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Resumen

Objetivo: El reflejo pupilar a luces de distintos co-
lores (pupilometria cromatica) puede usarse como
biomarcador del estado funcional de la retina. En
este trabajo se evalua la respuesta pupilar parpa-
deante a estimulos de color en pacientes con sospe-
cha de glaucoma primario de angulo abierto.
Materiales y métodos: Participaron en este estu-
dio 41 voluntarios: 20 pacientes con sospecha de
glaucoma y 21 individuos sanos. Se utilizé un sis-
tema fotoestimulador pupilométrico para registrar
las respuestas pupilares parpadeantes. Se emplea-
ron estimulos luminosos sinusoidales (frecuencia
=1 Hz; duracion = 10 segundos) de color azul, ver-
de y rojo. Se evaluaron los parametros pupilares en
los dominios del tiempo y la frecuencia para cada
grupo, y se analizaron las diferencias entre ambos.
Resultados: Los parametros de constriccidn ini-
cial, plateau, amplitud y fase se encontraron dismi-
nuidos en pacientes con sospecha de glaucoma res-
pecto del grupo control para todas las condiciones
de estimulacidn. Sin embargo, el tiempo al minimo
se mantuvo constante entre ambos grupos.
Conclusiones: La respuesta pupilar parpadeante
se encuentra disminuida en pacientes con sospe-
cha de glaucoma, sugiriendo una posible disfun-
cién de las células retinales. Cambios funcionales
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tempranos debidos al glaucoma podrian valorarse
mediante pupilometria cromatica parpadeante.
Palabras clave: sospecha de glaucoma, pupilome-
tria cromatica, respuesta pupilar parpadeante.

Chromatic pupillometry in primary open-
angle glaucoma suspected patients

Abstract

Purpose: The pupil light reflex to different colors
lights (chromatic pupillometry) can be used as a
biomarker of the retina functional state. In this
work, we assessed the flickering pupillary response
to colored stimuli in patients with suspected pri-
mary open-angle glaucoma.

Methods: 41 volunteers participated in this study:
20 glaucoma suspects and 21 healthy controls. A
photostimulator-pupillometric system was used
to record the flickering pupillary responses. Blue,
green and red sinusoidal light stimuli (frequency
= 1 Hz; duration = 10 secs) were used. Pupillary
parameters in time and frequency domain were
assessed for each group, and the differencies be-
tween them were analysed.

Results: Initial constriction, plateau, amplitude
phase parameters were decreased in glaucoma sus-
pected patients respect to the control group, for
all stimuli conditions. However, time to minimum
was constant between both groups.

Conclusions: The flickering pupillary responses
were decreased in glaucoma suspected patients,
suggesting a possible retinal cells disfunction. Ear-
ly functional changes due to glaucoma could be as-
sessed by flickering chromatic pupillometry.
Keywords: glaucoma suspect, chromatic pupil-
lometry, flickering pupillary responses.

Pupilametria cromatica em pacientes com
suspeita de glaucoma primario de angulo
aberto

Resumo

Objetivo: O reflexo pupilar a luzes de diferentes
cores (pupilametria cromatica) pode ser utilizado
como biomarcador do estado funcional da retina.
Neste trabalho, a resposta pupilar piscante a esti-

mulos coloridos ¢ avaliada em pacientes com sus-
peita de glaucoma primario de angulo aberto.
Materiais e métodos: Participaram deste estudo
41 voluntérios: 20 pacientes com suspeita de glau-
coma e 21 individuos saudaveis. Um sistema foto-
estimulador pupilométrico foi usado para registrar
as respostas pupilares piscantes. Foram utilizados
estimulos luminosos sinusoidais (frequéncia = 1
Hz; duragao = 10 segundos) nas cores azul, verde
e vermelha. Os parametros pupilares foram avalia-
dos nos dominios do tempo e da frequéncia para
cada grupo, e as diferengas entre eles foram ana-
lisadas.

Resultados: Os pardmetros de constri¢do inicial,
platd, amplitude e fase foram encontrados diminu-
idos em pacientes com suspeita de glaucoma em
comparagao ao grupo controle para todas as condi-
¢oes de estimulagdo. Porém, o tempo minimo per-
maneceu constante entre os dois grupos.
Conclusdes: A resposta pupilar piscante esta di-
minuida em pacientes com suspeita de glaucoma,
sugerindo uma possivel disfunciao das células da
retina. As alteragdes funcionais precoces devido ao
glaucoma podem ser avaliadas pela pupilometria
cromatica cintilante.

Palavras-chave: suspeita de glaucoma, pupilome-
tria cromatica, resposta pupilar piscante.

Introduccion

El término glaucoma describe un conjunto de
neuropatias Opticas caracterizadas por el dafio
progresivo de las células ganglionares retinales y
el nervio dptico, conduciendo a la pérdida irre-
versible del campo visual y eventualmente a la
ceguera si no se lo trata debidamente’. De los
diferentes subtipos de glaucoma el que se pre-
senta con mayor frecuencia en la poblacién es
el primario de angulo abierto (GPAA)?. Al ser el
glaucoma una de las principales causas de ceguera
a nivel mundial® resulta imprescindible contar
con herramientas que posibiliten su deteccién en
los primeros estadios. El diagndstico temprano
permitira aplicar el tratamiento adecuado, favo-
reciendo la conservacién de la vision yla calidad
de vida de las personas.
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El descubrimiento de las células gangliona-
res intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs, del
inglés intrinsically photosensitive retinal ganglion
cells)** ha renovado un especial interés en el estu-
dio del reflejo pupilar a la luz (RPL)®. Estas célu-
las poseen un fotopigmento —la melanopsina—
que les confiere la capacidad de responder a la
luz por si mismas’. Las ipRGCs, a su vez, reci-
ben sefiales de conos y bastones proyectandose
hacia el nucleo olivar pretectal, entre otros cen-
tros cerebrales, y son las principales responsables
del RPL¥®. Debido a que los conos, los bastones
y las ipRGCs presentan diferencias tanto en su
distribucién anatémica como en las propiedades
de respuesta, se desarrollaron diversas técnicas
pupilométricas que permiten la evaluacion del
estado funcional de los distintos fotorreceptores
de la retina®.

La pupilometria cromatica es una de las mas
difundidas en el campo de la oftalmologia. Esta
emplea estimulos luminosos monocromaticos
de diferentes longitudes de onda e intensidades
para activar preferencialmente uno o mas tipos
de fotorreceptores, lo que permite evaluar su
funcionamiento a partir del registro de la res-
puesta pupilar''. Con esta técnica se ha evaluado
la funcién de los bastones y de los conos utili-
zando estimulos de luz azul de baja intensidad
y de luz roja a alta intensidad, respectivamente®.
Ademas, las respuestas pupilares dependientes
de melanopsina se midieron para determinar la
funcién de ipRGC mediante estimulos de luz azul
de alta intensidad. Con este protocolo de medida,
la pupilometria cromatica ha mostrado resultados
prometedores en pacientes con retinitis pigmen-
tosa'*!*, amaurosis congénita de Leber'> %, dia-
betes tipo 2'¢, degeneracion macular relacionada
con la edad'’ '8, neuropatia dptica hereditaria de
Leber" y glaucoma®>.

Tradicionalmente, el PLR se evaltia mediante
un pulso de luz continua que al encenderse pro-
duce una rapida constriccion pupilar conocida
como fase transitoria. Luego, la pupila alcanza
un equilibrio mediante una respuesta sostenida
denominada fase ténica. Al apagarse el pulso
de luz comienza la fase de redilatacion llamada
respuesta pupilar postiluminacion®. La respuesta
pupilar pulsada se analiza mediante parametros

obtenidos en el dominio del tiempo. Un enfoque
alternativo es utilizar estimulos periédicos que
producen una respuesta pupilar parpadeante®;
es decir, la pupila se contrae y se dilata siguiendo
la frecuencia de estimulacién. Con estimulos
sinusoidales es posible estudiar la dindmica del
PLR mediante parametros obtenidos en el domi-
nio de la frecuencia con una buena estimacion del
ruido de la sefial”’ . Los resultados de un estudio
previo de nuestro grupo® mostraron que a partir
de las respuestas parpadeantes es posible estimar
los parametros temporales de la estimulacion pul-
sada y ademas obtener informacién adicional de
la respuesta en el dominio de la frecuencia. Sin
embargo, este paradigma ha sido poco estudiado
en pacientes con enfermedades oftalmoldgicas.

Nuestras investigaciones se centran en encon-
trar nuevas herramientas para la deteccion de
GPAA en etapas tempranas. En el presente tra-
bajo se aplicé un protocolo de estimulacion por
parpadeo para determinar la respuesta pupilar en
pacientes con sospecha de glaucoma y se compa-
raron los parametros en el dominio del tiempo
y en el dominio de la frecuencia con los de un
grupo control.

Materiales y métodos
Participantes

Un total de 41 participantes voluntarios de
una clinica oftalmoldgica privada fue reclutado
para formar parte de este estudio. Todos fue-
ron examinados previamente por oftalmoélogos
especialistas que incluyeron medida de presion
intraocular (PIO), valoracion completa del disco
optico y nervio optico, medida de agudeza visual
(AV) y antecedentes familiares. Se seleccionaron
pacientes con sospecha de GPAA, es decir, con la
presencia de uno o mas factores de riesgo durante
esta examinacion (PIO elevada, apariencia sospe-
chosa de dafio glaucomatoso del nervio 6ptico,
historia familiar de glaucoma). Se excluyeron los
pacientes con otras afecciones oculares y cual-
quier otra condicion que afectase el nervio dptico.

El grupo de pacientes con sospecha de glau-
coma se conformo con 20 participantes entre 41
a 78 afnos de edad (edad: 62,1 + 10,7; AV mejor

e348



Oftalmologia Clinica y Experimental « ISSNe 2718-7446 « Volumen 16 « Nimero 4 « Diciembre 2023

corregida: 9/10 + 2/10; espesor de la capa de fibras
nerviosas retinales: 90 + 13 um; espesor del com-
plejo de células ganglionares: 99 + 9 um; PIO: 14
+ 3 mmHg).

El grupo control se conformé con 21 partici-
pantes sanos entre 27 a 46 afos, con vision nor-
mal y ausencia de patologias oculares y/o retinales
determinadas durante la examinacion (edad: 34,4
+ 5,6; AV mejor corregida: 10/10 + 1/10; espesor
de la capa de fibras nerviosas retinales: 97 + 10
pm; espesor del complejo de células ganglionares:
97 + 6 um).

Todos los estudios se realizaron con el consenti-
miento escrito de cada participante, de acuerdo con
los protocolos de medida aprobados por el Comité
de ética en investigacion (UNT-CONICET, reso-
lucién ne 28/2018) en concordancia con la decla-
racion de Helsinki.

Equipo

Para el registro y medida del didmetro pupilar se
utilizé un sistema fotoestimulador-pupilométrico
de vision newtoniana, construido en el Instituto
de Investigacion en Luz, Ambiente y Vision (fig.
la)*. Este sistema emplea diodos emisores de luz
(LED, del inglés light emmiting diode) de diferen-
tes distribuciones espectrales en el rango visible
(tig. 1b). El haz de luz de cada LED se transporta
a través de fibras dpticas independientes hacia una
esfera integradora. Allj, la luz se refleja de manera
homogénea alcanzando el ojo del participante a
través de una abertura monocular. En el lado
opuesto a esa abertura se encuentra una camara
de infrarrojo cercano (Manta G-031, Allied Vision
Technologies GmbH; resolucién temporal 30-120
fps; resolucion espacial 656 x 492 pixeles), la que
captura en forma de video las pequenas variaciones
del didmetro pupilar producidas por el estimulo
luminoso. Finalmente, una PC de escritorio con-
trola y sincroniza todo el sistema.

La calibracién del sistema se llevé a cabo con
un espectrorradidometro SpectraScan PR-715
(Photoresearch, Inc.) con el que se midi6 la dis-
tribucion espectral de cada LED (pasos de 4 nm).
Con un luminancimetro L1009 (LMT GmbH)
se midi6 la luminancia, variando la intensidad
de cada LED en pasos porcentuales (pasos de

1% entre 0% y 10%; pasos de 10% entre el 10% y
100%), y pertenecian al rango mesépico. La ilumi-
nancia de la habitacion se obtuvo con un luximetro

T-10M (Konica Minolta, Inc).

Condiciones de registro y pardmetros evaluados

Se obtuvo la respuesta pupilar parpadeante con
estimulos sinusoidales, con una frecuencia de 1
Hz y una duracién de 10 segundos (fig. 2a). Estas
condiciones permiten maximizar la respuesta
pupilométrica al parpadeo® **% Se emplearon
estimulos rojos (632 nm), verdes (516 nm) y azu-
les (468 nm) con una luminancia media (50% de
intensidad maxima) de 0,75 cd/m?, 1.08 cd/m?y
0,35 cd/m? respectivamente. Los estimulos tuvie-
ron una amplitud de onda de 49% (maximo: 99%,
minimo: 1%).

Cada participante fue adaptado a la ilumina-
cién media de la habitacién igual a 10 lux (minima
obtenida en un entorno clinico) durante 5 minu-
tos. Luego, previo al encendido, se adaptaron cro-
maticamente al color del estimulo a ser presentado
y a su intensidad media durante 30 segundos. Los
registros fueron monoculares con el ojo no tes-
teado cubierto totalmente con un parche opaco.
Se realizaron tres repeticiones por cada condicion
de medida que se promediaron para luego calcular
los parametros pupilares. La figura 2 muestra los
parametros pupilares evaluados en el dominio del
tiempo y de la frecuencia, junto con la tabla 1 que
incluye una descripcion de los mismos. La cons-
triccion inicial y el plateau se calcularon respecto
del didmetro pupilar inicial, segun':

DPI (mm) - Parametro (mm)
DPI (mm)

Pardmetro (%)= x100 (Exp.1)

Donde Parametro (%) es el que se calculard;
Parametro (mm) es el didmetro pupilar en mili-
metros correspondiente al pardmetro; y DPI es
diametro pupilar inicial en milimetros obtenido
justo antes del encendido del estimulo.

Andlisis estadistico

Se utilizé el software Minitab para realizar el
analisis estadistico. Se llevaron a cabo pruebas
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Figura 1. Sistema fotoestimulador-pupilométrico de vision newtoniana. A) Diagrama esquemdtico del sistema de medida utilizado. B) Distribucion
espectral de las fuentes LED.
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Tabla. Pardmetros pupilares evaluados
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Figura 2. Parametros pupilares evaluados. A) Respuesta pupilar y estimulo parpadeante (representativo) en el dominio del tiempo. Se observan los
pardmetros de constriccion inicial, plateau y tiempo al minimo. By C) Espectros de frecuencia de la amplitud y fase respectivamente. Se observan
los pardmetros de amplitud y fase a la frecuencia de estimulacion (1 Hz). Tabla superior derecha: descripcion de los parametros mencionados.

de andlisis de la varianza (ANOVA) para com-
parar los parametros pupilares obtenidos entre el
grupo de pacientes con sospecha de glaucomay
el grupo control, considerando significativas las
diferencias para p < 0,05.

Resultados

Se registraron y analizaron las respuestas
pupilares parpadeantes en pacientes con sos-
pecha de GPAA y en individuos sanos. Las gra-
ficas de la figura 3 muestran los resultados en
términos del valor promedio obtenidos de los
grupos control y sospecha de GPAA para los
parametros de amplitud (tig. 3a), fase (fig. 3b),

constriccién inicial (fig. 3c), tiempo al minimo
(fig. 3d) y plateau (fig. 3e).

A partir del analisis estadistico se encontrd
una disminucioén significativa del grupo sospe-
cha de glaucoma respecto del grupo control para
la amplitud (azul: F = 11,69, p < 0,001; verde: F
=4,11, p < 0,05; rojo: F = 7,35, p < 0,01), la fase
(azul: F = 19,06, p < 0,001; verde: F = 12,29, p
< 0,001; rojo: F = 7,91, p < 0,01), la constriccion
inicial (azul: F= 17,76, p < 0,001; verde: F = 19,57,
p < 0,001; rojo: F = 17,15, p < 0,001), el plateau
(azul: F=4,17, p < 0,05; verde: F = 5,17, p < 0,05;
rojo: F = 16,99, p < 0,001). Sin embargo, para el
parametro de tiempo al minimo no se encontra-
ron diferencias significativas entre ambos grupos
para ningun color de estimulacion (azul: F = 0,5,
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Figura 3. Parametros pupilares promedio del grupo control y el grupo sospecha de glaucoma para cada color de estimulacion (azul, verde y rojo).
A) Amplitud. B) Fase. C) Constriccion inicial. D) Tiempo al minimo. E) Plateau. Las barras corresponden al error estandar de la media. (*) p<0,05,
(**) p<0,01, (***) p<0,001.
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p =0,83; verde: F = 1,27, p = 0,27; rojo: F = 0,25,
p =0,62).

Discusion

En este trabajo se determind y analiz6 la res-
puesta pupilar parpadeante en pacientes con sos-
pecha de GPAA. Se encontr6 una disminucién
de los parametros pupilares en pacientes con
sospecha de GPAA respecto del grupo control,
indicando una respuesta pupilar parpadeante
reducida en tales pacientes.

En cuanto a los parametros en el dominio del
tiempo —asociados a la cominmente empleada
estimulacién por pulso—, la constriccion inicial
se mostrd reducida en el grupo de pacientes para
los tres colores de estimulos. Esto implica que el
porcentaje de constriccion respecto del diame-
tro inicial es mayor en individuos sanos que en
pacientes con sospecha de GPAA. De la misma
manera se podria inferir para el plateau, similar
a estudios previos®?*. Aunque, para el tiempo
al minimo se obtuvieron valores similares entre
ambos grupos, lo que ya fue reportado en pacien-
tes con sospecha de glaucoma®.

Si se consideran los resultados en el dominio
de la frecuencia, tanto la amplitud como la fase
se hallaron reducidas en pacientes con sospecha
de GPAA. Por lo que la amplitud de la respuesta
pupilar a estimulos sinusoidales de 1 Hz es menor
en esos pacientes, con un mayor retraso respecto
del estimulo (considerando que el estimulo se
encuentra desfasado de la respuesta en 180°) (fig.
2a).

Estos resultados sugieren una disminucion en
la funcién de las células retinales en pacientes con
sospecha de GPAA, particularmente de las célu-
las ganglionares. Estudios de electrorretinogra-
fia evidenciaron la pérdida o disfuncién de estas
células en pacientes con sospecha de glaucoma*
indicando ademas que esa pérdida funcional se
produciria previamente a la detecciéon de un dafio
estructural.

Al ser el RPL comandado principalmente por
las ipRGCs* los resultados obtenidos podrian
indicar una disminucién en la funcién de estas
células en pacientes con sospecha de glaucoma,

es decir precedente al diagndstico de glaucoma.
Diversos estudios han evidenciado respuestas
pupilares reducidas en pacientes con distintos
estadios de glaucoma, incluso en sospecha de
glaucoma®*. Para el andlisis del funcionamiento
de ipRGCs se han empleado pulsos azules de alta
intensidad evaluando la respuesta pupilar pos-
tiluminacion (etapa de redilatacion), la que se
encontrd reducida en pacientes con glaucoma
leve, moderado y avanzado®'** *. Aunque la
activacion preferencial de cada tipo de fotorre-
ceptor escapa de los objetivos de este trabajo, los
resultados encontrados se corresponden con los
de estudios previos, hallandose una disminucién
significativa de pardmetros que definen el RPL
en pacientes con sospecha de glaucoma.

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es la
diferencia de edades entre ambos grupos, control
y sospecha de glaucoma (F: 109,84; p < 0,001). Si
bien se ha reportado una disminucién de respues-
tas pupilares en individuos sanos mayores respecto
de jovenes, la dependencia con la edad es diferente
para cada parametro pupilar. El diametro pupilar
inicial, el minimo diametro pupilar alcanzado (en
mm), la velocidad y la aceleracion de constriccion
son parametros asociados significativamente con
la edad**. Sin embargo, no se hallaron disminu-
ciones significativas de la maxima constriccion y
la respuesta pupilar sostenida durante la estimula-
cion (plateau), calculadas en valores porcentuales
respecto del didmetro inicial. De tal manera, se
podria inferir que la normalizacion de los para-
metros implicaria una independencia de los mis-
mos con la edad. En ese caso, la disminucion en
la constriccion inicial y el plateau de los pacientes
con sospecha de glaucoma podrian atribuirse al
efecto temprano de esta neuropatia dptica. Nuestro
grupo estd actualmente realizando mediciones en
un grupo control con la misma distribucion eta-
ria que el grupo con sospecha de glaucoma para
corroborar tales apreciaciones.

A diferencia de otros autores, en el que emplean
pulsos de luz como estimulos, este trabajo imple-
mentd un protocolo de medida del RPL mediante
estimulacion parpadeante, no muy ampliamente
utilizada atin para exploracion de enfermedades
oftalmoldgicas como lo es el glaucoma. Este para-
digma ha sido validado previamente en indivi-
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duos sanos, demostrando que puede brindar la
misma informacion sobre la respuesta pupilar
tipicamente evaluada en el dominio del tiempo
(respuestas a pulsos de luz) y ademas sobre la
respuesta en el dominio de la frecuencia®. Por
lo que el paradigma por parpadeo representa un
protocolo pupilar 6ptimo para evaluar la funcién
retinal, lo que se respalda por los resultados de
este trabajo.

Cabe sefalar que el grupo evaluado comprende
pacientes con sospecha de glaucoma, es decir,
pacientes que retnen ciertos factores de riesgo
que aumentan la probabilidad de desarrollar esta
neuropatia optica. Sin embargo, esto no implica
que todos ellos sean diagnosticados en el futuro.
Por lo tanto, el seguimiento de estos pacientes es
crucial para conocer el diagndstico definitivo y
de esta manera determinar qué parametros son
los que efectivamente detectaron de manera tem-
prana los cambios debidos al glaucoma.

Conclusion

Mediante pupilometria cromatica se evaluaron
las respuestas pupilares de pacientes con sospe-
cha de glaucoma, adoptando un novedoso pro-
tocolo parpadeante con estimulos sinusoidales.
Los resultados mostraron una disminuciéon de
los parametros pupilares —tanto en el dominio
del tiempo como en el de la frecuencia— en estos
pacientes respecto de un grupo control. El segui-
miento de estos pacientes sustentara la habilidad
de la pupilometria cromatica como herramienta
util en la deteccién de cambios tempranos pro-
vocados por glaucoma. Siendo una técnica obje-
tiva, tiene potencial uso en la practica clinica para
el diagndstico y seguimiento de pacientes, des-
tacando su funcién de biomarcador del estado
retinal.
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