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1.  RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) es una complicacién crénica de la diabetes mellitus (DM) y se estimé
que al afio 2020 la incidencia de la DM tipo 2 (DMT2), la forma mds comin de DM, fue de 462 millones.
Dependiendo de la duracién y control de la enfermedad, es comun encontrar cierto grado de retinopatia
diabética en estos pacientes, manifestado como microaneurismas, hemorragias, zonas de hipoxia y
neovascularizacion pero también a nivel fisioldgico con un aumento de inflamacidn, estrés oxidativo y
neurodegeneracién. Estos procesos han sido estudiados mediante modelos animales como el ratdn

db/db, el cual es un modelo de diabetes tipo 2.

En el presente estudio se utilizé el modelo db/db para estudiar los efectos de la retinopatia diabética
y determinar si la terapia de fotobiomodulacién reduce los efectos de la RD. Los cambios fueron
evidenciados por electrorretinografia y técnicas histoldgicas para comparar los grosores y marcaje de
marcadores IBA1 y GFAP. Se constatd el desarrollo de la diabetes en los ratones transgénicos db/db
compardndolos con ratones heterocigotos db/+ que no desarrollan el fenotipo. El peso y la glicemia
fueron mayores en los ratones db/db. Ademas, se investigd el desarrollo de la retinopatia diabética
mediante ERG y los grupos se diferenciaron principalmente en los tiempos implicitos de la onda B, siendo
mds lentas en los ratones db/db. A nivel histolégico se observé que la capa nuclear interna en los ratones

db/db era mas delgada.

Se trataron a ratones db/db con un sistema de fotobiomodulacién por 70 dias por 12 horas diarias
con una irradiancia de 218 uW/cm2 y se compararon con ratones que fueron puestos en observacién
durante el mismo periodo, del mismo genotipo. Después del tratamiento con PBM, no se encontraron
diferencias en la mayoria de los valores de los parametros del ERG, pero si un posible efecto protector
sobre los OPS del grupo PBM. De manera similar, se observé un menor porcentaje de IBA1 en la CPE en
el grupo PBM con respecto al grupo control. A pesar de que se observd un efecto, no fue tan
significativo como se esperaba, por lo que se necesitan mas estudios para determinar con mayor

precision los efectos de la PBM en la funcién retinal.
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2. ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is a chronic complication of diabetes mellitus (DM) and it was
estimated that in 2020 the incidence of type 2 DM (T2DM), the most common form of DM, was 462
million. Depending on the duration and control of the disease, it is common to find a certain degree of
diabetic retinopathy in these patients, manifested as microaneurysms, hemorrhages, areas of hypoxia
and neovascularization but also at a physiological level with an increase in inflammation, oxidative stress
and neurodegeneration. These processes have been studied using animal models such as the db/db

mouse, which is a model of type 2 diabetes.

In the present study, the db/db model was used to study the effects of diabetic retinopathy and
determine whether photobiomodulation therapy reduces the effects of DR. The changes were
evidenced by electroretinography and histological techniques to compare the thicknesses and labeling
of IBA1 and GFAP markers. The development of diabetes in transgenic db/db mice was confirmed by
comparing them with heterozygous db/+ mice that do not develop the phenotype. Weight and blood
glucose were higher in db/db mice. Furthermore, the development of diabetic retinopathy was
investigated using ERG and the groups differed mainly in B wave implicit times, being slower in db/db

mice. At the histological level, it was observed that the inner nuclear layer in db/db mice was thinner.

Db/db mice were treated with a photobiomodulation system for 70 days for 12 hours daily with
an irradiance of 218 uW/cm2 and were compared with mice that were under observation during the same
period, of the same genotype. After treatment with PBM, no differences were found in most ERG
parameter values, but a possible protective effect on the OPS of the PBM group was found. Similarly, a
lower percentage of IBA1 in the CPE was observed in the PBM group compared to the control group.
Although an effect was observed, it was not as significant as expected, so further studies are needed to

more precisely determine the effects of PBM on retinal function.

KEYWORDS

Photobiomodulation, diabetic retinopathy, electrorretinography, db/db, LepR, db/+






3. INTRODUCCION

3.1 DIABETES Y RETINOPATIA DIABETICA

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglicemia persistente
resultante de defectos en la secrecién de insulina, la accién de esta o ambas. Para el afo 2020 se estimd
que la incidencia de la DM tipo 2, la forma mds comin de DM, fue de 462 millones (3) mientras que se
espera que para el afio 2030 la prevalencia global de la DM sea de alrededor de 578 millones de personas

(10.2% de la poblacién mundial) (2).

Las marcadas fluctuaciones en la glicemia y la hiperglicemia sostenida asociadas a la DM generan dafio
crénico en la vasculatura, lo que resulta en alteraciones macrovasculares (infarto al miocardio y
enfermedad cerebrovascular) y microvasculares (nefropatia y neuropatia) en distintos érganos del
cuerpo, incluyendo el ojo (retinopatia) (4). La retinopatia diabética (RD) es la causa principal de ceguera
en la poblacién de edad trabajadora en naciones industrializadas (5) y su incidencia en personas con DM
actualmente es de alrededor del 35% en paises menos desarrollados (6). La RD afecta el bienestar fisico,

mental y social de quienes la padecen, e implica el uso de numerosos recursos de salud publica (7).

La RD avanza desde una fase no proliferativa, en la que existe isquemia que lleva a disfuncién vascular,
neuronal y apoptosis, a una fase proliferativa, en la que la isquemia sostenida genera la liberacién de
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que gatilla la produccién de neovasos (8-10). Estos
nuevos vasos son fragiles y estan compuestos por miofibroblastos que pueden provocar traccidn,

desprendimiento de retina y posterior alteracion permanente de la agudeza visual y campo visual (11).

Se ha demostrado en modelos animales que las anormalidades fisiolégicas no vasculares preceden el
desarrollo de cambios vasculares y podrian contribuir a la patogénesis de las manifestaciones vasculares

observables clinicamente (17).

En la RD se ha visto alterada la funcién de las neuronas y células gliales de la retina, incluso antes del
inicio clinico de la retinopatia (12-16). Esto ocurre debido a la hiperglicemia crénica, la cual dafa a las
células endoteliales, pericitos y neuronas, afectando la perfusion de la retina y de las células que la
conforman (17). Asi, se ha observado que son varios tipos de células de la retina los que se alteran en la
fisiopatologia de la DM (18). Incluso en etapas tempranas de la RD, se han observado cambios a nivel de
varias capas de la retina, tales como una disminucidn del grosor retinal total, disminucién de la capa

nuclear externa, disminucién del grosor de la capa de células ganglionares (CCG), entre otros (19).



3.1.1 ROL DE LAS CELULAS GLIALES EN LOS CAMBIOS FISIOPATOLOGICOS ASOCIADOS A LA
RETINOPATIA DIABETICA

Se han descrito diversos procesos que contribuyen a la fisiopatologia de la diabetes, que involucran
inflamacién, disfuncion mitocondrial, alteracion de la produccién de factores neuroprotectores y

aumento del estrés oxidativo, los que pueden generar apoptosis y disfuncién neuronal retinal (20-24).

Un grupo celular importante que contribuye al desarrollo de la enfermedad son las células gliales. Existen

tres tipos de células gliales en la retina: los astrocitos, las células de Miiller y la microglia.

Los astrocitos se ubican en las capas mas internas de la retina, a nivel de la capa de fibras nerviosas
(CFNR) y CCG, donde tienen un rol crucial en la mantencién de la integridad de la barrera hematorretinal,
soporte neurotrdfico y la transduccién de sefiales neuronales (25). En retinas sanas de mamiferos, la
proteina fibrilar acidica glial (GFAP) sirve como marcador de astrocitos ya que solo se expresa en ellos
(26). La evidencia indica que en etapas tempranas de la RD hay pérdida de astrocitos, demostrado por
una disminucién de la expresién de GFAP (27,28). Los astrocitos forman parte de la unidad
neurovascular, la que se compone de células endoteliales, pericitos, la membrana basal y neuronas, y su
disfuncién esta asociada a iniciacién de dafio neuronal degenerativo y deterioro microvascular (25).
Debido a que los vasos retinales carecen de inervaciéon autondmica, dependen de la capacidad de
respuesta de la unidad neurovascular a las sefiales circulatorias y neuronales para mantener una
regulacion adecuada del flujo vascular (29). La regulacién del flujo vascular de la retina interna es critica
para su funcionamiento correcto y en la retinopatia diabética se ha comprobado que existe disfuncion
vascular (30), la que podria ser precursora de manifestaciones clinicas vasculares mas severas (31). Porlo
tanto, si los astrocitos estan alterados por la retinopatia diabética, esto podria afectar directamente a la

homeostasis vascular (32).

Por otro lado, las células de Miiller abarcan casi todas las capas de la retina. Apoyan funcional y
metabdlicamente a las neuronas asociadas con ellas, participando en la liberacién de factores
neurotrépicos, reciclaje de neurotransmisores, en la recaptura de glutamato, mantencion del balance
iénico y estabilizacion de la microvasculatura (33). Se han observado numerosos cambios en las células
de Miiller en la RD. Entre ellas destaca la gliosis, especialmente en etapas mas tempranas, la cual es
evidenciada por un aumento de GFAP (28,34,35) y se caracteriza por cambios morfoldgicos, bioquimicos
y fisiolégicos que varian con el tipo y severidad del insulto (33). Diversos estudios han revelado que la
gliosis de las células de Miiller se destaca como una de las manifestaciones patoldgicas iniciales en la

retinopatia diabética (36), manifestdndose incluso antes de los cambios vasculares y persistiendo
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durante todo el curso de la enfermedad. Estas células glidticas secretan una variedad de factores
proangiogénicos, proinflamatorios y profibrético, lo que contribuye a la vascularizacién y la
neurodegeneracién, y en consecuencia, impulsa la progresiéon de la retinopatia (25). Ademads, se han
reportado cambios en el procesamiento de neurotransmisores, funciones de canales idnicos y membrana

celular, entre otros (27,37-40).

Finalmente, la microglia es responsable de la vigilancia inmunoldgica en condiciones de normalidad y
patoldgicas. Se encargan de detectar estimulos anormales al tejido neural, fagocitar desechos celulares y
controlar la propagacidon de agresiones, teniendo un rol importante en las respuestas inflamatorias
(41,42). En condiciones normales se ubican en las capas plexiformes y cuando hay injuria suelen migrar a
la capa nuclear externa (41). Similar al resto de las células gliales, la microglia puede cambiar su
morfologia y funciones en respuesta a cambios en su microambiente celular (43). En el transcurso de la
RD, la microglia libera citoquinas que contribuyen a la muerte neuronal, aumenta su densidad y puede

cambiar su morfologia y funcién a un fenotipo activado (28,44).

3.1.2 CAMBIOS EN OTROS GRUPOS CELULARES EN LA RD

Se ha descrito que las células ganglionares son las neuronas retinales en las que primero se puede
observar dafio por la RD, lo que conlleva a una reduccidn en el grosor de la CFNR en etapas tempranas
(45). Otra capa afectada en la RD es la capa nuclear interna (CNI) de la cual se ha observado disminucién
de su grosor en distintos modelos de RD (46,47). Ademas de las capas anteriores, los fotorreceptores
(FR) también sufren de apoptosis en la RD, siendo no solo parte del proceso neurodegenerativo sino
también desempefiando un rol en la generacién de deterioro microvascular (48). Los FR son una fuente
importante de estrés oxidativo en la retina debido al alto consumo energético que tienen para apoyar la
actividad del ciclo visual (49). Contienen mas del 75% de las mitocondrias de la retina (22), las que son un
componente clave del metabolismo oxidativo que provee energia a estas células. Asi, en gran parte
gracias a los FR, la retina es el érgano con el mayor consumo relativo de oxigeno en el cuerpo (50-52),
manteniendo un consumo alto, y constante de glucosa y oxigeno para sostener distintos procesos como
la corriente oscura, el reciclaje del fotopigmento trans-retinal y la renovacién de los segmentos externos
de los FR (53-55). Por las funciones mencionadas, los FR necesitan abastecerse constantemente de un
alto volumen de oxigeno, lo que no es sostenible en la RD debido a que desde etapas tempranas se
caracteriza por un estado de hipoxia generado por la hiperglicemia (56). Clinicamente, se ha observado
el compromiso temprano de algunas funciones visuales como la sensibilidad al contraste (57-59), incluso
detectandose alteraciones afios antes en la respuesta visual global medida mediante
electrorretinografia (ERG) ((60), lo que podria ser indicador de cambios funcionales en los FR u otros

componentes neuronales de la retina. Por otro lado en un modelo animal, la eliminacién de los bastones
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resulta en menos generacién de superdxido inducida por DM (61). Por lo tanto, los FR son en cierto nivel
contribuidores en la patogénesis de la retinopatia diabética. En conjunto con lo anterior, el cambio en la
distribucion, el numero y/o morfologia de las células amacrinas en la retinopatia diabética (62) podrian
explicar cambios observados en la respuesta funcional de la retina medida por el ERG en esta

enfermedad.

3.1.3 MODELOS ANIMALES RELEVANTES PARA EL ESTUDIO DE LA RETINOPATIA DIABETICA

Existen diversos modelos animales para el estudio de la DM, siendo el mds comun el modelo de diabetes
inducida por estreptozotocina (STZ) en el que se administra dicha droga para destruir las células § del
pancreas, lo que induce hiperglicemia crénica (7). Si bien es ampliamente utilizado, es un modelo
compatible con la DM tipo 1, mientras que alrededor del 90% de la poblacién sufre de DM tipo 2 (63).
Ademas, drogas como ésta pueden ser tdxicas para otros drganos, incluyendo la retina (64-66), y la DM
generada es menos estable y puede ser reversible por regeneracion espontdanea de células  del

pancreas (67).

El modelo de ratdn transgénico db/db utiliza un acercamiento mds homologable a la fisiopatologia de la
DM tipo 2 en humanos ya que al existir una mutacion en el receptor de la leptina, hormona encargada de
la saciedad, los ratones se hiperalimentan al tener acceso a una dieta ad libitum, lo que genera
hiperglicemia crénica desde las 8-10 semanas de vida sin destruccion de células pancredticas (68). En éste
modelo se ha observado hiperglicemia, hiperlipidemia, asi como otras complicaciones asociadas de la
DM como neuropatia, nefropatia y retinopatia diabética (69-71). Manifiestan caracteristicas de la RD
temprana como la pérdida de pericitos y células endoteliales, engrosamiento de la membrana basal,
neurodegeneracién y aumento del flujo vascular en la retina (72-75), las cuales se observaron a partir de
las 26, 22, 20 y 18 semanas respectivamente. A nivel fisioldgico se observa apoptosis de células
neuronales, activacién glial a las 18 semanas (73), e incluso se ha reportado proliferacion de capilares

retinales en ratones de 15 meses (76).

3.2 FOTOBIOMODULACION

La fotobiomodulacién (PBM), anteriormente llamada terapia de laser de bajo nivel (LLLT), consiste en la
aplicacién de niveles bajos de irradiaciéon luminica con el objetivo de generar una estimulacién del
metabolismo celular que persiste por mds tiempo que la duracién de la exposicion a la luz, la que es
absorbida por cromdéforos enddgenos para provocar eventos fotofisicos y fotoquimicos en varias escalas
bioldgicas, sin provocar dano termal (78). Existen abundantes investigaciones del tema, en humanos,

modelos in vivo e in vitro de enfermedades de la retina y varios drganos del cuerpo, muchos de los cuales
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aportan  evidencia prometedora incluyendo ensayos clinicos en humanos  (78-83).

Existe una amplia gama de evidencia clinica positiva de su utilidad, incluyendo la aceleracién de curacién
de heridas (85-87), reduccién de inflamacién (88,89), reduccién de sintomas de lesién traumatica al
cerebro (90-93), crecimiento de pelo (94,95), recuperacién muscular (96), regeneracién de nervios y
mejora de la funcién cerebral (97,98). A nivel biolégico se ha demostrado que aumenta la tasa

metabdlica, la migracion celular, proliferacién celular y produccién y secrecién de proteinas (99,100).

En la retina también existen abundantes estudios favorables de la PBM, cuyos efectos modularian
principalmente el nivel de inflamacién y estrés oxidativo, protegiendo la funcién de las células (101,102).
Los efectos se han estudiado en modelos in vivo e in vitro para distintas enfermedades retinales, como
degeneracion macular asociada a la edad (103-105), degeneracién de fotorreceptores (106) y RD

(81,107,108).

Si bien los resultados que se obtienen con la fotobiomodulacidn son muy prometedores, existe
variabilidad con respecto a los pardmetros de la terapia, como la longitud de onda, dosis y duracién de la
exposicion a la luz, creando problemas relativos a la estandarizacidon y replicabilidad de los resultados, lo
que dificulta la comparacién de resultados entre las distintas investigaciones. A pesar de existir
abundante evidencia a favor, todavia no existe una estandarizacidon clara sobre los protocolos
experimentales y clinicos. Para superar estos desafios, se necesitan mds estudios que investiguen
sistematicamente estos parametros de modo que se puedan establecer protocolos estandarizados que

puedan ser adoptados en la practica.

En la PBM la dosis corresponde a la cantidad total de energia luminosa administrada. La cantidad de
energia se debe regular de tal forma que no produzca dafio fotoquimico o termal en las células pero sea
suficiente para estimular positivamente a los tejidos (83). A lo largo de los afios se han explorado
distintas longitudes de onda y densidades de poder de radiacién (80-82,107,108), desde la luz azul a la

infrarroja, con el objetivo de encontrar la dosis mds adecuada para generar un efecto terapéutico.

Se ha comprobado que la irradiacién con luz roja cercana al infrarrojo de 670 nm acelera la curacién de
heridas (82-85), disminuye el dafio de tejidos en modelos de enfermedad de Parkinson (109) y ha
mostrado potencial terapéutico en un modelo de esclerosis multiple (110). Molecularmente, se ha
observado que la PBM con luz roja de 670 nm se asocia a regulacién negativa de la produccién de
citoquinas inflamatorias, de IFN-y, TNF-a y a regulacion positiva de la produccién de citoquinas

antiinflamatorias IL-4 y IL-10 en un modelo de esclerosis multiple (110).



3.2.1 MECANISMOS PRIMARIOS DE LA FOTOBIOMODULACION

En la PBM, una molécula fotoaceptora absorbe la luz y gatilla una serie de cambios en las vias de
sefializacién intracelulares, lo que eventualmente se puede traducir en un efecto terapéutico. Existen
mas de 50 moléculas fotoaceptoras en las células de los mamiferos, tales como el agua, la hemoglobina,
oxihemoglobina, melanina y la citocromo oxidasa C (CCO), siendo esta dltima posiblemente la mas
asociada al efecto neuroprotector de la PBM (113-115). La CCO se activa por luz roja y cercana al
infrarrojo, y forma parte de la cadena transportadora de electrones localizada en la membrana

mitocondrial.

Durante la PBM, la CCO actuaria como un fotoaceptor y transductor de fotones del espectro de luz roja 'y
cercana al infrarrojo (116), acelerando la velocidad de transferencia de electrones y mejorando asi la
eficiencia respiratoria (117). Esto conlleva a un aumento del potencial de membrana mitocondrial (118),
de los niveles de ATP (119,120), de especies reactivas de oxigeno (ROS) (114,121,122), AMPc (123) y la
estimulacién de distintas vias de sefializacién (101). Debido a que la CCO estd ubicada dentro de la
mitocondria, es de esperar que aquellos tejidos que tienen grandes cantidades de este organelo, como la

retina, tengan respuestas mas pronunciadas a la PBM (124).

Se ha demostrado que la CCO tiene espectros de accién a los 820-830 nm, 760 nm, 680 nm y 620 nm
(125), lo que se condice con la evidencia que propone a la CCO como el principal cromdéforo para la PBM
con luz roja a infrarroja. A pesar de que la evidencia indica un rol importante de la CCO, resulta
interesante que todavia no se entiende completamente cdmo la PBM actda en ella para producir sus
efectos. La teoria de la CCO ha sido ampliamente aceptada como el mecanismo primario de accién de la
PBM, aunque existe evidencia de que algunos de los efectos celulares de la PBM pueden ocurrir sin la
modulacién de ésta (126,127). Otros cromdforos posibles en los cuales podria actuar la PBM son los
canales idnicos de potencial de receptor transitorio (TRP) (128,129) y la superdxido dismutasa (SOD1)

(130), pero la evidencia es escasa y estudiada en pocas longitudes de onda.

Ademas, se ha hipotetizado que la absorcién de fotones por la CCO produce la expulsién del éxido nitrico
(NO) que se encuentra unido al sitio activo de esta enzima (131), posicién en la que estaria actuando
como inhibidor. Su salida permitiria que el oxigeno se una en su lugar, permitiendo que continte la
produccidn de la cadena transportadora de electrones (101,132) haciéndola mas eficiente y resultando en
mayor produccién de ATP (133). Sumado a la hipdtesis anterior, existe evidencia que sugiere que el NO
podria sintetizarse por la exposicién a la luz, incluyendo o no su liberacién. Esto tiene relacién con dos

conceptos. El primero, que la CCO tiene una segunda actividad enzimatica (ademas de su rol en la cadena
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transportadora de electrones): la reduccién de nitrito (NO2) a NO (134). Esto significa que se puede
producir NO localmente en la mitocondria. El segundo, que hay evidencia de que ciertas longitudes de
ondas pueden inducir la liberacion de NO desde fuentes fotoldbiles que lo almacenan, como
hemoglobina nitrosilada, mioglobina nitrosilada, S-nitrosotioles o complejos de dinitrosil hierro. Este
efecto es mayor con luz roja (~670 nm) comparada con otras como 740 nm y 830 nm (135,136). La
liberacidn del NO podria hacer que éste se vuelva disponible para otras aplicaciones bioldgicas como, por
ejemplo, alterar la expresién genética y vasodilatacidn. A pesar de todo, la evidencia sobre el rol del NO
es conflictiva (107,137,138). Por ejemplo, un estudio no logré mostrar los efectos protectores de la luz
roja contra la inhibicién de la respiracién mitocondrial inducida por NO, pero reveld efectos parciales

protectores con luz azul. (139).

3.2.2 MECANISMOS SECUNDARIOS DE LA PBM

Se ha comprobado que la PBM activa una cascada de distintas vias de sefializacién, como por ejemplo, la
modulacién de ROS inducidas por la mitocondria y membrana celular que activan factores de
transcripcién nucleares (126,141-143), cambios directos e indirectos al estrés oxidativo (101), sefializacién
mitocondrial retrégrada (144), modulacién de enzimas de la cadena transportadora de electrones (133),
aumento de sintesis intracelular de ATP (145) y complejos mitocondriales y otros efectos en expresion

genética (146).

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre la produccién de ROS y defensas antioxidantes.
Los ROS se producen en gran medida como subproductos del metabolismo oxidativo normal de las
mitocondrias (147). El oxigeno que se necesita para que la CCO pueda generar agua es reducido
mediante distintas transferencias de electrones en la cadena transportadora de electrones, lo que puede
resultar en la generacién de superéxido (02-), peréxido de hidrégeno (H202), y el ion hidroxilo (OH-). A
estos radicales se les refiere colectivamente como especies reactivas de oxigeno, moléculas que se
caracterizan por tener al menos un electrén desapareado lo que les vuelve inestables y reactivos en

busqueda de un electrdn para emparejarse.

Los ROS pueden ser citotdxicos en altas concentraciones y afectar negativamente a varias estructuras
celulares como membranas, lipidos, proteinas, lipoproteinas y ADN, alterando sus funciones (148). En
contraste, cuando los ROS se mantienen en niveles bajos o moderados son beneficiosos y muy
importantes para el funcionamiento celular (149), siendo clave para la fosforilacion de proteinas,

activacion de distintos factores transcripcionales, apoptosis, inmunidad y diferenciacién (150,151).



La excitacidn fética de la PBM promueve el metabolismo de oxigeno lo que lleva a la produccién de ROS
(152). Esto cambia el potencial redox de la célula hacia mayor oxidacion (114). Los ROS pueden activar el
factor nuclear kappa B (NF-kB) (141), el cual puede activar genes relacionados con liberacién de
citoquinas y quimioquinas, adhesidn celular, receptores de superficie celular, anti-apoptosis y
proliferacién celular, por lo que es considerado pro-inflamatorio. Si bien la activacién de estas moléculas
no parece compatible con lo que busca lograr la PBM, en cantidades adecuadas, el NF-kB puede generar
una reduccién de apoptosis, y un aumento de proliferacién celular y migracion celular, lo que puede ser
beneficioso para la curacion de tejidos (101). Por otro lado, en cantidades apropiadas, los ROS activan
factores de transcripcion que regulan positivamente varios genes que juegan roles estimulatorios y
protectores en la célula, relacionados, por ejemplo, con funciones de proliferacién celular (153) y de

produccidén de citoquinas y factores de crecimiento (154)

Bajo condiciones fisioldgicas, la absorcién de los fotones por la CCO lleva a un aumento en el potencial
de membrana mitocondrial y ademds de un pulso pequefio de produccién de ROS. Pero, cuando el
potencial de membrana mitocondrial es bajo por estrés oxidativo preexistente, excitotoxicidad o
inhibicién de la cadena transportadora de electrones, la absorcién de la luz lleva a un aumento del

potencial de membrana mitocondrial hasta niveles normales, y la produccién de ROS se disminuye (101).

3.2.3 FOTOBIOMODULACION Y RETINOPATIA DIABETICA

Un tratamiento potencial para la RD y otras enfermedades retinales es la fotobiomodulacién (77). Las
fluctuaciones de la glicemia en la DM generan dafio que conlleva a una cantidad adicional de estrés
oxidativo (140). Considerando la alta cantidad de mitocondrias presentes en los FR, la retina es una diana
ideal para el tratamiento con PBM. La luz de 670 nm es efectiva mejorando la funcién visual de la retina
en distintos modelos de patologias (111,112), entre ellos, la DM. Se han observado efectos positivos de la
PBM realizada desde el inicio de la DM o cuando se aplica incluso cuando ya ha ocurrido un periodo de
DM considerable sin tratar (82,107,108). En un estudio, se observé disminucion de la inflamacidn retinal
en un modelo DM tipo 2, reflejado en la disminucién de la produccién de superéxido, leukostasis y

expresién de ICAM-1 inducido por DM en la retina (107).

3.3 ELECTRORRETINOGRAFIA

Los estudios con ERG han impulsado avances considerables en la comprensién de los mecanismos
neuronales subyacentes a la retinopatia diabética. La electrorretinografia es un examen
electrofisiolégico que mide la actividad eléctrica de la retina en respuesta a estimulos luminosos. En

adicion a ser minimamente invasivo y permitir evaluar la funcién retinal de manera objetiva (155), el ERG
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es una medida de la integridad funcional de la retina y es sensible a la isquemia retinal (156). Se suele
explorar de manera escotdpica (con adaptacion a la oscuridad) y de manera fotdpica (con adaptacion a

la luz) debido a la organizacién del sistema de conos y bastones de la retina.

La morfologia del ERG varia segun la intensidad y duracién del estimulo (flash de luz), asi como del
estado de adaptacion a la luz, que estd dado por la iluminacién de fondo y el tiempo de exposicién a
ésta. El ERG se compone de varias ondas que se originan en distintas estructuras retinales, destacando

en el primer segundo de la respuesta la onda a, onda b y potenciales oscilatorios (OPS).

En el ERG escotdpico, la onda a representa la hiperpolarizacién de los fotorreceptores en la retina
externa, en respuesta al estimulo luminoso. Por otro lado, la onda b serfa primariamente generada en las
células bipolares de bastdn (157). Los OPS son respuestas de alta frecuencia y baja amplitud, que se
superponen en la pendiente ascendiente de la onda B del ERG. Por lo general son un grupo de 4 a 6
ondas que son mds faciles de registrar cuando la retina se estimula con luz de corta duracién y alta
intensidad y se filtra de manera adecuada. Estas ondas se generan por la interaccién de las sinapsis
reciprocas entre las células de la retina interna, que se cree son las células bipolares y las células

amacrinas (158), aunque su origen no estd completamente establecido.

3.3 ELECTRORRETINOGRAFIA Y DM

El ERG se utiliza para detectar cambios en etapas tempranas de la RD incluso antes de que aparezcan
sintomas visuales, monitorear de la progresidn de la enfermedad y evaluar la eficacia de tratamientos
para la RD como fotocoagulacién con laser, inyecciones intravitreas de VEGF, entre otros. En los modelos
de animales y en humanos con diabetes, se han reportado alteraciones funcionales en el ERG, como por
ejemplo, el retraso de los OPs (159-169), disminucién de la amplitud de las ondas a y b (166,170,171) y

aumento del tiempo implicito de la onda ay onda b (162,165,172,173).

Entendiendo que la progresién de la retinopatia diabética puede detectarse incluso antes del dafio
microangiopdtico mediante ERG, es necesario su tratamiento oportuno para evitar la ceguera
irreversible. En la actualidad, esto se logra de manera paliativa, mediante distintos tratamientos que
permiten frenar la progresiéon y mejorar sintomatologia levemente, pero no revierten el dafio generado
por la RD. Por lo tanto, para esta enfermedad toma mayor importancia la busqueda de tratamientos que
no sean aplicados para resolver los signos y sintomas, sino, para prevenir la aparicién de éstos y por
tanto prevenir el dafio retinal y el avance de la enfermedad. La fotobiomodulacién se ha instaurado

como un tratamiento potencial para la retinopatia diabética y otras enfermedades retinales, sobre todo
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en etapas iniciales donde su accién puede prevenir dafio a la retina. Si bien existe bastante informacién
con respecto a esta terapia, actualmente no se conocen los efectos de la fotobiomodulacién con luz
cercana al infrarrojo nm en la retina de los ratones db/db motivo por el cual se lleva a cabo esta

investigacion.

Se estudiard el efecto de la PBM sobre la respuesta visual medida por ERG y técnicas histoldgicas, tales
como el marcaje de células gliales con GFAP, para astrocitos y células de Miiller reactivas, e IBA1 para las
células microgliales, mediante inmunohistoquimicas, asi como la medicién de grosores en base a las

imagenes anteriores.
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4. HIPOTESIS Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl serd el efecto de la fotobiomodulacién con luz cercana al infrarrojo aplicada diariamente por 70
dias, en la funcidén y estructura retinal de ratones modelo de diabetes tipo Il medido por cambios en la
funcién y estructura retinal?

HIPOTESIS

La fotobiomodulacién disminuira el dafo retinal debido a la retinopatia diabética, medido por cambios

en la funcién y estructura retinal en ratones de un modelo de diabetes tipo Il tratados con luz cercana al

infrarrojo, diariamente por 70 dias.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Demostrar la disminucién del dafo retinal estructural y funcional tras la aplicacién de fotobiomodulacién

en ratones modelo de diabetes tipo Il tratados con luz cercana al infrarrojo de diariamente por 70 dias.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Determinar los efectos de la PBM sobre los cambios funcionales que se observan en la retina de

un modelo de diabetes tipo Il, medidos por pardmetros electrofisioldgicos del full field ERG.

i) Determinar los efectos de la PBM sobre la expresidon de GFAP e IBA, asi como de los grosores

retinales, mediante inmunohistoquimica, en un modelo de diabetes tipo Il.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Se asignd aleatoriamente los ratones db/db a dos grupos: un grupo experimental sometidos a

tratamiento con PBM por 70 dias y un grupo control sin tratamiento.

db/db db/db
LY
2™ AN
23 semanas 33 semanas 23 semanas -~ 33 semanas
CTRL PBM
7o dias 70 dias
TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 1 TIEMPO 2
: : : :
1 | I 1
1 ] | 1
1 1 1 1
v v v v
ERG n-8 ERG n-s ERG n-6 ERG n-6
HIS n=3 HIS n=3 HIS n-3 HIS n=5

Figura 1. Disefio experimental. Se dividié a los ratones en grupo fotobiomodulacién (PBM) y control
(CTRL), los cuales fueron observadosftratados por 70 dias, respectivamente. Se realizaron
electrorretinogramas (ERG) y técnicas histoldgicas (HIS) antes y después del periodo del protocolo
(tiempo 1y tiempo 2, respectivamente), con una edad de inicio de 23 semanas y término de 33 semanas.
Se despliega el tamafio muestral para los ERGs e HIS al lado de cada etiqueta.

Para cumplir con el objetivo 1, se realizaron ERGs en los tiempos previos y posteriores al protocolo de
intervencién/observacién, los que desde ahora en adelante serdn llamados tiempo 1 y tiempo 2,
respectivamente. El n de los ratones del grupo control fue 8 para el tiempo 1y de 8 para el tiempo 2, para

los ratones del grupo PBM fue 6 para el tiempo 1y de 6 para el tiempo 2.
Para cumplir con el objetivo 2, se sacrificaron animales en los tiempos 1y 2 a los cuales se les hicieron

pruebas histoldgicas. El n de los ratones del grupo control fue 3 para el tiempo 1y de 3 para el tiempo 2

mientras que el n de los ratones del grupo PBM fue 3 para el tiempo 1y de 5 para el tiempo 2.
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COMPROBACION DEL DANO FUNCIONAL POR RETINOPATIA DIABETICA

Ademds, para constatar el cuadro diabético del ratén db/db, se realizaron ERG y pruebas histoldgicas a

ratones db/+ (ratones sanos que no desarrollan el genotipo diabético) y se compararon con los primeros.

Se siguid el mismo protocolo de examinacién que el disefio experimental, realizando ERGs y técnicas

histoldgicas antes y después de los 70 dias.

db/+
23 semanas 33 semanas
70 dias
TIEMPO 1 TIEMPO 2
: :
| 1
1 |
| 1
v v
ERG n=6 ERG n=6
HIS n-6 HIS n-4

Figura 2. Disefio de protocolo para comprobacidn del dafio funcional por retinopatia diabética. Se
exploraron las diferencias entre los ratones db/+ y db/db antes y después de un periodo de 70 dias. Se
realizaron electrorretinogramas (ERG) y técnicas histoldgicas (HIS) antes y después del periodo del
protocolo (tiempo 1y tiempo 2, respectivamente), con una edad de inicio de 23 semanas y término de 33

db/db
23 semanas 33 semanas
70 dias
TIEMPO 1 TIEMPO 2
: I
| |
: :
v \ 4
ERGn=6 ERG n-6
HIS n=6 HIS n=3

semanas. Se despliega el tamafio muestral para los ERGs e HIS al lado de cada etiqueta.

Se realizé ERG a los ratones en el tiempo 1, y se sacrificaron ratones en el tiempo 1y tiempo 2 para las

pruebas histoldgicas. A los ratones que no fueron sacrificados en el tiempo 1 se les realizé un ERG en el

tiempo 2. En el ERG, el n de los ratones db/db fue 8 para el tiempo 1y 8 para el tiempo 2, para los ratones

db/+ fue 6 para el tiempo 1y 6 para el tiempo 2. En inmunohistoquimicas, el n de los ratones db/db fue 6

para el tiempo 1y 3 para el tiempo 2 mientras que el n de los ratones db/+ fue 6 para el tiempo 1y 4 para

el tiempo 2.
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7. MATERIALES Y METODOS

71 ANIMALES

Se utilizaron ratones de la linea transgénica BKS.Cg-Dock7™+/+ Lepr/J (strain #000642, The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, USA). Esta linea de roedores expresa 3 fenotipos: Lepr®, Docky™ Lepr®y Docky™.
Los ratones homocigotos para el gen LepR mutante y wildtype para Dock7 (+db/+db) desarrollan un
fenotipo caracteristico de obesidad, hiperglicemia progresiva y sostenida, lo que los hace un buen
modelo de estudio de la DM tipo 2, mientras que los ratones heterocigotos para LepR mutante y Dock7m
(m+/+db) se desarrollan sanos. Por otro lado, los ratones misty, homocigotos para Dockym y wildtype
para LepR, no presentan los genes transgénicos del receptor de la leptina y crecen con malformaciones,
por lo que no fueron utilizados para este estudio. Durante el escrito se referirda como homocigotos o
db/db a los ratones obesos y heterocigotos o db/+ a los ratones que no desarrollan diabetes. Los ratones
fueron criados con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, sin restricciones en el acceso a comida y agua, a
temperatura ambiente de 22+1° y humedad de 40-60%. Para los ERG y muestras inmunohistoquimicas del
tiempo 1 los ratones tenfan en promedio 23 semanas de edad y para el tiempo 2 tenian 33 semanas de

edad.

La utilizacién de animales para esta tesis fue aprobada por el comité de bioética de la Universidad de
Valparaiso bajo el acta de convalidacion bioética CBC 722022, en alero del acta de evaluacidn bioética

BEA169-21 del CICUAL para el proyecto FONDECYT No. 1210790 del Dr. Oliver Schmachtenberg.

7.2 GLICEMIAY PESAJE

Para corroborar las diferencias en la expresidn fenotipica de los grupos, se evalud la glicemia mediante
un analizador de glucosa comercial (Accu-chek Active Model GU, Roche Diagnostics USA, Indianapolis,
IN, USA). La medicidn fue efectuada al final de la sesién de ERG, cortando ~1 mm de la cola del ratdn,
mientras se mantenfa anestesiado con isoflurano segun las caracteristicas del protocolo de ERG. Una vez
realizado lo anterior, se registré ademds el peso de los animales. Los datos mencionados fueron

obtenidos para las edades correspondientes al tiempo 1y tiempo 2.

7-3 FOTOBIOMODULACION

Se construyé un sistema de PBM para cada jaula de ratones utilizando dispositivos LEDs (Luxeon C, L1C1-

DRD1000000000) con un maximo de longitud de onda 654 nm, ubicados de tal manera que la irradiancia
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continua promedio fuese de 218 pW/cm2, manteniendo la estimulacién por 12 horas, por 70 dias
seguidos. El aparato de PBM fue construido para ser posicionado por encima del techo de las jaulas de
los ratones, lo que evité la manipulacién adicional de los ratones para prevenir efectos no deseados
como estrés. La PBM se programd para encenderse diariamente por 12 horas coincidiendo con la fase de
luz del ritmo circadiano de los ratones. En este periodo se realizd el cambio de cama, comida y agua de

manera habitual, sin alterar sus rutinas.

7.4.  ELECTRORRETINOGRAFIA

Previo al registro de ERG, se adapt¢ a los ratones a la oscuridad desde la noche anterior por al menos 8
horas en un cuarto oscuro. En este estudio se registraron los ERG previo al comienzo del
tratamiento/periodo de observacién de los ratones y luego el mismo dia del término del tratamiento. Se
anestesid a los ratones db/+ y db/db con isoflurano a una concentraciéon de al 3,0%/3,5% respectivamente
para induccién en una cdmara plastica hermética por aproximadamente 3 minutos y de 2,0%/2,5% para
mantencidn respectivamente, debido a las diferencias marcadas de peso entre ambos genotipos. Se
corrobord la induccién anestésica evaluando ausencia del reflejo de retiro (tras apretar un pie) y pérdida
del reflejo de parpadeo y corneal. Posteriormente, se instild clorhidrato de proparacaina 0,5% como
anestesia tdpica y se dilataron las pupilas con atropina 1%. Antes de comenzar el registro, se administrd
una gota de lagrima artificial (Lacryvisc 3 mg/g, Gel Oftalmico, Alcon) para mantener las cdrneas

hidratadas para el examen.

Se cred un sistema de domo tipo Ganzfeld basado en LEDs de luz blanca ubicados equidistantemente en
una cupula de acrilico. El sistema de iluminacidn se conectd a una tarjeta digitalizadora que permitia
controlar la intensidad y la duracién de los flashes a través del software WinWCP (University of
Strathclyde Glasgow, Scotland). Se elaboraron y utilizaron tres electrodos: uno de registro hecho a
partir de alambre de plata, otro de referencia hecho de acero inoxidable, y uno de tierra hecho de
alambre de cobre. Para todos los registros, el electrodo de referencia fue posicionado subdérmicamente
en la mejilla del ratdn, el electrodo de registro sobre la superficie corneal, ajustado mediante un
micromanipulador, y el electrodo de tierra fue conectado a la jaula Faraday. El protocolo de estimulacién
consistié en una serie de 10 flashes en condiciones de adaptacién escotdpica, con intensidades entre -1,1
log a +2,69 log mW/cm?. Cada toma contaba con una linea base de 200 ms previo al inicio del flash y se
repetia al menos 10 veces. Se reporta el promedio de estas tomas para cada intensidad. Si bien se
explord la respuesta a 10 intensidades de flashes, cabe mencionar que para la onda A sélo se reportan 4
intensidades ya que las 6 primeras (mds tenues) no evocaban una respuesta distinguible ni medible por

encima del ruido de base.
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Los registros se obtuvieron utilizando un amplificador diferencial (AC/DC Differential amplifier, Model
3000, AM Systems Inc) en modo AC filtrando entre 1-1000 Hz, con ganancia de 1000x. La plataforma
donde se posicionaba el ratdn tenfa una base termorregulada a 32°C y una boquilla conectada con el

sistema de sedacidn con isofluorano para mantener la anestesia durante el procedimiento.

Cada examen duraba aproximadamente 45 minutos, tiempo que considera la sedacidn y la ejecucién del
protocolo de ERG. Una vez finalizado el experimento, se realizé el pesaje y toma de glicemia segtn el
protocolo mencionado previamente. Luego de esto, el ratén era movido a su jaula para mantenerlo en

observacidn 1 hora antes de transportarlo devuelta al bioterio CINV.

7.5 ANALISIS DE DATOS ERG

Se analizé los datos obtenidos mediante el software WinWCP (University of Strathclyde Glasgow,
Scotland). Para la extraccidn de las caracteristicas de las ondas se utilizé un script personalizado escrito
en Python 3.9.13 creado especificamente para estos fines (Figura 3). Para aislar los componentes de la
onda a y b se utilizé un filtro pasa banda Butterworth de orden 5, de 5-50 Hz, y de 60-235 Hz para los
OPS. El cédigo permitié extraer los tiempos implicitos y amplitudes de las ondas a, b y OPS. Se eliminaron
las tomas no descartables por promediacién que presentaban artefactos por movimientos respiratorios

que aparecian en la zona de andlisis y que distorsionaban sus dimensiones.

7.6 HISTOLOGIA

7.6.1 EUTANASIA ANIMALES

El sacrificio de los animales se realizé mediante la induccién anestésica profunda en una cdmara plastica
hermética con isoflurano al 5%. Una vez monitoreada la pérdida de reflejos (ausencia de parpadeo,
ausencia de reflejo corneal y ausencia de reflejo de retiro) se procedia inmediatamente a efectuar la

eutanasia usando la decapitacion mediante guillotina.
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Figura 3. Imagenes representativas de andlisis de datos por script personalizado. (A) Representacién de
datos obtenidos de ERG sin filtrar. Se observa onda A y onda B como peaks de minima y maxima altura,
respectivamente. (B) Registro de ERG con filtro de orden 5, de 5-50 Hz. Las lineas negras representan los
limites del rango de busqueda de la onda Ay lineas verdes representan los limites del rango de bisqueda
de la onda B. Las lineas azules horizontales marcan los peaks de las ondas Ay B. (C) OPS filtrados entre
60-235 Hz. Los puntos naranjos y azules representan valles y peaks respectivamente y las lineas
punteadas denotan la amplitud de cada OPS. (D) Andlisis espectral de los registros de los potenciales
oscilatorios, mostrando la amplitud de los componentes de frecuencia entre 0 y 300 Hz. Se observa el
peak producido por los potenciales oscilatorios alrededor de los 100 Hz.

7.6.2  PREPARACION 0JOS

Se extrajeron los ojos de los ratones y se elimind la cdmara anterior, para luego ser sumergidos en
paraformaldehido al 4% durante una hora, y posteriormente lavados en tampdn PBS (pH 7,4). Se
mantuvieron a 4°C y luego se criopreservaron en un gradiente de 10%, 20% y 30% de sacarosa

consecutivamente, por 10 minutos, 20 minutos y durante toda la noche a 4°C, respectivamente.
Las muestras fueron embebidas en medio de congelacién de tejidos (Tissue-Tek, Sakura Finetek), y se

cortaron secciones transversales de 20 pum con un criostato (Leica CM-1900). Los cortes fueron

montados en portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina.
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7.6.3  INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes de retina fueron rehidratados con PBS y luego incubados por 1 hora en solucién de bloqueo
compuesta por 1% de BSA, 1% de suero de caballo y 0,3% de Triton X-100 (CAS# 9002-93-1, Amresco, Solon,
OH, USA) en PBS. Posteriormente se diluyeron los anticuerpos primarios en solucién de bloqueo y se
incubaron por 3 dias a 4°C en una cdmara himeda. Se marcaron las células gliales con anticuerpos anti-
proteina acidica glial fibrilar 1:500 (Cat# 13-0300, RRID: AB_2532994, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
y microglia con anti- IBA1 (A104332, Antibodies, Cambridge, United Kingdom Antibodies) 1:1000. Una vez
terminada la incubacién, se lavaron los cortes en PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente en los anticuerpos secundarios. Los cortes fueron teflidos con DAPI 0,25 pg/ml por 10 minutos
(#D9542, Sigma-Aldrich, Saint Luis, MO, USA) y montados en medio de montaje para fluorescencia
(#F4680, Fluoromount, Sigma-Aldrich, Saint Luis, MO, USA) para ser visualizadas en un microscopio

confocal (Nikon C1 Plus).

7.6.4 EXTRACCION DE DATOS IMAGENES INMUNOHISTOQUIMICA

Para todas las mediciones, se promediaron los datos de al menos 3 imagenes por cada ratdn. La
reactividad glial representada por la actividad de GFAP e IBA1 se midié como la cantidad de pixeles que
se encontraban sobre un umbral definido para cada canal, con respecto a la cantidad total de pixeles del
drea delimitada. El cdlculo de pixeles sobre umbral se explord para la CCG + CFNR, plexiforme interna
(IPL), nuclear interna (CNI) y plexiforme externa (CPE), capas que fueron delimitadas manualmente. De
manera similar, para el calculo de los grosores de las capas, se establecieron los limites de las capas de
manera manual y luego se promedi¢ la distancia entre las lineas que delimitaban cada capa, en al menos
20 puntos. Se excluyeron las imagenes en las que las retinas presentaban dafios o alteraciones severas a

su estructura en las capas de interés.
Para todos los analisis de imagenes histoldgicas, se recogieron los datos en valores de pixeles, los cuales

fueron convertidos a micras segun la tasa de micras por pixeles que se obtuvo a partir de los datos del

software del microscopio con el que se adquirieron las fotografias (EZ-C1 Freeviewer, Nikon).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé con el programa Jamovi 2.4.14. Primero se aplicé el test de Shapiro-Wilk
para revisar la normalidad de las distribuciones. Si el test determinaba que los datos provenian de una
distribucién normal, se aplicé el test T de student para t test pareados y no pareados. De existir una
distribucién no normal, se utilizé la prueba de rangos de Wilcoxon para los t test pareados y la prueba de

U de Mann-Whitney para los t test no pareados.

Todos los graficos fueron creados con el programa GraphPad Prism 8.0. Para todos los tests, el nivel de
significancia fue establecido en p= 0,05. A no ser que se mencione lo contrario, las barras de error de los
graficos representan el error estdndar. Los valores de significancia indicados por asteriscos son *p <0.05,

**p<0.01y ***p <0.001.
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9. RESULTADOS
9.1 EFECTOS DE LA DIABETES EN PESO Y GLICEMIA

Como primera aproximacion, se decidié corroborar la induccién de diabetes en el modelo db/db, para lo
cual se pesaron los ratones a las 23 y 33 semanas (Figura 4A). El peso de los ratones db/+ fue menor que
los db/db en ratones de edad 23 semanas, con valores de 26.7 gramos y 52.3 gramos respectivamente
(p<0.001). A las 33 semanas la diferencia de peso persistié entre ambos grupos (27.7 gramos y 53.9
gramos, respectivamente) de manera significativa (p<0.001). Las diferencias en los pesos permitieron

corroborar el desarrollo del fenotipo obeso asociado a la presencia de la DM.

De la mano con lo anterior, se midié la concentracién de la glucosa en la sangre (Figura 4B) en ambos
genotipos. El valor de la glucosa en los ratones a las 23 semanas fue menor en los db/+ que en los db/db
(p=0.005, media de 160 mg/dL para db/+ y media de 517 mg/dL para db/db), situacién que se mantuvo a
las 33 semanas (media de 159 mg/dL para db/+ y media de 480 mg/dL para db/db, p<0.001).

Se observé que el aumento de peso en ratones diabéticos va acompafiado de hiperglicemia significativa.
Estos datos demuestran diferencias marcadas entre los genotipos db/db y db/+ en el peso y glicemia,

siendo mayores en los ratones db/db, confirmando la presencia del cuadro diabético en los ratones.
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Figura 4. (A) Diferencias en el peso entre los genotipos db/+ y db/db. Se observé un
mayor peso de los ratones db/db a las 23 (n=27 para db/+, n=29 para db/db) y 33
semanas (n=14 para db/+, n=11 para db/db). (B) Diferencias en la glicemia de los
genotipos db/+ y db/db. Se observé una mayor glicemia en los ratones db/db a las 23
(n=3 para db/+, n=5 para db/db) y 33 semanas (n=7 para db/+, n=8 para db/db).
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9.2 ELECTRORRETINOGRAFIA

9.2.1 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DIABETES EN PARAMETROS DEL ERG

Una vez que se constaté el desarrollo de la diabetes en los ratones db/db, se estudiaron parametros del
ERG (amplitud y tiempo implicito de la onda A, amplitud y tiempo implicito de la onda B, amplitud y
tiempo implicito de los OPS) para confirmar que los ratones estaban desarrollando alteraciones
funcionales por la retinopatia diabética. De esta manera, el seguimiento longitudinal permitié el estudio

del efecto del envejecimiento y de la progresion de la retinopatia diabética durante el tiempo del

protocolo.
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Figura 5. Cambios de los pardmetros amplitud y tiempo implicito de la onda A con el paso del tiempo en
ratones db/db y db/+. Se observaron amplitudes similares entre el tiempo 1y 2 en los ratones db/+ (A) y
db/db (B), lo que se observa en el tiempo dos como una ausencia de diferencias en las amplitudes de
ambos grupos (C). No se observaron diferencias entre los grupos en los tiempos implicitos de los ratones
db/+ (D) pero si se observé un aumento en todos los tiempos implicitos en los ratones db/db (E) sin
observarse diferencias entre los genotipos en el tiempo 2 (F).



Con respecto a las amplitudes de la onda A, no se observan diferencias entre el tiempo 1 al 2 de los
ratones db/+ (Figura 5A) ni db/db (Figura 5B), asi como tampoco existen diferencias los grupos en el
tiempo 2 (Figura 5C). Por otro lado, los tiempos implicitos de la onda A tampoco demuestran diferencias
entre el tiempo 1 al 2 de los ratones db/+ (Figura 5D) pero sf en los ratones db/db (Figura 5E) donde se
observa un mayor tiempo implicito en todas las intensidades exploradas (log +1.40 a +2.70 mW/cm?), lo

que no se sostiene en el tiempo 2 al comparar ambos grupos ya que no se observan diferencias (Figura

5F).
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Figura 6. Cambios de los pardametros amplitud y tiempo implicito de la onda B con el paso del tiempo en
ratones db/db y db/+. Se observé una mayor amplitud de la onda B en el tiempo 1 en la mayoria de las
intensidades en los ratones db/+ (A), mientras que los ratones db/db no tuvieron amplitudes diferentes
(B), lo que se observa en el tiempo dos como una ausencia de diferencias en las amplitudes de ambos
grupos (C). No se observaron diferencias entre los grupos en los tiempos implicitos de los ratones db/+
(D) pero sf se observé un aumento en la mayoria de los tiempos implicitos en los ratones db/db (E), lo
que generd que en el tiempo 2 se observara un mayor tiempo implicito del grupo db/db con respecto al

db/+ (F). 5



Por otra parte, se observa una mayor amplitud de la onda B en el tiempo 1, en la mayoria de las distintas
intensidades exploradas (log -1.18, -0.75 y +0.54 a +2.70 mW/cm?) en los ratones db/+ (Figura 6A) al
compararlas con el tiempo 2, pero no se observan diferencias al comparar las amplitudes del tiempo 1
con el 2 en los ratones db/db (Figura 6B). La comparacidn de las amplitudes de ambos grupos en el
tiempo 2 tampoco evidencia diferencias importantes (Figura 6C). Asimismo, no se observan diferencias
en la comparacion de los tiempos implicitos del tiempo 1 al 2 en los ratones db/+ (Figura 6D), mientras
que los ratones del grupo db/db mostraron un mayor tiempo implicito de la onda B en el tiempo 2 en la
mayorifa de las intensidades exploradas (log -1.18, -0.32 a +1.83 y +2.70 mW/cm?) (Figura 6E) en relacién a
los ratones db/+. Estas diferencias se plasman en la comparacién de los tiempos implicitos en el tiempo 2,

donde se observa que el grupo db/db tuvo un enlentecimiento de la onda B en este tiempo (Figura 6F).
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Figura 7. Cambios de la amplitud y tiempo implicito de los OPS con el envejecimiento en ratones db/+ y
db/db. Se observaron diferencias en la amplitud en respuesta a dos intensidades en los ratones db/+ (A)
pero no en los ratones db/db (B) ni en la comparacién de las amplitudes de ambos genotipos en el
tiempo 2 (C). No se observaron diferencias en los tiempos implicitos de los ratones db/+ (D) mientras que
los ratones db/db mostraron un aumento del tiempo implicito en el tiempo 2 en la mayoria de los OPs
exceptuando el OPs5 (E). No se observaron diferencias en los tiempos implicitos entre los grupos en el
tiempo 2 (F).



En los OPS, se observa una mayor amplitud de los OP3 y OP4 en el tiempo 1 en los ratones db/+, en
comparacion con el tiempo 2 (Figura 7A)(p=0.048, p=0.030), mientras que en los ratones db/db no se
observan diferencias en las amplitudes del tiempo 1 al 2 (Figura 7B), asi como tampoco en el tiempo 2 al
comparar ambos grupos (Figura 7C). Los tiempos implicitos de los OPS de los ratones db/+ no difieren de
manera importante entre si en el tiempo 1 al 2 (Figura 7D), no obstante, se observé un aumento en el
tiempo implicito de los OP1, OP2, OP3 y OP4 en el tiempo 2 en los ratones db/db (Figura 7E) (p=0.039,
p=0.039, p=0.039, p=0.043), lo que no se sostiene al comparar los tiempos implicitos de ambos grupos

en el tiempo 2 (Figura 7F).

Se demostraron algunos cambios en ciertos parametros en ambos genotipos, especialmente, se observé
que el paso del tiempo marcadamente afecta los tiempos implicitos de las ondas Ay B en el grupo db/db,
no obstante, al revisar el andlisis en conjunto con la comparacidén en el tiempo 2, queda evidenciado que
el Unico pardmetro que demuestra diferencias importantes entre los genotipos es el tiempo implicito de
la onda B (Figura 6F) en algunas intensidades exploradas (log +0.11 a +1.40 mW/cm?), pardmetro que

aumentarfa con el avance de la diabetes en el grupo db/db.

En general estos resultados indican que algunos pardmetros del ERG cambian con la progresién de la
diabetes en los ratones db/db (tiempo implicito onda B), pero no sufren cambios significativos con el
envejecimiento, demostrado por la ausencia de cambios importantes en el grupo db/+. Cabe mencionar
que las amplitudes fueron reportadas, pero no consideradas para ahondar en ellas, lo que serd discutido

mas adelante.

9.2.2  EFECTOS DE LA PBM EN RATONES DIABETICOS MEDIDO POR ERG

Después de confirmar que la retinopatia diabética de los ratones db/db conllevaba a cambios funcionales
en el ERG, se estudiaron los parametros amplitud y tiempo implicito de la onda A y B, tiempo implicito de

OPS y amplitud de OPS para explorar el efecto de la PBM en los ratones db/db.

No se observaron diferencias en las amplitudes de la onda A en el tiempo 1 al 2 en los ratones del grupo
control (Figura 8A) ni en los ratones del grupo PBM (Figura 8B). De igual manera, no hubo diferencias
entre ambos grupos en el tiempo 2 (Figura 8C). En contraste, los tiempos implicitos de la onda A fueron
mayores en el tiempo 2 en el grupo control (log +1.40 a +2.70 mW/cm?) (Figura 8D) y grupo PBM (log

+1.40 a +2.70 mW/cm?) (Figura 8E) aunque entre ellos no hubo diferencias en el tiempo 2 (Figura 8F).
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Figura 8. Efectos del envejecimiento y de la progresion de la diabetes en los pardmetros de amplitud y
tiempo implicito de la onda A de los ratones del grupo control y PBM. No se observaron diferencias en
las amplitudes de los ratones del grupo control (A) ni PBM (B), asi como tampoco al comparar las
amplitudes de los grupos en el tiempo 2 (C). Por otro lado, se observé un mayor tiempo implicito en
todas las intensidades en el grupo control (D) y PBM (E) en el tiempo 2 con respecto al tiempo 1. No
obstante, no se observaron diferencias entre los grupos en el tiempo 2 (F).
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Figura 9. Efectos del envejecimiento y de la progresiéon de la diabetes
tiempo implicito de la onda B de los ratones del grupo control y PBM.
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las amplitudes de los ratones del grupo control (A) ni PBM (B), asi como tampoco al comparar las
amplitudes de los grupos en el tiempo 2 (C). Por otro lado, se observé un mayor tiempo implicito en la
mayorifa de las intensidades en el grupo control (D) y PBM (E) en el tiempo 2 con respecto al tiempo 1. No
obstante, no se observaron diferencias entre los grupos en el tiempo 2 (F).

Por su parte, las amplitudes de la onda B no demostraron diferencias en el tiempo 1 al 2 en los grupos

control (Figura 9A) ni PBM (Figura 9B). Del mismo modo, tampoco hubo diferencias en las amplitudes

entre los grupos en el tiempo 2 (Figura 9C). Se observé un mayor tiempo implicito de la onda B en el

tiempo 2 en la mayorfa de las intensidades exploradas (log -1.18, -0.32 a +1.83 y +2.70 mW/cm?) (Figura

9D) en el grupo control y en el grupo PBM (-1.18 a +0.54, +1.40 a +2.70 mW/cm?) (Figura 9E). No se

demostraron diferencias entre ambos grupos en el tiempo 2 (Figura 9F).
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Figura 10. Efectos del envejecimiento y de la progresion de la diabetes en los pardmetros de amplitud y
tiempo implicito de los OPS de los ratones del grupo control y PBM. No se observaron diferencias en las
amplitudes de los ratones del grupo control (A) ni PBM (B), asi como tampoco al comparar las
amplitudes de los grupos en el tiempo 2 (C). Por otro lado, se observé un mayor tiempo implicito en
algunas intensidades en el grupo control (D) y PBM (E) en el tiempo 2 con respecto al tiempo 1. No
obstante, no se observaron diferencias entre los grupos en el tiempo 2 (F).

La amplitud de los OPS no demostré cambios de importancia del tiempo 1 al tiempo 2 en los ratones de
los grupos control (Figura 10A) ni PBM (Figura 10B), asi como tampoco se observaron diferencias en el
tiempo 2 al comparar ambos grupos (Figura 10C). En la comparacién del tiempo 1al tiempo 2, se observd
un aumento en los tiempos implicitos de los OP1, OP2, OP3 y OP4 en el tiempo 2 (Figura 10D) (p=0.039,
p=0.039, p=0.039, p=0.043) en los ratones del grupo control, mientras que los ratones del grupo PBM
aumentaron los tiempos implicitos de algunos OPS (OP1 p=0.040, OP2 p=0.044) (Figura 10E). No se
observaron diferencias en los tiempos implicitos de los grupos al comparar los valores en el tiempo 2

(Figura 10F).
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Se observaron alteraciones de los parametros similares entre los grupos control y PBM. Las alteraciones
de los tiempos implicitos de la onda A y B en ambos grupos en el paso del tiempo reflejan los cambios

fisioldgicos que ocurren en la retinopatia diabética a medida que la enfermedad avanza.

La similitud de los hallazgos entre grupos del andlisis pareado, asi como la ausencia de cambios
significativos en el andlisis del efecto de la PBM en el tiempo 2, sugiere que la terapia de PBM no

contrarresta totalmente los efectos de la progresién de la DM medido por ERGC.
El detalle de las pruebas T mencionadas en la seccién de ERG puede ser revisado en el Anexo A.

9.3 HISTOLOGIA

9.3.1.1  EFECTOS DE LA DIABETES EN LA EXPRESION DE GFAP

Los astrocitos retinales normalmente son las Unicas que expresan GFAP en cantidades considerables,
pero en la diabetes las células de Miiller expresan una gran cantidad de GFAP (34). Las células de Miller
abarcan todo el espesor de la retina e interactian con las neuronas y los componentes de la barrera
hematorretinal interna, la que juega un rol fundamental en la retinopatia diabética. Para determinar la
presencia de astrocitos y la reactividad de las células de Miiller, se compard la cantidad de area de
ocupada por el marcador GFAP en relacidn al drea total de cada capa lo que permitié explorar diferencias

entre los grupos db/+ y db/db.

No se observaron diferencias en el porcentaje de GFAP en los grupos db/+ (Figura 12A) ni db/db (Figura
12B) en la CCG+CFNR, CPE, la CNI ni IPL y en ambos casos se observé ausencia o minima expresion de
GFAP en las capas OPL, INL ni IPL con una mayor presencia en la capa CFNR+CCG. La comparacién de

ambos grupos en el tiempo 2 no demuestra diferencias en la expresién de GFAP entre ellos (Figura 12C).
Estos resultados indican que no hay cambios en la expresidon de GFAP en las distintas capas de la retina

(Figura 11) por parte de los astrocitos y/o células de Mdiller con el envejecimiento ni con la progresién de

la retinopatia diabética.
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Figura 11. Imagenes de inmunohistoquimica representativas comparativas entre ratones db/+ y db/db,
con respecto al marcador GFAP + DAPI. A) Marcaje GFAP en ratones db/+. B) Marcaje GFAP + DAPI en
ratones db/+. C) Marcaje GFAP en ratones db/db. D) Marcaje GFAP + DAPI en ratones db/db. Se observa
marcaje similar entre ambos genotipos, en la capa CCG+CFNR.
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Figura 12. Expresiéon de GFAP en ratones de db/+ y db/db en las distintas capas de la retina. (A) Se
observa ausencia de expresion de GFAP en las capas CPE, CNI ni CPI mientras que en la CCG+CFNR no se
observan diferencias, en los ratones db/+ al comparar el tiempo 1 con el tiempo 2 (B) Se observa ausencia
o minima expresién de GFAP en las capas CPE, CNI ni CPI mientras que en la CCG+CFNR no se observan
diferencias, en los ratones db/db al comparar el tiempo 1 con el tiempo 2. (C) No se observan diferencias
en la expresién de GFAP entre los grupos en ninguna de las capas, en el tiempo 2.
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9.3.1.2 EFECTOS DE LA DIABETES EN LA EXPERSION DE POR IBA1

Considerando el rol de la microglia en la inflamacién asociada a la retinopatia diabética, se estudid la
distribucién y densidad de microglia en las distintas capas de la retina. Para esto, se comparé la cantidad
de drea ocupada por el marcador IBA1 en relacién al area total de cada capa para explorar diferencias
entre los grupos db/+ y db/db. La expresién de GFAP no cambid del tiempo 1 al tiempo 2 en los ratones

db/+(Figura 14A) ni db/db (Figura 14B).

No se observaron diferencias en el porcentaje de IBA1 del tiempo 1 al tiempo 2 en las capas CCG+CFNR,
CNI e IPL en los ratones db/+ (Figura 14A) ni db/db, pero si en la capa CPE en los ratones db/db (Figura
14B). Ademas, se detectd una mayor presencia del marcador en los ratones db/db al comparar los grupos

en el tiempo 2 (Figura 14C) (p=0.042).

Estos resultados indican que hay mas presencia de microglia en la capa CPE en los ratones db/db que en

los ratones db/+ en el tiempo 2, lo que se puede observar en la imagen referencial de la Figura 13.

E db/+
IBA1 + DAPI

C db/db @ D db/db
IBA1 + DAPI

Figura 13. Imagenes de inmunohistoquimica representativas comparativas entre ratones db/+ y db/db,
con respecto al marcador IBA1 + DAPI. A) Marcaje IBA1 en ratones db/+. B) Marcaje IBA1 + DAPI en
ratones db/+. C) Marcaje IBA1 en ratones db/db. D) Marcaje IBA1 + DAPI en ratones db/db. Se observa
mayor marcaje de IBA1 en capa plexiforme externa en ratones db/db con respecto a los db/+.
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Figura 14. Expresion de IBA1 en ratones de db/+ y db/db en las distintas capas de la retina. (A) No se
observan cambios de importancia en los ratones db/+, entre el tiempo 1 al tiempo 2. (B) Se observa una
mayor expresion de IBA1 en la CPE en el tiempo 2, en los ratones db/db. (C) Se observa una mayor
expresion de IBA1 en la CPE por parte de los ratones db/db en relacién con los db/+, en el tiempo 2.

9.3.1.3 EFECTOS DE LA DIABETES EN LOS GROSORES DE LAS CAPAS DE LA RETINA

Para evaluar el efecto de la retinopatia diabética en el grosor de las distintas capas retinales, se midié el
grosor de las capas CCG + CFNR, IPL, CNI, CPE, CNE y capa de los segmentos internos de los

fotorreceptores (IS) comparandolos entre los grupos db/+ y db/db.

No se observaron diferencias en la comparacion de los grosores del tiempo 1 con el 2 en los ratones db/+
(Figura 16A) ni db/db (Figura 16B), pero se observé un menor grosor de la CNI en el grupo db/db (Figura

16C) (p=0.046) en comparacion con el db/+ en el tiempo 2.
Los resultados son indicativos de que la retinopatia diabética no conlleva a disminucién de grosores de

las capas CCG + CFNR, IPL, CPE ni CNE de la retina, pero si en la CNI, lo que se puede observar en la Figura

15.
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Figura 15. Imdgenes marcacién con DAPI representativas de los grosores comparativos entre ratones
db/+ (A) y db/db (B). No se observan diferencias en los grosores de las capas CCG+CFNR, CPI, CPE, CNE ni
SI, pero si se nota una sutil disminucidn el grosor de la capa nuclear interna en los ratones db/db.
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Figura 16. Grosores de las distintas capas de la retina de los ratones de db/+y db/db. (A) No se observan
cambios de importancia en los ratones db/+, del tiempo 1 al tiempo 2. (B) No se observan cambios de

importancia en los ratones db/db, del tiempo 1 al tiempo 2. (C) No se observan diferencias entre los
grupos en el tiempo 2.
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9.3.2.1 EFECTOS DE LA PBM EN LA EXPRESION DE GFAP

Para analizar el efecto de la PBM en la expresidon de GFAP, se compard la cantidad de area de ocupada
por el marcador GFAP en relacién al drea total de cada capa para explorar diferencias entre los grupos

control y PBM.

No se observaron diferencias entre el tiempo 1y el tiempo 2 en los ratones del grupo control (Figura 18A)
ni PBM (Figura 18B) en cuanto a la expresién de GFAP en las en las capas CCG+ CFNR, CPE, CNI ni IPL. No
se observaron diferencias en el porcentaje de GFAP entre los grupos en el tiempo 2, en las distintas capas

(Figura 18C).

Estos resultados indican que no hay mayor actividad de GFAP de astrocitos y/o células de Milller en la

retinopatia diabética, en las capas CCG + CFNR, CPE, CNI ni IPL, lo que se puede observar en la Figura 17.

A CONTROL | B CONTROL D PBM
GFAP GFAP + DAPI GFAP + DAPI

Figura 17. Imdgenes de inmunohistoquimica representativas comparativas entre ratones del grupo
control y PBM, con respecto al marcador GFAP + DAPI. A) Marcaje GFAP en ratones db/+. B) Marcaje
GFAP + DAPI en ratones db/+. C) Marcaje GFAP en ratones db/db. D) Marcaje GFAP + DAPI en ratones
db/db. Se observa marcaje similar de GFAP en la capa CCG + CFNR entre los ratones del grupo control y
PBM.
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Figura 18. Expresion de GFAP en las distintas capas de la retina en los ratones de los grupos control y
PBM. (A) No se observan cambios de importancia en los ratones del grupo control, del tiempo 1 al
tiempo 2. (B) No se observan cambios de importancia en los ratones del grupo PBM, del tiempo 1 al
tiempo 2. (C) No se observan diferencias entre los grupos en el tiempo 2.

9.3.2.2 EFECTOS DE LA PBM EN LA EXPRESION DE IBA1

Para analizar el efecto de la PBM en la expresidn de IBA1, se compard la cantidad de drea ocupada por el
marcador IBA1 en relacidn al drea total de cada capa para explorar diferencias entre los grupos control y

PBM.

Se observé que existe una mayor cantidad de porcentaje de expresién de IBA1 en la CPE en los ratones
del grupo control en la comparacién del tiempo 1 con el tiempo 2 (Figura 20A) (p=0.027), mientras que el
resto de las capas no demostraron diferencias importantes. En los ratones del grupo PBM, no se
observaron diferencias en el porcentaje de IBA1 en las distintas capas de la retina al comparar el tiempo 1
con el tiempo 2 (Figura 20B), asi como tampoco al comparar la expresién de IBA1 de los grupos control y

PBM en el tiempo 2 (Figura 200Q).

Estos resultados indican que hay mayor densidad de microglia en la capa CPE en los ratones del grupo

control que los del grupo PBM a medida que la diabetes progresa, lo que se puede observar en la Figura

19.
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Figura 19. Imagenes de inmunohistoquimica representativas comparativas entre ratones del grupo
control y PBM, con respecto al marcador IBA1 + DAPI. A) Marcaje IBA1 en ratones db/+. B) Marcaje IBA1 +
DAPI en ratones db/+. C) Marcaje IBA1 en ratones db/db. D) Marcaje IBA1 + DAPI en ratones db/db. Se

observa un menor marcaje en los ratones del grupo PBM.
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Figura 20. Expresidon de IBA1 en las distintas capas de la retina en los ratones de los grupos control y
PBM. (A) Se observa mayor expresion de IBA1 en la capa CPE en el tiempo 2 en los ratones del grupo
control (B) No se observan diferencias entre los tiempos en las distintas capas de la retina en los ratones
del grupo PBM (C) Se observa una mayor expresion de IBA1 en la capa CPE en el grupo control en el

tiempo 2.
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9.3.2.3 EFECTOS DE LA PBM EN LOS GROSORES DE LAS CAPAS DE LA RETINA

Para analizar el efecto de la PBM en los grosores de las capas de la retina, se midié el grosor de las capas

CCG + CFNR, IPL, CNI, CPE, CNE e IS comparandolos entre los grupos control y PBM.

No se observaron diferencias entre el tiempo 1y el tiempo 2 en los ratones del grupo control (Figura 22A)
ni PBM (Figura 22B) en cuanto a los grosores las en las capas CCG+ CFNR, CPE, CNI, IPL, CNE ni SI. No se
observaron diferencias en los grosores entre los grupos control y PBM en el tiempo 2, en las distintas

capas (Figura 22C).

Estos resultados indican que la PBM no tiene efectos sobre los grosores de las capas CCG + CFNR, IPL,

CPE, CNE ni IS, lo que se puede observar en la Figura 21.

El detalle de las pruebas T mencionadas en la seccidn de histologia puede ser revisado en el Anexo B.

A controL § B

Figura 21. Imagenes de marcacion con DAPI representativas de los grosores comparativos entre ratones
db/+ (A) y db/db (B). Se observan grosores similares en las distintas capas de la retina entre los ratones
del grupo control y PBM.
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Figura 22. Grosores de las distintas capas de la retina en los ratones de los grupos control y PBM. (A) No
se observan diferencias en los grosores de las distintas capas de la retina en los ratones del grupo
control (B) No se observan diferencias en los grosores de las distintas capas de la retina en los ratones
del grupo PBM (C) No se observan diferencias en los grosores de las distintas capas de la retina en los
ratones entre los grupos en el tiempo 2.
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10. DISCUSION

La retinopatia diabética, una condicién que puede causar pérdida significativa de la vision y ceguera, es
un resultado comun de la diabetes, una enfermedad crénica. Una alternativa no invasiva para prevenir o
reducir el dafio retinal es la fotobiomodulacién, una terapia en la que se administra luz para estimular
procesos bioldgicos que ayudan a prevenir dafio retinal. Como objetivo principal del presente estudio se
aplicé terapia de PBM a ratones por 70 dias, por 12 horas al dia, a ratones db/db, modelo de retinopatia
diabética tipo Il. Al medir el estado funcional de la retina con ERG, se observd un pequeiio posible efecto
de la PBM en algunos OPS, asi como se observé también que podria existir un efecto sobre el marcaje de
IBA1 en el grupo PBM. Ademads, se corrobord los efectos de la diabetes medido por ERG e IHC y se
encontraron diferencias en los genotipos, como por ejemplo un mayor tiempo implicito de la onda B,

menor grosor de la CNI y mayor expresion de IBA1 en los ratones db/db.

Para corroborar que los ratones db/db desarrollaban dafio funcional por la retinopatia diabética, se
realizaron distintas pruebas que corroboraron diferencias entre los genotipos db/db y db/+ en el ERG. Se
demostré un aumento en el tiempo implicito de la onda A y B en los ratones db/db a medida que la
diabetes progresaba, siendo las medias mayores en los ratones db/db que los ratones db/+. Esto es en
coincidente con la literatura ya que se han reportado cambios electrofisiolégicos en el ERG en este
modelo, tales como aumento del tiempo implicito de la onda Ay B, disminucién de la amplitud de la onda

B y alteracion del tiempo implicito y amplitud de los OPS (175-178).

En este estudio se observé un mayor tiempo implicito de los OPS en los ratones db/db a medida que
progresaba la enfermedad, en concordancia con la literatura (175). Se ha reportado que los OPs son uno
de los pardmetros que se alteran tempranamente en el desarrollo de la retinopatia diabética (179) y que
se vuelven anormales a medida que la RD progresa siendo particularmente vulnerables a cambios en la
circulacion retinal (60,158). Se cree que se originan producto de la interaccidn entre las neuronas de la
retina interna pero no se sabe con certeza qué células son las responsables, aunque se ha sugerido que
las células amacrinas e interplexiformes estdn involucradas su generacion (158). En ese sentido, el tipo de
parametro afectado en el ERG es sugerente de la localizacidn anatdmica del dafio retinal por lo que su
afectacién indicaria una alteracién de la funcidn retinal de la retina interna, lo que es concordante con el
dafio isquémico que ocurre en la RD, ya que los plexos vasculares, afectados por la microangiopatia
diabética, estan ubicados en esa zona. Coincidentemente, la isquemia es un evento comun y temprano

en la retinopatia diabética (180) y es conocido que los OPS son vulnerables a la isquemia (179).
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Hubo una tendencia en ambos grupos, control y PBM, de enlentecimiento del tiempo implicito de las
ondas A, B y de algunos OPS a medida que la enfermedad progresaba, reflejando el avance de la
retinopatia diabética en los ratones db/db. Ademas, el grupo PBM no demostré cambios en las medias de
los OP3 y OP4 en el transcurso del tiempo 1 al 2, mientras que el grupo control si demostré un aumento
en el tiempo implicito de los OPs en aquel periodo, lo que podria estar reflejando un efecto protector
sobre este pardmetro. Considerando que previamente se ha reportado que la PBM induce proteccidén en
contra de las anormalidades causadas por la diabetes (108), esta diferencia podria ser evidencia de un
potencial efecto terapéutico generado por la PBM. Ademas, los OPs no alterados podrian estar
reflejando selectividad en la afectacién de estos. Existen algunas investigaciones que han explorado los
origenes de cada OPs, pero todavia hay incertidumbre sobre ello (158). Por una parte, el OP4 ha sido
asociado a disfuncién microvascular temprana (174) en personas diabéticas, lo que tiene estrecha
relacién con el modelo estudiado. Por otro lado, el origen del OP3 se ha asociado al sistema de bastones,
los cuales estd comprobado no sdlo se afectan en la retinopatia diabética sino que también contribuyen
fisiopatoldgicamente (48). Aun asi, la evidencia es incompleta y su significancia desde el punto de vista
funcional debe ser explorada con mas estudios ya que no se conocen los subcircuitos involucrados en
detalle, y no es posible extrapolarlo a partir de los datos de esta investigacidon. En contraparte, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en el tiempo 2 en los pardmetros de amplitud
y tiempo implicito de las ondas A, B y OPS, a diferencia de lo encontrado en otros estudios que utilizaron
longitudes de onda similares (107). Por lo tanto, si bien existen diferencias en la progresién de la RD
demostrado por el ERG, la comparacién de los dos grupos en el tiempo 2 no demostrd diferencias por lo

que, si es que existiese un efecto, no serfa lo suficientemente potente.

En cuanto a las amplitudes de las ondas A, B y OPS, es importante mencionar que hubo una alta
variabilidad en los valores, problema que también han tenido otros estudios (177). El origen de la
variabilidad estd probablemente en el posicionamiento de los electrodos con respecto al dipolo retinal.
Se estandarizd la técnica y se aplicé con rigurosidad para prevenir lo mas posible la variabilidad, pero aun
asi a veces se registraron amplitudes que salian del rango de variabilidad estandar, incluso para un
mismo ratén medido en dos ocasiones seguidas. Debido a esto y por el hecho de que los ratones db/+
mostraron aumento de la amplitud en el envejecimiento, fendmeno que no ha sido documentado
previamente, las amplitudes fueron reportadas, pero no consideradas para realizar un andlisis

exhaustivo.
Por otro lado, se analizd la cantidad de drea ocupada por el marcador de microglia IBA1 por capa en

relacién al drea total y se observé una diferencia significativa entre los ratones db/+ y db/db, con una

mayor cantidad de IBA1 en la CPE en ratones db/db con respecto a los db/+, similar a lo encontrado por
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otros autores en ratas diabéticas inducidas por inyeccion de estreptozotocina (181) y en un estudio con
personas diabéticas (44). Estos resultados también coinciden con la distribucién conocida de la
microglia, cuya localizacién es en las capas plexiformes de la retina (182). Considerando que en la DM
existe un estado inflamatorio crénico (183) es de esperar que haya una mayor actividad de IBA1 en la

retina ya que las reacciones inflamatorias que ocurren en la retina son mediadas por microglia activada.

Se observé un menor grosor de la CNI en ratones db/db en comparacién con los ratones db/+, lo que
concuerda con lo estudiado por otros autores (175,176) en los mismos genotipos. En esta capa se
encuentran los nucleos de las células amacrinas, bipolares, horizontales y células de Miiller. Si bien se
conocen alteraciones funcionales en todos los grupos celulares anteriores en la RD (184), no es posible
determinar cudles son las células que especificamente explicarian la disminucién del grosor con la
informacién de este estudio. De todas maneras, el hallazgo sugiere que existe degeneracién neuronal o
atrofia de alguno de ellos, lo que ha sido reportado previamente (185). Por otro lado, no se observé
disminucién del grosor de la capa de células ganglionares, a diferencia de lo encontrado por los estudios
anteriores y otros autores (186,187). Tampoco se observaron diferencias entre los ratones db/db y db/+
en cuanto al porcentaje de GFAP en la CCG + CFNR, lo que indica ausencia de cambios en los astrocitos a
las 33 semanas estudiado por inmunohistoquimica. Estos resultados difieren de hallazgos encontrados
previamente por otros investigadores (175) los que encontraron mayor expresién de GFAP tanto en esa
capa como en otras, denotando una mayor actividad de los astrocitos y células de Miiller. Estas
discrepancias podrian deberse al reducido tamafio de la muestra histoldgica lo que posiblemente afectd
precision del analisis, aumentd la variabilidad y disminuyd el poder estadistico. Es dificil establecer cudl es

el origen de estas diferencias en base a los datos de este estudio y requerird de mas estudio.

Por su parte, en las pruebas inmunohistoquimicas para evaluar la efectividad de la fotobiomodulacidn, el
marcador IBA1 en la capa CPE tuvo diferencias significativas en el grupo control en el tiempo 2, pero no
en el grupo PBM, lo que podria indicar de manera similar que el grupo tuvo menos dafio por la
progresiéon de la diabetes. También es importante para la interpretacién considerar que el tamafio
muestral de los analisis histoldgicos era reducido en algunas comparaciones histoldgicas, lo que podria

influir en el poder estadistico de las pruebas.
Se requiere de mds estudios para afinar el protocolo de fotobiomodulacién de manera de lograr un

efecto terapéutico cuya efectividad sea demostrable mediante variados pardmetros de las distintas

técnicas utilizadas.
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1. CONCLUSIONES

La fotobiomodulacidn es una gran opcién potencial para prevenir el dafio retinal en las primeras etapas
de la retinopatia diabética, ya que funciona como un tratamiento preventivo que actuaria sobre los
cambios neurodegenerativos de la retinopatia diabética. El protocolo de fotobiomodulacidon de este
estudio no mostré un efecto notable en la funcionalidad de la retina medida por ERG ni en las técnicas
inmunohistoquimicas. Sin embargo, se observé un pequefio posible efecto en algunos OPS y en el
marcaje de IBA1. Aunque el protocolo de fotobiomodulacidn estudiado no demostré un efecto
importante en la funcién y estructura retinal, su potencial como tratamiento preventivo para la
retinopatia diabética sigue siendo prometedor en base a la evidencia actual. Es necesario realizar mas
estudios para establecer un protocolo con efectividad comprobable en una mayor variedad de

parametros de ERG e inmunohistoquimica.

Ademas, los resultados de esta investigacion demuestran que los ratones db/db sufren cambios en la
retina que se manifiestan como deterioro funcional de la retina medido por ERG en pardmetros como los

tiempos implicitos de la onda B y en histologia en el grosor de la capa nuclear interna.
Los resultados resaltan que se pueden utilizar modelos animales para obtener una comprensién mas

profunda de la fisiopatologia de la retinopatia diabética y explorar nuevas opciones terapéuticas para

prevenir o mitigar el dafio retinal causado por la retinopatia diabética.
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12. ANEXOS

ANEXO A ERG PRUEBAS T PAREADAS
db/+
PARAMETRO P MEDIA TIEMPO 1 SD TIEMPO 1 MEDIA TIEMPO 2 SD TIEMPO 2
Amplitud Onda A - Intensidad 1 0.714 35.56776 17.36498 20.12295 5.783154
Amplitud Onda A - Intensidad 2 0.087 71.73068 35.11238 38.81327 12.76037
Amplitud Onda A - Intensidad 3 0.094 173.3052 81.24817 88.96606 29.82991
Amplitud Onda A - Intensidad 4 0.094 252.8022 120.5934 123.5767 41.50746
T. implicito Onda A - Intensidad 1 0.063 26.34211 4.459298 28.47828 1.692781
T. implicito Onda A - Intensidad 2 0.389 25.45713 4.662963 27.19658 1.500291
T. implicito Onda A - Intensidad 3 0.488 23.99233 4.228073 25.64023 1.288945
T. implicito Onda A - Intensidad 4 0.473 23.7482 4.524707 25.70126 1.203765
Amplitud Onda B - Intensidad 1 0.420 302.6579 130.0024 189.3584 62.0525
Amplitud Onda B - Intensidad 10 0.038 1230.853 538.0181 593.004 223.8208
Amplitud Onda B - Intensidad 2 0.034 387.6139 165.8267 230.727 73.09608
Amplitud Onda B - Intensidad 3 0.036 388.5495 179.2282 226.8913 75.68455
Amplitud Onda B - Intensidad 4 0.052 458.7774 215.6299 264.0141 89.00011
Amplitud Onda B - Intensidad 5 0.056 566.8266 256.7893 309.3954 110.0725
Amplitud Onda B - Intensidad 6 0.038 672.5569 303.4391 365.7242 130.3918
Amplitud Onda B - Intensidad 7 0.038 809.3076 352.3866 422.5097 148.9122
Amplitud Onda B - Intensidad 8 0.028 943.9204 442.4123 475.2756 168.1082
Amplitud Onda B - Intensidad 9 0.035 1090.181 469.8368 548.9554 198.6881
T. implicito Onda B - Intensidad 1 0.028 90.7628 7.387807 92.47173 137291
T. implicito Onda B - Intensidad 10 0.660 49.35168 7.78797 50.96906 1.792968
T. implicito Onda B- Intensidad 2 0.673 87.68061 6.447111 91.61726 3.291842
T. implicito Onda B- Intensidad 3 0.394 88.47405 7.289396 92.56328 3.767912
T. implicito Onda B - Intensidad 4 0.408 86.5515 9.470596 87.71113 3.110306
T. implicito Onda B - Intensidad 5 0.819 81.4247 9.392393 84.14068 3.953175
T. implicito Onda B - Intensidad 6 0.601 80.41765 9.064066 80.02093 1.948293
T. implicito Onda B - Intensidad 7 0.929 65.03725 11.69871 68.45511 2.870676
T. implicito Onda B - Intensidad 8 0.561 59.60528 11.1633 58.9034 2.12217
T. implicito Onda B - Intensidad 9 0.897 51.42681 8.255365 52.22025 1.623131
Amplitud OPS - Intensidad 1 0.845 186.4384 114.3022 81.4922 23.70428
Amplitud OPS - Intensidad 2 0.082 384.5584 208.0492 182.5462 56.87419
Amplitud OPS - Intensidad 3 0.078 407.0875 214.314 181.1534 60.63301
Amplitud OPS - Intensidad 4 0.048 209.2758 103.1608 86.25612 38.50042
Amplitud OPS - Intensidad 5 0.030 114.8467 83.38531 43.37681 13.316
T. implicito OPS - Intensidad 1 0.291 28.84448 4.511618 31.16375 1.421238
T. implicito OPS - Intensidad 2 0.356 36.83985 5.858008 39.70841 1.936065
T. implicito OPS - Intensidad 3 0.380 45.56761 7.038773 49.1991 2.2918
T. implicito OPS - Intensidad 4 0.356 55.02778 9.003244 59.69683 2.853594
T. implicito OPS - Intensidad 5 0.344 58.04893 4.297544 71.11006 2.99499
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db/db

PARAMETRO P MEDIA TIEMPO 1 SD TIEMPO 1 MEDIA TIEMPO 2 SD TIEMPO 2
Amplitud Onda A - Intensidad 1 0.817 24.33636 10.31198 25.76954 10.35082
Amplitud Onda A - Intensidad 2 0.708 50.77054 20.85462 53.98876 20.25326
Amplitud Onda A - Intensidad 3 0.599 112.2956 46.64182 125.7446 39.1982
Amplitud Onda A - Intensidad 4 0.706 171.0213 58.29543 181.4553 58.48279
T. implicito Onda A - Intensidad 1 0.023 26.6778 3.176666 33.04052 5.665569
T. implicito Onda A - Intensidad 2 0.016 25.3961 3.139511 31.27818 5.4704
T. implicito Onda A - Intensidad 3 0.016 24.25172 3.006898 29.4243 4.89771
T. implicito Onda A - Intensidad 4 0.016 23.79397 2.73235 28.875 4.792186
Amplitud Onda B - Intensidad 1 0.277 196.065 45.1306 173.4765 60.98061
Amplitud Onda B - Intensidad 10 0.101 703.2233 207.4053 579.8027 127.3173
Amplitud Onda B - Intensidad 2 0.297 239.7293 50.81474 217.522 69.67225
Amplitud Onda B - Intensidad 3 0.714 233.1081 55.33899 224.312 80.79821
Amplitud Onda B - Intensidad 4 0.536 278.5957 62.96609 261.3315 87.15685
Amplitud Onda B - Intensidad 5 0.742 334.5889 73.88276 313.9373 96.63868
Amplitud Onda B - Intensidad 6 0.844 399.6821 95.75033 374.2675 123.8344
Amplitud Onda B - Intensidad 7 0.195 483.5607 117.5571 422.0505 133.3927
Amplitud Onda B - Intensidad 8 0.082 559.5714 142.3787 458.4168 133.8474
Amplitud Onda B - Intensidad 9 0.066 629.6728 163.5579 516.259 124.9444
T. implicito Onda B - Intensidad 1 0.046 88.7487 8.326018 106.5781 14.81327
T. implicito Onda B - Intensidad 10 0.018 47.185 3.776923 53.43328 6.263945
T. implicito Onda B - Intensidad 2 0.056 85.72755 6.790147 104.0147 16.92535
T. implicito Onda B - Intensidad 3 0.025 85.36135 6.262984 103.5798 13.79401
T. implicito Onda B - Intensidad 4 0.006 81.58491 6.971902 107.1045 16.26443
T. implicito Onda B - Intensidad 5 0.006 76.22923 8.062087 102.3668 16.4385
T. implicito Onda B - Intensidad 6 0.012 72.17815 8.597905 102.4583 22.99335
T. implicito Onda B - Intensidad 7 0.009 61.16926 7.031456 85.0867 16.82255
T. implicito Onda B - Intensidad 8 0.040 54.96675 5.243985 66.68515 10.56203
T. implicito Onda B - Intensidad 9 0.078 49.58818 5.488755 55.7907 6.994444
Amplitud OPS - Intensidad 1 0.422 128.2455 39.18359 115.1867 30.42962
Amplitud OPS - Intensidad 2 0.920 258.6061 73.99543 255.4897 63.57167
Amplitud OPS - Intensidad 3 0.270 257.8132 65.99725 214.9695 46.53789
Amplitud OPS - Intensidad 4 0.246 150.1491 58.38627 11.347 39.67343
Amplitud OPS - Intensidad 5 0.067 83.18876 22.39432 47.0961 12.2181
T. implicito OPS - Intensidad 1 0.039 29.2412 3.04464 33.91025 4.357049
T. implicito OPS - Intensidad 2 0.039 37.20605 3.559871 42.63038 5.329938
T. implicito OPS - Intensidad 3 0.039 46.15506 4.498951 52.63222 6.127527
T. implicito OPS - Intensidad 4 0.043 55.56182 5.375591 62.95448 6.907893
T. implicito OPS - Intensidad 5 0.125 62.71188 5.435819 73.9176 8.596735
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db/db + PBM

PARAMETRO P MEDIA TIEMPO 1 SD TIEMPO 1 MEDIA TIEMPO 2 SD TIEMPO 2
Amplitud Onda A - Intensidad 1 0.197 54.15255 33.5443 27.90577 12.82632
Amplitud Onda A - Intensidad 2 0.150 123.9852 75.76195 65.05045 20.30215
Amplitud Onda A - Intensidad 3 0.233 255.5655 154.23 155.5231 47.31147
Amplitud Onda A - Intensidad 4 0.288 336.2549 215.7528 209.9063 69.11129
T. implicito Onda A - Intensidad 1 0.014 24.51111 4.696098 32.23183 4.423127
T. implicito Onda A - Intensidad 2 0.016 23.62613 4.520589 30.706 3.987771
T. implicito Onda A - Intensidad 3 0.014 22.2834 4.025425 28.75293 3.702465
T. implicito Onda A - Intensidad 4 0.015 22.00875 3.990222 28.1426 3.704477
Amplitud Onda B - Intensidad 1 0.438 302.0677 192.6664 197.3738 77.31046
Amplitud Onda B - Intensidad 10 0.261 1013.363 434.6472 663.3526 223.1775
Amplitud Onda B - Intensidad 2 0.313 365.9947 216.0414 243.4437 96.64804
Amplitud Onda B - Intensidad 3 0.313 390.8483 220.7044 237.0252 106.7866
Amplitud Onda B - Intensidad 4 0.313 468.5404 245.8863 275.4301 128.3571
Amplitud Onda B - Intensidad 5 0.313 567.0402 283.8373 335.5112 149.7531
Amplitud Onda B - Intensidad 6 0.199 688.9337 322.647 392.714 168.9248
Amplitud Onda B - Intensidad 7 0.174 801.8193 341.0294 457.7952 185.5798
Amplitud Onda B - Intensidad 8 0.191 864.1757 368.9848 511.1904 191.1047
Amplitud Onda B - Intensidad 9 0.216 953.629 399.0095 595.1695 200.2521
T. implicito Onda B — Intensidad 1 0.023 86.21581 6.757702 101.6878 9.727687
T. implicito Onda B - Intensidad 10 0.010 44.59108 5.446434 54.99726 6.315107
T. implicito Onda B - Intensidad 2 0.031 82.5233 6.434604 98.66661 6.161722
T. implicito Onda B - Intensidad 3 0.010 83.86603 6.57774 99.3685 9.565113
T. implicito Onda B - Intensidad 4 0.005 78.06786 7.589759 94.21118 9.219721
T. implicito Onda B - Intensidad 5 0.018 74.00915 6.966428 90.2135 10.46076
T. implicito Onda B - Intensidad 6 0.063 67.5091 9.311134 86.7346 11.35761
T. implicito Onda B - Intensidad 7 0.014 58.96443 8.017234 74.55845 11.9328
T. implicito Onda B - Intensidad 8 0.010 50.6639 5.778538 66.92928 11.06173
T. implicito Onda B - Intensidad 9 0.009 46.05588 5.382451 57.28601 6.80549
Amplitud OPS - Intensidad 1 0.582 169.9631 118.8065 132.8773 56.34358
Amplitud OPS - Intensidad 2 0.687 371.5784 170.9037 322.62 143.1858
Amplitud OPS - Intensidad 3 0.454 386.643 108.3154 306.6714 119.0311
Amplitud OPS - Intensidad 4 0.234 254.1448 83.21053 178.1805 73.83363
Amplitud OPS - Intensidad 5 0.063 153.8403 35.73318 79.03245 47.36048
T. implicito OPS - Intensidad 1 0.040 25.36558 6.168973 33.36095 4.097992
T. implicito OPS - Intensidad 2 0.044 33.72715 6.173801 42.14975 4.773201
T. implicito OPS - Intensidad 3 0.052 42.27181 7.168559 51.97611 5.60818
T. implicito OPS - Intensidad 4 0.053 51.33526 8.28661 62.44333 6.594707
T. implicito OPS - Intensidad 5 0.053 61.31421 9.426489 74.2838 7.505611
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ERG PRUEBAS T NO PAREADAS - TIEMPO 2

db/db vs db/+
PARAMETRO p 'Z'EZ': Zii\gﬁgfg Ni?lA DEES?II;SCDI/:DI:I
db/db HET
Amplitud Onda A - Intensidad 1 0.287 25.8 1.1 20.1 6.34
Amplitud Onda A - Intensidad 2 0.138 54 21.7 38.8 14
Amplitud Onda A - Intensidad 3 0.090 126 41.9 89 32.7
Amplitud Onda A - Intensidad 4 0.068 181 62.5 124 45.5
T.implicito Onda A - Intensidad 1 0.077 33 6.06 28.5 1.85
T. implicito Onda A - Intensidad 2 0.095 31.3 5.85 27.2 1.64
T. implicito Onda A - Intensidad 3 0.085 29.4 5.24 25.6 1.41
T. implicito Onda A - Intensidad 4 0.131 28.9 5.12 25.7 132
Amplitud Onda B - Intensidad 1 0.666 173 65.2 189 68
Amplitud Onda B - Intensidad 2 0.756 218 74.5 231 80.1
Amplitud Onda B - Intensidad 3 0.956 224 86.4 227 82.9
Amplitud Onda B - Intensidad 4 0.959 261 93.2 264 97.5
Amplitud Onda B - Intensidad 5 0.941 314 103 309 588
Amplitud Onda B - Intensidad 6 0.91 374 132 366 143
Amplitud Onda B - Intensidad 7 0.996 422 143 423 163
Amplitud Onda B - Intensidad 8 0.85 458 143 475 184
Amplitud Onda B - Intensidad 9 0.733 516 134 549 518
Amplitud Onda B - Intensidad 10 0.909 580 136 593 245
T. implicito Onda B — Intensidad 1 0.052 107 15.8 92.5 1.5
T. implicito Onda B - Intensidad 2 0.127 104 18.1 91.6 3.61
T. implicito Onda B - Intensidad 3 0.103 104 14.7 92.6 4.13
T. implicito Onda B - Intensidad 4 0.02 107 17.4 87.47 3.41
T. implicito Onda B - Intensidad 5 0.03 102 17.6 84.1 4.33
T. implicito Onda B - Intensidad 6 0.048 102 24.6 80 2.13
T. implicito Onda B - Intensidad 7 0.047 85.1 18 68.5 3.14
T. implicito Onda B - Intensidad 8 0.126 66.7 1.3 58.9 2.32
T. implicito Onda B - Intensidad 9 0.279 55.8 7.48 52.2 1.78
T. implicito Onda B - Intensidad 10 0.351 53.4 6.7 51 1.96
Amplitud OPS - Intensidad 1 0.052 15 32.5 81.5 26
Amplitud OPS - Intensidad 2 0.062 255 68 183 62.3
Amplitud OPS - Intensidad 3 0.296 215 49.8 181 66.4
Amplitud OPS - Intensidad 4 0.294 1m 42.4 86.3 42.2
Amplitud OPS - Intensidad 5 0.469 54.1 21 43.4 16.3
T. implicito OPS - Intensidad 1 0.154 33.9 4.66 31.2 1.56
T. implicito OPS - Intensidad 2 0.214 42.6 5.7 39.7 .12
T. implicito OPS - Intensidad 3 0.25 52.6 6.55 49.2 2.51
T. implicito OPS - Intensidad 4 0.334 63 7.38 59.7 3.3
T. implicito OPS - Intensidad 5 0.602 73.4 8.7 711 3.67
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db/db + PBM vs db/db

PARAMETRO ’ MEOA | Cornoan | MR | sranomn
db/db db/db + PBM
Amplitud Onda A - Intensidad 1 0.755 25.8 11 27.9 14.1
Amplitud Onda A - Intensidad 2 0.368 54 21.7 65.1 22.2
Amplitud Onda A - Intensidad 3 0.257 126 41.9 156 51.8
Amplitud Onda A - Intensidad 4 0.456 181 625 210 75.7
T. implicito Onda A - Intensidad 1 0.786 33 6.06 32.2 48.5
T. implicito Onda A - Intensidad 2 0.838 31.3 5.85 30.7 4.37
T. implicito Onda A - Intensidad 3 0.792 29.4 5.24 28.8 4.06
T. implicito Onda A - Intensidad 4 0.771 28.9 5.12 28.1 4.06
Amplitud Onda B - Intensidad 1 0.561 173 65.2 197 84.7
Amplitud Onda B - Intensidad 2 0-599 218 745 243 106
Amplitud Onda B - Intensidad 3 0.818 224 86.4 237 17
Amplitud Onda B - Intensidad 4 0.825 261 93.2 275 141
Amplitud Onda B - Intensidad 5 0.785 314 103 336 164
Amplitud Onda B - Intensidad 6 0.840 374 132 393 185
Amplitud Onda B - Intensidad 7 0.722 422 143 458 203
Amplitud Onda B - Intensidad 8 0.584 458 143 511 209
Amplitud Onda B - Intensidad 9 0-419 516 134 595 219
Amplitud Onda B - Intensidad 10 0-429 580 136 663 244
T. implicito Onda B - Intensidad 1 0.527 107 15.8 102 10.7
T. implicito Onda B - Intensidad 2 0.507 104 18.1 98.7 6.75
T. implicito Onda B - Intensidad 3 0.564 104 14.7 99-4 10.5
T. implicito Onda B - Intensidad 4 0.133 107 17.4 94.2 10.1
T. implicito Onda B - Intensidad 5 0.168 102 17.6 90.2 1.5
T. implicito Onda B - Intensidad 6 0.147 102 24.6 86.7 12.4
T. implicito Onda B - Intensidad 7 0.25 85.1 18 74.6 13.1
T. implicito Onda B - Intensidad 8 0.97 66.7 1.3 66.9 12.1
T. implicito Onda B - Intensidad 9 0.718 55-8 7.48 573 7.46
T. implicito Onda B - Intensidad 0.680 53.4 6.7 55 6.92
10
Amplitud OPS - Intensidad 1 0-499 15 32.5 133 61.7
Amplitud OPS - Intensidad 2 0.296 255 68 323 157
Amplitud OPS - Intensidad 3 0.091 215 49.8 307 130
Amplitud OPS - Intensidad 4 0.067 m 42.4 178 80.9
Amplitud OPS - Intensidad 5 0313 541 21 79 51.9
T. implicito OPS - Intensidad 1 0.828 0.234 0.00466 0.233 0.00449
T. implicito OPS - Intensidad 2 0.873 0.243 0.0057 0.242 0.00523
T. implicito OPS - Intensidad 3 0.851 0.253 0.00655 0.252 0.00614
T. implicito OPS - Intensidad 4 0.899 0.263 0.00738 0.262 0.00722
T. implicito OPS - Intensidad 5 0.855 0.273 0.0087 0.274 0.00822
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ANEXO B

HISTOLOGIA PRUEBAS T NO PAREADAS

T TEST TIEMPO 2 - GFAP - db/db vs db/+
p X db/+ DE X db/db DE
CCG + CFNR 0.181 10 3.39 14 3.09
CPE 0.986 0.00183 0.00245 0.0019 0.0032
CNI 0.925 0.0052 0.0075 0.0047 0.0065
IPL 0.547 0.0491 0.0312 0.0824 0.0997
T TEST TIEMPO 2 - IBA1 - db/db vs db/+
p X db/+ DE X db/db DE
CCG+ CFNR 0.581 2.86 1.94 3.61 1.09
CPE 0.042 3.18 3.15 8.56 1.39
CNI 0.539 0.957 1.33 0.437 0.0886
IPL 0.238 3.08 1.58 1.81 0.201
T TEST TIEMPO 2 - GROSORES - db/db vs db/+
p X db/+ DE X db/db DE
CCG + CFNR 0.344 21 3.62 24 3.96
IPL 0.923 53.9 6.81 53.4 7.18
CNI 0.046 45.2 2.28 40.8 2.07
CPE 0.163 17 1.54 15.1 1.34
CNE 0.238 60.6 7.8 54.2 2.61
IS 0.879 15.6 1.02 15.4 2.43
GROSOR TOTAL 0.468 213 17.6 203 17
T TEST TIEMPO 2 - GFAP - db/db + PBM vs db/db
X db/db DE X db/db + PBM DE
CCG + CFNR 0.412 14 3.09 12 2.93
CPE 0.899 0.00187 0.0032 0.00158 0.00297
CNI 0.569 0.00466 0.0065 0.0028 0.00247
IPL 0.306 0.0824 0.0997 0.0322 0.0264
T TEST TIEMPO 2 - IBA1 - db/db + PBM vs db/db
p X db/db DE X db/db + PBM DE
CCG + CFNR 0.308 3.61 1.09 5.96 3.45
CPE 0.027 8.56 1.39 4.71 1.99
CNI 0.234 0.437 0.0886 0.941 0.637
IPL 0.065 1.81 0.201 3.26 1.07
T TEST TIEMPO 2 - GROSORES - db/db + PBM vs db/db
P X db/db DE X db/db + PBM DE
CCG + CFNR 0.128 24 3.96 20.6 1.63
IPL 0.534 53.4 7.18 50 6.95
CNI 0.385 40.8 2.07 39.6 1.55
CPE 0.64 15.1 1.34 15.9 2.4
CNE 0.991 54.2 2.61 54.2 4.01
IS 0.504 15.4 2.43 16.3 0.957
GROSOR TOTAL 0.582 203 17 197 13.8
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