ARCH SOC ESP OFTALMOL 2009; 84: 251-258

ARTICULO ORIGINAL

ALTERACIONES DE LA SECRECION NOCTURNA
DE MELATONINA Y NEUROPATIAS OPTICAS

ALTERATIONS IN NOCTURNAL MELATONIN LEVELS
IN PATIENTS WITH OPTIC NEUROPATHIES
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la supresion de la secrecién noc-
turna de melatonina inducida por exposicion a la
Iuz en pacientes con neuropatias Opticas bilaterales.
Métodos: Estudio clinico de casos controles, obser-
vacional y prospectivo. Tamafio muestral de 20
pacientes distribuidos en 3 grupos: Grupo A (n=5,
Sujetos Sanos Controles), Grupo B (n=10, Pacien-
tes Experimentales) y Grupo C (n=5, Sujetos Con-
troles Ciegos). Se analiza la mejor agudeza visual
corregida LogMAR, la desviacién media en peri-
metria estdtica automatizada, el espesor medio de la
capa de fibras nerviosas retinianas mediante Tomo-
graffa de Coherencia Optica y los registros de elec-
trorretinografia multifocal (mfERG). Se realizan
determinaciones de melatonina en saliva por
radioinmunoensayo tras exposicion a una luz de
600 lux durante 1 hora (Test de supresién nocturna
de melatonina).

Resultados: Se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los grupos. No se obser-
varon cambios en los registros de mfERG. El test de
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ABSTRACT

Objective: To study nocturnal melatonin suppres-
sion induced by exposure to light in patients with
bilateral optic neuropathies.

Methods: Observational, prospective case control
study. Twenty patients were included in this study
and distributed in 3 groups: Group A (n=5, Healthy
Control Subjects), Group B (n=10, Experimental
Patients) and Group C (n=5, Blind Control Sub-
jects). LogMAR best-corrected visual acuity, stan-
dard automated perimetry mean deviation, retinal
nerve fiber layer thickness by Optical Coherence
Tomography and multifocal electroretinograpy
(mfERG) were used to evaluate the changes. Mela-
tonin was analysed in the saliva by radioimmunoas-
say after exposure to light (600 lux for 1 hour) (noc-
turnal melatonin suppression test).

Results: Statistically significant differences betwe-
en the groups were found. No changes in the
mfERG results were detected. The nocturnal mela-
tonin suppression test was positive in all cases in
Group A, 50 % in Group B and none in Group C.
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supresion nocturna de melatonina fue positivo en
todos los casos del Grupo A, en el 50% de los casos
del Grupo B y en todos los casos del Grupo C fue
negativo.

Conclusiones: El 50% de los pacientes con neuro-
patias Opticas y pérdida visual severa exhiben alte-
raciones significativas en la secrecién nocturna de
melatonina, probablemente debido a una disfuncién
de las células ganglionares de la retina intrinseca-
mente fotosensibles (ipCGR).

Palabras clave: Melatonina, ritmos circadianos,
nicleo supraquiasmatico, efectos de la luz, neuro-
patias dpticas.

Conclusions: Half of the patients with optic neuro-
pathies and severe visual loss were shown to suffer
significant melatonin regulation anomalies, pro-
bably due to the dysfunction of the intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells (ipRGC) (Arch
Soc Esp Oftalmol 2009; 84: 251-258).

Key words: Melatonin, circadian rhythms, supra-
chiasmatic nuclei, light effects, optic neuropathies.

INTRODUCCION

La melatonina es una hormona sintetizada y
segregada por la gldndula pineal con una periodici-
dad circadiana (1). La luz fototransducida en las
células ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensibles (ipCGR) (2,3), es conducida a través
del tracto retinohipotaldmico (TRH) al nicleo
supraquiasmaético del hipotdlamo (NSQ), principal
reloj circadiano de los mamiferos (4), que conecta
la retina con la gldndula pineal a través de una via
neural multisindptica (5).

La luz ejerce dos efectos sobre la secrecion de
melatonina (6): 1) los ciclos luz-oscuridad sincroni-
zan el ritmo circadiano de su secrecién, 2) una luz
de suficiente intensidad y duracién inhibe de forma
brusca su secrecion, de forma dosis-dependiente.

En el hombre, la melatonina plasmaética es prac-
ticamente de origen pineal, la hormona entra en el
torrente circulatorio por difusién pasiva (7). Su
secrecion se incrementa pronto tras el inicio de la
oscuridad, con un pico mdximo en la mitad de la
noche (entre las 2 y 4 a.m.), y gradualmente decae
en la segunda mitad de la noche (7). Las concentra-
ciones de melatonina en saliva son aproximadamen-
te el 30% de los niveles plasmaticos, mostrando el
mismo ritmo circadiano. Existe una perfecta corre-
lacién entre la melatonina pineal, plasmética, urina-
ria y salivar (8,9).

En este trabajo, nos proponemos evaluar la inte-
gridad funcional del TRH y la respuesta neuroendo-
crina de la glandula pineal a la luz en pacientes con
neuropatias Opticas severas bilaterales, mediante la
determinacién de melatonina en saliva por radioin-
munoensayo (RIA). En este sentido, nos plantea-

mos relacionar la supresion de la secrecién noctur-
na de melatonina inducida por la exposicién a una
luz brillante de 600 lux durante 1 hora con la seve-
ridad de la pérdida de la funcién visual ocasionada
por la lesién de las células ganglionares de la retina.
La severidad de la neuropatia éptica serd documen-
tada y objetivada mediante técnicas diagndsticas
morfoldgicas, como la tomografia de coherencia
optica (OCT) y funcionales, como la electrorretino-
grafia multifocal (mfERG).

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS
Sujetos

Se han estudiado 20 sujetos, en edades compren-
didas entre 48 y 68 afios, distribuidos en 3 grupos:

e Grupo A (n=5): Sujetos Sanos Controles, con
criterios de exploracién oftalmoldgica normal en
ambos 0jos (AO) y sin historia familiar de glauco-
ma.
Mejor agudeza visual corregida (MAVC) en
escala logMAR <+0,3.

Presién intraocular (PIO) < 21 mm Hg.

Error refractivo < 5 dioptrias de equivalente esfé-
rico o 3 dioptrias de astigmatismo.

Perimetria estatica Humphrey (HVF) normal.

* Grupo B (n=10): Pacientes Experimentales
reclutados en la Unidad de Neuro-oftalmologia del
Hospital Universitario Principe de Asturias, afectos
de neuropatia Optica bilateral severa y con los
siguientes criterios de inclusién en AQO:

MAVC < +1,00.

Desviacién media (DM) en HVF <-12 dB.
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Reduccién del espesor medio de la capa de fibras
nerviosas retinianas (CFNR) en 360° inferior al per-
centil 1% (Avg Thickness/OCT).

Funcién de la retina externa normal en mfERG.

* Grupo C (n=5): Sujetos Controles Ciegos,
remitidos por la Organizacién Nacional de Ciegos
Espaioles (ONCE) y que cumplian los siguientes
criterios en AO:

No percepcion de luz (PL) consciente.

Reflejos pupilares a la luz abolidos.

Atrofia Optica diagnosticada oftalmoscdpicamente.

Con excepcion de historia de insomnio en algin
paciente ciego, ninguno de los sujetos incluidos en
el estudio presentaba enfermedad sistémica o psi-
quidtrica, ni se encontraba bajo tratamiento médico
alguno. En ningln caso desempefiaban actividades
laborales nocturnas. Todos los participantes firma-
ron el consentimiento informado de acuerdo a la
Declaracion Helsinki. El estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Hospital Universitario Principe
de Asturias.

Métodos

Todos los sujetos controles y pacientes experi-
mentales se sometieron a una exploracién oftalmo-
l6gica rutinaria: medida de la MAVC, refraccion,
reflejos pupilares, biomicroscopia con lampara de
hendidura, medida de PIO, estudio de fondo de ojo
y retinografias. En los sujetos del Grupo A y B se
realizaron una serie de exploraciones complementa-
rias: HVF, examen OCT y pruebas mfERG, para
objetivar y documentar la severidad de la neuropa-
tia 6ptica. Las medidas obtenidas en cada uno de los
ojos fueron promediadas. En todos los casos se
determinaron concentraciones de melatonina en
saliva por RIA.

La medida de la MAVC se efectué mediante un
optotipo Logarithmic Visual Acuity (LogMAR)
Chart 2000 «New ETDRS» de Precision Vision. El
estudio del campo visual se realiz6 mediante un
perimetro computarizado Humphrey modelo 740
(Humphrey Instruments Inc.), utilizando una estra-
tegia SITA 24-2 con un estimulo III de Goldmann.
Se adapté siempre la correccién apropiada para la
distancia de examen y se incluyeron los datos
correspondientes a una segunda exploracion. Sélo se
recogieron los resultados de los campos visuales con
una fiabilidad aceptable (menos del 25% de pérdidas
de fijacion, falsos positivos y falsos negativos).

Tomografia de coherencia éptica (OCT)

Las exploraciones fueron realizadas mediante
OCT Stratus TM 4.0.2 versién 0052 (Carl Zeiss
Meditec, Inc, Dublin, California) y por un tnico
explorador experimentado (JPM). Para el estudio
del espesor de la CFNR peripapilares se utilizé el
protocolo Fast RNFL Thickness 3,4. Este protocolo
realiza 3 barridos circulares de 3,4 mm de didmetro
en 1,92 segundos y los comprime en una tnica
tomografia. Cada barrido contiene 256 A-scans.
Todas las medidas fueron realizadas en las mismas
condiciones de luminosidad ambiental y bajo dila-
tacion pupilar, en todos los casos se utilizé fijacion
interna (luz diana verde en el interior del globo ocu-
lar). Se obtuvieron 3 tomografias con una sefal ade-
cuada (superior a 5) por cada ojo, que fueron archi-
vadas para calcular valores promedio. En cada ojo,
se estudié la medida del espesor medio de CFNR en
360°: Avg Thickness, automdticamente calculada
por el software de la OCT.

Electrorretinografia multifocal (mfERG)

Para obtener los registros de mfERG se utiliz6 un
Sistema de electrofisiologia multifocal VERIS
(EDI, San Mateo, USA). En todos los casos se dila-
taron las pupilas con colirio de tropicamida y de
fenilefrina al 2,5% y se colocé ante el ojo la correc-
cién apropiada para la distancia de examen Los
pacientes se adaptaron durante 15 minutos a la
luminancia de la sala de exploracién (6 cd/m?) y el
ojo contralateral fue ocluido. Se colocé un electro-
do bipolar Burian-Allen tipo lente de contacto pro-
tegido con metilcelulosa sobre la cérnea previamen-
te anestesiada de forma tépica, y otro electrodo de
masa en el I6bulo de la oreja derecha.

Se utiliz6 un estimulo constituido por 103 ele-
mentos hexagonales alineados en circulos concén-
tricos que subtienden un dngulo visual de 20-30° a
ambos lados del punto de fijacién. Los estimulos
fueron visualizados en un monitor de TV SONY
Trinitron MultiSCAN modelo E500, con una fre-
cuencia de 75 Hz y una luminancia méxima de 100-
200 cd/m? (blancos) y minima <1 cd/m? (negros),
siguiendo una secuencia-m-binaria pseudorandomi-
zada. El contraste entre los estimulos blancos y
negros fue del 90% o mayor y en todo momento se
monitorizé la fijacién del paciente. Las sefales se
amplificaron por 100.000 y se estableci6 un filtraje
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con un rango entre 10 y 300 Hz. La duracién total
del registro fue de 8 minutos. Los registros fueron
analizados mediante un software propio desarrolla-
do en MatLab.

Determinaciones de melatonina en saliva

Las concentraciones de melatonina en saliva fueron
determinadas por RIA (Melatonin direct RIA saliva,
RE29371, IBL Immuno Biological Laboratorios, Ger-
many). Este test presenta una sensibilidad analitica
<0,086 pg/ml, una variabilidad intra-ensayo de 2,7-
8,1% y una variabilidad inter-ensayo de 12,6-14,6%.

Se recogieron 6 muestras de saliva por sujeto,
entre las 22 p.m. y 3 a.m., en oscuridad a partir de
las 24 horas. La tltima muestra se obtuvo tras expo-
sicién directa a una luz blanca brillante de 600 lux
durante 1 hora. Las muestras fueron congeladas a -
20° C. La melatonina es estable en saliva a -20° C
durante 1 mes (10). Las determinaciones de melato-
nina se realizaron por duplicado en cada una de las
muestras y las muestras del mismo modelo fueron
medidas en el mismo ensayo. El test de supresion
nocturna de melatonina (TSNM) inducido por
exposicion a la luz se considera positivo cuando se
obtiene un descenso en la concentracion de melato-
nina del 30% respecto al nivel anterior (11).

Analisis estadistico de los datos

Los datos se expresaron en valores de medias y
desviacién estandar (DE). Las diferencias entre

Tabla II. Grupo B. Evaluacion clinica

Tabla I. Datos demograficos

Grupo A
(n=35)

Grupo B
(n=10)

Grupo C
(n=5)

EDAD (afos)

Media DE 60,20 DE 3,94 61,30 DE 5,47 57,20 DE 6,83

Rango 58 -63 51-68 48 - 65
GENERO

Hombre 2 (40%) 6 (60%) 5 (100%)

Mujer 3 (60%) 4 (40%) 0 (0%)
RAZA

Caucdsica 5 (100%) 9 (90%) 5 (100%)

Negra — 1 (10%) —

DE: desviacion estandar.

sujetos controles y pacientes fueron evaluadas esta-
disticamente con el test t Student. El estudio esta-
distico se efectué mediante el programa SPSS 14.0
para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

RESULTADOS

Los datos demogréficos de los 20 sujetos incluidos
en el estudio vienen resumidos en la tabla I. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a la edad entre los 3 grupos de sujetos (p=0,5).

Los datos obtenidos de la exploracién oftalmold-
gica de los sujetos del Grupo A (n=5) fueron nor-
males en todos los casos. El estudio biomicroscopi-
co, medida de la PIO (14,56 DE 1,76 mm Hg) y
examen de fondo de ojo fueron normales.

En la tabla II se describen los datos de la evalua-
cién clinica de cada uno de los pacientes del Grupo B

Pacientes Diagndstico MAVC (LogMAR) HVF/DM (dB) OCT (um) Avg Thick mfERG TSNM
Ne 1 GPAA 0,16 -19,55 47 Normal Negativo
N.° 2 GPAA 0,25 -19,36 44,79 Normal Negativo
N° 3 GPAA 0,13 -13,75 54,07 Normal Negativo
N.° 4 NOIA 0,85 -22,86 42,81 Normal Positivo
N.° 5 Kjer 1,00 -23,98 59,63 Normal Positivo
NS 6 GPAA 0,16 -17,81 53,45 Normal Negativo
N.L 7 NOIA 0,25 -20,95 46,75 Normal Positivo
N.° 8 NOIA 0,64 -16,57 55,25 Normal Positivo
N.° 9 Kjer 0,87 -23,84 49,37 Normal Positivo
N.° 10 GPAA 0,30 -26,87 45,40 Normal Negativo

GPAA: glaucoma primario de dngulo abierto; NOIA: neuropatia ptica isquémica anterior; MAVC: mejor agudeza visual corregida; HVF: Campo
visual Humphrey; DM: desviacién media; OCT: tomografia de coherencia 6ptica; Avg ThicK: average thickness; mfERG: electrorretinograma mul-

tifocal. TSNM: test de supresion nocturna de melatonina.
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(n=10). El examen neuro-oftalmoldgico reveld varias
causas de neuropatia dptica: cinco pacientes presenta-
ban glaucoma primario de dngulo abierto (GPAA),
tres pacientes neuropatia Optica isquémica anterior
(NOIA) y dos atrofia 6ptica hereditaria tipo Kjer.

La tabla III muestra los valores promedios de las
variables analizadas en la exploracion oftalmolégi-
ca de los sujetos del Grupo A y B. Las diferencias
entre estos dos grupos fueron estadisticamente sig-
nificativas en lo que respecta a MAVC LogMAR,
DM en HVF y Avg Thickness en el examen OCT
(P<0,001). Las pruebas de mfERG reflejaron, tanto
en el registro tridimensional como en el mapa de
ondas, una funcién normal de los fotorreceptores
(fig. 1), en todos los sujetos del Grupo A y B.

Los sujetos del Grupo C (n=5) no presentaban PL
consciente en AO y su forma de manejarse y com-

portarse era la de una persona ciega. Los reflejos
pupilares a la luz estaban abolidos y el examen de
fondo de ojo revel6 una atrofia dptica en AO, a
excepcion del Paciente 1 en el cual no se pudieron
realizar estas exploraciones por presentar una phthi-
sis bulbi bilateral (tabla IV). Los datos obtenidos de
las exploraciones oftalmoldgicas de estos sujetos no
se han incluido en el andlisis estadistico. Su colabo-
racién como controles negativos ha quedado restrin-
gida a las determinaciones de melatonina en saliva.

Test de supresion nocturna de melatonina
(TSNM)

En el Grupo A, el TSNM fue positivo en el 100%
de los casos. En el Grupo B, cinco de los pacientes

Tabla III. Exploracion oftalmolégica. Analisis estadistico de datos (Grupos A y B)

MAVC LogMAR (minutos arco) HVF/DM (dB) OCT (um) Avg Thich mfERG
Media DE Media DE Media DE
Grupo A (n=5)
Sujetos controles 0,09 DE 0,51 0,51 DE 0,51 113,29 DE 3,94 Normal
Grupo B (n=10)
Sujetos experimentales 0,46 DE 0,34 -20,55 DE 3,94 49,85 DE 5,46 Normal
<0,001 <0,001 <0,001

MAVC: mejor agudeza visual corregida; HVF: Campo visual Humphrey; DM: desviacién media; OCT: tomografia de coherencia éptica; Avg ThicK:

average thickness; mfERG: electrorretinograma multifocal.
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Fig. 1: mfERG. La representacion tridimensional y el mapa de ondas reflejan una funcion normal de la retina externa.
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Tabla IV. Grupo C. Evaluacién clinica

Sujetos Diagndstico AV Reflejos pupilares Fondo de ojo
N.°1 Phthisis bulbi AO No PL No explorables No explorable
N.°2 GPAA AO No PL Abolidos Atrofia 6ptica AO
N.°3 Glaucoma congénito No PL Abolidos Atrofia 6ptica AO
N.°4 Retinopatia de la prematuridad No PL Abolidos No explorable
N.°5 Neuropatia optica de Leber No PL Abolidos Atrofia 6ptica AO

AV: agudeza visual; PL: percepcion luminosa; AO: ambos 0jos.

presentaron un TSNM negativo (50% casos) y otros
cinco pacientes lo presentaron positivo (50% casos)
(tabla II). En el Grupo C el TSNM fue negativo en
el 100% casos.

DISCUSION

En nuestra serie, el 100% de los sujetos ciegos
del Grupo C, en ausencia de PL consciente y con
reflejos pupilares abolidos, presentaron un TSNM
negativo. Sin embargo, los resultados del TSNM en
los pacientes del Grupo B, afectos de neuropatias
Opticas severas en AO y con grados variables de
agudeza visual, fueron mds heterogéneos: el TNSM
fue negativo sé6lo en el 50% de los casos.

El TSNM por exposicion a la luz podria ser de
gran utilidad para determinar la integridad funcio-
nal del TRH, que a través del NSQ conecta la reti-
na con la glandula pineal (12). En este sentido, se
ha demostrado que algunas personas ciegas, en
ausencia de percepcion consciente de luz, exhiben
supresion nocturna de melatonina (11) y ritmos cir-
cadianos de secrecién de melatonina sincronizados
a 24 horas (13,14), lo que indicaria que la luz actia
a nivel del NSQ. Datos similares obtenidos en tra-
bajos de experimentacién animal con ratas apoyan
estos resultados (15).

El hecho de que personas ciegas mantengan sus
respuestas no visuales a la luz (11,13,14), apoyaria
la hipétesis de que en el ojo de los mamiferos exis-
tan al menos dos sistemas anatémica y funcional-
mente diferentes que detectan luz: 1) por una parte,
el sistema visual cldsico que forma imégenes y que
involucra a los conos y bastones, 2) por otra parte,
un sistema fotorreceptivo que detecta luz, pero que
no forma imdgenes, y que sincroniza los ritmos cir-
cadianos. El TRH que se origina en una subpobla-
cion de células ganglionares de la retina sensible a
la luz, las ipCGR, proyecta NSQ y forma parte de
este sistema (16).

Un gran avance en el conocimiento de cémo la
luz estimula funciones no visuales, vino dado por el
descubrimiento de una nueva opsina, la melanopsi-
na, en el ojo de los mamiferos (17). Sorprendente-
mente, la melanopsina no se localiza en los fotorre-
ceptores, donde se hallan la rodopsina de los basto-
nes y las opsinas de los conos, sino en las ipCGR
(18).

Como el efecto de la luz sobre la supresion de
melatonina es dosis-dependiente (19), cabria pensar
que la severidad de la pérdida visual y el tipo de
enfermedad podrian condicionar este efecto. En
estudios clinicos realizados en pacientes con dis-
funciones del sistema de conos o con retinosis pig-
mentaria, se ha demostrado que la pérdida visual
tiene escasa repercusion sobre el sistema circadiano
(20,13). En nuestra serie, todos los pacientes estu-
diados presentaban neuropatias Opticas severas en
ambos ojos con funcién normal de su retina externa
demostrada por mfERG, pero a pesar de la pérdida
tan intensa de células ganglionares de la retina, el
50% de estos pacientes exhiben un TSNM positivo,
quizas debido a una mayor resistencia de las ipCGR
a la lesion en estas enfermedades (21). También,
hemos observado que el 100% de pacientes con
GPAA mostraban un TSNM negativo, lo que nos
sugiere que en nuestra serie las ipCGR son m4s sen-
sibles al dafio glaucomatoso.

A partir de estos resultados preliminares pode-
mos concluir que el 50% de los pacientes con neu-
ropatias dpticas severas exhiben alteraciones en las
respuestas no visuales a la luz, en términos de
supresion de la secrecién nocturna de melatonina,
lo que implicaria una disfuncién de la ipCGR a
pesar de la normalidad funcional de los fotorrecep-
tores. Estudios adicionales (p.ej. los potenciales
evocados multifocales) nos podrian aportar infor-
macién del grado de funcionalidad de las células
ganglionares de la retina en estos pacientes con
objeto de predecir su posible asociacién con trastor-
nos de los ritmos circadianos.
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