCV. Esta sala se mantuvo a una temperatura ambiente de
29-30°C, es decir, en las condiciones ambientales éptimas descritas para esta

161162 | as condiciones luminicas, medidas con un luxémetro, del

especie
ambiente fotdpico superaron los 10 cd/m? y del escotdpico fueron inferiores a

107 cd/m? ©.

2. Métodos

La metodologia de este estudio se desarroll6 siempre en horario de
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mafana y comprendié las siguientes partes:



2.1. Examen fisico, hematologia y bioquimica sanguinea

Ademas del examen fisico también se realizé a cada animal el dia
anterior una extraccion de una muestra de sangre procedente de la vena
coccigea ventral, para realizar una hematologia y una bioquimica sanguinea.
Los resultados se compararon con los rangos de referencia descritos en la

bibliografia consultada para esta especie'®"®*

para confirmar que eran
animales clinicamente sanos y, por lo tanto, que eran aptos para ser

seleccionados para la realizacion de la electrorretinografia.

2.2. Exploracién oftalmolégica general

Se realiz6 una exploraciéon ocular el mismo dia de la realizacion del
examen electrorretinografico, segun el procedimiento descrito en la bibliografia
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consultada , con el fin de poder verificar que no existia ninguna patologia

ocular.

La exploracién consistio en:

-Inspeccidén general: una vez la iguana en la Sala de Oftalmologia, se
evaluo inicialmente el comportamiento y la actitud general, asi como el estado

de alerta visual.

-Exploracién de parpados y segmento anterior (cérnea, camara anterior,
iris y cristalino) del globo ocular: la exploracion de los parpados y del
segmento anterior se efectu6 mediante un foco de luz puntual, oftalmoscopio
directo (con una lente de +25D 6 +40D) y biomicroscopio con el fin de obtener
una buena amplificaciéon de las estructuras oculares en las especies de
pequefio tamafo. Los animales se mantuvieron en posicion horizontal

sujetados por un ayudante habituado al manejo de estos reptiles.
-Valoracion de los reflejos:

-Reflejo palpebral: se dieron pequefios toques con un bastoncillo
de algoddén en el canto lateral y medial del parpado. Se considero
normal el que la membrana nictitante atravesara la cornea de forma

rapida y completa.



-Reflejo directo: se utilizé un foco de luz brillante en un ambiente
con moderada iluminacién. Se consideré normal cuando se observd
una ligera miosis. A veces se pueden provocar pequefias respuestas
consensuales debido a la estimulacion de la retina del ojo contralateral.
Hay que tener en cuenta que este reflejo es muy variable debido a que

en reptiles y aves la musculatura principal del iris es voluntaria'®’.

-Reflejo de amenaza: es inconsistente en reptiles con evidencia
de comportamiento visual normal debido también a la musculatura de
tipo voluntario del iris y porque los movimientos conjugados de los ojos

son minimos debido a su reducida motilidad ocular.

-Reflejo corneal: Se comprobé tocando con un bastoncillo de
algodon la superficie corneal. Aunque no se utiliza de forma rutinaria en
la exploracion oftalmolégica en reptiles, esta presente mediante el
parpadeo, el movimiento de la membrana nictitante y el

comportamiento de aversion hacia los estimulos externos.

2.3. Obtencion de las medidas biométricas: peso y longitud narina-cloaca

En primer lugar se efectuaron las medidas de peso y de la longitud
narina-cloaca (LNC) de cada una de las iguanas con la colaboracion de un

ayudante:

-Peso: con el fin de evitar el estrés, las iguanas se introdujeron en una
caja de carton cerrada, que posteriormente se colocd directamente sobre la

bascula previamente tarada con el peso de la caja.

-LNC: mediante sujecion manual, un ayudante midié la longitud desde el
extremo anterior de la narina hasta la apertura cloacal, bien con un calibre de

precision, bien con una regla métrica.



2.4. Examen electrorretinografico

2.4.1. Preparacién de los animales

El examen electrorretinografico empleado esta adaptado del protocolo

descrito para el perro?’.

En primer lugar, se eligié un protocolo de anestesia general adecuado
para iguanas que evitara el estrés del manejo y que permitiera obtener la
inmovilizacidn necesaria para asegurar una correcta realizacion del examen

electrorretinografico.

El protocolo de anestesia general que se aplico fue el siguiente:
clorhidrato de ketamina (Imalgene®), a una dosis de 10 mg/kg, y clorhidrato de
medetomidina (Domtor®), a la dosis de 100 pg/kg'®®. Esta combinacién de

anestesia general utilizada en perros®*'%°

se mezcld en la misma jeringuilla y
se inyectd via intramuscular en un miembro anterior. La induccion tardé una

media de veinte minutos. Una vez inducido, se coloco en decubito esternal.

Entonces se procedié a la colocacion de los electrodos. Primero se
colocaron los electrodos corneales tipo ERG-jet (Figuras 3 y 4). En el caso de
la iguana, cuyo peso era de 59 gramos, se utilizaron los electrodos corneales

del tipo hilo conductor en vez de las lentes de contacto.

En seis animales -cada uno con un peso inferior a 350 gramos- hubo
que adaptar los electrodos corneales debido a que el diametro de la fisura
palpebral fue muy pequefio. La adaptacién en estos casos consistié en reducir
la superficie original de contacto del electrodo corneal. Se aplicé el colirio de
carbémero entre los electrodos y la cornea para asegurar una buena trasmision
eléctrica y para mantener la coérnea hidratada. Después se colocaron los
electrodos temporales y el electrodo parietal usando pasta conductora de ERG,
que a la vez sirvio de sujecion de los mismos. Los electrodos temporales de
referencia se situaron caudalmente al canto temporal del ojo. El electrodo
parietal de masa se colocé justo encima del ojo parietal de la iguana (Figuras 3
y 4). Los electrodos se conectaron a los canales del amplificador. La correcta
colocaciéon y contacto corneal se confirmé comprobando que el nivel de

impedancia de los electrodos era el correcto, es decir, inferior a 5 KQ*.



2.4.2. Obtencion de los electrorretinogramas

En primer lugar se preestablecio el amplificador del electrorretindgrafo
con un ancho de banda de 5-50 Hz. El fotoestimulador utilizado fue tipo mini-
Ganzfeld. Tanto el amplificador como el fotoestimulador se conectaron al

electrorretindgrafo.

Cada estimulacion se realizé primero en el ojo derecho y, a continuacion,
en el ojo izquierdo®*. Una vez obtenido el registro electrorretinografico, se
procedié a las medidas de las amplitudes y los tiempos de latencia de las

ondasayb.

2.4.3. Evaluacién fotépica

En primer lugar se procedié a la evaluacion fotopica mediante el test tipo
flicker. Se utilizé un fotoestimulador con una lampara de xen6n de 6V y 18A
acromatico. La intensidad del estimulo fue de 2-3 cd/m?%seg. La duracién del

destello fue de 10 pseg. y la frecuencia utilizada fue de 30 Hz'"2.

Después de realizar el flicker, se continu6 la evaluacién fotopica, pero
utilizando una estimulacion de tipo flash con un promedio de 8 destellos a una

frecuencia de 4.9 Hz'"2.

2.4.4. Evaluacién escotopica

En primer lugar se coloco, para mejorar las condiciones escotopicas, la
barrera fisica entre la iguana y la pantalla del electrorretinégrafo, y se empezo
con la evaluacion escotépica mediante un flash acromatico de baja intensidad
(0,025 cd/m?%seg.) y de10 pseg. de duracién de destello, siempre promediados
como indica el protocolo de la E.C.V.O y la E.S.V.0""? para el perro (4 destellos
a una frecuencia de 0.5 Hz) y fue entonces cuando se empezé la evaluacion
escotopica. Se realiz6 un estimulo cada 5 minutos hasta llegar a los 30

minutos.



2.5. Estudio estadistico

El procesado de los datos y los analisis estadisticos se realizaron con el
programa estadistico SPSS 13.0.1 para Windows (SPSS Inc, Chicago, lllinois,
USA).

Se obtuvieron estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar,
maximos y minimos) para las variables biométricas (peso y LNC), asi como
para las variables electrorretinograficas (voltaje y duracién de las ondas a y b).
Dichos valores fueron calculados, segun el caso, tanto referidos al total de la
muestra como en funcion del sexo, ojo explorado (derecho o izquierdo), tipo de
estimulo (flicker, fotopico o escotdpico) y duracion del estimulo escotdpico (5,
10, 15, 20, 25 6 30 segundos).

Las variables cuantitativas (peso, LNC, voltaje y duracién de las ondas a
y b) fueron exploradas para determinar si seguian una distribucion normal
mediante los tests de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk'’®. En las variables
electrorretinograficas con distribucién normal, la posible influencia del sexo, ojo
explorado, tipo de estimulo y duracién del estimulo escotépico fue estudiada
mediante andlisis de varianza (ANOVA)'"°. Tras este analisis, con las variables
que mostraron diferencias estadisticamente significativas, se realizaron
comparaciones por parejas mediante el test de Bonferroni para precisar el
origen de dichas diferencias'’®. Las variables electrorretinograficas con
distribucion no normal fueron estudiadas mediante el test de Kruskall-Wallis,
para evaluar la influencia del sexo, ojo explorado, tipo de estimulo y duracién

del estimulo escotépico’”.

Tras este andlisis, con las variables que mostraron diferencias
estadisticamente significativas, se realizaron comparaciones por parejas
mediante el test de Mann-Whitney para precisar el origen de dichas

diferencias'’.

La posible influencia del peso y la longitud narina cloana en las variables
electrorretinograficas se estudid mediante el analisis de correlacion de

Spearman (no paramétrico) y el analisis de correlacion de Pearson



(paramétrico), considerando tanto la muestra completa como seleccionando en
funcién del tipo de estimulo. Posteriormente, en los casos en los que se
detectaron correlaciones significativas, se realizé un analisis de regresion lineal
para caracterizar mejor la relacion entre las variables correlacionadas,
obteniendo los graficos de dispersion y las ecuaciones de las rectas de
regresion’’®.

Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos si
P<0.05. En todos los casos, cuando los resultados de las pruebas no
parameétricas coincidian con los de las pruebas paramétricas, se adoptaron los
resultados de significacion estadistica aportados por las pruebas

paramétricas'’’.



Figura 3:

A. Aspecto y posicion, desde una perspectiva lateral derecha, de un electrodo
corneal tipo lentilla y actuacion como blefarostato en una iguana verde

perteneciente al estudio.

B. Aspecto y posicion, desde una perspectiva dorsolateral derecha, del
electrodo corneal derecho, de los electrodos temporales y del electrodo parietal

en una iguana verde.

C. Aspecto y posicion, desde una perspectiva dorsal, de los electrodos

corneales, temporales y parietal en una iguana verde.



Figura 4:

A. Amplificador, aspecto y posicion, desde una perspectiva lateral izquierda,

del electrodo corneal izquierdo (ERG-jet), temporal izquierdo y parietal.

B. Fotoestimulador tipo mini-Ganzfeld y aspecto y posicién, desde una
perspectiva lateral derecha, del electrodo corneal derecho (ERG-jet), temporal

derecho y parietal.

C. Amplificador, fotoestimulador tipo mini-Ganzfeld, aspecto y posicién, desde
una perspectiva dorsal, de los electrodos corneales (ERG-jet), temporales y

parietal.

D. Aspecto, posicion vy fijacion, desde una perspectiva lateral derecha, del

electrodo corneal derecho (ERG-jet), temporal derecho vy parietal.



RESULTADOS



1. Biometria

El rango del peso de los distintos animales utilizados en este estudio
vario entre 59 y 3300 gramos, con un valor medio de 1034 + 799 gramos. En
cuanto a la LNC el rango fue entre 120 y 420 mm. con un valor medio de 294 +

69 mm.

2. Preparacion de las iguanas

La induccion neuroleptoanalgésica mediante la inyeccion de la
combinacion de ketamina y medetomidina se completé a los veinticinco
minutos y mantuvo a los animales en un plano anestésico cualitativamente
adecuado para la realizacion del examen electrorretinografico completo. La
colocacién de los electrodos resultd sencilla y breve: se invirtio una media de
cinco minutos por animal. La actuacion de los electrodos como blefarostato

resultd satisfactoria en el 100% de los animales.

3. Examen electrorretinografico

3.1. Analisis cualitativo

El examen electrorretinografico realizado permitié la obtencion de ERGs
de buena calidad y repetitivos inmediatamente después de la estimulacion con
el flash. En los ERGs obtenidos se pudieron identificar claramente las ondas a
y b. Ambas ondas mostraron una morfologia con pendientes suaves y bases
amplias, tanto en el estudio fotépico como en el escotdpico (Figura 5). En
cambio, las ondas obtenidas tras un estimulo tipo flicker presentaron un dibujo
claramente diferente, con pendientes mas marcadas y bases mas estrechas
(Figura 5).

En una de las iguanas, de reducido tamafo, en la que se sustituyeron
las lentes por hilo conductor, se obtuvieron también con facilidad las mismas

ondas que en las que se utilizaron las lentes.
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Figura 5. Electrorretinogramas obtenidos en una iguana verde (lguana iguana).
A, estimulo tipo flicker; B, estimulo fotépico; C, estimulo escotdpico a los 5
minutos; D, estimulo escotépico a los 10 minutos; E, estimulo escotopico a los
15 minutos; F, estimulo escotépico a los 20 minutos; G, estimulo escotdpico a

los 25 minutos; H, estimulo escotépico a los 30 minutos.



3.2. Analisis cuantitativo

Los valores descriptivos correspondientes a los diferentes parametros
electrorretinograficos tras los diferentes estimulos se muestran en las tablas 1y
2 y son graficamente representados en los diagramas de caja (box-plots)

incluidos en la figura 6.

3.2.1. Influencia del peso y de la longitud narina cloaca

Ambas variables biométricas no mostraron correlaciéon significativa con
el tiempo de latencia y/o la amplitud de ninguna de las ondas
electrorretinograficas obtenidas tras un estimulo tipo flicker o fotdpico (Tabla 3).
En cambio, la amplitud de la onda a (av) mostré una correlacion positiva
estadisticamente significativa con el peso y la LNC para todos los estimulos
escotopicos (Tabla 3). No obstante, como se aprecia en los graficos de
dispersion obtenidos tras el analisis de regresion lineal (Figuras 7 y 8), la
relacion entre dichas variables (av con peso y LNC) es débil, con pendientes

suaves y valores de R-cuadrado de entre 0.06 y 0.13.

El analisis de correlacion mostré, ademas, una correlacién positiva
estadisticamente significativa entre la amplitud de la onda b y el peso y la LNC
para los estimulos escotépicos a los cinco y diez minutos (Tabla 3). Al igual que
para el caso de la variable av, en este caso el posterior analisis de regresion
lineal indica que la relacion entre la variable bv con el peso y la LNC es débil,
con pendientes cercanas a cero y valores de R-cuadrado de entre 0.01 y 0.03
(Figura 9).

3.2.2. Influencia del sexo

En la tabla 4 se exponen los valores medios y desviaciones estandar
obtenidos en machos y hembras para cada variable electrorretinografica tras
los diferentes estimulos. Dichos valores aparecen graficamente representados
en las figuras 10 a 13. En ambos casos se aprecian escasas diferencias entre
los valores obtenidos en machos y hembras. De hecho, los test estadisticos
empleados para evaluar la influencia del sexo en las variables
electrorretinograficas (ANOVA, Kruskall-Wallis) no hallaron diferencias

estadisticamente significativas independientemente del tipo de estimulo



utilizado y estado de adaptacion de la retina. En base a ello, los valores
correspondientes a los individuos de ambos sexos fueron agrupados para la

realizacion del resto del estudio estadistico.

3.2.3. Comparacion entre ojo derecho y ojo izquierdo

En la tabla 5 se exponen los valores medios y desviaciones estandar
obtenidos en sendos ojos para cada variable electrorretinografica tras los
diferentes estimulos. Dichos valores aparecen graficamente representados en
las figuras 14 a 17. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el ojo derecho y el izquierdo para la amplitud y el tiempo de
latencia de las ondas electrorretinograficas (a y b) independientemente del tipo
de estimulo utilizado y estado de adaptaciéon de la retina. En base a ello, los
valores correspondientes a ambos ojos de las diferentes iguanas fueron

agrupados para la realizacion del resto del estudio estadistico.

3.2.4. Infuencia del tipo de estimulo

Al comparar de forma conjunta los valores medios obtenidos para las
ondas electrorretinograficas generadas por los diferentes estimulos realizados
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Para precisar el
origen de dichas diferencias se realizaron comparaciones pareadas entre los
diferentes tipos de estimulo. Los valores medios obtenidos para la amplitud y
tiempo de latencia de las ondas electrorretinograficas a y b tras el estimulo tipo
flicker resultaron significativamente diferentes a los obtenidos tras el estimulo
fotdpico asi como para cada uno de los escotdpicos (Tablas 1y 2, Figuras 18 a
21). En cambio, los valores medios de las ondas electrorretinograficas
obtenidos tras el estimulo fotépico no resultaron significativamente diferentes
de los obtenidos tras los estimulos escotépicos (Tablas 1y 2, Figuras 18 a 21).
Asi mismo, los valores obtenidos entre los distintos estimulos escotopicos no
resultaron estadisticamente diferentes entre si (Tablas 1y 2, Figuras 18 a 21).
Estos datos sugieren que en las ondas electrorretinograficas influyé de manera
significativa solamente el tipo de frecuencia empleado en el estimulo (30 Hz
para el estimulo tipo flicker o 4,1 Hz para el resto), y no el estado de adaptacién

de la retina.



3.2.5. Relacién entre los parametros electrorretinograficos

En las tablas 6 a 13 se exponen los resultados de los analisis de
correlacion realizados para contrastar entre si los diferentes parametros
electrorretinograficos obtenidos tras los diferentes estimulos. Se encontrd
correlacion positiva estadisticamente significativa (P<0.01) entre los valores de
av y bv independientemente del estimulo utilizado. También se encontro
correlacion positiva estadisticamente significativa (P<0.01) entre los valores de

at y bt independientemente del estimulo utilizado.

Al evaluar el resto de los contrastes, se aprecia una correlacion negativa
entre el voltaje y la duracion de la onda a y el voltaje y la duracién de la onda b.
Es decir, a mayor voltaje de la onda (tanto a como b), menor duracién de la
misma. Como se aprecia en las tablas 6 a 13, dicha correlacion negativa
tiempo-voltaje resultdé estadisticamente significativa para la onda a obtenida
tras estimulo flicker y escotdpico a los 15, 20 y 25 minutos. En el caso de la
onda b, la correlacion fue significativa tras estimulo fotopico y escotopico a los
5,10, 15, 20 y 25 minutos.

3.2.6. Relacién entre onda a y onda b para los diferentes estimulos

Para estudiar la relacion existente entre las dos ondas
electrorretinograficas dentro del mismo trazado electrorretinografico, se
calcularon los ratios bt/at y bv/av para cada tipo de estimulo. Los estadisticos
descriptivos correspondientes a dichos ratios se muestran en las tablas 1y 2.
En las tablas 14 y 15 se muestran los resultados del analisis de Mann-Whitney
realizado para comparar los valores correspondientes a los ratios bt/at y bv/av
entre los diferentes tipos de estimulo. Como puede apreciarse en dichas tablas,
existen diferencias estadisticamente significativas para ambos ratios obtenidos
tras estimulo flicker con los obtenidos tras el resto de los estimulos. Para el
caso del ratio bt/at, indicativo de la relacién entre los tiempos de latencia de las
ondas electrorretinograficas, el valor medio obtenido tras estimulo flicker es
significativamente menor que el obtenido tras el resto de los estimulos (Tablas
1, 2 y 14). Para el caso del ratio entre voltajes (bv/av), el valor medio obtenido

tras estimulo flicker es significativamente mayor que el obtenido tras el resto de



los estimulos (Tablas 1, 2 y 15). Para el ratio bv/av, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el resto de estimulos. En
cambio, para el ratio bt/at, ademas de las mencionadas, se detectaron valores
significativamente menores entre los valores de bt/at obtenidos tras estimulo
fotdpico y los obtenidos tras estimulo escotdpico a los 10, 15, 20 y 25 minutos
(Tablas 1,2y 14).



Tabla 1. Estadisticos descriptivos correspondientes a los diferentes parametros
electrorretinograficos obtenidos tras estimulacion flicker, fotdpico y escotopico 5
y 10 minutos.

Estimulo bv/av

Media 41,10
N 87
IC lim sup. -6,18
IC lim. inf. 88,38
Desuv. tip. 221,83
Mediana 6,37
Error tip. 23,78
Minimo 1,04
Maximo 2033,33
Rango 2032,29
Media 6,46
N 87
IC lim sup. 4,72
IC lim. inf. 8,19
Desuv. tip. 8,13
Mediana 3,77
Error tip. ,87
Minimo 1,53
Maximo 49,30
Rango 47,77
Media 8,20
N 87
IC lim sup. 5,11
IC lim. inf. 11,28
Desuv. tip. 14,50
Mediana 3,90
Error tip. 1,55
Minimo 2,05
Maximo 93,20
Rango 91,16
Media 13,08
N 87
IC lim sup. 4,50
IC lim. inf. 21,66
Desuv. tip. 40,26
Mediana 4,06
Error tip. 4,32
Minimo ,86
Maximo 288,04
Rango 287,18

Fotépico

Escotdpico 5 min

Escotdpico 10 min

at, tiempo de latencia onda a; bt, tiempo de latencia onda b; av, amplitud de la onda a; bv,

amplitud de la onda b. * Diferencias estadisticamente significativas con el resto de estimulos.



Tabla 2. Estadisticos descriptivos correspondientes a los diferentes parametros
electrorretinograficos obtenidos tras estimulacién escotépica a los 15, 20, 25y
30 minutos.

Estimulo bv/av

Media 6,01

N 80
IC lim sup. 4,58
IC lim. inf. 7,44
Desv. tip. 6,44
Mediana 4,28
Error tipico 72

Escotdpico 15 min

Minimo 2,16
Maximo 51,88
Rango 49,72
Media 10,12
N 80
IC lim sup. 2,79
IC lim. inf. 17,45
Desv. tip. 32,93
Mediana 3,96
Error tip 3,68
Minimo 2,19
Maximo 285,58
Rango 283,38
Media 12,4993
N 73
IC lim sup. 3,96
IC lim. inf. 21,03
Desv. tip. 36,58
Mediana 4,07
Error tip 4,28
Minimo 2,05
Maximo 224,59
Rango 222,54
Media 5,75
N 66
IC lim sup. 4,43
IC lim. inf. 7,07
Desv. tip. 5,38
Mediana 3,89
Error tip ,66
Minimo 1,69
Maximo 31,01
Rango 29,31

Escotdpico 20 min

Escotdpico 25 min

Escotépico 30 min

at: tiempo de latencia onda a; bt: tiempo de latencia onda b; av: amplitud de la onda a;

bv: amplitud de la onda b.
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Figura 6. Diagramas de caja (box-plot) mostrando los valores estadisticos
descriptivos correspondientes a las variables electrorretinograficas: at (ms), av
(MV), bt (ms) y bv (MV) obtenidos tras los diferentes tipos de estimulacion. La
linea negra representa la mediana, la caja presenta la linea superior al tercer
cuartil, la linea inferior al primer cuartil y los bigotes son las prolongaciones de
la caja que terminan en el valor absoluto que sea igual o inferior al tercer o
primer cuarti mas 1,5 veces el rango intercuartilico. * Diferencias

estadisticamente significativas con el resto de estimulos (p<0.05).



Tabla 3. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
obtenidos entre las variables biométricas (peso y longitud narina-cloaca) y las

variables electrorretinograficas (at, bt, av y bv) obtenidas tras los diferentes
estimulos.

Rho de Spearman flicker || fotopico

Coef. | -,128 -,017

Sig. ,238 ,878

N 87 87

- -,007 ,045
Longitud

Narina- ig. ,951 ,678
Cloaca

87 87

-,039 ,183

,720 ,089

87 87

. -,116 ,180
Longitud

Narina- ig. ,284 ,095
Cloaca

87 87

,044 ,082

,686 451

87 87

. 141 ,158
Longitud

Narina- ig. ,193 ,144
Cloaca

87 87

,040 ,040

712 , 715
87 87
. -,020 ,027
Longitud

Narina- ig. ,856 ,802
Cloaca
87 87

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Figura 7. Graficos de dispersion para la amplitud de la onda a y el peso donde
existe correlacion positiva estadisticamente significativa. A. Estimulo
escotopico realizado a los cinco minutos. B. Estimulo escotopico realizado a los
diez minutos. C. Estimulo escotépico realizado a los quince minutos. D.
Estimulo escotopico realizado a los veinte minutos. E. Estimulo escotopico
realizado a los veinticinco minutos. F. Estimulo escotépico realizado a los
treinta minutos.
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Figura 8. Graficos de dispersién para la amplitud de la onda a y la longitud
narina-cloaca (LNC) donde existe correlacion positiva estadisticamente
significativa. A. Estimulo escotdpico realizado a los cinco minutos. B. Estimulo
escotopico realizado a los diez minutos. C. Estimulo escotdpico realizado a los
quince minutos. D. Estimulo escotdpico realizado a los veinte minutos. E.

Estimulo escotdpico realizado a los veinticinco minutos. F. Estimulo escotdpico
realizado a los treinta minutos.
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Figura 9. Graficos de dispersion para la amplitud de la onda b y la longitud
narina-cloaca y el peso donde existe correlacion positiva estadisticamente
significativa.A. Estimulo escotdpico realizado a los cinco minutos.B. Estimulo
escotopico realizado a los diez minutos.



Tabla 4. Media £ desviacion estandar correspondientes a las variables at (ms),

av (uV), bt (ms) y bv (uV) en funcién del sexo obtenidas tras los diferentes

estimulos.

Tipo de estimulo

Variable

Macho

Hembra

Flicker

at

29,82+8,63

29,32+6,80

av

2,80+4,49

2,50+2,66

bt

48,65+10,89

49,17+7,54

bv

12,29+10,14

12,73+9,16

Fotopico

at

33,52+5,36

31,5546,21

av

6,68+4,55

6,13+4,87

bt

67,36+11,376

63,84+9,29

bv

24,97+15,41

26,03+16,40

Escotépico 5 min.

at

34,12+5,45

32,58+5,07

av

6,29+4,31

5,85+4,40

bt

69,52+11,65

66,58+10,18

bv

26,62+14,24

24,14+13,11

Escotépico 10 min.

at

33,3615,23

32,62+6,02

av

6,92+4,36

5,79347+4,52376

bt

70,02+12,04

66,10£10,56

bv

27,02+15,16

25,41+14,16

Escotépico 15 min.

at

33,79+6,20

31,57+5,60

av

6,27+3,63

6,90+4,76

bt

70,95+11,48

66,48+10,75

bv

26,92+14,16

30,21+14,97

Escotépico 20 min.

at

34,03+7,015

32,02+5,84

av

6,45+5,00

7,9546,15

bt

71,63+11,89

66,26+11,02

bv

27,60+16,14

32,17+19,26

Escotépico 25 min.

at

33,40+4,97

31,33+5,10

av

6,71£5,17

8,16+5,76

bt

70,22+12,06

64,80+9,72

bv

27,82+16,00

34,33+£18,45

Escotépico 30 min.

at

31,58+4,66

31,10+5,61

av

6,22+5,33

8,63+6,31

bt

66,15+16,01

62,30+10,85

bv

25,86+14,98

33,92+20,77
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Figura 10. Valores medios y desviacion estandar de la variable at obtenidas
tras los diferentes estimulos en funcién del sexo. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre machos y hembras para ninguno de los

estimulos.
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Figura 11. Valores medios y desviacion estandar de la variable av obtenidas
tras los diferentes estimulos en funcion del sexo. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre machos y hembras para ninguno de los

estimulos.
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Figura 12. Valores medios y desviacion estandar de la variable bt obtenidas
tras los diferentes estimulos en funcién del sexo. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre machos y hembras para ninguno de los
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Figura 13. Valores medios y desviacion estandar de la variable bv obtenidas
tras los diferentes estimulos en funcion del sexo. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre machos y hembras para ninguno de los

estimulos.



Tabla 5. Media £ desviacion estandar correspondientes a las variables at (ms),
av (MV), bt (ms) y bv (uV) obtenidas tras los diferentes estimulos en ojo
derecho (OD) y ojo izquierdo (Ol).

Tipo de estimulo Variable oD Ol

at 9,4948,41 29,63+7,03

av 2,29+2,61 3,00+4,43
Flicker

bt 48,76+9,72 49,08+8,88

bv 12,02+8,57 13,00+£10,57

at 33,40+5,80 31,64+5,86

av 5,85+4,06 6,9315,24
Fotopico

bt 66,28+9,80 64,82+11,09

bv 24,23+14,31 26,78+17,28

at 33,51+4,91 33,14+5,68

av 5,43+3,32 6,68+5,10
Ecotdpico 5 min.

bt 68,35+10,12 67,66+11,81

bv 23,67+11,37 26,97+15,51

at 33,02+5,90 32,93+5,43

av 6,16+4,12 6,51+4,80
Escotopico 10 min.

bt 68,12+10,89 67,86+12,01

bv 25,36+14,21 27,00+15,07

at 32,37+5,41 32,87+6,52

av 5,77+3,70 7,43314,62
Escotopico 15 min.

bt 69,22+11,10 67,97+11,53

bv 27,20+13,86 30,09+15,32

at 32,85+5,12 33,10+7,63

av 6,50+5,88 7,98+5,38
Escotoépico 20 min.

bt 69,87+11,52 67,75+11,90

bv 27,85+18,26 32,15+17,46

at 33,05+5,42 31,69+4,75

av 6,52+5,16 8,3715,71
Escotoépico 25 min.

bt 68,78+10,72 66,28+11,75

bv 28,86+16,73 33,26+18,10

at 31,42+5,02 31,24+5,30

av 6,87+5,78 7,98+6,09
Escotoépico 30 min.

bt 65,30£12,57 63,15+£14,88

bv 28,13£18,07 31,66+18,88




o
Derecho

|:| lzquierdo

Flider Esmtdpico 5 min Esaotdpico 15min Esaotdpico 25min
Foibpico Esaotdpico 10min Esaotépico 20min Esaotopico 30min

Estimulo

Figura 14. Valores medios y desviacion estandar de la variable at obtenidas
tras los diferentes estimulos en ojo derecho e izquierdo. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ojos para ninguno de los

estimulos.
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Figura 15. Valores medios y desviacion estandar de la variable av obtenidas
tras los diferentes estimulos en ojo derecho e izquierdo. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ojos para ninguno de los

estimulos.
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Figura 16. Valores medios y desviacion estandar de la variable bt obtenidas
tras los diferentes estimulos en ojo derecho e izquierdo. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ojos para ninguno de los

estimulos.
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Figura 17. Valores medios y desviacion estandar de la variable bv obtenidas
tras los diferentes estimulos en ojo derecho e izquierdo. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ojos para ninguno de los

estimulos.
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Figura 18. Valores medios y desviacion estandar de la variable at obtenidas
tras los diferentes estimulos. *, diferencias estadisticamente significativas con

el resto de estimulos (P<0.05).
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Figura 19. Valores medios y desviacion estandar de la variable av obtenidas
tras los diferentes estimulos. *, diferencias estadisticamente significativas con

el resto de estimulos (P<0.05).
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Figura 20. Valores medios y desviacidén estandar de la variable bt obtenidas

tras los diferentes estimulos. *, diferencias estadisticamente significativas con

el resto de estimulos (P<0.05).
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Figura 21. Valores medios y desviacion estandar de la variable bv obtenidas
tras los diferentes estimulos. *, diferencias estadisticamente significativas con

el resto de estimulos (P<0.05).



Tabla 6. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo flicker.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).

Tabla 7. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo fotdpico.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente

sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).



Tabla 8. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotépico realizado a los cinco minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotdpico realizado a los diez minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente

sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).



Tabla 10. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotdpico realizado a los quince minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).

Tabla 11. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotépico realizado a los veinte minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente

sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).



Tabla 12. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotépico realizado a los veinticinco minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

**, La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa al 0,05 (bilateral).

Tabla 13. Coeficientes de correlacion de Spearman y niveles de significacion
correspondientes entre los diferentes parametros electrorretinograficos

obtenidos tras el estimulo escotdpico realizado a los treinta minutos.

Rho de Spearman

Coeficiente
at sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

Coeficiente

sig (bilat)
N

Coeficiente
sig (bilat)
N

**_La correlacion es significativa al 0,01 (bilateral).



Tabla 14. Valores medios, desviacién estandar y niveles de significacion
(Mann-Whitney) para el ratio bt/at correspondientes a los diferentes tipos de

estimulacion.

Fliker | Fotépico

Fliker ,000

Fotdpico

Esc. 5

Esc. 10

Esc. 15

Esc. 20

Esc. 25

Esc. 30

Esc, escotdpico

Tabla 15. Valores medios, desviacion estandar y niveles de significacion
(Mann-Whitney) para el ratio bv/av correspondientes a los diferentes tipos de

estimulacion.

Fliker

Fliker

Fotépico

Esc. 5

Esc. 10

Esc. 15

Esc. 20

Esc. 25

Esc. 30

Esc, escotdpico



DISCUSION



La electrorretinografia es un método practico, de exploracion ocular, que
sirve para evaluar la funcionalidad a nivel retinal'®'>?*>'?® mediante el registro
de la actividad eléctrica de la retina tras una estimulacién de tipo luminoso®®'%°,
que es aplicable a todas las especies animales; sin embargo, debido a que
existen diferencias fisioldgicas, anatdmicas y morfolégicas interespecificas, es
necesario el conocimiento de las mismas como requisito indispensable en el
establecimiento de un protocolo y en la interpretacion de los resultados
obtenidos en un examen electrorretinografico en cada especie??>'"*. Entre
estas diferencias se encuentra el tamafo pupilar que influye directamente en la

16,25
(

iluminacion retiniana®, la existencia y extension del tapetum lucidum capa

que se situa en la coroides y refracta los fotones), el tipo de poblacion vy

16,25

densidad de fotorreceptores presentes en la retina Estas mismas

diferencias son también las causantes de la variacidn entre individuos de una

misma especie'®?°.

El reqgistro extracelular de cualquier actividad eléctrica en un tejido vivo
es posible cuando dicha actividad eléctrica se conduce a lo largo de una matriz
extracelular con resistencia eléctrica®. Un ejemplo de este hecho es el registro
de electrorretinogramas tras la estimulacion luminosa de la retina. Dichos
registros se pueden realizar con electrodos situados en distintas localizaciones
-como ya se ha comentado previamente-, algunas mas invasivas y cruentas
que otras; por ejemplo, las que se realizan en diferentes niveles de la retina o
en vitreo son mas invasivas y cruentas que las que se hacen en medicina
humana y en veterinaria actualmente —como en nuestro estudio- en la
superficie corneal®. En el caso de la retina, se generan corrientes eléctricas
extracelulares que se dirigen radial y lateralmente. Las corrientes que se
dirigen lateralmente se cancelan unas a otras, debido a la simetria de la retina.
Por tanto, cuando se produce una estimulacion homogénea sobre toda la
superficie retinal, solamente las corrientes eléctricas que se dirigen radialmente
son las que se registran en el electrorretinograma®. En el caso del protocolo

electrorretinografico descrito para el perro®"'"?

9,21

y en nuestro estudio, debido a la
localizacion de los electrodos™“ ", el circuito eléctrico esta formado por los
siguientes elementos: retina, vitreo, cristalino, cornea, tejidos extra-oculares

(hueso, musculo, subcutaneo y piel), esclera, coroides, epitelio pigmentario v,



de nuevo, retina. Todos estos tejidos tienen resistencias diferentes®?'. Debido a
que, tanto entre especies como entre individuos, existen diferencias en la
distribucion, la proporcion y las caracteristicas de estos tejidos, dichas
diferencias provocan resistencias también diferentes, y, por ende, también
generan variabilidad en cuanto a las amplitudes de los electrorretinogramas®?’.
Por todo esto, es necesario obtener los valores electrorretinograficos normales
en cada especie, y, ademas, también es importante incluir la localizacién
anatomica de los electrodos dentro del protocolo del examen
electrorretinografico, ya que las diferencias anatémicas del craneo influye en
las resistencias?”.

Los examenes electrorretinograficos realizados en la iguana verde

descritos en la bibliografia consultada®®%*%

son procedimientos invasivos, y
por lo tanto, de poco interés en el diagnéstico clinico. Esos procedimientos
consistian, por ejemplo, en insertar los electrodos activos en vitreo y los de
referencia, por detras de la érbita del ojo; ademas, reseccionaban los parpados
superiores para exponer la esclera y suturaban los inferiores hacia abajo para
que no cubrieran la pupila®®. En otros estudios®*>* los electrodos corneales
eran recubiertos por silicona, los de referencia eran insertados en subcutaneo y
los parpados eran suturados a la piel para mantener expuesta continuamente la
pupila. Ademas, en dichos estudios algunas iguanas eran pinealectomizadas, a
otras se les seccionaba el nervio éptico, otras recibian farmacos inyectados en
vitreo y otras eran eutanasiadas y los globos oculares reseccionados al final del
experimento®>**. En nuestro caso el examen electrorretinografico realizado en
la iguana verde (lguana iguana) se realizd de forma no invasiva, con la
colocacién de los electrodos activos de tipo lentilla en la cornea y los de
referencia en la piel, al igual que se realiza en otras especies animales®®, como

21,112

en el caso del perro , permitiendo obtener electrorretinogramas de buena

calidad y de forma repetitiva, tanto en condiciones fotopicas como escotopicas.

Para realizar el presente estudio se comenzd por evaluar la idoneidad,
en lo referente a su estado de salud, de los individuos que formaron parte del
estudio mediante la realizacion de un examen fisico, una hematologia vy
bioquimica sanguinea y una exploracion oftalmoldgica general, procedimientos

que se realizaron sin necesidad de anestesiar a las iguanas. Este hecho evitd



alargar el periodo anestésico o el incremento de las dosis de los anestésicos

empleados, con lo que se mejoré la seguridad de todo el protocolo.

En relacion a la biometria corporal, la longitud narina-cloaca es una
medida utilizada en lacértidos que puede obtenerse con suficiente precision en
animales vivos, y que, en condiciones patoldégicas, estda menos sujeta a la
variacidon que otras medidas biométricas comunmente utilizadas, como es el
peso'’". Tales parametros han sido utilizados en otros estudios, entre ellos uno
ecocardiografico realizado en la iguana verde, en el cual se obtuvieron
correlaciones significativas entre algunas dimensiones cardiacas y los
indicadores del tamafio corporal (peso, longitud narina-cloaca)'’®. Por eso, en
este estudio, como parte del analisis estadistico, se realizaron correlaciones de
las diferentes variables electrorretinograficas con respecto al peso y a la

longitud narina-cloaca.

Se obtuvieron correlaciones positivas débiles para algunos estimulos
entre las variables de amplitud con respecto al peso y a la longitud
narina-cloaca; sin embargo, las ecuaciones de regresion lineal no resultaron del
todo satisfactorias; este hecho, sugiere que no existe influencia del tamano
corporal en los parametros electrorretinograficos en esta especie, al contrario
de lo que sucede en el perro??°. Tal y como se ha comentado previamente, es
posible que la utilizacion de otras medidas biométricas, tales como las del

9,16,21,25

craneo y/o globo ocular pudieran revelar resultados diferentes , por lo

que quizas deberian ser incluidas en estudios futuros. En este sentido, en el
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perro, y debido a la gran variabilidad anatomica entre razas ', los resultados

del examen electrorretinograficos se distinguen por razas y grupos de

edad21 ,24,25

. En nuestro caso, al no existir diferentes razas dentro de la especie
Iguana iguana solamente hemos tenido que utilizar el peso y la longitud narina-
cloaca como posibles factores de variacion de los resultados

electrorretinograficos.

Los reptiles son animales ectotérmicos, es decir, que gozan de una
temperatura corporal cuya regulaciéon depende de fuentes exdgenas; de esta
manera, su termorregulacion se basa en un comportamiento por el cual van
desplazandose por los diferentes gradientes de temperatura que ofrece el

medio en el cual se encuentran'®"'%?, Esta caracteristica fisioldgica condiciona



la necesidad de que la temperatura ambiental se situe dentro de un rango o
gradiente térmico Odptimo para mantener la homeostasis'®'®?, Esta
caracteristica fisiolégica se tuvo en cuenta a la hora de la realizar la
electrorretinografia, de forma que se mantuvo la temperatura ambiental de la
sala de oftalmologia entre 29-30°C, es decir, dentro del rango éptimo descrito
para la iguana verde (Iguana iguana)'®"'®?. De hecho, la temperatura corporal
influye en los valores que se obtienen en el examen electrorretinografico tanto
en mamiferos como en reptiles®'’*. En el gato y en la cobaya se ha descrito
una mayor sensibilidad de la onda b, manifestandose por una disminucion de
sus valores en el electrorretinograma, respecto a la onda a en condiciones de
hipotermia®'"*. Asi mismo, también se ha descrito una disminucién de todos los
componentes del electrorretinograma en el gecko tokay y en la iguana verde en
condiciones de hipotermia, aunque en estos casos se lograron registrar

electrorretinogramas incluso a 5°C2.

En el examen electrorretinografico del perro las pupilas deben
encontrarse totalmente dilatadas durante todo el examen electrorretinografico
para conseguir una iluminacion total y homogénea en la retina®"''%
Normalmente, para conseguir una correcta midriasis durante toda Ila
electrorretinografia es preferible el empleo de colirios ciclopléjicos, como la
tropicamida, un farmaco parasimpaticolitico, antes de comenzar el examen
electrorretinografico'”®. En el caso de la iguana verde, en concreto, y en los
reptiles y aves en general, no se emplean colirios ciclopléjicos debido a que el
iris posee una musculatura estriada; y por lo tanto, dichos colirios no son

efectivos para producir una midriasis completa'®’.

En estas especies, la
midriasis se provoca mediante el empleo de pequefas dosis diluidas de
bloqueantes neuromusculares, como, por ejemplo, la D-Tubocurarina,
inyectados en la camara anterior del 0jo; no obstante, este procedimiento no
deja de ser invasivo'. Ademas, el empleo de coliios que contienen
bloqueantes neuromusculares no termina de producir una midriasis correcta®.
En nuestro caso, la midriasis se consigui® mediante la anestesia general
inducida y mantenida por la combinacion de ketamina y medetomidina, con lo

que se evito la inyeccion intracameral de bloqueantes neuromusculares.



La realizacion de un examen electrorretinografico en el perro recomienda
una adaptacién fotopica de, al menos, diez minutos para conseguir una
correcta adaptacion de la retina a la luz, es decir, para conseguir una correcta

desensibilizacion de todos los bastones?"''?,

En nuestro estudio, dicha
adaptacion fotopica se consiguid en la sala de oftalmologia mientras se

realizaba la biometria y la exploracion oftalmoldgica general.

Posteriormente se procedid a la anestesia de los animales con un
protocolo similar al descrito para la realizacion del examen electrorretinografico

24189 | 3 utilizacion de anestesia esta indicado en el examen

en el perro
electrorretinografico del perro?™''2"'® Sin embargo, existen citas puntuales, en
la bibliografia consultada, de realizacion de electrorretinogramas en el perro y
en el gato sin la utilizacién de anestesia'®'’’; sin embargo, este tipo de
procedimiento para la realizacion de un examen electrorretinografico no es
aplicable a nivel clinico, debido a que, por un lado, se necesitan muchos dias
para ensefar y acostumbrar al animal al uso de las lentes de contacto y los
estimulos luminosos, vy, por otra parte, se produce mucho ruido de fondo, ya
que es muy dificil mantener al animal totalmente inmavil'?*. En la bibliografia
consultada los protocolos anestésicos utilizados en los examenes
electrorretinograficos realizados en iguana verde tampoco son de utilidad a
nivel clinico y ademas no cumplen los requisitos descritos para el perro®
5333421112 Dichos protocolos utilizan la via oral o intraperitoneal, vias que
actualmente no estan recomendadas para la administracion de unos agentes
anestésicos, que hoy en dia tampoco se utilizan en reptiles'’®, y, ademas, las

iguanas permanecieron anestesiadas un minimo de 24 horas seguidas®°3%%.

En este estudio se decidié utilizar un protocolo de anestesia general
basado en la combinacion de un a2-adrenérgico (medetomidina) y de un
anestésico disociativo (ketamina), ya que, dicha combinaciéon consigue cumplir
los criterios indicados para el examen electrorretinografico en el perro: permitir
la realizacién de un protocolo de electrorretinografia de, al menos, treinta

minutos sin modificar, o con leve modificacién del electrorretinograma’'®,

permitir una buena miorrelajacién para evitar el registro de electromiogramas’™
e inhibir el reflejo fotomioclénico'”®. De esta forma, en el presente estudio, la

anestesia utilizada permitié realizar un examen electrorretinografico completo



(flicker, fotopico y curva de adaptacion escotdpica de treinta minutos) con

obtencion de electrorretinogramas de buena calidad en todos los animales.

Al contrario de lo que sucede en mamiferos, las aves'” y los reptiles'®®
tienen un sistema renal portal por el que el retorno venoso de la mitad posterior
del cuerpo del reptil puede dirigirse, mediante un complejo mecanismo
neuroendocrino”g, en primer lugar, al rindbn antes de alcanzar la circulacién

general'®.

Segun el farmaco inyectado, este sistema puede alterar la
farmacocinética de dicho farmaco y, ademas, se puede incrementar la
nefrotoxicidad si se compara con las inyecciones realizadas en la mitad craneal
del cuerpo. Debido a que existen pocos estudios en relacion a que farmacos
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pueden administrarse de forma segura en la mitad caudal y cuales no
recomendacidon es que cualquier farmaco que deba administrarse
parenteralmente se haga en la mitad anterior del cuerpo'®*. En nuestro estudio
la inyeccidn intramuscular de la combinacién neuroleptoanalgésica se realizo

en un miembro anterior como esta recomendado en lacértidos'®*.

Uno de los electrodos corneales mas comunmente empleados en
animales de compania para obtener registros electrorretinograficos son el tipo
ERG-jet. Estos electrodos se colocaron facilmente en todas las iguanas de este
estudio, y realizaron, ademas, funciones de blefarostato, con lo que mantenian
el ojo abierto durante todo el examen electrorretinografico y evitaban los
movimientos palpebrales que pudieran interferir con los resultados del
electrorretinograma. Otro tipo de electrodos corneales utilizados fue el tipo hilo
conductor (DTL), que se utilizé solamente en la iguana mas pequefia de este
estudio debido al reducido diametro corneal y de la fisura palpebral, con lo que

se obtuvieron resultados igualmente éptimos.

Para mejorar la conduccién de las senales eléctricas generadas por la
retina y el mantenimiento de los electrodos -tanto los del tipo ERG-jet como los
de hilo conductor DTL- con la superficie corneal se aplicé un colirio de
carbémero entre los mismos y la cérnea. Asimismo, el colirio evité una excesiva
sequedad corneal en los animales y, por tanto, la apariciéon de lesiones
superficiales en la coérnea. En cuanto al resto de electrodos dérmicos
(temporales y de referencia), fueron mantenidos mediante pasta conductora de

electrorretinografia, la cual produjo buenos resultados durante todo el examen



electrorretinografico en el sentido de, al igual que se hizo con los electrodos
corneales, mejorar la conduccién eléctrica y el mantenimiento de los mismos a
la piel, o, en nuestro caso, a las escamas dérmicas, como también se

encuentra descrito en el perro?’.

En la bibliografia consultada los fotoestimuladores utilizados en la
realizacion de los examenes electrorretinograficos en la iguana verde han sido
lamparas®®. En el caso del perro se utilizan los fotoestimuladores tipo mini-
Ganzfeld, entre otros?"?**; ademas, se recomienda que la estimulacién de los
ojos se realice, si no al mismo tiempo, al menos en la misma sesién®. En
nuestro estudio también utilizamos estimuladores tipo mini-Ganzfeld. Este tipo
de fotoestimuladores funcionaron bien y resultaron practicos para el examen
electrorretinografico en la iguana verde; sin embargo, debido a que en la
mayoria de los animales de nuestro estudio la distancia interpupilar y la
longitud de la cabeza fue superior a las dimensiones del fotoestimulador, no se
pudo introducir toda la cabeza dentro del mismo para conseguir una
estimulacién completa y homogénea de ambas retinas simultaneamente; por
ello se decidié estimular los ojos de manera alternativa. Esta sistematica, que
también es utilizada en el examen electrorretinografico en el perro®"'"?,
permitid conseguir electrorretinogramas de buena calidad en las iguanas de

este estudio.

El medidor de medias de sefales y el ancho de banda utilizado en este
estudio sirvid eficazmente para evitar ruidos de fondo. En nuestro caso la
principal fuente de ruido era la actividad electromiografica, sobre todo la
originada por movimientos palpebrales, segun se describe en la bibliografia
consultada’®. No obstante, como se comentd anteriormente, tales movimientos
fueron minimizados con la utilizacion de los electrodos corneales como si

fueran blefarostatos y la eleccion de un protocolo anestésico adecuado.

Respecto al analisis cualitativo de los registros, en nuestro caso la
morfologia de las ondas obtenidas en los electrorretinogramas resultaron
similares a las recogidas en otras especies animales, es decir, se observaron
claramente una onda a y una onda b"?'" mostrando una morfologia con
pendientes suaves y bases amplias. Esta morfologia es compatible con una

cinética lenta tanto en la génesis como en la conduccién de la fotorrespuesta,



como sucede en el perro cuando se estimulan los fotorreceptores tipo
bastones®. En nuestro caso, hemos tenido en cuenta que los estudios
histolégicos de la retina en saurios de habitos diurnos descritos en la
bibliografia describen una retina compuesta, sobre todo, por fotorreceptores
tipo cono®®; ademas, al andlisis cuantitativo refleja un comportamiento de la
retina compatible con dichos estudios histolégicos. Por tanto, se puede concluir
que esta morfologia compatible con una cinética lenta puede deberse a un
metabolismo basal bajo tipico de la clase reptiles, el cual es, al menos, cuatro

veces menor que el de la clase mamiferos'®®.

En lo que se refiere al analisis cuantitativo, en el perro, los analisis
estadisticos descritos en la bibliografia agrupan los valores obtenidos del ojo
derecho y del izquierdo, asi como de machos y hembras?'?*. En nuestro
estudio los analisis de varianza no mostraron diferencias estadisticamente
significativas para las variables at, av, bt y bv entre ambos ojos, ni entre
machos y hembras para cada tipo de estimulo, por lo que los valores pudieron

ser también agrupados.

En el presente estudio, los valores estadisticos descriptivos de las
variables electrorretinograficas con respecto a los estimulos realizados a la
misma frecuencia de estimulacion, independientemente del estado de
adaptacion de la retina, mostraron poca variacion. Este hecho se confirma
mediante los analisis de varianza realizados en los que no existen diferencias
estadisticamente significativas para dichas variables entre los estimulos
fotdpicos y escotdpicos y entre los distintos estimulos escotdpicos. Estos
resultados electrorretinograficos indican que en la iguana verde la retina esta
constituida fundamentalmente por fotorreceptores tipo cono?. Sin embargo, si
existen diferencias estadisticamente significativas para las variables at, av, bty
bv entre el estimulo con una frecuencia de 30 Hz y los estimulos con una
frecuencia de 4.9 Hz. Este hallazgo puede deberse a que los circuitos que se
ponen en marcha procedentes de los conos son diferentes segun la frecuencia

de estimulo empleado, como asi sucede en el perro®.

Hay que tener en cuenta que los parametros en relacion con el tiempo,
at y bt, son mas sensibles a las condiciones externas y a la cuantificacion que

los parametros del voltaje; ademas, estos ultimos se ven afectados por la



variacion que existe entre especies e incluso entre individuos dentro de una

69162125 En nuestro estudio se ha observado una gran

misma especie
variabilidad, determinada por una alta desviacién estandar, del voltaje para la
onda a y sobre todo para la onda b, al igual que se ha observado en el

perr06,16,21,24,115

La correlacion positiva encontrada entre los valores de av y bv,
independientemente del estimulo utilizado, se debe a que, por convencion, la
amplitud de la onda b incluye a la onda a. De forma analoga, como el tiempo
de latencia de la onda b incluye el de la onda a, también en este caso se
encontro correlacion positiva entre los valores de at y bt independientemente

del estimulo utilizado.

Los fendmenos ciclicos estan presentes de manera bastante frecuente
en nuestro mundo (fotoperiodos, mareas, estaciones...); por eso, los
organismos han aprendido a prepararse y a anticiparse a estos cambios
ciclicos para mejorar su supervivencia y adaptabilidad al medio externo
mediante el desarrollo de relojes internos que se adatan a estos cambios
ciclicos'®. Los mejores ejemplos, y mas conocidos, de estos relojes internos
son los ritmos circadianos, es decir, los ritmos que se adaptan a los ciclos de
24 horas. Estos ritmos circadianos estan presentes en la mayoria de los
organismos eucariotas'®®. En la bibliografia consultada se ha descrito la
influencia de los ritmos circadianos en distintas variables fisiolégicas, como, por
ejemplo, en algunos valores de bioquimica sanguinea o hemodinamicos, en la
produccion de lagrima, en la presion intraocular e incluso en la regulacion de la
secrecion endodgena de tiroxina, en distintas especies animales (periquito,
caballo, gallina, perro, gato)'® "% Entre estas variables se han descrito las
variaciones debidas al ritmo circadiano en diversos aspectos de las funciones
visuales. Estas variaciones se han demostrado, entre otros examenes,
mediante la observacion de los cambios de los electrorretinogramas realizados,
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en distintos ensayos™", en distintas especies animales (invertebrados, peces,
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aves Yy mamiferos) nuestro caso todos los examenes

electrorretinograficos se realizaron en horario matutino para homogenizar la
muestra estadistica en cuanto a la posible variacion debida al ritmo circadiano

de la iguana verde®=*; sin embargo, seria interesante realizar estudios futuros



en los que se podrian incluir electrorretinogramas realizados en distintos
intervalos horarios durante el dia y la noche para caracterizar la posible
influencia del ritmo circadiano en los examenes electrorretinograficos

realizados segun el protocolo descrito en este estudio para la iguana verde.

El conjunto de los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la
retina de la iguana verde esta constituida fundamentalmente por
fotorreceptores tipo cono. Este hecho es compatible con los estudios
histologicos realizados en algunos géneros de saurios de habitos diurnos, en
los que, mediante microscopia electronica, se constatdé unicamente la
presencia en sus retinas de poblaciones de células fotorreceptoras de tipo
cono®. Por tanto, el examen electrorretinografico en la iguana verde debe

basarse principalmente en una evaluacion fotopica®.



CONCLUSIONES



1. El protocolo  electrorretinografico  utilizado  permite  obtener
electrorretinogramas de buena calidad de forma rapida y repetitiva de manera

no invasiva.

2. Los valores electrorretinograficos obtenidos son compatibles con la
existencia de una retina constituida por fotorreceptores fotépicos en la iguana

verde (Iguana iguana).

3. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los
parametros electrorretinograficos obtenidos de registros en el ojo izquierdo o el

derecho asi como entre iguanas machos y hembras.

4. No se han encontrado correlaciones significativas entre los parametros
electrorretinograficos y las variables biométricas estudiadas. Por tanto, el peso
y la longitud narina-cloaca no pueden ser utilizados como predictores de los

valores electrorretinograficos.

5. En base a los resultados obtenidos, se recomienda, para la iguana verde, la
realizacion de un examen electrorretinografico basado en un estimulo flicker y

otro fotopico para la evaluacién de los fotorreceptores tipo cono.



RESUMEN



La técnica electrorretinografica consiste basicamente en estimular con
luz la retina en unas condiciones ambientales dadas y, a continuacion, registrar

las respuestas de la retina a ese estimulo luminoso.

En nuestro estudio los objetivos que se plantearon fueron el estandarizar
un protocolo de examen electrorretinografico en iguanas verdes sanas para
obtener electrorretinogramas normales, determinar los fotorreceptores
existentes en la retina y evaluar la influencia del peso y la longitud narina-
cloaca en los distintos parametros electrorretinograficos. En la bibliografia
consultada existen pocos estudios referentes a la electrorretinografia en la
iguana verde; ademas, ninguno de dichos estudios emplea un protocolo
estandarizado y aceptado para el examen oftalmologico en medicina humana y

veterinaria.

En la realizacion del estudio se emplearon 44 iguanas verdes (/guana
iguana) adultas de ambos sexos —21 machos y 23 hembras-, clinicamente
sanas que procedian del Centro de Recuperacion de Fauna Silvestre “El Valle”
o del Servicio de Animales Exdticos y de Oftalmologia del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad de Murcia. El protocolo electrorretinografico
realizado fue similar al establecido por el European College of Veterinary
Ophthalmology-European Society of Veterinary Ophthalmology para el perro y
permitié obtener electrorretinogramas de buena calidad y de forma repetitiva.
En nuestro caso el examen electrorretinografico se realiz6 con el
electrorretinégrafo  modelo Roland consult que incorpor6 el software
RETIsystem versidon 1.32. La combinacion de medetomidina, a la dosis de 100
pa/kg, y ketamina, a 10 mg/kg, mantuvo a las iguanas en un plano anestésico
adecuado durante todo el examen electrorretinografico y ademas cumplio los

requisitos descritos para el perro.

La morfologia de las ondas mostr6 una base ancha y unas pendientes
suaves, es decir, cinéticas lentas. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre el ojo derecho y el izquierdo ni entre
machos y hembras, por lo que al final la muestra considerada para el estudio
estadistico fue igual a 88. Las medidas biométricas —peso y longitud narina-

cloaca- no nos fueron de utilidad para predecir los valores



electrorretinograficos, debido a que no se obtuvieron correlaciones

significativas.

Tras el analisis cuantitativo, los valores obtenidos confirman la existencia
de una retina simple constituida fundamentalmente por fotorreceptores tipo
cono. Este hecho sugiere que el examen electrorretinografico en la iguana
verde se puede establecer en un protocolo basado principalmente en una

evaluacion fotépica.



SUMMARY



The electroretinographic technique essentially consists in using light to
stimulate the retina in a particular set of environmental conditions. Then, a

record is kept of the retina response to the luminous stimulus.

The following goals were set for the present research: (i) to develop a
protocol for electroretinographic exam in healthy green iguanas in order to elicit
normal electroretinograms; (ii) to determine which types of photoreceptors exist
in the retina; (iii) to assess the influence which the weight and the snout-vent
length exert on the electroretinographic parameters. In the literature references
consulted, there are few studies on electroretinography in the green iguana.
Besides, none of such studies has resorted to any standard and widely
accepted protocol for ophthalmologic exam in either human or veterinary

medicine.

The sample consisted 44 green iguanas (/guana iguana) of both sexes,
21 males and 23 females. All the animals were clinically healthy and stemmed
either from the Wildlife Rehabilitation Centre “El Valle” (Region of Murcia,
Spain), or from the Exotic Animal Service at the Veterinary Teaching Hospital
(Univ. of Murcia), or from the Ophthalmology Service at the aforementioned
hospital. The electroretinographic protocol was similiar to the one established
by the European College of Veterinary Ophthalmology-European Society of
Veterinary Ophthalmology in dogs, and it allowed us to elicit reliable and
reproducible electroretinograms. The electroretinograph utilised was the Roland
Consult model, which incorporated the software RETIsystem 1.32. The
combination of medetomidine, in a dose of 100 ug/kg, with ketamine, in a dose
of 10 mg/kg, was useful for keeping the iguanas in the adequate anesthetic
depth during the whole procedure. Moreover, this combination met the

requirements for electroretinographic exam in the dog.

The morphology of the waves indicated slow kinetics, as shown in the
breadth of the basis and the smooth of the slopes. No statistically significant
differences were found either between RE and LE or between male and female
animals. Therefore, the definite sample for statistical purposes was 88.

Biometric measurements (i.e. weight and snout-vent lenght) were not useful for



predicting electroretinographic values, since they did not yield statistically

significant correlations.

The results obtained in the quantitative analysis were consistent with the
simplex, pure cone retina. This suggests that the electroretinographic exam in

the green iguana can abide by a protocol based mainly on photopic evaluation.
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