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RESUMEN

RESUMEN

Los modelos animales de degeneracion de las células ganglionares de la retina (CGR)
han sido ampliamente estudiados a lo largo de la ultima década. En los ultimos afios, el
uso de agonistas del glutamato tales como el acido kainico (KA) o el N -metil- D -
aspartico (NMDA) se han utilizado como agentes lesivos de manera selectiva en las
células ganglionares de la retina. Sin embargo, la informacion sobre el efecto de estos
agentes neurotoxicos en otros tipos de células, asi como el dafio funcional generado en
la retina, no se ha definido claramente. Por otro lado, la utilizacion de farmacos
neuroprotectores, entre los que Se encuentran los agonistas a-adrenérgicos como la
brimonidina, durante el proceso degenerativo celular, o previo a él, abre un camino de

posibles tratamientos para revertir o minimizar el dafio celular.

Nuestro trabajo estudia el efecto neurotoxico de KA y NMDA sobre las células de
la retina interna y sus consecuencias sobre la funcién retiniana, con el objetivo de
desarrollar un modelo experimental de degeneracion celular por agentes lesivos

que sea fiable y reproducible para el estudio de tratamientos neuroprotectores.

En el presente trabajo, el proceso neurotoxico en la retina fue inducido en ratones
C57BL6 mediante inyeccion intraocular de 1 pl de suero salino tamponado (PBS) con
concentraciones crecientes de KA y NMDA. En todos los experimentos, el ojo derecho
fue inoculado con agonistas glutamatérgicos y el ojo izquierdo fue utilizado como ojo
control, siendo inoculado con 1pl de PBS. Las CGR fueron identificadas por técnicas
inmunocitoquimicas con anticuerpos contra Brn3a, en retinas montadas en plano, a las
dos semanas de las inyecciones de KA y/o NMDA; la densidad de CGR fue estimada en
diferentes areas de la retina mediante recuento manual. El estudio de la funcionalidad de
la retina se abordd mediante registros electrorretinograficos, realizados
simultdneamente en ambos ojos. Se ha utilizado el electrorretinograma (ERG) de flash
realizado una semana despues de la inyeccion intraocular de los agentes neurotoxicos.
El efecto sobre la estructura de la retina generado por los agentes neurotdxicos se
observO sobre secciones transversales, con marcaje selectivo de células bipolares y
células ganglionares. En una serie de experimentos se procedio al marcaje anterogrado
de la via visual, mediante inyeccion intraocular de 1 ul de colerotoxina (CTX) en cada

0jo.



Mediante el recuento celular se demostré que la inyeccion de KA y/o NMDA induce la
muerte selectiva de CGR cuando se inyecta en el ojo, produciendo una clara
disminucion de la densidad de CGR en comparacion con los ojos controles. El efecto de
KA y NMDA eran dependientes de la dosis, ya que concentraciones elevadas de KA y/
0 NMDA inducen la muerte selectiva de las CGR en mayor magnitud. Cuando KA y
NMDA se inyectaron conjuntamente en el 0jo se observé una potenciacion de la muerte
de CGR. La evaluacion funcional de la retina permitio observar una atenuacion clara de
las amplitudes de onda b del ERG, tanto en condiciones escotdpicas como fotdpicas en
los ojos inyectados con KA y/o NMDA. No se observo disminucion significativa de la
amplitud de la onda a en estos ojos, indicando la preservacion de las células
fotorreceptoras. El estudio inmunocitoquimico no demostrd efectos nocivos en la capa
de células fotorreceptoras y células bipolares, sin embargo, se observo una disminucién
en las capas de células de la retina interna, lo que indica que KA y NMDA son capaces
de inducir la muerte no s6lo de CGR, sino también de células situadas en la capa
nuclear interna (células bipolares de cono y células amacrinas) y la capa de células
ganglionares (CGR vy células amacrinas desplazadas). El estudio de la via visual
permitid evidenciar el efecto deletéreo de los agentes neurotdxicos en las proyecciones
axonales de las CGR, a lo largo de toda la via visual, demostrando que la muerte celular

conlleva la extincién de las conexiones celulares hasta los centros visuales.

El uso de agonistas a-adrenérgicos en el modelo degenerativo utilizado demostré la
disminucion de la magnitud de la muerte celular, asi como una mejoria del estado
funcional de la retina, contrarrestando parcialmente los efectos nocivos producido por

los agentes toxicos.

El presente trabajo muestra que KA y NMDA, dos agonistas de los receptores de
glutamato, son capaces de inducir un dafio grave de las células retinianas internas
cuando se inyectan juntos en el globo ocular. El uso de sustancias neuroprotectoras,
como la brimonidina, antes o durante el proceso degenerativo, demuestra su capacidad
para disminuir el dafio celular. El presente estudio ha permitido definir un modelo de

degeneracion de CGR util para estudios posteriores de agentes neuroprotectores.



SUMMARY

SUMMARY

Animal models of retinal ganglion cell (RGC) degeneration have been extensively
studied. In recent years, the use of glutamate agonists such as kainic acid (KA) or N-
methyl-D-aspartic acid (NMDA) have been selectively used as detrimental agents in
retinal ganglion cells. However, information on the effect of these neurotoxic agents on
other cell types, as well as the functional damage generated in the retina, has not been
clearly addressed. The use of neuroprotective drugs, including a-adrenergic agonists
such as brimonidine, during or before the RGC degenerative process, opens a new field

for the study of putative treatments to reverse or minimize cellular damage.

Our work attempts to address the neurotoxic effect of KA and NMDA on internal
retinal cells and their effect on retinal function, with the objective of developing an
experimental model of cellular degeneration by harmful agents that may be

reliable and reproducible for the study of neuroprotector treatments.

The neurotoxic process in the retina was induced in C57BL6 mice by intraocular
injection of 1 pL of PBS with increasing concentrations of KA and NMDA. Glutamate
agonists were inoculated into the right eye, being the left eye used as a control, and
inoculated just with 1ul of PBS. The RGCs were labelled with antibodies against Brn3a
in flat mounted retinas, after two weeks of KA and/or NMDA injections; and RGC
density was estimated in different areas of the retina by manual cell counting. The study
of retinal functionality was addressed by standard binocular flash-electroretinogram
(ERG). All recordings were performed one week after intraocular injection of
neurotoxic agents. The structural effect of neurotoxic drugs was observed by studying
retinal transverse retinal sections immunoreactive for bipolar cells and ganglion cells.
Anterograde labelling of the visual pathway was performed by intraocular injection of 1
uL of cholerotoxin (CTX) in both eyes.

Cell counts showed that injection of KA and/or NMDA induces the selective death of
RGCs when injected into the eye, producing a clear decrease in RGC density, compared
to control eyes. The effect of KA and NMDA were dose-dependent, since high
concentrations of KA and/or NMDA induce selective death of RGCs in greater
magnitude. When KA and NMDA were injected together into the eye an amplification

of RGC death was observed. A clear attenuation of the ERG b-wave amplitudes was



observed under retinal functional evaluation, both in scotopic and photopic conditions,
in the eyes injected with NMDA / KA. No significant decrease in the amplitude of a-
wave was observed in the injected eyes, thus indicating the damage of internal retinal
cells, but the preservation of photoreceptor cells. The immunohistochemical study
showed no deleterious effects on the photoreceptor cell and bipolar cells, however, a
decrease in inner nuclear layers was observed, indicating that KA and NMDA is able to
induce not only the losse of RGC, but also of cells located in the inner nuclear layers
(cone bipolar cells and amacrine cells) and the ganglion cell layer (RGC and displaced
amacrine cells). The study of the visual pathway evidenced the deleterious effect of the
harmful agents in the axonal projections of the RGCs, thus demonstrating that ganglion

cell death leads to the extinction of retinal projections to the visual centres.

The use of a-adrenergic agonists in the degenerative model demonstrated a decrease in
the magnitude of cell death, as well as an improvement in the functional status of the

retina, counteracting the harmful effects produced by toxic agents.

In conclusion, the present work shows that NMDA and KA are able to induce the
damage of internal retinal cells when injected together into the eyeball. The use of
neuroprotective substances, such as brimonidine is able to decrease cellular damage.
The present study has allowed us to define a model of RGC degeneration. This model is

proposed for later studies of neuroprotective agents.
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INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA GENERAL OCULAR.

El ojo o globo ocular, es el 6rgano de la vision, responsable de la captacién de la
energia luminosa, su estructura esférica es ligeramente ovalada alcanzando un
diametro anteroposterior de 25-26 mm y un diametro transversal de
aproximadamente 23 mm en humanos, siendo de 3,37 mm y 3,32 mm los
correspondientes valores en ratones (Remtulla y Hallet, 1985; Jeon y cols., 1998). El
globo ocular esta formado por tres capas o envolturas concéntricas de diferente

naturaleza;

Capa Fibrosa; capa méas externa formada por tejido conectivo denso avascular,
compuesta por dos regiones; la esclerdtica, (del griego skleros= duro) cubre la parte
posterior y lateral, es opaca y de color blanco y su funcion principal es de proteccion;
y la cornea que es la parte anterior con forma de lente convexa y transparente a
través de la cual penetra la luz al interior del ojo. La esclerdtica se une a la cornea

por el limbo esclerocorneal.

Capa Vascular o Uvea; capa intermedia pigmentada y vascularizada. Esta
compuesta por tres partes: la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. La coroides, es de
color oscuro y se yuxtapone a la esclera, su funcién es la de proporcionar oxigeno y
substancias nutritivas a la retina. EI cuerpo ciliar, productor de humor acuoso, consta
de mausculo liso del cual se extienden los ligamentos suspensorios y cuya funcién
consiste en el mantenimiento de la posicién del cristalino, y en consecuencia, la
acomodacion de esta lente y el enfoque correcto. El iris es la region pigmentada del
0jo que separa la camara anterior de la camara posterior, los pigmentos impiden la
entrada de la luz en el ojo, excepto por la abertura circular central que deja,
denominada pupila, cuyo tamafio es controlado por dos musculos de fibra lisa (el
esfinter y el dilatador de la pupila (dilatacién= midriasis; contraccion= miosis).

Capa sensorial o retina; es la capa mas interna, se extiende desde los masculos
ciliares hacia la parte posterior del ojo. Es la encargada de recoger la informacién
luminosa y enviarla al cerebro para su procesamiento. La retina contiene las células

fotorreceptoras (conos y bastones) asi como otras estructuras nerviosas. Dentro de la



retina se diferencian dos zonas, la fovea que es una zona especializada de la vision y
el punto ciego que es la region de la retina por donde los axones de las células

ganglionares salen del globo ocular formando el nervio 6ptico.

La estructura de capas retinianas en roedores es muy similar a la de los otros
mamiferos, pero como diferenciacion los roedores no poseen fovea, region
especializada de la retina para la vision en detalle, como los humanos y primates.
Pero si se diferencia una denominada estria visual, que corresponde con una region
de alta densidad de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolas y
cols., 2009).

En el globo ocular también podemos diferenciar dos zonas; una zona anterior que se
subdivide en una cdmara anterior delimitada entre la cornea y el iris y una camara
posterior delimitada entre el iris y el cristalino; y una zona posterior desde el
cristalino hacia la retina donde se encuentra la cdmara vitrea que contiene el humor
vitreo. La cadmara anterior y posterior se encuentran bafiadas en humor acuoso
compuesto por un 99,6% de H,O (de composicién similar al liquido
cefalorraquideo), sirve como medio de nutricion y se renueva varias veces al dia.
Este liquido es imprescindible para mantener la presion intraocular. La camara vitrea
estad constituida por un liquido gelatinoso (acido hialurénico) incoloro y transparente
responsable del mantenimiento de la presién intraocular frente a presiones externas y
donde van a parar los pigmentos visuales que son desprendidos de la retina. El
cristalino tiene forma de lente biconvexa, situado detras del iris y fijado a los
musculos ciliares. Su cara anterior es mas plana que la posterior y se curva al
contraerse el musculo ciliar y aflojarse el ligamento suspensor, fendmeno que recibe
el nombre de acomodacion del cristalino. En el roedor, el cristalino es practicamente

redondo y ocupa una gran parte de la camara posterior del globo ocular.
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Figura 1. Seccion sagital del ojo humano. Representacion de las tres capas;
Capa fibrosa (Cérnea y Esclerética); Capa vascular o Uvea (Coroides,
Cuerpo ciliar e Iris) y Capa sensorial o retina (Modificado de Eyesection.gif,
Illustration of Human Eye).

El movimiento del globo ocular se produce por la accion de los mdsculos extra
oculares, que son; cuatro musculos rectos (Recto superior, Recto inferior, Recto
nasal, Recto temporal) y dos oblicuos (Oblicuo superior, Oblicuo inferior). En su
parte posterior se observa el nervio dptico (NO), formado por los axones de las CGR,
y junto a él la arteria central de la retina, que penetra en el ojo en la vaina de mielina
que recubre al NO. Esta arteria procede de la arteria oftdlmica y se divide en varias
ramas a la entrada del globo ocular que se denominan arterias ciliares anteriores y

posteriores (largas y cortas).

El sistema visual de los mamiferos es muy similar en cuanto a morfologia y
funcionalidad, por ello se utilizan modelos animales para estudiar de manera precisa
los mecanismos patoldgicos. Por su facil manejo, los roedores son el modelo animal

mas estudiado en la investigacion del sistema visual (Huberman y Niell, 2011).



1.2. ORGANIZACION HISTOLOGICA DE LA RETINA.

En la retina se inicia el proceso de percepcion visual debido a que las neuronas
(células nerviosas), principal componente del sistema nervioso, reciben la
informacién luminica que llega a través de los medios oculares transparentes y la
transforman en informacion eléctrica que es procesada y recibida por el cerebro. En
las células nerviosas diferenciamos distintas zonas; el soma o cuerpo celular
(contiene el nucleo de la célula, mitocondrias y organelas); las dendritas que son
fibras que parten del cuerpo celular y el axon que es la fibra nerviosa principal. La
funcién de la célula nerviosa es captar la informacion de las demas células a través
de las dendritas y cuerpo celular y sumar, integrar y transmitir esa sefial mediante el
axon hacia otras células. La informacion es conducida a otras neuronas mediante

sinapsis.

granulaciones

nucleo
celular
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celular
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NEURONA
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Figura 2. Principales partes de las neuronas. (Modificado
de Tesis doctoral Caridad Galindo Romero, 2014).
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La retina y sus células se estructuran mediante una serie de capas definidas y
enormemente organizadas. Anatomicamente, podemos diferenciar tres capas
nucleares donde se sitlan los cuerpos neuronales y dos capas formadas por un
entramado de conexiones sinapticas efectuadas por los axones y dendritas de estas
neuronas. También podemos describir la retina diferenciando dos zonas; El epitelio
pigmentario de la retina (EP) y el neuro-epitelio. El epitelio pigmentario esta
formado por una monocapa de células epiteliales que le limita externamente con la
coroides, contiene numerosos granulos de pigmento y aunque no se considera parte
de la retina neural cumple funciones imprescindibles en la fototransduccion asi como
en la integridad de los fotorreceptores. El neuro-epitelio esta constituido por nueve

capas que son las siguientes:

1. Capa de los segmentos de los fotorreceptores (SF), capa formada por los
segmentos externos (SE) e internos (SI) de las células fotorreceptoras de la retina.

2. Membrana Limitante externa (MLE), formada por una hilera de zonulas
adherentes donde las células fotorreceptoras estan unidas a las células de Miller
que rodean y dan apoyo a los elementos nerviosos.

3. Capa Nuclear externa (CNE), aqui se localizan los somas o cuerpos celulares de
los fotorreceptores. La capa de las fibras de Henle s6lo se ve en la region de la
maécula y esta formada por axones de fotorreceptores que se elongan para permitir
una gran concentracion de segmentos externos en la fovea. Esta capa se sitGa entre
los fotorreceptores y la sindptica o plexiforme externa.

4. Capa plexiforme externa (CPE), formada por los axones de los fotorreceptores y
las dendritas de células bipolares y horizontales.

5. Capa nuclear interna (CNI), compuesta por los cuerpos celulares de células
bipolares horizontales interplexiformes, amacrinas y ganglionares desplazadas, asi
como los cuerpos de las células de Miiller.

6. Capa plexiforme interna (CPI), formada por los axones de las células bipolares y
dendritas de células ganglionares, amacrinas e interplexiformes.

7. Capa de células ganglionares (CCGR), aqui se ubican los somas de las células
ganglionares y de las células amacrinas desplazadas. Esta constituida, en roedores,
en igual proporcion por las células ganglionares de la retina y las células

amacrinas desplazadas (Draguer y Olsen, 1981; Perry, 1981; Jeon y cols., 1998).



8. Capa de fibras del nervio optico (CFN), formada por los axones de las células
ganglionares, los cuales abandonan la retina por el denominado cabeza del nervio
optico (CNO) formando el nervio dptico (NO). En esta capa también podemos
encontrar astrocitos.

9. Membrana limitante interna (ML), es la [dmina basal de las células de Muller.
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Figura 3: Organizacion laminar de la retina y los principales tipos de
neuronas. Corte sagital de una retina de rata adulta tefiida con hematoxilina-
eosina (40X) donde se observan las diferentes capas (izquierda) y su
correspondencia con el esquema representativo (derecha). MLI: membrana
limitante interna; CFN: capa de fibras nerviosas de la retina; CCGR: capa de las
células ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa
nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa;
MLE: membrana limitante externa; SF: segmentos externos de los
fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario. Esquema modificado de “Ojo, cerebro
y visién”, D. Hubel, 2000.
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1.3. LAS CELULAS DE LA RETINA.

1.3.1. Epitelio pigmentario de la retina.

Embrioldgicamente no deriva de la retina neural y estd formado por una lamina de
células epiteliales fuertemente pigmentadas (contienen melanina) que cumple
funciones imprescindibles de apoyo a las células fotorreceptoras, asi como al proceso
de la foto-transduccion. Cabria mencionar la funcion de absorcion de las radiaciones
luminosas o cuantos de luz no capturados por los fotorreceptores evitando que la luz
se refleje y vuelva de nuevo a excitar las células fotosensibles provocando distorsion
en la imagen visual, asi como la funcién de soporte metabdlico entre coriocapilar y
neuro-epitelio y contribuir a la renovacion constante de los segmentos externos de

los fotorreceptores.

1.3.2. Tipos celulares neuronales.

Se distinguen en la retina tres tipos de neuronas; las células fotorreceptoras (conos y
bastones), las interneuronas (células horizontales, amacrinas, bipolares e

interplexiformes) y las neuronas de proyeccion (células ganglionares de retina).

1.3.2.1.C¢élulas fotorreceptoras.

Constituyen la primera neurona de la via Optica y se encargan de llevar a cabo el
proceso de recepcion de la sefial luminosa mediante absorcion de las radiaciones
luminosas, transformandolo en un impulso eléctrico (fototransduccion) vy
transmitiéndolo al circuito de la retina. Tradicionalmente se han descrito dos tipos de
células fotorreceptoras en mamiferos, los conos y los bastones.

Los conos presentan una resolucion espacial y temporal alta, son sensibles a mayor
intensidad de luz por lo que son los responsables de la vision diurna (fotopica) y de

la discriminacion de los colores (Dowling, 1987).



Se describen distintos tipos de conos de acuerdo a su distinta sensibilidad espectral,
cada tipo funcional de cono presenta su pico de méaxima sensibilidad espectral a una
longitud de onda distinta del espectro de las radiaciones electromagnéticas.

En los primates existen tres tipos de conos (Guyton y Hall, 2006; Kandel y cols.,

2001);

Cono L (“L” de “long wavelength”, o larga longitud de onda) también denominado

cono rojo tiene maxima sensibilidad, méxima absorcion en 564nm.

Cono M (“M” de “medium wavelength” o media longitud de onda) también

denominado cono verde, tiene maxima absorcion a 534nm.

Cono S (“S” de “short wavelength” o corta longitud de onda) también denominado

cono azul tiene maxima absorcion a 420nm.

Cono S Baston ConoM ConolL
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Figura 4. Curvas de absorcion espectral en conos y bastones en humanos. En
ordenadas, porcentaje de absorcion de la luz. En abscisas, longitud de onda
expresada en nanémetros. Cono Azul (S), absorcion maxima a 420nm; Cono
Verde (M), absorcion méxima a 534nm; Cono rojo (L), absorcion maxima a
564nm.Bastones absorcion maxima a 498nm. (Modificado de Bowmaker y

Dartnall, 1980).
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En los roedores existen solamente dos tipos de conos: los conos S, que expresan la
opsina S (Bowmaker y cols., 2006) y los conos L, que expresan la opsina LWS,
opsina que es sensible a la luz verde (Jacobs y cols., 2001). También se ha
documentado la existencia de conos duales en roedores, conos que expresan ambas
opsinas (Ortin-Martinez y cols., 2010, 2014). En rata, los conos L son los mas
numerosos y se distribuyen por toda la retina, con la mayor densidad en la zona
central. Los conos S suponen un 15% de la poblacién total de conos y su mayor
densidad se encuentra en la periferia de la retina. Por su parte, los conos duales
suponen un 3% de la poblacion total de conos vy, al igual que los conos S, su densidad
es mayor en la periferia de la retina (Ortin-Martinez y cols., 2010). En el raton
pigmentado, se ha descrito que existe un nimero similar de conos S, de conos L y de
conos duales en la retina (Ortin-Martinez y cols., 2014). Los conos L presentan una
distribucion similar a la de las retinas de rata, encontrandose una zona de mayor
densidad en la zona central de la retina. Sin embargo, la distribucion de los conos S
difiere con respecto a la distribucion de los conos S de la rata; en el raton, los conos
S presentan una mayor densidad en la zona inferotemporal de la retina (Ortin-
Martinez y cols., 2014).

Los bastones tienen una resolucién espacial y temporal baja y son extremadamente
sensibles a la luz por ello son responsables de la vision nocturna (escotopica),
utilizados por los animales en situaciones de escasa luminosidad (amanecer y
crepusculo) o para la vision nocturna, cuando los estimulos luminicos son
demasiados débiles para producir excitacion de los conos. A diferencia de los conos,
solo hay un tipo de baston, sensible a longitudes de onda en torno a los 500 nm
(Kandel y cols., 2001).

Conos y bastones se distinguen entre si por; su morfologia, tipo de fotopigmento,
distribucién en la retina y patron de conexiones sindpticas. La morfologia de los
fotorreceptores es alargada y su estructura esta polarizada para poder realizar sus dos
funciones principales: por un extremo (el externo) reciben y procesan la energia
luminosa y por el otro (el interno) la transmiten. En el fotorreceptor se puede
describir las siguientes estructuras, desde las capas méas externas a las méas internas
de la retina: segmento externo, pedinculo de conexién, segmento interno, soma,

axon o fibra interna y terminal sinaptico.

11



12

B Discos
r flotando
/ libres
Segmento — : - @)
externo - e \
citoplasma \ |
— Segmento
m. plasmatica externo L / .
- = : Pliegues
i - 7] ‘ externos
~—mitocondria—= — — debla
N=—4 membrana
Segmento - Sfagmento N=—4 celular
interno 7 |ntern0
B——nicieo —) Pliegues
) externos |
Terminal [ Terminal dela
sinaptico 7 pre- sinaptico membrana ]
L s sinapsis L.+ celular |
— — Cilio conector
BASTON CONO BASTON CONO

Figura 5. Estructura de los fotorreceptores. A, morfologia de los
fotorreceptores; B, Detalle del segmento externo de los fotorreceptores.
(Modificado de Fisiologia Guyton ,2006).

Los pigmentos visuales que se encuentran en los segmentos externos estan formados
por una parte proteica (rodopsina en los bastones y opsinas en los conos) y un
cromoforo derivado de la vitamina A, el 11-cis retinaldehido. La sensibilidad
espectral de los fotorreceptores se debe a la opsina y a su espectro de absorcion.

Los fotones, o unidades simples de luz visible, son absorbidos por el croméforo que
cambia su conformacion a 11-trans retinaldehido. Este cambio de conformacion
inicia, a su vez, una serie de cambios conformacionales en la parte proteica del
pigmento, cambios que dan lugar en Gltima instancia a un cambio del potencial de la
membrana plasmatica que provoca la hiperpolarizacion de los fotorreceptores y un
cambio (disminucion) en la cantidad de liberacion del neurotransmisor glutamato en

el pie sinaptico del fotorreceptor.

La proporcion entre conos y bastones varia entre las distintas clases de vertebrados,
desde animales en cuya retina practicamente no existen conos (como las aves
nocturnas; Tarrés y cols., 1986) hasta animales donde los conos representan la
practica totalidad de los fotorreceptores (como las ardillas, West y Dowling, 1975).

Esta proporcion incluso es distinta para especies dentro de la misma clase.
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La mayoria de los vertebrados presenta una distribucion homogénea de
fotorreceptores, con iguales densidades y proporciones en toda la retina. Sin
embargo, en algunos animales existe una distribucion topografica de los
fotorreceptores con mayor densidad de conos en unas regiones retinianas y mayor
densidad de bastones en otras. En la retina de los primates, diferenciamos la fovea
que es un area donde s6lo hay conos y la papila dptica en la que no hay
fotorreceptores porque corresponde a los axones de las células ganglionares que
salen del globo ocular formando el nervio Optico y que supone una mancha ciega

para el campo visual.

En la retina murina existe una mayor proporcion de bastones que de conos, llegando
éstos ultimos escasamente al 1% del total de los fotorreceptores (Haverkamp y

Waéssle, 2000). Se puede considerar que en la retina de raton no existe fovea.

Los fotorreceptores hacen sinapsis con dos tipos de células, las horizontales y las
bipolares. Los circuitos que unen a los conos y los bastones con las CGR contribuyen
al proceso de modulacion de la informacion nerviosa en la retina. Una de las
principales diferencias entre ambos circuitos es su grado de convergencia. Cada
célula bipolar de baston contacta con varios bastones y diferentes células bipolares
de baston contactan con varias células amacrinas. En contraste, el circuito de los
conos es mucho menos convergente, sobre todo en la macula. Este tipo de relacion
menos convergente es la necesaria para que la agudeza visual sea maxima en la
macula. Sin embargo, el hecho de que el circuito de los bastones sea mas
convergente lo convierte en un mejor detector de luz, ya que la unioén de pequefias
sefiales provenientes de diferentes bastones genera una respuesta mayor en la célula
bipolar. Ademas, existen diferencias en los mecanismos de transduccion utilizados
por los conos y los bastones, lo que hace que respondan de diferente forma a una
intensidad determinada de luz; asi, un bastén responde de forma clara al estimulo
provocado por un Unico foton, mientras que para provocar una respuesta similar en
un cono necesitariamos mas de 100 fotones (Mustafi y cols., 2009). Otro aspecto a
tener en cuenta es que la convergencia reduce la resolucion espacial en el sistema de

los bastones.
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Figura 6. Microscopia electrénica de conos y bastones. Imagen de la
morfologia del segmento externo de conos y bastones tal y como se observa en la
Microscopia Electrénica de Barrido (Modificado de Schnapf y Baylor, 1987).

1.3.2.2.Células bipolares.

Constituyen la segunda neurona de la via Optica. Se extienden desde la capa
plexiforme externa hasta la interna, situdndose de modo vertical con respecto a las
capas de la retina. Su cuerpo esta en la capa nuclear interna y tienen dendritas que
ascienden por la capa plexiforme externa donde hacen conexién con las células
fotorreceptoras y el axén se ramifica en la capa plexiforme interna donde hacen
sinapsis con las células ganglionares y las amacrinas.

En la retina de ratdn, se ha estimado que constituyen aproximadamente el 40% de las
células cuyo soma esta localizado en la capa nuclear interna (Jeon y cols., 1998;
Haverkamp y Wassle, 2000). Se han realizado multiples clasificaciones de células
bipolares, si bien, lo que diferencia a unas de otras es el tipo de fotorreceptor con
quien establece sinapsis y la distinta localizacion de sus terminales axonicas en el
espesor de la capa plexiforme interna.

Cajal (1893) describio dos tipos basicos de células bipolares; bipolares de baston y

bipolares de cono. Hasta la fecha, se ha descrito un solo subtipo de células bipolares
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de bastdn, cuya terminal axonica se arboriza en la sublamina més interna de la capa
plexiforme interna. Sin embargo, se han descrito al menos 9 tipos de ceélulas
bipolares de cono (Boycott y Wassle, 1991; Wassle, 2004).

Funcionalmente, las células bipolares se dividen en células ON y células OFF, en
funcién de su respuesta a la luz. Las células bipolares de tipo OFF se hiperpolarizan
cuando los fotorreceptores con los que contactan reciben un estimulo luminoso y se
despolarizan cuando se suprime el estimulo luminoso sobre sus fotorreceptores. Las
células bipolares de tipo ON se despolarizan cuando los fotorreceptores con los que
contactan reciben un estimulo luminoso y se hiperpolarizan cuando se suprime el
estimulo luminoso sobre sus fotorreceptores (Ghosh y cols., 2004). Las células
bipolares de bastdn son todas ellas de tipo ON, mientras que las células bipolares de

cono pueden ser de tipo ON o de tipo OFF.

1.3.2.3.Células horizontales.

Como ya describiera Cajal (1893), las células horizontales son neuronas tipicas
cuyos cuerpos se encuentran en la capa nuclear interna y sus ramas dendriticas se
encuentran en la capa plexiforme externa donde establecen conexiones sinapticas con
los fotorreceptores. De su soma parte un axén fino que se dispone horizontalmente y
se arboriza en terminales axénicas muy finas que también establecen sinapsis con los
fotorreceptores. Aunque la tipologia y conexiones de las células horizontales varia
enormemente de unos vertebrados a otros, su disposicion horizontal ha llevado a
pensar que representan un papel fundamental en los mecanismos de inhibicion
lateral, regulando la informacion que pasa de los fotorreceptores a las células

bipolares en circuitos de retroalimentacion.

En mamiferos primates existen tres tipos de células horizontales (Ahnelt y Kolb.,
1994). En retina de ratdn solo hay un tipo de célula horizontal, equivalente a uno de
los tipos de célula horizontal de los primates. Son células de axdn corto, que
establecen sus conexiones sinadpticas a nivel de la capa plexiforme externa. Las
células horizontales de ratdn constituyen aproximadamente el 3 % de las células de la
capa nuclear interna (Haverkamp y Wassle, 2000). Las conexiones de las células

horizontales con los fotorreceptores muestran cierta especificidad. Las dendritas que
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parten del soma celular establecen conexiones con los pediculos o terminales
axonicas de los conos, mientras que sus ramificaciones axdnicas hacen conexion

exclusivamente con las esférulas o terminales axonicas de los bastones.

1.3.2.4.Células amacrinas.

En cuanto a las células amacrinas, existen varios tipos en funcion de su tamafio,
morfologia y funcidon. Aunque no se ha llegado a un acuerdo sobre la forma de
clasificarlas, se estima que los tipos de células amacrinas en retina de mamiferos
puede ser de 20 a 30 subtipos (Haverkamp y Wassle, 2000). En retina de ratén,
constituyen el 41% de todas las células de la capa nuclear interna (Haverkamp y
Wassle, 2000; Jeon y cols., 1998). Estas neuronas tienen numerosas dendritas, pero
carecen de axdn. Su cuerpo se encuentra en la capa nuclear interna y sus dendritas se
extienden a la capa plexiforme interna conectandose entre si y con los axones de las
células bipolares y las dendritas de las células ganglionares. Al igual que las células
horizontales, las células amacrinas, son células de asociacion lateral, que regulan la
actividad eléctrica de sus células postsinapticas, bipolares y ganglionares. Responden
a la estimulacion de la retina con una despolarizacion o una hiperpolarizacion,
generalmente transitoria, dependiendo del tipo de estimulo luminoso y de la
localizacion del estimulo dentro de su campo receptor (Lagnado, 1998). El papel
funcional de las células amacrinas seria modular las caracteristicas temporo-

espaciales de las sefiales transmitidas por las células bipolares.

1.3.2.5.Células interplexiformes.

Proporcionan una via centrifuga para transportar sefiales desde la capa plexiforme

interna a la externa.
1.3.2.6.C¢élulas ganglionares.
Las células ganglionares de retina (CGR), son las unicas neuronas de la retina que

proyectan sus axones fuera de la misma, formando en su conjunto el nervio optico.

Son las encargadas de enviar la informacion visual, una vez codificada por el resto de
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las células retinianas anteriormente descritas, hacia otros centros nerviosos mediante
la creacion de potenciales de accion. En raton, las CGR proyectan sus axones
predominantemente sobre los coliculos superiores (Salinas Navarro y cols., 2009a,
2009b).

La morfologia de las CGR en mamiferos fue descrita por Cajal ya en 1899,
baséndose en el tamarfio del soma, en su morfologia y en la posicion de sus dendritas,
las clasificd en: monoestratificadas (con uno o varios tallos dendriticos que ascienden
para hacerse horizontales en uno de los pisos de la plexiforme interna), bi o
poliestratificadas (con arboles dendriticos que acaban en dos 0 maés estratos de la
plexiforme interna) y CGR difusas (cuyas dendritas recorren oblicuamente todo o
casi todo el espesor de la capa plexiforme interna, sin mostrar predileccion por

ningun tipo).

Desde entonces, las CGR en roedores se han seguido clasificando en funcién del
tamafo de su soma y la morfologia de sus dendritas (Fukuda, 1977; Perry, 1979; Ni y
Dreher, 1981; Perry y cols., 1983;; Dreher y cols., 1985; Dann y Buhl, 1987; Peichl,
1989; Tauchi y cols., 1992). Fukuda (1977) fue el primero en clasificar las CGR de
rata en tres grandes grupos segun el tamafio del soma. Las CGR grandes tienen
diametros mayores a 14,5 um, se distribuyen de forma regular por toda la retina, y
constituyen el 5% del total de CGR. Las CGR medianas tienen diametros de entre
11,5 y 14,5 pm, predominan en la zona central de la retina, y representan
aproximadamente un 30% del total de las CGR. Por su parte, las CGR pequefias
tienen un diametro de entre 6 um y 11,5 pum, se distribuyen regularmente por la
retina y constituyen aproximadamente un 65% del total de CGR. Estos tres tipos de
tamafio se han correlacionado también con axones de diferente grosor y velocidad de
conduccidn y, recientemente, con la expresion de los factores de transcripcion Pou4f
(Nadal-Nicolas y cols., 2012). Mas tarde, siguiendo también criterios morfologicos y
utilizando la tincion de Golgi, Perry (1979) dividié las CGRs en tipos I, 11, y 1lI,
aunque esta técnica presentaba el problema de que, en ocasiones, las células tefiidas
no podian distinguirse como CGRs de forma inequivoca, porque los axones no se
visualizaban siempre. Posteriormente, Ni y Dreher (1981) y Dreher y cols., (1985),
marcando retrogradamente con peroxidasa las CGR, subdividieron los tipos Il y 111

de Perry en dos subclases cada uno, con la dificultad de que esta técnica tampoco
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permitia en ocasiones el marcaje completo de los arboles dendriticos de las CGR.
Utilizando técnicas de inyeccion intracelular (Tauchi y cols., 1992) identificaron
nuevos tipos morfolégicos de CGRs no descritos hasta entonces y subdividieron el
tipo | de Perry en otras dos subclases que Ilamaron alfa y delta por su parecido a las
células alfa y delta del gato (Boycott y Wassle, 1974). Ante la gran cantidad de
clasificaciones y la existencia de solapamientos entre muchas de ellas, en la ultima
década se han producido nuevos intentos de clasificacion de las CGR, en un afan por
aclarar y simplificar las previas (Badea y Nathans, 2004; Sun y cols., 2002). Huxlin y
Goodchild (1997), tifiendo las CGRs con Dil o neurobiotina, las clasificaron en
células A (somas y diametro de campo dendritico grandes), B (somas y diametro de
campo dendritico pequefios), y C (somas y campo dendritico de tamafio pequefio-
mediano). Kong y cols., (2005) idearon un sistema informatico que permitia la
division de las CGR en 13 tipos utilizando 26 pardmetros morfolégicos del arbol
dendritico de las mismas (nivel de estratificacion, extension, densidad de las
arborizaciones, etc.). En la préctica, sin embargo, muchas de estas clasificaciones son
dificiles de utilizar y no tienen relevancia para el propdsito del estudio, por lo que en
la mayoria de los casos siguen empleandose las mas sencillas de ellas, como las de
Fukuda o Perry.

Recientemente, se ha descubierto en retina de mamifero, un nuevo tipo de célula
ganglionar, las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs,
intrinsically photosensitive Retinal Ganglion Cells) (Berson, 2003). Dichas células
contienen un pigmento visual (la melanopsina) que las hace sensibles a estimulos
luminosos. Estas células constituyen del 1 al 3% de toda la poblacion de células
ganglionares de la retina. Sus proyecciones axonicas alcanzan el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), ciertos centros visuales subcorticales y el cerebro medio o
pretectum (Berson, 2003). Los estudios electrofisioldgicos realizados en las ipRGCs
revelan que son intrinsecamente sensibles a la luz, pues responden incluso cuando la
transmision sinaptica entre las células retinianas es bloqueada farmacol6gicamente.
Funcionalmente, parecen estar implicadas en la regulacién del ritmo circadiano y el
reflejo pupilar (Wassle, 2004). También encontramos CGR “desplazadas” localizadas
en la capa plexiforme y nuclear interna (Dreher y cols., 1985, Linden, 1986). Se les
Ilama células de Dogiel (Dogiel, 1888) y suponen aproximadamente el 0,35% de la

poblacién total de CGRs de la rata y el 1-2% en raton (Dréger y Olsen, 1981). Sus
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caracteristicas morfoldgicas son similares a las CGR no desplazadas, se localizan en
la zona periférica temporal inferior y proyectan de manera contralateral.

También existen CGRs de asociacion, cuyos axones no proyectan fuera de la retina,
fueron descritas inicialmente en retinas humanas y de perro (Gallego y Cruz, 1965),

y posteriormente se han observado en rata y raton (Drager y Hofbauer, 1984).

1.3.3. Tipos celulares no neuronales. Células gliales.

En la retina de los mamiferos, ademéas de células de naturaleza neuronal, existen
células neurogliales, y se han descrito tres tipos de células de glia: Células de Muller,

Astrocitos y Microglia (Davies y cols., 2006).

1.3.3.1.Células de Muller.

Células de gran tamafio que se extienden a lo ancho de toda la retina de manera
radial, encontrandose sus somas en la CNI, aunque sus prolongaciones llegan a
alcanzar la MLE y la MLI. La funcion de estas células ademas de aportar el sustento
metabolico a las neuronas retinianas, también desarrolla acciones de limpieza de
productos de desecho metabdlico, reciclaje de aminoacidos de los neurotransmisores
liberados en las sinapsis, control de la homeostasis y proteccion frente a los cambios
en el ambiente i6nico. (Bringmann y Reichenback, 2001; Garcia y cols., 2002).

1.3.3.2. Astrocitos.

Células con forma estrellada que tienen su soma en la capa de CGR vy
excepcionalmente en la CNE. Rodean las fibras nerviosas y los vasos sanguineos
proporcionando el soporte estructural y metabdlico, asi como la participacién en la
detoxificacion durante procesos de envejecimiento. (Ramirez y cols., 1996, 2001). A
diferencia de los humanos o primates, los roedores no tienen lamina cribosa en la
cabeza del nervio Optico, en su lugar poseen una extensa lamina celular de astrocitos

que rodea las fibras del nervio optico.
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1.3.3.3.C¢élulas microgliales.

Las células microgliales aparecen en todas las capas de la retina y del NO, tienen
pequefio tamafio y morfologia variable (procesos cortos e irregulares), forman parte
del sistema inmune siendo su funcion fagocitica (Sobrado-Calvo y cols., 2007

Galindo-Romero y cols., 2013).

1.3.3.4. Oligodendrocitos.

El nervio dptico, o Il par craneal, estd formado por la union de todos los axones de
las CGR que convergen formando la papila o disco éptico, forma parte del SNC vy,
como tal, sus axones son mielinizados por oligodendrocitos (mientras que en los
nervios periféricos la mielina la generan las células de Schwann).

En su trayectoria podemos diferenciar distintas partes; parte intraocular, formada
por los axones de las células ganglionares de retina que convergen en la papila 6ptica
perforando las capas superficiales (esclerdtica y coroides) en lo conocido como zona
cribosa; parte intraorbitaria, el nervio queda convertido en un cono formado por los
musculos rectos oculares, y sumergiéndose en la grasa retroocular. En el vértice de la
oOrbita, cruza el anillo fibroso de insercion muscular (anillo de Zinn) teniendo
contacto con la arteria oftdlmica y con el ganglio oftdlmico; parte intracanalicular;
el nervio atraviesa el foramen oéptico con la arteria oftalmica, en esta zona es
frecuente la lesion del nervio Optico por fracturas que implican a la base del craneo o
al vértice de la orbita; parte intracraneal, comprende la trayectoria desde el foramen
Optico hasta llegar al quiasma Optico, aqui el nervio esta situado sobre la hipéfisis y

el canal optico del esfenoides.
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1.4. ORGANIZACION FUNCIONAL DE LA RETINA.

1.4.1. Fototransduccion.

La fototransduccion o transduccion visual es el proceso por el cual la energia
luminosa (fotones) es transformada por las células de la retina (conos y bastones) en
energia electroquimica. La energia luminosa genera en las células una variacion
eléctrica de su potencial de membrana que se propaga a lo largo de la membrana
celular hasta los terminales axénicos, lugar donde se lleva a cabo la liberacion de
neurotransmisores. El neurotransmisor liberado (glutamato) provoca cambios en los
potenciales de membrana sobre sus células post-sinapticas (células bipolares y
células horizontales) que seran transmitidos a lo largo de la membrana celular hasta
las terminaciones distales. Las células ganglionares son las ultimas células sinapticas
y por tanto son ellas las que envian la informacion visual mediante potenciales de

accion a traves del nervio optico.

En oscuridad, en los bastones de la retina, los niveles de la guanosina ciclica
monofosfato (GMPc) en el citoplasma celular estdn elevados lo que provoca la
abertura de los canales dependientes de GMPc, permitiendo la entrada de cargas
i6nicas hacia el interior del segmento externo, principalmente Na* y Ca** (Lagnado,
2000), generando una corriente eléctrica (corriente oscura). El proceso de
fototransduccidn se inicia con la absorcion de luz por la rodopsina (pigmento visual
de los bastones) que provoca un cambio conformacional en el cromdforo
(provocando la isomerizacion del retinal cambiando del 11-cis-retinal a 11-trans-
retinal). Este cambio determina la separacion entre cromoéforo y opsina, con la
consiguiente activacion de la misma. La rodopsina activada, activa a su vez una
proteina G, la Transducina, que a su vez activa una enzima, la fosfodiesterasa del
GMPc.

La captura de un foton de luz por el pigmento visual causa una disminucion en la
concentracion de GMPc que determina el cierre de los canales dependientes de
GMPc, el cese de corriente de entrada y por tanto un cambio en el potencial de

membrana consistente en la hiperpolarizacion del fotorreceptor.
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El proceso de fototransduccion en los conos seria similar al realizado en los bastones,
si bien sus pigmentos visuales (fotopsinas) presentan una menor sensibilidad a la luz
y son necesarios “"cientos” de fotones para producir el cambio conformacional del
cromoforo (Guyton y Hall, 2006).

La fototransduccidn actiia como una cascada bioquimica de amplificacion, de manera
que la "captura” de un simple foton en el segmento externo de un baston provoca el
cierre de cientos de canales ionicos. La capacidad de amplificacion de esta cascada
no es constante; dependiendo de la "luz de fondo" que reciba el fotorreceptor, el
efecto producido por un estimulo luminoso serd mayor o menor. Estos fendmenos
han sido ampliamente descritos dentro de los procesos fisioldgicos de adaptacion
(Lagnado, 2000).

Una vez finalizado el estimulo luminoso, el pigmento visual activado ha de
inactivarse. Cuanto mayor sea la velocidad en la que puede ocurrir esta recuperacion
mas rapido podra la célula detectar el estimulo siguiente, y asi el sistema visual
detectar la llegada de una nueva sefial luminica. Al igual que otras células de la
retina, los fotorreceptores no tienen capacidad de division mitética, pero sus
segmentos externos estan sometidos a una renovacion constante. Los discos de
membrana en los bastones se desprenden de forma continua de la porcién mas apical
del segmento extremo y son eliminados por la actividad fagocitaria de las células del
epitelio pigmentario (Haines, 2003; Kandel, 2001). La rodopsina de los bastones tras
finalizar el estimulo luminoso tiene que recuperarse mediante inactivacion. Para ello
interviene la rodopsina kinasa o recoverina, enzima que fosforila residuos de serina y
treonina de la rodopsina, inactivandola. A su vez, otra proteina, la arrestina, se une a
la rodopsina fosforilada impidiendo que asi pueda unirse a la transducina y con ello
paralizar el proceso bioquimico de la activacion.

Para que los niveles de nucleétidos ciclicos se recuperen en la oscuridad, tanto conos
como bastones expresan la guanilato ciclasa (GC) que sintetiza GMPc. La actividad
de la GC estd regulada negativamente por la concentracion de calcio
intracitoplasmica. Como ya se ha comentado, en la oscuridad existe un flujo de
calcio hacia el interior del segmento externo, que es equilibrado por el

intercambiador de Na*/K*-Ca®*. Cuando el fotorreceptor es iluminado, los canales de
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calcio se cierran y esto hace decrecer la concentracion de calcio intracelular; este
descenso de calcio es detectado por una "Proteina Activadora de la Guanilato
Ciclasa" (GCAP). Estas proteinas se asocian con la parte citoplasmica de la guanilato
ciclasa, de manera que cuando la concentracion de calcio disminuye hace que el
calcio se separe de las GCAP estimulando la ciclasa que sintetiza GMPc (Fain,
2003). La resintesis del GMPc induce de nuevo la apertura de los canales ionicos en
la membrana del segmento externo, con lo que el fotorreceptor recupera su potencial

de membrana original.
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Figura 7. Esquema del proceso de la fototransduccion en los segmentos
externos de los fotorreceptores. (Adaptada de Kandel, Shwartz y Jessell,
2001).

Los fotorreceptores de la retina de vertebrados tienen cierta capacidad para adaptarse
a un estimulo luminoso constante. El calcio juega un papel clave en la adaptacién
tanto de conos como de bastones, pues modula la actividad de la GC. En presencia de
un fondo de luz, existe un incremento de hidrolisis de GMPc por la fosfodiesterasa y,
por el mecanismo descrito mas arriba, una disminucion de la concentracion de calcio
intracelular. Mientras que el calcio decrece, la actividad de la GC aumenta hasta que
la sintesis de GMPc se iguale a la hidrélisis. Esto causa que una fracciéon de los

canales se reabra previniendo que el baston se sature con la luz de fondo y
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permitiendo al receptor responder continuamente, incluso cuando la estimulacion se

produce de forma mantenida.

Si los fotorreceptores de la retina han estado expuestos a una luz radiante
(condiciones fotopicas) durante horas, una gran parte de los pigmentos fotosensibles
en los conos y los bastones habra quedado reducida a retinal y opsinas. Por
afiadidura, gran parte del retinal presente en ambos tipos de receptores se habra
convertido en vitamina A. Debido a esto, las concentraciones de productos
fotosensibles que quedan en los conos y los bastones, son considerablemente bajas y
la sensibilidad del ojo a la luz esta reducida de forma proporcional, este estado es

conocido como adaptacion a la luz.

Por el contrario, si los fotorreceptores de la retina permanecen en la oscuridad
(condiciones escotdpicas) durante un periodo prolongado, el retinal y las opsinas de
los conos y los bastones son capaces de regenerar los pigmentos sensibles a la luz; la
vitamina A se transforma de nuevo en retinal para suministrar ain mas pigmentos.
La cantidad total de fotopigmento dependera de cuéanta opsina, presente en los conos
y bastones, se encuentre disponible para combinarse con el retinal. Este estado de
gran cantidad de pigmento visual y maxima sensibilidad se denomina, adaptacion a

la oscuridad.

Cuando se pasa de un estado de adaptacion a la luz a uno de adaptaciéon a la
oscuridad, la sensibilidad de la retina es muy baja, pero en el plazo de 1 minuto ya ha
aumentado 10 veces; pasados 20 minutos, la sensibilidad se ha incrementado unas
6000 veces, y a los 40 minutos, 25000 veces. La curva de adaptacion a la oscuridad
consta de dos fases, una primera fase es debida a la adaptacién de los conos (mas
rapida, pero de menor sensibilidad absoluta), mientras que una segunda fase se debe
a la adaptacion de los bastones (méas lenta, pero de mayor incremento de
sensibilidad).

Ademaés de la adaptacion ocasionada por los cambios en las concentraciones de la
rodopsina de bastones o fotopsinas de conos, el 0jo posee otros dos mecanismos de
adaptacion. El primero consiste en un cambio del diametro pupilar debido a la

modificacion de la cantidad de luz que se deja pasar a través de la abertura pupilar.
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El segundo es la adaptacion neural, en el que participan las neuronas que integran
las sucesivas etapas de la cadena visual en la propia retina y en el encéfalo. Entre los
limites de la adaptacién maxima a la oscuridad y a la luz, el ojo puede modificar su
sensibilidad luminica de quinientas mil a un millon de veces, con una correccién

automatica ante los cambios de iluminacion.

1.4.2. Células ON y OFF.

La retina est4 organizada para la deteccion de presencia o ausencia de luz, mediante
canales denominados como ON y OFF, respectivamente. Las células bipolares y
CGR, tienen una organizacién centro-periferia antagénica. Tanto el centro como la
periferia de estas células puede estar dominada por la via ON o la OFF y asi formar
parte de una via o de la otra. Esto es debido a la integracion y procesamiento de la
informacidn que se desarrolla a nivel de la retina y que tiene en cuenta caracteristicas
del estimulo visual como es el color o la forma. Diferenciamos en la retina dos tipos
de células bipolares, las de cono ON y OFF (reciben la informacion de los conos), y
las bipolares de baston ON (reciben informacion de los bastones). Posteriormente, las
células bipolares proyectan a las CGR que también tienen naturaleza ON-OFF,

manteniendo el signo de la célula bipolar de la cual reciben la informacion.

Una vez generada la sefial eléctrica en los fotorreceptores, estos han de procesar la
informacidn sensorial a través de las células retinianas y a través de las conexiones
que éstas establecen entre si. La organizacion laminar de la retina permite distinguir
dos “vias” de procesamiento de la informacion: una via centripeta, que utiliza el
glutamato como neurotransmisor y que atraviesa todas las capas de la retina (células
fotorreceptoras - células bipolares / amacrinas - células ganglionares) y unas vias
transversales que utilizan GABA y Glicina como neurotransmisores y se localizan
puntualmente en las dos capas plexiformes, la externa (mediada por células
horizontales) y la interna (mediada por células amacrinas).

Respecto a la via centripeta, ya se ha comentado que cada tipo de fotorreceptor,
conos Y bastones, dan lugar a una via paralela de informacion, una mediada por las
células bipolares de cono y otra por las celulas bipolares de baston, pudiéndose
hablar de via de los conos y via de los bastones (Guyton y Hall, 2006).
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Por otra parte, los fotorreceptores liberan glutamato como neurotransmisor (Kandel y
cols., 2001; Haines, 2003; Guyton y Hall, 2006), por lo que las células bipolares han
de expresar receptores para dicho neurotransmisor en sus dendritas. Como ya se ha
mencionado, las células bipolares tampoco generan potenciales de accion y
responden ante un estimulo luminoso con variaciones graduales del potencial de
membrana. Algunas células bipolares responden a estimulos luminosos con una
despolarizacion (células bipolares ON) y otras con una hiperpolarizacion (células
bipolares OFF). Si asumimos que todas las células bipolares son sensibles a
glutamato, hemos de pensar que las células bipolares de tipo ON presentan un
receptor de membrana para glutamato distinto a las células de tipo OFF. Las células
bipolares de cono tipo OFF presentan en sus dendritas receptores ionotropicos de
glutamato de tipo AMPA/kainato que abren canales para cationes. De esta manera,
en oscuridad y debido a la liberacion ténica de este neurotransmisor por parte de los
fotorreceptores, las células bipolares de tipo OFF se encuentran despolarizadas de
forma tonica. Cuando un estimulo luminoso incide sobre los conos, el glutamato deja
de llegar a estos receptores ionotropicos, los canales se cierran y la célula se
hiperpolariza (Wéssle & Boycott, 1991). Las células bipolares de tipo ON expresan
en sus dendritas un receptor metabotrépico para glutamato, el mGIuR®6, acoplado a la
proteina G, (Nakajima y cols., 1993). Ademas, en estas células de tipo ON existen
canales cationicos dependientes de GMPc, al igual que en los fotorreceptores. De
esta forma, en ausencia de estimulos luminosos, el glutamato esta liberandose de la
terminal del fotorreceptor y el receptor de glutamato esta activado, activando a su
vez una fosfodiesterasa que mantiene el GMPc disminuido en el interior de la célula,
por lo que los canales para cationes estan cerrados; cuando un estimulo luminoso
alcanza la retina, el fotorreceptor deja de liberar el glutamato que activaba este
receptor metabotrépico, los canales catiénicos en las células bipolares de tipo ON
dejan de estar inhibidos y se produce una entrada de iones que la despolariza (De la
Villay cols.,1995).

Las sinapsis entre células bipolares de cono y sus células postsinapticas (amacrinas y
ganglionares) en la capa plexiforme interna es siempre de naturaleza excitatoria,
mediada por glutamato sobre receptores ionotrépicos de tipo NMDA y no-NMDA.
Por dicho motivo, las células postsinapticas respecto a las células bipolares

mantienen el “signo” (ON u OFF) generado en las células bipolares. Las células
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bipolares de baston, en la capa plexiforme interna, no hacen conexiones sinapticas
con células ganglionares, sino que establecen sus conexiones con las células
amacrinas All. La sinapsis es glutamatérgica y excitatoria, por lo que las células

amacrinas All también se despolarizan cuando incide un estimulo luminoso sobre los

bastones.

Figura 8. Conexiones retinianas entre células. Via de los conos; Conos M y L,
conectan con células bipolares ON y OFF y estas con células Ganglionares ON y OFF.
Los Conos S sélo conectan con célula bipolar ON y Ganglionar ON. Via de los
bastones, los bastones conectan de manera directa solo con células bipolares ON que
conectan de manera indirecta mediante células amacrinas a células ganglionares o de
manera lateral influyendo a la via de los conos activando o inhibiendo a las células
bipolares tipo ON u OFF respectivamente y transmitiendo la respuesta a las células
ganglionares (Tomado de https://www.youtube.com/watch?v=LeFvR-_6kc,2014).

Dentro de la capa plexiforme interna las celulas amacrinas All establecen sinapsis
glicinérgicas inhibitorias sobre las terminales axonicas de las células bipolares de

cono de tipo OFF, inhibiendo estas células mientras dure el estimulo luminoso.
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Asimismo, las amacrinas All establecen sinapsis eléctricas con las terminales
axonicas de las células bipolares de cono de tipo ON, activando estas células
mientras dura el estimulo luminoso. De esta manera, en la via visual de los bastones,
la aparicion de las vias ON y OFF se produce en la retina interna gracias a dos tipos
distintos de sinapsis entre las células amacrinas All y las células bipolares de cono.
Las células ganglionares de la retina reciben los inputs sinépticos (glutamatérgicos)
procedentes de las células bipolares de cono, ya sea por estimulacion directa de los

conos (cono — bipolar de cono — ganglionar) o por estimulacion de los bastones
(baston — bipolar de bastén — amacrina All — bipolar de cono — ganglionar). Las
células ganglionares son capaces de integrar las distintas sefiales y generar

potenciales de accion.

1.4.3. Vias transversales en el procesamiento de la sefial visual.

En relacion a las vias transversales de la retina es mucho lo que se ha escrito (Guyton
y Hall, 2006). Entre ellas, quiz& el mecanismo mejor estudiado sea el proceso de
inhibicion lateral que ejercen las células horizontales de la retina sobre
fotorreceptores y células bipolares a nivel de la capa plexiforme externa. Como ya se
ha comentado, las dendritas de las células horizontales reciben su principal input en
el pediculo de los conos, para los que expresan receptores ionotrdpicos de glutamato.
Sin embargo, sus terminales axonicas establecen sus conexiones sinapticas en la
esférula del bastdon. A este nivel, las células horizontales son capaces de liberar
GABA (Yang, 2004), ejerciendo un input sinaptico tanto sobre la propia terminal

axonica del baston como sobre las dendritas de las células bipolares de baston.

En relacion a la via de informacion transversal mediada por las células amacrinas,
también es mucho lo que se ha descrito (véase Rodieck, 1998). Para ejercer sus
funciones, las células amacrinas emplean distintos neurotransmisores como GABA,
glicina, acetilcolina, serotonina, dopamina y ciertos neuropéptidos (encefalina,
somatostatina, neurotensina, glucagén, colecistoquinina, sustancia P y neuropéptido
Y). Mediante una organizacion estructural altamente diferenciada, las células
amacrinas serian las responsables de los mecanismos de inhibicion lateral en la capa

plexiforme interna.
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1.5. TRANSMISION SINAPTICA EN LA RETINA.

1.5.1. Neurotransmisores excitatorios: Glutamato.

Las sinapsis glutamatérgicas constituyen el sistema de neurotransmision excitatoria
rdpida mas abundante en el Sistema Nervioso Central de los mamiferos. En los
ultimos afios se ha producido un avance espectacular en el conocimiento molecular,
bioquimico, farmacoldgico y funcional de estas sinapsis, cuyo interés obedece
fundamentalmente a dos razones; por un lado, porque cambios duraderos en la
eficacia de la transmision glutamatérgica constituyen un aspecto esencial en los
fendmenos de plasticidad sinaptica y en los procesos de aprendizaje y memoria
cerebrales y en segundo lugar, porque una elevacion anormal de la concentracion de
glutamato en la sinapsis es la causa de la degeneracidon y muerte neuronal asociada a
determinadas patologias, tanto de aparicion aguda, como las derivadas de situaciones
de hipoglucemia, hipoxia e isquemia cerebrales, como de evolucion cronica,
asociadas a algunos procesos neurodegenerativos (enfermedades de Alzheimer,

Parkinson y Huntington).

Dentro del sistema nervioso central el glutamato no se limita a mediar la
neurotransmision excitatoria, sino que presenta gran numero de funciones
adicionales (Michaelis, 1998):

e Actla como neurotransmisor excitador de accion rapida.

e Participa en la induccion y mantenimiento de cambios a medio y largo plazo en la
excitabilidad neuronal (plasticidad sinaptica), asociados a procesos de memoria y
aprendizaje.

e Actla como estimulo quimiotactico durante la sinaptogénesis y el desarrollo

embrionario.

Actla como desencadenante de procesos de migracion neuronal.

Modula el crecimiento axonal y la formacion de sinapsis.

Promueve la supervivencia de ciertas poblaciones neuronales.

Produce cambios en la actividad metabdlica, la expresion génica y la sintesis de

proteinas.
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e Presenta un papel destacado en procesos neurodegenerativos.

El glutamato ejerce sus acciones a traves de varias clases de receptores que pueden
ser diferenciados no solo molecularmente, sino también en funcién de sus
caracteristicas farmacologicas y electrofisioldgicas. De forma general los receptores

de glutamato se clasifican en; receptores ionotropicos y receptores metabotropicos.

1.5.1.1. Receptores ionotrépicos de glutamato.

Los receptores ionotropicos estan constituidos por canales cationicos que son

activados por ligando. Su activacion conlleva un incremento en la permeabilidad de

la membrana celular a Na*, K* y Ca**, fundamentalmente. Se clasifican en funcién

de su ligando especifico:

1. Receptores tipo NMDA (sensibles a N-metil-Daspartato),

2.Receptores tipo AMPA (sensibles a a-amino-3-hidroxi-5metilisoxazolil-4-
propionato),

3. Receptores tipo Kainato (sensibles al &cido kainico).

La localizacion subcelular de los receptores NMDA y AMPA es fundamentalmente
postsinaptica, mientras que los de kainato se localizan tanto a nivel postsinaptico
como presinaptico. Los receptores AMPA activan canales ionicos permeables a Na*
y K" y en algunos casos a Ca’*, e intervienen principalmente en la transmision
glutamatérgica réapida. Los receptores NMDA, por su parte, activan canales
permeables tanto a Na* y K* como a Ca*, y parecen tener un papel més
especializado en los procesos de plasticidad neuronal. El papel fisiologico de los
receptores de kainato es menos conocido, aunque se sospecha que podrian estar

implicados, a nivel presinaptico, en la modulacion de la transmision Gabaneérgica.

1.5.1.2. Receptores metabotrdopicos de glutamato.

Los receptores metabotropicos de glutamato constituyen un conjunto de receptores

acoplados a proteinas G que realizan sus funciones, bien a traves de la modulacién de
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la produccién de segundos mensajeros intracelulares y de la regulacion de la
fosforilacion de proteinas, o bien a través de la modulacion directa de canales de
Ca’* oK.

Durante mucho tiempo se pensd que la transmision glutamatérgica estaba mediada
Unicamente por receptores ionotropicos. Sin embargo, en 1985, Sladeczek vy
colaboradores demostraron la presencia, en cultivos neuronales del nacleo estriado,
de receptores de glutamato insensibles a AMPA, kainato y NMDA, y que
estimulaban la actividad de fosfolipasa C y la formacion de inositol trifosfato (IP3) a
través de la activacion de proteinas G. Poco después se observaron efectos similares
en rodajas de hipocampo (Nicoletti y cols., 1986a, b), en cultivos de células
granulares de cerebelo (Nicoletti y cols., 1986¢) y en cultivos de astrocitos (Pearce y
cols., 1986). Estos hallazgos llevaron al clonaje en 1991 del primer receptor
metabotrdpico de glutamato (mGIuR1) (Masu y cols., 1991; Houamed y cols., 1991)
y en un breve periodo de tiempo al del resto de los mGIuRs (Tanabe y cols., 1992;
Abe y cols., 1992; Nakajima y cols., 1993; Saugstad y cols., 1994, 1997; Okamoto y
cols., 1994; Flor y cols., 1995; Duvoisin y cols., 1995).

Los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR) se dividen en 3 grupos en
funcién de la homologia de su secuencia de aminoacidos, su farmacologia y la via de
transduccion de sefiales que activan. Los receptores del grupo | estimulan la
actividad de fosfolipasa C y la hidrolisis de fosfoinositidos, promoviendo la
formacion de diacilglicerol e IP3 (Manzoni y cols. 1990; Schoepp y cols., 1990), con
la consiguiente activacion de proteina quinasa C e incremento en la liberacion de

2 . . . .
Ca”" desde los compartimentos intracelulares, respectivamente. Este grupo esta

integrado por los receptores mGIuR1 y mGIuR5. El grupo Il estd integrado por los
receptores mGIuR2 y mGIuR3, mientras que el grupo Il comprende los subtipos
mGIuR4, mGIluR6 mGIuR7 y mGIuR8. Tanto los receptores del grupo Il como los
del grupo Ill estan acoplados negativamente a adenilato ciclasa y, por tanto, a la
reduccion de los niveles de AMPc (Conn y Pin, 1997).
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Receptores ionotropicos

AMPA
Kainato

K* Na™ K*

Receptores metabotropicos

K+ v

Proteinas G

R N

+ Fosfolipasa C - Adenilato
ca? v Ciclasa

Figura 9. Receptores de Glutamato. Receptores tipo AMPA (écido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico); Receptores tipo Kainato (acido
kainico); Receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato)). (Modificado de
Garcia Galloway, 2003).

1.5.2. Neurotransmisores inhibitorios.

La Glicina (Gly) y el acido gamma-aminobutirico (GABA), son los principales
neurotransmisores inhibitorios en los vertebrados. Mientras el Glutamato es el
neurotransmisor principal a traves de la via vertical de las células de la retina
(fotorreceptores, células bipolares, células ganglionares) el GABA y la Gly son
neurotransmisores en la via horizontal, encontrandose principalmente en las células
amacrinas.

El GABA en un neurotransmisor inhibidor derivado del acido glutamico que se
encuentra en todo el SNC, su liberacion al espacio sinaptico y su union a receptores
especificos de membrana provoca la apertura de canales iénicos que permite el flujo
de CI" hacia el interior celular provocando un potencial negativo y la
hiperpolarizacion de la célula. Existen tres clases de receptores de GABA; GABA A,
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By C. Los Ay C son canales ionicos y los B estan acoplados a proteinas G que
afecta a canales de calcio o potasio.
La Gly es un aminoéacido sintetizado a partir de la serina, derivada del metabolismo

de la glucosa, y se encuentra en la medula espinal.

1.6. ELECTRORRETINOGRAFIA.

El electrorretinograma (ERG) de campo completo, es una técnica de registro
electrofisiologico que representa la actividad eléctrica que generan todas las células
de la retina cuando reciben un estimulo luminoso. Las respuestas recogidas en el
ERG son producidas por el movimiento de iones en las distintas células de la retina,
el potasio y el sodio son los iones fundamentales que provocan la apertura y cierre de
canales. Es una técnica no invasiva, que permite evaluar de forma objetiva el estado
funcional de la retina y por ello es ampliamente utilizada tanto en animales de
experimentacion como en seres humanos para el diagnéstico de enfermedades

retinianas.

1.6.1. Principios generales. Componentes del ERG.

El ERG es la representacion grafica compuesta por una serie de deflexiones positivas
y negativas que son el resultado de las respuestas obtenidas por los distintos tipos
celulares de retina cuando se presenta un estimulo luminoso. Fue Eindthoven en
1908, los que realizaron una interpretacion inicial de los componentes del ERG,
definiendo mediante la letra “a” a la deflexion inicial negativa, con la letra “b” a la
onda secundaria de valor positiva y con la letra “c” a la ultima deflexion generada
también de valor positivo.

Granit en 1933, demostraron mediante estudio con retinas de gato que las ondas
generadas en el ERG eran debidas a la suma de tres procesos o potenciales llamados
PI, P11, PI11. Siendo PI de potencial positivo generado en el epitelio pigmentario, PlI
de potencial positivo generado en la retina interna y relacionada principalmente con
las células bipolares, y PIII de potencial negativo con dos componentes separados
(fases), que se produce desde dos clases diferentes de células. La fase uno, llamada

potencial receptor o fase PIIl debida al cierre de canales de sodio en los
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fotorreceptores, y la fase dos llamada show Pl debida a la hiperpolarizacion de la
porcidn distal de las células de Mdiller. Los potenciales Pl, PII, PI1I corresponden con

las ondas c, b y a respectivamente (Fishman y cols., 2001; Lam, 2005).

1.6.1.1. La onda “a”.

Cuando hay un estimulo luminoso que llega a la retina este es absorbido por los
pigmentos visuales de los fotorreceptores que inician un proceso de activacion en su
segmento externo (fototransduccion). En dicho proceso se estimula la enzima GMPc
fosfodiesterasa causante de la reduccion de la concentracion de GMPc en el
citoplasma celular provocando la hiperpolarizacion del fotorrecceptor y el cierre de
los canales idnicos. En la oscuridad, la concentracion de GMPc es relativamente
elevada, lo que determina que los canales iénicos regulados por esta molécula se
encuentren abiertos y permitan la corriente de entrada (llamada corriente oscura) que
mantiene a la célula en un estado relativamente despolarizado. En la
hiperpolarizacion del fotorreceptor hay una disminucion en la entrada de sodio que
conlleva una disminucion en la concentracién extracelular de potasio. Ese cambio de
potencial de membrana es medido como la onda “a” del ERG y es generada
principalmente por los bastones en condiciones escotopicas y por los conos en
condiciones fotdpicas aunque se ha demostrado en retinas de monos que existe una
aportacion a la onda “a” de otras células situadas en regiones mas internas de retina

(Robson y cols., 2003).

1.6.1.2. La onda “b”.

La onda “b” es la primera onda positiva del ERG y la mas facil de registrar debido a
que tiene mayor amplitud. Su tiempo implicito depende de la intensidad del estimulo
luminoso, pero en todos los casos es una respuesta mucho mas lenta y tardia a la de
la onda “a”.

Existen dos hipdtesis sobre el origen de la onda “b”, autores como Miller y Dowling,
relacionaron la generacion de esta onda con las células de Miiller (Miller y Dowling,
1970) explicando que tras la transduccion visual hay una disminucion en la

liberacion de neurotransmisor en los terminales sinapticos de los fotorreceptores lo
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que provocaria la hiperpolarizacion o despolarizacion de las células bipolares segun
fueran OFF u ON, respectivamente. Las células despolarizadas por la luz,
provocarian la liberacion de potasio al medio extracelular a nivel de la capa
plexiforme externa y en menor cuantia en la capa plexiforme interna provocando un
gran aumento de potasio por el cual las células de Muller con el fin de restablecer las
condiciones fisiologicas del medio extracelular provocarian una corriente
transretiniana que generaria la onda “b”. Otros autores asocian la generacion de la
onda “b” exclusivamente a las células bipolares ON (Bolnick y cols., 1979;
Frishman, 2006) dado que en experimentos realizados con Ba®" bloqueante de
canales de potasio de las células de Miiller, se observd que la onda “b” se mantenia

respaldando esta idea.

1.6.1.3. La onda “c¢”.

La onda c, es una onda positiva que aparece de manera mas tardia en el tiempo con
respecto a las ondas “a” y “b” .La generacion de la onda “c” es un compendio entre
dos componentes; uno negativo generado por las células de Miller responsables de la
conductividad del potasio que se activa al disminuir la concentracion de potasio; y
otro componente positivo generado por las células del epitelio pigmentario de la
retina (EP). En general, es este Gltimo componente el mas prominente en la
generacion de la onda “c” de ahi que dicha onda tenga una polaridad positiva en el
ERG. Casos clinicos en los que existe una alteracion de la retina donde el EP se

encuentra afectado se observa una onda “c” negativa, reflejo de la importancia de

este componente en la generacién de la onda c del ERG.

1.6.1.4. Otras ondas electrofisioldgicas.

e Respuesta umbral escotopica (“Scotopic Threshold Response”, STR): Es la
respuesta registrada cuando presentamos estimulos de luz muy tenues en retinas
gue estan adaptadas a condiciones escotdpicas, de potencia positiva esta
compuesta por dos componentes uno positivo denominado pSTR Yy otro negativo
denominado nSTR. El origen de la respuesta se ha demostrado que es generado

por células de la retina interna como las células amacrinas o ganglionares, y se
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diferencia de la onda b, que es generada por un estimulo luminoso mas intenso en
la region mas externa de la retina.

o Respuesta fotépica negativa (“Photopic Negative Response” PhNR): La
respuesta fotopica negativa es una onda que se registra en condiciones fotdpicas
de adaptacion a la luz y que se asocia a CGR (Colotto y cols., 2000; Machida y
cols., 2008a; Gari y cols., 2009). Se ha estudiado esta respuesta en pacientes de
glaucoma de angulo abierto y se ha descrito la disminucién de esta respuesta en el
estudio del ERG relacionandolo con la perdida neural en la retina. (Machida y
cols., 2008a), estudios en ratas con seccion del nervio optico se observd la
disminucion de la respuesta fotdpica negativa, situando el origen de esta respuesta
en la retina interna, aunque no se puede asegurar completamente la asociacion con
las CGR por lo menos en el caso del roedor. (Machida y cols., 2008b).

e Potenciales Oscilatorios: Los potenciales oscilatorios son ondas que se observan
superpuestas a la onda b cuando el estimulo luminoso es intenso. Tienen una
frecuencia muy alta (100-160 Hz) y se suelen diferenciar hasta cinco oscilaciones.
Se relacionan con la respuesta de la retina externa y mas explicitamente con las
células amacrinas (Korol y cols., 1975). De los cinco potenciales oscilatorios se
diferencian PO;, PO2 y POg3relacionados con los circuitos retinianos ON; mientras
que POy, y POs con los circuitos OFF.

o Flicker: El registro se obtiene ante la estimulacion continuada con flashes de luz
blanca de corta duracion (5ms), de gran intensidad (2,71 log cd-s/m?), aplicados
con una frecuencia de 20 — 50 Hz (duracién cada 50 ms), en condiciones fotopicas
de luminosidad.

1.6.2. Estandarizacién de las respuestas del ERG.

Tras la gran diversidad de modelos para obtener un registro de la actividad eléctrica
de la retina y con el fin de poder comparar los resultados de forma internacional, la
ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) resumio en
cinco las respuestas a analizar en un ERG de campo completo teniendo en cuenta las
condiciones luminicas y el tipo de estimulo utilizado.

¢ Respuesta de bastones: Corresponde al trazado electrorretinografico obtenido en

condiciones de adaptacion a la oscuridad (condiciones escotopicas) cuando se



INTRODUCCION

aplica un flash luminoso de pocos milisegundos de duracién, campo completo y
de tal intensidad que no llega a inducir respuesta alguna en los conos. El trazado
electrorretinografico muestra una deflexion positiva (onda b) de unos cientos de
MV que es generada por las células bipolares de baston.

Respuesta maxima escotdpica, 0 respuesta mixta de conos y bastones: Es el
trazado electrorretinografico registrado tras un flash de luz blanca de gran
intensidad y durante una corta duracion y capaz de activar tanto a conos como a
bastones. El registro consiste en una deflexion negativa (onda a), generada por la
activacion eléctrica de los fotorreceptores, seguida de una deflexion positiva (onda
b), generada, como en el caso anterior, por la activacion eléctrica de las células
bipolares despolarizadas.

Potenciales oscilatorios: Es una serie de deflexiones positivas y negativas, de
curso temporal rapido y que se obtienen al filtrar eléctricamente el registro de la
respuesta maxima escotopica. Una vez filtrados los componentes lentos de la
respuesta electrorretinografica (generados en fotorreceptores y células bipolares),
las deflexiones del trazado corresponden a la actividad eléctrica generada en
neuronas retinianas con capacidad de producir potenciales de accién: células
amacrinas y ganglionares.

Respuesta de conos: El trazado electrorretinogréafico obtenido tras flash de luz
blanca de gran intensidad y corta duracién, capaz de activar los conos, obtenido
tras haber adaptado la retina a la luz (condiciones fotdpicas) mediante la
aplicacion de una luz de fondo. EIl registro consiste en una deflexion negativa,
generada por la activacion eléctrica de los conos, seguida de una serie de
deflexiones positivas (onda b) generadas por activacion de células bipolares
despolarizadas e hiperpolarizadas.

Respuesta a estimulos repetidos o respuesta flicker:

El registro consiste en una serie de deflexiones positivas y negativas, generadas

por la activacion de los conos y sus celulas postsinapticas.
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Figura 10: Respuestas electrorretinograficas estandar en un ratén con vision
normal. A, B, C, Respuestas electrorretinograficas registradas en condiciones
escotopicas. A, Respuesta de bastones. B, Respuesta mixta. C. Potenciales
Oscilatorios. D, E, Respuestas electrorretinogréficas registradas en condiciones
fotopicas. D, Respuesta de conos. E, Respuesta Flicker. Las flechas indican los
valores de maxima amplitud de cada onda. Se muestra bajo cada registro, en linea
fina, el estimulo aplicado (Tomado de Vicente Tejedor, 2009).

1.6.3. Tipos de Electrorretinografia.

Tras los origenes de la técnica electrorretinogréfica han ido surgiendo variantes en la
técnica que ha proporcionado distintos métodos de registro electrorretinogréafico. El
ERG nos aporta informacion sobre la funcionalidad de la retina, sin embargo, el
modo de estimular ésta, representar la informacion y posteriormente analizarla

difiere segiin qué modelo de ERG estemos usando.

Dentro de los distintos tipos de ERG, podemos destacar:
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e ERG de campo completo: consiste en el estimulo global e "isoluminante™ de
toda la retina. Serd la técnica utilizada en nuestro estudio y por tanto se describira
en detalle en material y métodos.

e ERG focal o macular: esta técnica aparece como consecuencia de la limitacion
del ERG de campo completo para detectar una disfuncion local de la retina. En
enfermedades que cursan con afectacion de pequefias regiones retinianas como
por ejemplo la fovea, el ERG de campo completo no es capaz de discriminar dicha
alteracion. En el ERG focal, un estimulo de luz focal es usado para registrar una
respuesta de ERG local. Es la técnica utilizada para la valoracion de las respuestas
de conos en la fovea. Se aplica un estimulo focal (ciclico blanco de 30-42 Hz)
centrado dentro de un fondo fijo. El haz de luz es circundado con un anillo de luz
mas brillante para evitar las respuestas de bastones y conos cercanos a la macula.
Los valores normales del ERG focal varian en funcion del didmetro, la frecuencia
y la intensidad del estimulo.

e ERG multifocal: se utiliza para aportar informacion funcional topografica de la
retina. Se utiliza en pacientes que sufren de degeneracion macular, degeneracion
paracentral o glaucoma incipiente. El electrorretinograma multifocal (mfERG) fue
desarrollado por Sutter y Tran (1992). En esta prueba, se utiliza un estimulo
compuesto por un patron de hexagonos dispuestos en una malla concéntrica que
es capaz de estimular especificamente areas retinianas centrales (maculares) o
periféricas (campos retinianos nasales y temporales, superiores e inferiores). El
namero de hexagonos para el estimulo multifocal abarca rangos desde 61 a 241.
Un menor nimero de hexagonos requiere mas cortos tiempos de registro,
produciendo respuestas mas largas pero disminuyendo la resolucion espacial.
Mediante el uso de recursos informaticos y herramientas de computacion se
pueden analizar la contribucion de cada area focal de la retina al registro conjunto,
obteniéndose con ello trazados electrorretinogréficos de areas precisas. La
disposicion espacial de los conos en la retina, con una mayor densidad en la
macula y menor en retina periférica, determina que los trazados
electrorretinograficos registrados en cada area sean de distinta magnitud. Este tipo
de registros esta permitiendo en el momento actual llegar a diagnosticar lesiones
retinianas de tan solo unos pocos milimetros cuadrados de superficie, en fases

precoces de enfermedades degenerativas.
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¢ ERG de potencial temprano de receptores (ERP): Es una respuesta muy rapida

registrada inmediatamente tras un estimulo de gran intensidad (1-2 ms), y tiene su
origen en el blanqueo de los fotorreceptores. La respuesta se obtiene en el ERG de
campo completo y esta formada por dos componentes, uno positivo (Ry) y otro
negativo (R;). EI ERP ha sido utilizado en investigacion para conocer, de forma
no invasiva, la concentracion del pigmento visual durante la adaptacion a la luz y
a la oscuridad seguida de una exposicién a una luz intensa que puede causar un
blanqueamiento del pigmento. En humanos, se utiliza de forma ocasional para
estimar la densidad de la rodopsina en pacientes que sufren retinitis pigmentosa.
ERG patron (ERG pattern): La respuesta obtenida por la retina a un estimulo
estructural definido, un damero de estimulos que presentan alternancia negro-
blanco. Este modelo aporta informacion de la funcionalidad de las células
ganglionares, con contribucion de otros elementos celulares intrarretinianos.
Clinicamente, se utiliza para la evaluacion de la funcion macular y de las células
ganglionares. Mientras que el ERG de campo lleno mide la actividad retiniana en
respuesta a un cambio en la luminancia, el ERG pattern detecta actividad de la
retina en respuesta a un estimulo reversible blanco-negro. Existen dos categorias
de respuestas reconocidas por este ERG: transitorias y estado estatico. Las
primeras ocurren cuando las ratios de alternancia son lo suficientemente bajos
como para permitir a la retina recuperarse entre estimulos. Las respuestas estado
estatico ocurren por todo lo contrario, cuando la alternancia es demasiado rapida
para la recuperacion.

Potenciales visuales evocados (VEP): Es el registro de la respuesta cortical a
estimulos visuales, refleja la actividad eléctrica generada a la estimulacion del

campo visual central.
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1.7. PROYECCIONES CENTRALES DE LA RETINA.

1.7.1. Viavisual y nucleos de relevo.

La via visual esta compuesta por un conjunto de estructuras conectadas entre si que
hacen posible la percepcidn visual, desde la captacion de la informacion luminica por
las células de la retina hasta el procesamiento de la informacion en la corteza
cerebral. Anatdbmicamente, la via Optica esta formada por la retina, el nervio dptico,
el quiasma optico, las cintillas opticas, el nacleo geniculado lateral, las radiaciones

Opticas y la corteza visual.

Ccortex
Visual

Figura 11. La via visual. Esquema de la via dptica, recorrido de la
informacidon procedente del exterior hasta la corteza visual. (Modificado de

https://apuntesudomedicina.files.wordpress.com/2015).

Los axones de las CGR al salir del globo ocular forman el nervio optico o Il par
craneal. El nervio dptico de ambos 0jos se une en el quiasma éptico, lugar donde se
decusan las fibras. En humanos y primates, el 50% de todos los axones se decusan en

dicha zona, cruzandose las fibras de la hemirretina nasal y manteniéndose las fibras
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de la hemirretina temporal ipsilateralmente. Las fibras de la retina temporal
ipsilateral y la retina nasal contralateral de cada lado se retnen para formar las
cintillas o tractos Opticos, que por tanto conducen a cada hemisferio cerebral la
informacidn del hemimundo visual contralateral. Posteriormente, las cintillas opticas
proyectan a tres zonas subcorticales principales; tubérculo cuadrigémino o coliculo
superior (CS o tectum), pretectum mesencefalico y ndcleo geniculado lateral del
tadlamo (NGL). Ademas de estas tres estructuras subcorticales, las cintillas Opticas
proyectan también, a los nucleos supraquiasmaticos, al pregeniculado y a los nucleos
que componen el sistema visual accesorio. En el NGL terminan el 90% de los axones
retinianos, siendo considerada la estacion de relevo mas importante encargada del
transporte de la informacion visual a la corteza cerebral. Los axones de las CGR
sinaptan con las neuronas que forman este nicleo y que estd organizado de manera
retinotopica (los axones de las CGR se proyectan de forma ordenada en las distintas
zonas del NGL), por lo tanto, el NGL tiene una representacion retinotopica de la
mitad contralateral del campo visual. Las neuronas del NGL, envian sus axones
formando las radiaciones opticas hacia la corteza visual primaria que se encuentra en
la superficie media de los polos posteriores de los hemisferios cerebrales, en
diferentes areas cada una de las cuales estd dedicada a partes especificas del campo
visual .La informacion recogida en la corteza visual primaria alcanza mdaltiples
centros superiores del procesamiento visual, que estan situados fuera de la corteza
primaria, y que son los encargados de la percepcion del movimiento, la profundidad,
la formay el color.

En el caso de los roedores, los axones salen de la papila éptica de manera ordenada
agrupados en haces diferenciados organizados retinotopicamente respecto al
cuadrante de la retina y a su posicion centripeta (Guillery y cols., 1995; Fitzgibbon y
Reese, 1996; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008; May y Lutjen-Drecoll, 2002;
Schlamp y cols., 2006; Howell y cols., 2007). El porcentaje de CGR que se
proyectan ipsilateralmente en ratones y ratas es del 2,6% y 5% respectivamente, por
lo que se decusan alrededor del 95-97% de las mismas (Métin y cols., 1995, Salinas-
Navarro y cols., 2009a, 2009b, Nadal-Nicolas y cols., 2012).

Las CGR proyectan a las siguientes regiones del cerebro: nucleo supraquiasmatico,

nucleo optico accesorio, nucleo pretectal, nucleo geniculado ventrolateral, el nicleo
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geniculado latero dorsal (DLGN) y el coliculo superior, siendo el CS la principal
zona de proyeccién de las CGR (Lund, 1965; Perry, 1981; Linden y Perry, 1983,
Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). Los CS son dos protuberancias situadas en la
parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al coliculo inferior y compuestos, de varias
capas; tres capas que reciben el nombre de capas superficiales o visuales; Stratum
Zonale, Stratum Griseum Superficiale, Stratum Opticum, que reciben aferencias
retinianas y se encargan de procesar los estimulos visuales y cuatro capas mas
profundas: Stratum Griseum Intermediale, Stratum Album Intermediale, Stratum
Griseum Profundum, y Stratum Album Profundum encargadas de procesar la
informacion auditiva y somato-sensorial. Los axones de las CGR llegan al Stratum
Opticum, arborizan, y forman terminales sinapticas que terminan sobre todo en el
Stratum Griseum y en el Stratum Zonale. Las distribuciones de los axones de las
CGR en el CS siguen una topografia determinada, de forma que los axones de la
retina nasal proyectan a la mitad caudal del CS, los de la retina temporal a la mitad
rostral, los de la retina superior a la parte lateral del CS, y los de la retina inferior a la
parte medial del CS (Sauvé y cols., 2001, 2002). En roedores, la informacién visual
que llega a la corteza cerebral también procede de los ndcleos geniculados laterales
correspondientes. Lo que ocurre es que el mayor ndcleo retino-recipiente subcortical
es el coliculo superior, pero la informacion relacionada con la formacién de
imagenes visuales de las que el animal es consciente procede de los cuerpos

geniculados laterales.
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Figura 12. Esquema sagital del cerebro de raton. Se aprecia el CS (superior
colliculus) como una protuberancia situada en la parte dorsal del mesencéfalo,
rostral al coliculo inferior (inferior colliculus) (Tomada de Paxinos y Franklin,
2001)).

1.8. EXCITOTOXICIDAD.

La excitotoxicidad es el término utilizado para definir la muerte neuronal debido a la
activacion sostenida de receptores de aminoacidos. Estudios experimentales sobre la
muerte neuronal inducida, demostraron que la administracion sistémica de glutamato
en ratones provocaba la degeneracion de la retina, iniciando la sospecha sobre que el
glutamato pudiera tener un papel neurotoxico (Lucas y cols., 1957). Estudios
posteriores asociaron el proceso de neurotoxicidad con la activacion de receptores de

aminoacidos excitatorios, y se acufi¢ el término “excitotoxina” (Olney y cols., 1969).

Posteriores estudios relacionaron los aminoacidos excitatorios con la muerte celular
mediada por anoxia en cultivos de hipocampo y se demostro que los antagonistas de

NMDA podian disminuir el dafio isquémico en el hipocampo (Rothman y cols.,

1984)
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Con el uso de técnicas de excitotoxicidad “in vitro”, se observo que la
neurotoxicidad generada por el glutamato podia ser dependiente de calcio (Choi,
1987). A partir de esta relacion, se describieron en cultivos de neuronas de
hipocampo de rata tres etapas del calcio intracelular antes de que se produjera la
muerte celular por excitotoxicidad de glutamato (Randall y cols., 1992). Se describio
una fase inicial que tras cinco minutos de exposicion a glutamato, se incrementaba la
concentracion de calcio intracelular durante unos 5-10 minutos, una segunda fase de
latencia de duracidn dos horas, en las cuales el calcio volvia a sus niveles normales y
una tercera fase anterior a la muerte celular donde se producia una subida gradual del

calcio intracelular.

En la actualidad, el término excitotoxicidad se utiliza para referirse de manera mas
amplia a la muerte neuronal que produce la excitacién prolongada de las neuronas,
ya sea a través de la activacion directa de receptores sensibles a glutamato, o por
algn otro mecanismo, incluso por sobre-activacion de receptores sensibles a GABA
(Ndfez y cols., 2003).

1.8.1. Agentes excitotoxicos.

El &cido glutamico o glutamato, es el neurotransmisor excitatorio principal en el
SNC, incluido la retina y la via visual, donde es responsable del 75% de la
transmision excitatoria (Honkanen y cols., 2003). En una sinapsis normal la accion
del glutamato es rapida, una vez liberado es captado por las células de la glia y las
terminaciones nerviosas, que lo transforman en glutamina para mantenerlo en el
espacio extracelular. La glutamina vuelve al interior de la neurona y alli la enzima
glutaminasa vuelve a transformarlo en glutamato, siguiendo el ciclo del glutamato

para usarlo en las siguientes sinapsis.
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Transportador de glutamato

Figura 13. Ciclo del glutamato. Vias de sintesis y degradacion del
glutamato en una sinapsis quimica. (Modificado de
http://www.psicofarmacos.info, 2008).

En el proceso de excitotoxicidad mediada por glutamato, los diferentes receptores no
actian de la misma forma siendo los receptores de NMDA activados con mayor
rapidez durante la muerte celular que los receptores AMPA y kainato (Choi, 1992).
La excitotoxicidad mediada por los receptores de AMPA/ kainato no solo dafa a las
neuronas sino también a las células productoras de mielina en el SNC
(oligodendrocitos) (McDonald y cols., 1998). Ejemplo de ello se observan en
enfermedades como la esclerosis multiple donde un ataque inflamatorio en el SNC,
debido a la activacion de las células inmunes (Piani y cols., 1991), provoca que se
pierdan la vaina de mielina, oligodendrocitos e incluso los axones.

La prevencion con antagonistas AMPA/kainato puede ser una terapia efectiva para el

tratamiento de esta enfermedad (Pitt y cols., 2000).


http://www.psicofarmacos.info/
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1.8.2. Mecanismos de muerte celular.

El dafio excitotoxico provocado por el glutamato desata una pérdida del equilibrio
osmotico ocasionado por la entrada de Na* y CI-, lo que conlleva la elevacion masiva
de la concentracion citoplasmatica de Ca™ (Doble, 1999) y por ende a la muerte
celular. La entrada de Na® altera la direccion y funcionalidad de todos los
transportadores, bombas y canales i6nicos que dependen del gradiente de Na®
(Greene y Greenamyre, 1996; Doble, 1999). El influjo de ClI-, ademas de alterar
diferentes mecanismos de transporte a nivel de la membrana plasmatica, estimula la

liberacion de glutamato y promueve la muerte neuronal por excitotoxidad (Babot y

cols., 2005).

Finalmente, el aumento excesivo de la concentracion citoplasmética de Ca™"

promueve:

e La sintesis del oxido nitrico, el cual puede difundir a la terminal presinaptica
glutamatérgica y estimular la liberacidbn de mas glutamato, a través de un
mecanismo dependiente de GMPc (monofosfato ciclico de guanidina).

e La generacion de radicales libres, peroxinitrito o superdxido, que promueven la
lipoperoxidacion y desestabilizacion de las membranas celulares.

e La pérdida del potencial electroquimico mitocondrial, que suspende la
fosforilacion oxidativa y promueve la generacion de radicales libres a nivel
mitocondrial, hasta invalidar completamente el metabolismo energético

mitocondrial.

Ademas, al elevarse la concentracion citoplasmatica de Ca™, diversas vias de
sefializacion intracelular dependientes de proteinas cinasas o fosfatasas pueden
activarse 'y promover la protedlisis del contenido citoplasmatico (Greene y
Greenamyre, 1996; Montal, 1998; Arundine y Tymianski, 2003).

El proceso excitotoxico descrito anteriormente como un continuo, puede ser
demasiado agudo en su fase inicial y desencadenar la muerte neuronal por necrosis,
o evolucionar mas lentamente y producir muerte neuronal por apoptosis. En este
sentido, estudios “in vitro” han demostrado que el glutamato puede generar

diferentes procesos neurodegenerativos, dependiendo del esquema de aplicacion
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(Bonfoco y cols., 1995; Portera-Cailliau y cols., 1997; Almeida y cols., 1998). Asi,
exposiciones breves a concentraciones elevadas de glutamato producen muerte
neuronal aguda, con cambios neurodegenerativos inmediatos, como la inflamacion
edematosa del soma neuronal y las dendritas, asi como cambios picnéticos del
nticleo, en un proceso que se caracteriza por ser dependiente de Na* y CI-. En tanto
que, la exposicion prolongada a concentraciones menos elevadas de glutamato
produce muerte neuronal retardada, la cual depende del influjo de Ca™" y requiere
de varias horas para presentarse (Romano y cols., 1995; Portera-Cailliau y cols.,
1997). El proceso degenerativo estimulado por glutamato depende en gran medida
del estado funcional inicial de la mitocondria. De esta forma, cuando existe una
disminucion en la tasa metabolica celular, la mitocondria es incapaz de mantener la
homeostasis de Ca', presentandose la muerte neuronal por apoptosis (Almeida y
cols., 1998; Portera-Cailliau y cols., 1997).

1.9. NEURODEGENERACION.

La neurodegeneracion es el proceso por el cual las células nerviosas 0 neuronas
sufren un deterioro o dafio que conlleva a la muerte celular. Las neuronas en el SNC,
exceptuando en la fase de desarrollo, no tienen capacidad de multiplicarse ni de

regenerarse y por tanto, tras sufrir una lesion, las células mueren.

1.9.1. Modelos de degeneracion retiniana.

Las CGR, al igual que el resto de las neuronas del SNC, no tiene capacidad de
regeneracion y tras sufrir una lesién dichas células degeneran y mueren, es por ello
que los modelos de degeneracion de CGR sean muy utilizados en investigacion para
el estudio del SNC. Los procesos degenerativos retinianos pueden ser de distinta
indole, para su estudio los modelos mas caracterizados y frecuentes de muerte de
CGR, son:

e Isquemia retiniana. Se provoca cuando hay una falta o disminucion de la
circulacion sanguinea para cubrir las necesidades metabdlicas del tejido retiniano.

Las capas mas externas de la retina se nutren a través de la coroides que aporta los
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nutrientes mediante su alto entramado vascular. Sin embargo, las capas més
internas de la retina se nutren de las ramas de la arteria central de la retina que
proviene de la arteria oftdlmica y que entra al ojo a través del NO, junto con las
venas de la retina. La alteracion o disminucién del flujo sanguineo provoca la
muerte de las CGR. Los modelos experimentales mas utilizados para inducir un
proceso de isquemia retiniana son elevacion de la presion intraocular, los métodos
mas utilizados para aumentar la presion intraocular son la cauterizacion de las
venas epiesclerales (Shareef y cols., 1995), la deformacion del globo ocular
(Sellés-Navarro y cols., 1996), la inyeccion de suero salino hipertdnico en las
venas epiesclerales (Morrison y cols., 1997), la fotocauterizacion por laser de las
venas limbares y epiesclerales (WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y
cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2010), la inyeccion de microesferas en la
camara anterior (Sappington y cols., 2010; Chen y cols., 2011), la ligadura
selectiva de los vasos oftalmicos (Vidal-Sanz y cols., 2001a, 2001b; Lafuente y
cols., 2002a, 2002b; Lénngren y cols., 2006) y la ablacién fotodindmica (revisado
en Osborne y cols.,, 2004). En todos los casos, la muerte de las células
ganglionares es dependiente del intervalo de supervivencia que tengan las células,
asi como del tiempo que perdure la situacion de isquemia, siendo el dafio mayor
en situacion de isquemia prolongada.

Lesion del Nervio éptico: Axotomia o aplastamiento del nervio 6ptico. La
lesion o aplastamiento del NO, provoca la interrupcion de los axones de las CGR
que degeneran retrogradamente muriendo de manera inmediata e induciendo la
muerte de gran parte de la poblacion de CGR durante los meses posteriores. Se
realiza cortando o aplastando el nervio Optico habiendo abierto previamente la
vaina que contiene los vasos sanguineos para evitar la isquemia. La muerte de las
CGR es mayor y mas rapida cuanto mas cerca del globo ocular se realiza la
axotomia (Villegas- Pérez 1993). Asi la seccion a 0,5 mm del ojo induce mayor
porcentaje de muerte que la seccion a 3 mm, cuando se comparan periodos de
supervivencia iguales. (Villegas-Pérez y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols.,
1993). Los estudios de dicho modelo en la rata adulta han permitido conocer que
dicha lesion induce una fase de muerte rapida durante las dos semanas siguientes
a la seccion del NO, en la que se pierde el 80% de la poblacion de las células

ganglionares y posteriormente una fase de muerte mas lenta que afecta a las
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neuronas que sobreviven en la primera fase. En estudios realizados en rata y raton
adultos, seccionando el NO a 0,5 mm del globo ocular, se ha observado que la
muerte de CGR aparece antes cuando éstas se identifican por su expresion de
Brn3a que cuando se marcan con Fluorogold (Nadal-Nicolas y cols., 2009;
Galindo-Romero y cols., 2011). Creemos que se debe a la distinta naturaleza de
ambos marcadores, ya que el primero es un marcador enddgeno cuya expresion
desaparece al morir la neurona y el segundo es un marcador exdgeno que solo
desaparece del tejido cuando la CGR es fagocitada por la microglia.

Neuropatia Optica glaucomatosa. Las neuropatias opticas glaucomatosas (NOG)
cursan con la degeneracion progresiva de las CGR, provocando defectos en el
campo visual hasta llegar a la ceguera. La etiologia no es del todo conocida,
aunque todo apunta al aumento de la presién intraocular como factor de riesgo
principal. Aungue no todos los glaucomas cursan con una elevada presion
intraocular la mayoria de los tratamientos utilizados tienen como inicial objetivo
la disminucion de la misma.

Excitotoxicidad. En la retina, la neurotransmision mediada por glutamato es la
que se produce en las sinapsis de los FR a las células bipolares, de éstas a las
CGR, y de las CGR al cerebro. Los receptores glutamatérgicos de la retina estan
localizados en la CPE, donde se producen las conexiones sinapticas entre los FR y
las células bipolares y horizontales; y en la CPI, donde sinaptan las bipolares con
CGR y amacrinas. El dafio excitotdxico se produce cuando el exceso de glutamato
se une a sus receptores como el N-metil-D-Aspartato (NMDA) desencadena un
influjo de calcio que activa las cascadas de sefializacion intraneuronales
proapoptoticas, que llevan a la neurodegeneracion. Las células gliales son las
responsables de eliminar el exceso de glutamato y si hay un déficit en esta
funcién, se produce un dafio de las CGR (revisado en Almasieh y cols., 2012). El
método mas utilizado es mediante inyeccion con agonistas glutamatérgicos como
el NMDA.
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1.10.NEUROPROTECCION.AGENTES NEUROPROTECTORES.

Diversos estudios se llevan a cabo con el fin de evitar la degeneracion neuronal en el
SNC, ya que el efecto generado en cualquier patologia que cursa con degeneracion
de neuronas es irreversible. Los tratamientos protectores tienen la finalidad de
aumentar la supervivencia neuronal frente a la lesion y mantener la conectividad de
sus celulas. Términos como neurorecuperacion y neurorescate, insisten no solo en la
supervivencia celular, sino en la posibilidad de restablecer la funcionalidad de las
conexiones que se encuentran afectadas por la lesion mediante la restauracion de la

poblacion neuronal dafiada hasta su estado funcional.

La retina, como hemos indicado en varias ocasiones, sirve de modelo para el estudio
de la degeneracion celular dentro del SNC por su facil acceso y manejo en el
desarrollo de terapias protectoras. Nuestro objetivo en neuroproteccién es preservar o
reducir la perdida de las CGR, asi como de la de sus axones (fibras del NO), y
mantener su funcidn fisioldgica (visual).

En los ultimos afios se ha progresado de forma importante en el conocimiento de
sustancias que actuan en diferentes puntos de las cascadas que conllevan a la muerte
por necrosis o por apoptosis y que interfieren con estos procesos prolongando la vida
de la neurona. Estos farmacos resultan prometedores como estrategia neuroprotectora
y representan la base para estudios en animales de experimentacion y estudios

clinicos en el humano.

1.10.1. Factores neurotroéficos.

Los factores neurotroficos son necesarios en la supervivencia, desarrollo y vida
adulta de las neuronas del sistema nervioso central. Datos obtenidos de sistemas “in
vitro” sugieren que los factores neurotroficos (NTFs) protegen a las neuronas
reduciendo el exceso en la concentracion de calcio intracelular inducida por la
activacion de receptores ionotrépicos de glutamato, asi como la expresion en la
superficie celular de receptores ionotropicos de glutamato, modulando proteinas que
impiden el aumento de la concentracion del calcio o disminuyendo la acumulacion

de superdxidos intracelulares.
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Los factores neurotroficos mas relevantes son:

e BDNF (Factor neurotrofico derivado del cerebro), es el factor neurotrofico que

mejor protege a las CGR. Su efecto sobre las CGR se ha estudiado en diversos
modelos de lesion axonal e hipertension ocular (HTO) tanto en rata como raton.
Se obsevo tras axotomia del NO en rata que el BDNF protegia el 100% de las
CGR hasta una semana después de producirse la lesion, degenerandose el 50% de
las CGR en los casos que no habian sido tratados con BDNF (Parrilla-Reverter y
cols., 2009; Peinado-Ramon. y cols., 1996; Sanchez-Migallén y cols., 2011), y en
el raton, que el BDNF retrasaba la muerte celular tras axotomia en cinco dias
(Galindo-Romero y cols., 2013).Por lo que podemos indicar que a los 15 dias tras
axotomia en ambas especies, la supervivencia de las CGR es del 50% en
comparacién con animales no tratados con BDNF.
En modelos de HTO tratados con inyeccién con BDNF, se obtuvo tras un mes de
la lesion la supervivencia del 10% mas de las CGR frente a animales que no
fueron tratados. Ciertos estudios revelan que la combinacién de BDNF con
secuestradores de radicales libres aumentaron este porcentaje hasta la
supervivencia del 15% en animales tratados frente a no tratados (Ko y cols.,
2000).

e EI CNTF (Factor neurotrdéfico ciliar) es una proteina citoplasmatica que actua
como factor activado por la agresion bajo condiciones patoldgicas estimulando el
crecimiento axonal.

e EIl GDNF (Factor neurotréfico derivado de células gliales). Estudios realizados
revelan que la administracion intravitrea de GDNF encapsulado en microesferas
protege a las CGR en un 50% frente a las CGR sin tratamiento (Jiang y cols.,
2007).

Por el contrario, algunos factores neurotroficos son capaces de hacer que las
neuronas sean mMas sensibles a la excitotoxicidad. En este sentido se ha hipotetizado
que los factores neurotroficos pueden tener un papel en el aumento de la
vulnerabilidad a la excitotoxicidad acelerando su maduracion (Samdani y cols.,
1997).
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1.10.2. Brimonidina (agonista alfa adrenérgico).

Investigaciones recientes sugieren que el proceso neurodegenerativo que sufren las
CGR durante el glaucoma puede asemejarse a la degeneracién secundaria producida
tras una lesion primaria en el SNC, ya sea de origen traumético o vascular. Los
farmacos neuroprotectores, deben ser capaces de neutralizar la toxicidad de las
sustancias liberadas al espacio extracelular durante los procesos de
neurodegeneracion secundaria bien inhibiendo el proceso de muerte celular o bien
aumentando la resistencia frente a esa muerte celular programada. Los mecanismos
de los agonistas a-adrenérgicos como neuroprotectores son desconocidos de manera
global, pero se han descrito procesos independientes que afectan en la
neuroproteccion de la lesién como son:

e Lareduccion o modulacion en la excitabilidad inducida por glutamato,

e El bloqueo del estrés oxidativo debido a la excitotoxicidad del glutamato,

e Lainduccion en la expresion de factores neurotroficos,

e La inhibicion de la apoptosis.

La activacion de los receptores agonistas a-adrenérgicos provoca la salida de los
iones K™ al medio extracelular, generando una hiperpolarizacion que contrarresta la

despolarizacion masiva que induce la excitotoxicidad mediada por glutamato.

Entre los agonistas a-adrenérgicos disponibles que més han demostrado efecto
neuroprotector es la Brimonidina, sobre todo en la retina, debida a su gran
especificad frente a los receptores a-adrenérgicos, que son los mayoritariamente
presentes en la retina, mas concretamente en las células ganglionares de la retina
(Yoles y cols., 1999; Carlsson y cols., 2000). Desde el punto de vista molecular, se
evidencié que la brimonidina favorece la produccion de factor de crecimiento
fibroblastico basico y de agentes anti-apoptdticos como Bcl-2 y reduce los niveles de
glutamato y aspartato en el humor vitreo, siendo el Unico hipotensor ocular con
efecto neuroprotector demostrado (Garcia y cols., 2008). Ademas de tener un doble
mecanismo de accién mediante la diminucion de la produccién del humor acuoso, y
el aumento del flujo de salida por las vias de drenaje uveo-escleral (Sedefio y cols.,
2002).
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En un modelo experimental de isquemia tras dafio mecénico en el NO, el uso
neuroprotector de la brimonidina demostré la reduccion de la muerte de las CGR
(Vidal y cols., 2001). Ademas, se observo su efecto tanto cuando se administra por
via intraperitoneal como cuando se administra por via topica, y es dependiente de la
dosis (Wheeler y Woldemussie, 1999). Otros autores han sugerido que el efecto
neuroprotector de la brimonidina estaria mediado por el aumento de BDNF en las
células ganglionares; asi, la inyeccidn intravitrea de brimonidina en ratas produce un
aumento en el ndmero de células ganglionares de la retina positivas a BDNF.
Mediante Northern blot se demuestra un incremento del 28% en la expresion de
BDNF en el grupo de brimonidina comparado con el grupo control (Gao y cols.,
2002).

1.10.3. Antagonistas de los canales de Calcio.

El exceso de calcio es una de las causas de muerte neuronal que se asocia a isquemia
y excitotoxicidad. Los antagonistas de los canales del Calcio son los farmacos
neuroprotectores que se han estudiado mas ampliamente. La nimodipina, una
dihidropiridina, con efecto predominante sobre el sistema nervioso, ha demostrado
ser de utilidad en la prevencion de vaso-espasmo cerebral secundario a hemorragia
subaracnoidea. Estudios con flunarizina, otro antagonista del Calcio, evidencian la
supervivencia de células ganglionares tras la seccion del nervio éptico en ratas

adultas (Eschweiler y cols., 1993).

1.10.4. Antagonistas de Glutamato.

La accidon del glutamato se encuentra mediada por los receptores ionotropicos y en
mayor cuantia por los receptores de NMDA, un exceso de glutamato conlleva a un
proceso de muerte neuronal, sustancias como la ketamina, dextrometorfano,
metadona, memantina y amantadina actian como antagonistas de dichos receptores,

consiguiendo una disminucion de los efectos nocivos del glutamato.
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1.10.5. Agentes anti-inflamatorios.

Los agentes anti-inflamatorios son mediadores en procesos que cursan con dafio
celular, en el que de manera innata se obtiene una respuesta inflamatoria con el fin de

aislar y destruir el agente que resulta dafiino.

El enzima glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), es una enzima que pertenece a la
familia de las quinasas y se encuentra implicada en la regulacion de rutas de
sefializacion celular, el ciclo de division celular, la respuesta de dafio en el ADN, la
muerte y supervivencia celular y la diferenciacion neuronal entre otras (Van Waue y
cols., 2003). Estudios recientes demuestran que una sobreexpresion de GSK-3 es
suficiente para inducir la muerte neuronal (Hetman y cols., 2000), relaciondndose
con diversas patologias. En los ultimos afios se han sintetizado numerosos
inhibidores de GSK-3, que resultan moléculas prometedoras para el tratamiento de
enfermedades diversas, como la diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas
(Martinez, 2008). Ademas, la inhibicion de quinasas que inhiben la proteina tau
(proteina abundante en el SNC y en el SNP nivel de los axones y que esté vinculada
en el mantenimiento del citoesqueleto neuronal) podria ser beneficioso para
enfermedades neurodegenerativas (Martinez y Castro, 2000).

En concreto, en este tipo de enfermedades, estos inhibidores estan demostrando su
eficacia, y a dia de hoy existe un inhibidor de GSK-3 que esta en fases clinicas para

el tratamiento del Alzheimer, y para la paralisis supranuclear progresiva.

1.10.6. Acido Tauroursodesoxicdlico (TUDCA).

El TUDCA (Acido Tauroursodesoxicélico), es un acido biliar ambifilico, que se
encuentra mayoritariamente en la bilis de animales como el 0so. Es conocido su uso
en el continente asiatico desde hace mas de 3000 afios como tratamiento en
patologias oculares. Sus propiedades neuroprotectoras frente a procesos provocados
en la apoptosis 0 muerte celular programada actian como una chaperona quimica

que protege a las mitocondrias en dichos procesos frente a enfermedades oculares.
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Investigaciones desarrolladas encuentran una disminucion de los efectos apoptdticos
cuando son tratados con TUDCA, asi como el efecto protector a nivel de trastornos
degenerativos de la retina. Estudios recientes realizados en raton, demuestran los
efectos protectores del TUDCA frente enfermedades oculares como la retinitis
pigmentosa, (Phillips y cols., 2008; Oveson y cols., 2011; Ferndndez-Sanchez y cols.,
2011), asi como su efecto protector frente a procesos de neovascularizacion coroidea

en rata (Woo y cols., 2010), obteniendo resultados muy alentadores.

1.11. ESTUDIO DE LA POBLACION DE CELULAS
GANGLIONARES DE LA RETINA EN ROEDORES.

1.11.1. Identificacion de la poblacion de CGR en roedores.

La retina, y especificamente las CGR, son utilizadas para el estudio de los cambios
degenerativos asociados a lesiones del SNC, asi como para el estudio neuroprotector
de diversas sustancias. Para ello necesitamos saber con exactitud la proporcion de
CGR que mueren tras una lesion, asi como aquellas que sobreviven tras un
tratamiento. La identificacién de las CGR y su diferenciacion con las células
amacrinas desplazadas que se encuentran en igual proporcion en la capa de CGR de
roedores, es de vital importancia para la obtencién de resultados y conclusiones. Para
identificar las CGR se han utilizado diversas técnicas:

o Identificacion por criterios morfoldgicos clésicos. Actualmente esta técnica esta
en desuso debido a la dificultad de diferenciar en tinciones celulares observadas
por microscopia Optica las CGR pequefias de las amacrinas desplazadas.

e lIdentificacion mediante trazadores neuronales o inmunodeteccion. Es el
método mas utilizado debido a que permite la identificacion inequivoca de las
CGR. Esta técnica consiste en aplicar en el mufién del nervio Optico o en otras
regiones de proyeccion de los axones de las CGR (CS y NGL) sustancias que
actian de marcadores que se transportan de manera retrégrada por los axones de
las CGR marcando el ndcleo celular y sus proyecciones. De las sustancias

aplicadas como marcadores, las més utilizados en la practica experimental son: el
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fluorogold (FG) que es un neuro trazador que se aplica en el NO o en los CS; el
BRn3a, que es un factor de transcripcion, en CGR de la retina de rata, el 92,2% de
la poblacion de CGR lo expresan y en el ratdn adulto solamente se expresa en las
CGR y su expresion no se ve afectada después de una lesion. Tanto el trazado con
FG como la inmunodeteccion de Brn3a tienen sus ventajas e inconvenientes. El
trazado nos informa de que las CGR mantienen su transporte axonal retrégrado
activo, ya que el FG se transporta activamente. Sin embargo, si las retinas se
marcan antes de que ocurra la pérdida de CGR, aparecen en la retina células de
microglia transcelularmente marcadas con el trazador, este marcaje se produce
porque las células de la microglia fagocitan las CGR trazadas y que
posteriormente han muerto y acumulan el trazador en los fagosomas, de manera
que también se “marcan”. Este proceso se conoce como marcaje trans-celular
(Thanos y cols., 1991b, 1992). Aunque manualmente se puede contar el nimero
de CGR, ya que son morfoldégicamente distintas de las células de microglia, el

marcaje transcelular impide el contaje automatico de las CGR.

La posibilidad de detectar las CGR usando técnicas inmunohistofluorescentes tiene
ciertas ventajas sobre el uso de trazadores, ya que no requiere de manipulaciones
experimentales previas al procesado del animal y no se produce marcaje de las
células de microglia. Sin embargo, la inmunodeteccion de Brn3a no nos informa del
transporte axonal, pero se sabe que el Brn3a es una proteina endégena que deja de
expresarse en las CGR cuando éstas entran en apoptosis. Asi, la inmunodeteccion de
Brn3a permite realizar un curso temporal de muerte mas real (Nadal-Nicolés y cols.,
2009, 2012). El uso de ambos métodos combinados es muy util y ha permitido, por
ejemplo, describir que en modelos de hipertension ocular hay primero una pérdida
del transporte axonal, seguida de muerte de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2010).
Asi pues el Brn3a es un marcador fiable para identificar cuantificar y valorar la

perdida de CGR del ratén adulto “ex vivo”.
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1.11.2. Cuantificacion de la poblacién de CGR en roedores.

La cuantificacion de las CGR una vez identificadas puede desarrollarse por métodos

automaticos o manuales. Los métodos mas utilizados son:

e Cuantificacion indirecta de CGR. Las fibras nerviosas forman el NO y por tanto
se acepta que la totalidad de esas fibras pertenecen a los axones de las CGR, por
lo que cada axdn se corresponderia con una CGR, mediante el recuento de los
axones del NO se estima el nimero de CGR. Estimaciones realizadas en rata
indican que el nimero de CGR de la retina de rata adulta oscila entre 96.200 y
118.300 (De Juan y cols., 1978; Forrester y Peters, 1967). En el raton, el nimero
de axones cuantificado es 64.746 (Honjin y cols., 1977).

e Cuantificacion manual de CGR. Este método se realiza seleccionando tres areas
de recuento preestablecidas en montaje completo de retina en plano, en la cual se
realiza el célculo de la densidad celular media tras el contaje de manera manual de
las CGR inmuno-tefiidas. (Villegas-Pérez y cols., 1988,1993; Sellés-Navarro y
cols., 1996; Peinado-Ramén y cols., 1996).

e Cuantificacion automatica de las CGR. Este método utiliza mapas de
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isodensidad celular para conocer el patrén de distribucion de CGR y consigue la
cuantificacion del total de las CGR de rata y raton. La densidad celular es
cuantificada automaticamente mediante areas de interés y los datos obtenidos se
transportan a un programa informéatico de hoja de célculo para su representacion
en una grafica de contorno rellena usando software de representacion grafica
(SigmaPlot® 9.0 para Windows®, Systat Software, Inc., Richmond, CA) que
construye mapas de isodensidad. Este método permite el recuento celular con
células marcadas mediante trazadores neuronales (fluorogol ¢ OHSt
(Hidroxistilbamidina metanosulfonato)) como inmunodetectadas con Brn3a

(Salinas-Navarro y cols., 2009).
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HIPOTESIS

El sistema nervioso visual ha sido empleado como modelo de investigacion del Sistema
Nervioso Central, tanto en experimentacion fisiolégica como fisiopatoldgica. En este
sentido, los modelos animales han sido utilizados para el estudio de los procesos

degenerativos del sistema nervioso visual.

Como hipdtesis planteamos que es posible la estandarizacion de un modelo animal de
degeneracion retiniana mediante la induccion controlada de la muerte celular por
diferentes dosis de agentes excitotoxicos. Dicho modelo puede servir para evaluar la

efectividad terapéutica de agentes farmacoldgicos y neurotréficos.

Para demostrar nuestra hipotesis utilizaremos ratones pigmentados adultos y
aplicaremos técnicas de estudio estructural y funcional tras someterlos a la accion de

agentes excitotoxicos y agentes terapéuticos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es la creacion y evaluacion de un modelo
experimental de neurodegeneracion de las células ganglionares de la retina, fiable y
reproducible EI modelo serd inducido por agentes lesivos celulares con el fin de recrear

los cambios estruturales y funcionales con los que cursan diversas patologias retinianas.
Los objetivos especificos son:

1. Estudio estructural y funcional de la retina en ratones pigmentados sometidos a
procesos lesivos inducidos por Acido kainico (KA) inyectado intraocularmente.

2. Estudio estructural y funcional de la retina en ratones pigmentados sometidos a
procesos lesivos inducidos por N-metil D-Aspartato (NMDA) inyectado

intraocularmente.

3. Estudio estructural y funcional de la retina en ratones pigmentados sometidos a
procesos lesivos inducidos por la combinacion de KA y NMDA inyectados

intraocularmente y su estudio comparativo a distintas dosis.

4. Estudio funcional de la retina en ratones pigmentados con degeneracion
neuronal inducida por excitotoxicidad que han sido tratados preventivamente
con factores neurotroficos o agentes neuroprotectores. Valoracion de la
efectividad de agentes terapéuticos y neurotr6ficos sobre la degeneracién

neuronal inducida por excitotoxicidad.
5. Estudio estructural de las proyecciones de las células ganglionares de la retina y

andlisis de la via visual en ratones pigmentados sometidos a procesos lesivos

inducidos por agentes excitotoxicos inyectados intraocularmente.
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4. MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

4.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En la presente Tesis Doctoral perseguimos la creacion de un modelo experimental
de neurodegeneracion de retina controlada, mediado por dosis crecientes de
sustancias excitotoxicas (NMDA y KA). Para ello empleamos como animal de

experimentacion al raton casero (Mus musculus, L.1758).

4.1.1. Descripcion del modelo animal utilizado.

El modelo mdrido utilizado para llevar a cabo los diversos experimentos fue el
ratbn C57BL/6J, también conocido como ratdn silvestre o wild-type (wt), el cual
fue adquirido a los Laboratorios Jackson. La cepa de raton C57BL/6J es
probablemente la mejor conocida en investigacion cientifica y esta siendo utilizada
en diversos campos de la investigacion, como en biologia del desarrollo, genética,
inmunologia, neurobiologia o estudio de enfermedades metabolicas (diabetes y
obesidad) véase”Mouse Genome Sequencing Consortium” (2002). Se puede
observar su fenotipo en la Figura 14. El ratén C57BL/6J es cominmente utilizado
como cepa origen para la generacion de ratones transgénicos. Tienen una vida
media larga (entre los 2 y 3 afios) y baja susceptibilidad a los tumores. Todas estas
caracteristicas, junto con la facil adquisicién y cria, nos llevaron a elegir a esta cepa

como animal de experimentacion.

\

Figura 14: Imagen del raton C57BL/6J. Fotografia del modelo fenotipico de
raton empleado en la realizacion de los experimentos.
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4.1.2. Cuidados y mantenimiento.

Los animales fueron tratados segun la normativa Europea (Directiva 86/609/CEE) y
nacional (Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero) vigente sobre la proteccion de los
animales que son utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos y la
Ley 32/2007 para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte,
experimentacion y sacrificio; ademas, se siguieron las directrices de la asociacion
para la investigacion en vision y oftalmologia (The Association for Research in
Vision and Ophthalmology, ARVO).

El mantenimiento y manipulacion de los ratones utilizados en la presente Tesis, se
realizd en el Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Alcald, el
cual cumple en todos sus extremos las recomendaciones del Convenio del Consejo
de Europa ETS 123 y la normativa vigente sobre Proteccion Animal para
experimentacién y fines cientificos antes descrita. Cumpliendo dicha normativa, el
Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Alcald se encuentra
registrado en la Direccion General de Agricultura de la Consejeria de Economia e
Innovacion Tecnoldgica de la Comunidad de Madrid, con el ndmero
ES280050001165.

Los ratones fueron estabulados en jaulas que disponian de un sistema de
ultrafiltracion de aire de entrada y salida a través de filtros HEPA (High Efficiency
Particulate Air Filtres) absolutos, de una eficiencia de 99,997% (filtra las particulas
< 0,3 micras). Las jaulas se encontraban en “racks”. La temperatura de
mantenimiento fue de 21 + 1°C, la humedad relativa del aire fue de 55 + 10%, y la
ventilacion fue de >30 renovaciones/hora. Los animales se alimentaron “ad libitum”
con pienso A04 de mantenimiento de la empresa Panlab L.S. (Barcelona, Espafia) y
el lecho fue de madera de chopo. Los ciclos circadianos fueron de 12h/12h
luz/oscuridad, mantenidos con luz emitida desde los fluorescentes de la habitacion
(luz indirecta >200 cd/m?) en la fase de dia y completa oscuridad en la fase de

noche.
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Para la realizacion de las pruebas electrofisiologicas que se describen mas abajo, los
animales se ubicaron en unas cajas de adaptacion a la oscuridad con suficiente

antelacion al experimento para permitir su realizacion.

4.1.3. Procedimientos anestésicos.

Con el fin de facilitar la manipulacién quirargica de los animales en el proceso de
inyeccion intraocular asi como en los registros electrofisiologicos, todos ellos se
efectuaron bajo anestesia general, inducida por inyeccion intraperitoneal (i.p.) de
una mezcla de Ketamina (70mg/Kg de peso corporal; Ketolar® 5% Pfizer,
Alcobendas, Madrid, Espafia) y Xilacina (7mg/Kg de peso corporal, Rompun® 2%
Bayer, Kiel, Alemania) diluidos en 0,1 ml suero salino estéril (NaCl, 0,9%)
produciendo una relajacion muscular de grado medio-moderado. Esta concentracion
de anestésico es suficiente para la realizacion de nuestros estudios, ya que permite
mantener al animal en estado de anestesia durante 40-50 minutos. Las
manipulaciones experimentales se realizaron en condiciones no estériles, pero si de
minuciosa limpieza, especialmente de todo el instrumental microquirdrgico. Las
manipulaciones microquirdrgicas se efectuaron con la ayuda de un microscopio
binocular (Wild Heerbrugg, MDG13, Suiza) y con el instrumental de microcirugia

apropiado.

En el postoperatorio inmediato, se les aplicd por via topica en la cérnea un
ungiento oftalmolégico, Methocel 2% (Ciba Vision AG, 8442 Hetlingen, Suiza),
para prevenir la desecacion corneal y una posible lesién corneal. Los animales
fueron devueltos a la jaula y colocados encima de una manta eléctrica emisora de
calor hasta su recuperacion de la anestesia. Posteriormente, fueron enviados al
animalario, donde permanecieron una semana hasta los  registros
electrorretinograficos y posteriores pruebas. Tras realizar todas las pruebas, los
animales se sacrificaron con una sobredosis letal de una solucion de pentobarbital
sodico al 20% (Dolethal®, Vetoquinol S. A., Lure, Francia) inyectado i.p. (0,5- 1

ml).
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4.2. INYECCION INTRAOCULAR.

El proceso de inyeccion intraocular fue realizado bajo una lupa binocular de
laboratorio con una fuente de iluminacién de luz fria (WILD HEERBRUGG,
Intralux HE, Suiza) y mediante una jeringuilla (Nanofil ™, World Precision
Instruments, Florida, EEUU) con aguja de calibre 34G (Nanofil ™, NF35BV-2,

World Precision Instruments, Florida, EEU).

El volumen vitreo del raton adulto es de 5,3 pl (Jeon y cols., 1998) teniendo en
cuenta esto, el volumen de los agentes excitotoxicos inyectados fue de 1 pl con el
fin de asegurar que la técnica de inoculacién sea reproducible. La jeringuilla fue
cargada con la concentracién indicada en cada caso del agente farmacoldgico a
inyectar (NMDA, KA). A modo de control el ojo contralateral fue inyectado con la
misma cantidad de volumen, pero de Buffer Fosfato Salino (PBS).

Anestesiado el animal segun las indicaciones anteriores se coloco en posicion de
declbito prono bajo la lampara de aumento donde se procedié a la inyeccion
intraocular. La localizacion de la inyeccidn se realizé en la zona temporal del globo
ocular por detras del limbo esclero-corneal con la intencion de que las sustancias
inoculadas difundieran por la cavidad ocupada por el humor vitreo y entraran en
contacto con las células de la capa retiniana, asi como de sus células (véase Figura
15).

Cristalino

Figura 15. Localizacion de la zona de inyeccion
intraocular. (Modificado de conojossano.blogspot.com,
2012).
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El proceso de inoculacion se realiz6 con el maximo cuidado a fin de no generar
dafios en los tejidos adyacentes, por ello se llevo a cabo bajo control dptico (Véase
Figura 16). En los primeros ensayos se procedié a la aplicacion de la inyeccion
intraocular en ambos ojos del mismo animal para realizar una comparativa del dafio
generado en funcion de la técnica aplicada. Dado que dicho analisis demostré que

la inyeccion “per se” no generaba dafio en las células ganglionares de la retina, se

decidié utilizarlo en la presente investigacion.

Figura 16: Proceso de inyeccion intraocular. Mediante microscopio binocular
con jeringuilla NF. 35BV-S.WPI.

4.3. REGISTRO ELECTRORRETINOGRAFICO.

Para la realizacion de los experimentos de registro electrorretinografico en animales
de experimentacion, se siguieron las normas dictadas por la ISCEV 2008 (de
acuerdo a las siglas de Internacional Society for Clinical Electrophysiology of
Vision) (Marmor y cols., 2009), para los estudios clinicos sobre humanos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, son diversas las formas de registro
electrorretinografico descritas hasta el momento; en el presente estudio
desarrollamos la técnica de registro electrorretinografico de ERG de campo
completo, en la cual evaluamos la funcion de la retina en su conjunto y para

conseguirlo la iluminacion de la misma debe ser lo mas homogénea posible.
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El estudio electrorretinografico se realizd una semana después de la inyeccion
intraocular con agentes neurotoxicos, con el fin de que la anestesia no afectase a la
obtencion de los datos ya que en ambos procedimientos se necesita de un estado

anestésico previo del animal.

4.3.1. Fuentes de iluminacién.

Las fuentes de luz utilizadas para la estimulacion luminica en los experimentos de

registro electrorretinografico fueron dos:

e Pantalla de Ganzfeld (figura 17A).
Consiste en una semiesfera o cupula como campo de estimulacién que
proporciona una luz homogénea en los 120° centrales de la retina (Dieterle y
Gordon, 1956; Chou y Porciatti, 2012; Chou y cols., 2014). La estructura esférica
de la pantalla permite que la iluminacion del fondo de la misma se distribuya de
forma homogénea por todo su interior. La pantalla de Ganzfeld fue disefiada en
nuestro propio laboratorio y calibrada convenientemente de acuerdo a los
criterios de la ISCEV 2008 (Marmor y cols., 2009). La iluminacion del interior de
la esfera se consiguid gracias a la utilizacién de LEDs (Kooijman y Damhof,
1980; Seiple y cols., 1986; Weymouth y Vingrys, 2008) cuya intensidad luminica

fue calibrada convenientemente como en el caso anterior.

e Diodos de emision de luz (LED, Light Emision Diode) (figura 17B).
Debido al pequefio tamafio del ojo de raton, la utilizacion de LEDs permite una
iluminacién homogénea de toda la retina (Viswanathan y cols., 2001). Se
emplearon LED de la firma comercial RS-Amidata (ref. n® 310-6707), cuya
intensidad era controlada mediante una fuente de alimentacién disefiada por la
casa CIBERTEC S.A. Los LEDs son dispositivos electronicos que emiten una
cantidad de luz proporcional a la corriente eléctrica que circula por sus polos. La
iluminacion proporcionada por los LEDs fue medida por un fotometro (Mavo
Monitor USB, Gossen, Nurnberg, Alemania) y ajustada a las necesidades de cada

protocolo experimental.
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Figura 17: Fuentes de iluminacién en los registros electrorretinograficos. A:
Campana de Ganzfeld. B: LED (Light Emission Diode, ref310-6707, RS-
Amidata).

4.3.2. Preparacion del animal.

Adaptacion a la oscuridad. Antes del registro electrorretinografico. Se adapto al
animal a unas condiciones de oscuridad superiores a las 12 horas y se le anestesio
por via intraperitoneal con la mezcla anteriormente indicada (ketamina y Xxilacina).
Las tareas de anestesia, instilacién ocular y aplicacién de los electrodos se realizaron
bajo condiciones de oscuridad con una pequefia iluminaciébn monocromatica roja

(~650 nm) tenue, para evitar la sensibilizacién de la retina de los animales.

Colocacion del animal. El animal anestesiado fue introducido en el interior de una
caja de Faraday, donde se siguié con las tareas preparatorias y se llevé a cabo el
registro electrofisiologico. La caja de Faraday es una caja metélica que protege de
campos electromagnéticos externos y evita ruidos eléctricos exteriores debido a que
tiene una toma de tierra. Dentro de la caja los animales fueron mantenidos a una
temperatura corporal de 37°C mediante una manta eléctrica (Hot-Cold, Pelton-
Sherpherd Industries, CA, EEUU).

Condiciones del animal durante el registro. Previamente a la realizacion del

registro se aplicaba en los ojos del animal una gota de colirio midriatico
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(Tropicamida al 1%, Colircusi Tropicamida, Alcon Cusi, SA, Barcelona, Espafia)
con el fin de dilatar la pupila y facilitar la iluminacién homogénea de la retina. Para
optimizar el registro electrofisioldgico y preservar la superficie corneal de la
desecacion, se administré tépicamente Methocel (Ciba Vision AG, 8442 Hetlingen,

Suiza) al 2%, en cada ojo antes de colocar el electrodo corneal.

Colocaciéon de los electrodos. En cada registro se procedio a colocar los tres
electrodos:
e Electrodo de tierra, conectado a una aguja intradérmica (30G) pinchada de
forma subcutanea en la cola del animal.
e Electrodo de referencia, conectado a una placa de oro ubicada en la boca del
animal.
e Electrodo corneal o de registro, (electrodo comercial Burian-Allen, Hansen
Ophthalmic Development Lab, Coralville, 1A) (Chou y Porciatti, 2012; Chou
y cols., 2014). Estos electrodos corneales, estan fabricados en metacrilato
transparente y oro (véase figura C), se coloca en el eje visual a 5 mm de la

cornea.

Adecuacion luminica. Una vez colocados los electrodos, y debido a que los
animales estan adaptados a un periodo de 12h de oscuridad y su manipulacion se ha
realizado en condiciones de baja luminosidad, se procede a la toma de datos segun el
protocolo establecido para la realizacion de los registros en condiciones escotopicas.
En condiciones fotopicas se deja reposar al animal durante al menos 5 minutos con
luz de fondo para su adaptacion. La intensidad de dicha luz es dependiente del
experimento a desarrollar, y lo que permite es la saturacion de los bastones, para

contribuir a la respuesta electrorretinografica inicamente de los conos.

4.3.3. Técnica de registro.

El comienzo del registro de ERG se realiza con un protocolo preestablecido que
permite el registro de la respuesta de todas las células retinianas al ser estimuladas
con diferentes intensidades luminicas, utilizando para intensidades de luz baja y

media la campana de Ganzfeld y para intensidades superiores de luz los LED.
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Mediante la utilizaciéon del estimulador eléctrico disefiado especificamente para el
control de las fuentes de iluminacion (CIBERTEC S.L.) (Figura 18A) se procedia a
alimentar los dispositivos luminosos (Figura 18B1, 18B2), consiguiendo
luminosidades entre los -2 log cd-s-m™y 2 log cd-s-m™. Esta sefial luminica era
conducida por los electrodos (Figura 18C) debidamente colocados.

Las intensidades luminicas aplicadas en cada caso fueron medidas con un fotometro
(Mavo Monitor USB, Gossen, Nurenberg, Alemania). La sefial electrofisioldgica
registrada, después de ser amplificada y filtrada con un amplificador Grass (CP511
AC amplifier, Grass Instruments, Quincy, Massachuset, EEUU) (Figura 18D) era
digitalizada a 10 KHz con una tarjeta de adquisiciéon de datos Power Lab (Figura
18E) (ADInstruments Ltd, Oxfordshire, Reino Unido).

La sefial era finalmente representada en la pantalla de un ordenador PC-compatible
(Figura 18F). Tanto para la representacion gréafica de las sefiales registradas como
para el control del estimulador luminoso se emple6 el software comercial Scope
v6.4 del Power Lab (ADInstruments Ltd, Oxfordshire, Reino Unido).

La Figura 18 muestra esquematicamente todo el equipamiento utilizado en la

realizacion de los registros electrorretinogréaficos.

Luz de Fondo

Luces de Estimulo

: I

Electrodos de
registro y referencia

(o) «———Flectrodo de tierra

Figura 18: Equipo de electrorretinografia. El protocolo de estimulacion,
configurado en el ordenador, es emitido a la tarjeta digitalizadora (Power Lab).
La sefial pasa al alimentador que permite el encendido de las diferentes fuentes de
luz. El estimulo es recogido por los electrodos y amplificado para volver a la
tarjeta digitalizadora; ésta convierte la informacion para su lectura y
representacion digital en el ordenador (tomado de Vicente Tejedor, 2009).

77



78

4.3.4. Protocolo de iluminacién.

Para la realizacion de los experimentos de electrorretinografia se utiliz6 un mismo

protocolo de iluminacién (Tabla I).

REGﬁfRO PROTOCOLO
1 STR (-6)
2 STR (-5)
3 STR (4)
4 STR (-3)
5 STR(-2)
6 ROD
7 ROD
8 ROD
9 MIXED
10 MIXED
1 MIXED
12 MIXED
13 MIXED
14 MIXED
15 P.O.
16 CONE
17 CONE
18 CONE
19 CONE
20 CONE
21 CONE
2 CONE
23 CONE
24 CONE
25 FLICKER

INTENSIDAD
(Cd-sim2)

1,0.10°
5,0-10°
1,010°
5010°
1,0.10*
1,0.10°
5,010°
1,002
5,0-10°2
1,0.10%
1,0.10°
1,0.10*
5,0-10"
1,0-10%
1,0-10%
1,0.10?
5,0-10°
1,0.10*
5,010
1,0.10°
5,0-10°
1,0.10*
5,0-10
1,0-10?
1,0-10%

DURACION

BARRIDO ADAPTACION ESTIMULADOR

(ms)

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
1000

DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
LA
LA
LA
LA
LA
LA
LA
LA
LA
LA

Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
Ganzfeld
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED
LED

Av.N°
Reg.

>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>5

>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20
>20

INTERVALO
ENTRE
ESTIMULOS

(sg)
10
10
10
10
10
15
15
15
20
20
20
30
30
30

w
o

P e e = T e T =

o
(3]

Tabla I: Protocolo ERG. STR; (scotopic threshold response) respuesta umbral
escotdpica, ROD: respuesta exclusiva de bastones, MIXED: respuesta mixta
producida por conos y bastones, P.O.: respuesta de potenciales oscilatorios, CONE:
respuesta exclusiva de conos, FLICKER: respuesta estimulos repetidos de alta
frecuencia (20 Hz). Valores de intensidad y tiempo de los estimulos (DA:
Adaptacion a la oscuridad.LA: Adaptacién a la luz.)
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El protocolo de electrorretinografia se elabor6 en el propio Departamento de
Biologia de Sistemas de la Universidad de Alcala (UAH) para la evaluacion de la
sensibilidad en condiciones fotopicas y escotopicas de los animales de
experimentacion mediante la aplicacion de estimulos luminosos con intensidades

crecientes y por periodos de tiempo concretos.

Los diez primeros registros fueron desarrollados en la campana de Ganzfeld y en
condiciones de adaptacién a la oscuridad (>12 horas de adaptacion) para obtener la
respuesta generada por los fotorreceptores mas sensibles (bastones) a estimulos de
duracién variable y de intensidad de luz hasta los 4 mV.

A partir de intensidades superiores a 5 mV se comenzaron a observar otras
respuestas generadas por células fotorreceptoras mixtas (conos y bastones). En
adaptacion a la luz (>5 minutos de adaptacién a una luz de fondo de 30 cd-m?) y
sometidos a estimulos de intensidad variable mediante LED, con una duracién fija
de 6 ms, las respuestas de los fotorreceptores fueron principalmente generadas por

los conos.

4.3.5. Respuestas electrorretinograficas.

Para la realizacion del protocolo estandar se ha intentado normalizar los registros
electrorretinograficos en animales de experimentacion siguiendo las mismas
normas que la ISCEV (2008) dicta para los registros electrorretinograficos en
humanos. Siguiendo dichas normas, se han obtenido tres de las respuestas
electrorretinogréficas estandar ya descritas en el apartado de introduccion y que

describimos a continuacion de forma detallada:

e Respuesta de bastones: Se obtuvo tras >12 horas de adaptacién a la oscuridad,;
se utilizo la pantalla de Ganzfeld y se procedio a aplicar estimulos luminosos de
escasa intensidad (-2 log cd-s-m™). Tras 100 ms de registro basal, se aplicé un
estimulo de 6 ms de duracion; a continuacion, se registro durante 500 ms la

respuesta retiniana. Durante la realizacion del registro se utiliz6 un filtro de paso
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alto de 1 Hz y de paso bajo de 1000 Hz. Se promedi6 un total de 60 respuestas,

con un intervalo inter-estimulo de 10 segundos.

e Respuesta mixta: Se registra en el animal tras haber obtenido las respuestas de
bastones. Se procede a aplicar estimulos luminosos de intensidad media (1,5 - 2
log cd-s-m™). Como en el caso anterior, tras 100 ms de registro basal, se aplicé
un estimulo de 6 ms de duracion; a continuacion, se registré durante 500 ms la
respuesta retiniana. Durante la realizacion del registro se utilizd un filtro de paso
alto de 1 Hz y de paso bajo de 1000 Hz. Se promedio un total de 60 respuestas,

con un intervalo inter-estimulo de 30 segundos.

e Respuesta de conos: Finalizados los registros en condiciones escotdpicas, se
someti6 al animal de experimentacién a una iluminacién basal de 30 cd-m
durante 5 minutos, con el fin de adaptar la retina a la luz (condiciones fotdpicas).
El registro de las respuestas de conos se llevd a cabo mediante iluminacion con
LED. Para ello, una vez adaptada la retina a la luz, se procedia a aplicar estimulos
luminosos de gran intensidad (2 log cd-s-m™). Tras 100 ms de registro basal, se
aplicaba un estimulo de 6 ms de duracion; a continuacion, se registraba durante
500 ms la respuesta retiniana. Durante la realizacion del registro se utilizd un
filtro de paso alto de 1 Hz y otro de paso bajo de 1000 Hz. Se promediaron un
total de 60 respuestas, con un intervalo inter-estimulo de 1 segundo. Durante todo
el registro se mantuvo la iluminacion basal, lo cual permitia conservar el estado

de adaptacion a la luz.

Finalizado el protocolo experimental, se procedia a retirar los electrodos del animal
y a devolverle a la jaula, vigilando su recuperacion vital. Con la anestesia utilizada,

la recuperacion del animal se conseguia a los 45 — 50 minutos de su administracion.
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4.4, INMUNOCITOQUIMICA.

4.4.1. Anticuerpos utilizados.

Las caracteristicas de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en nuestro

estudio se muestran esquematicamente en la tabla Il. Respecto a los anticuerpos

primarios utilizados:

Brn3a: es un factor de transcripcion que se expresa especificamente en la
poblacion de células ganglionares. La inmunodeteccién del Brn3a ha
demostrado que es un marcador fidedigno para la identificacion y la
cuantificacién de CGR en condiciones normales y después de una lesion en
rata y raton albinos (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y cols.,
2011). Es un miembro de la familia de los factores de transcripcion Brn3,
que se localiza en el nucleo y tiene un dominio POU de union al ADN. El
estudio de su expresion es una forma indirecta de conocer el estado
fisiolégico de las CGR. Para identificar, cuantificar y estudiar la
distribucion de la poblacion total de CGR que sobreviven en los ojos de los
ratones sometidos a inyeccion intraocular con elementos excitotdxicos, se

realiz6 la inmunohistoquimica contra la proteina Brn3a.

PKCa: Para la deteccién de células bipolares de los bastones se utiliza un
anticuerpo dirigido contra la proteina kinasa C (PKC), ya que se habia
observado en la retina de varios mamiferos, la presencia de
inmunorreactividad de PKCa en las células bipolares, pero sélo en las que
tenian la morfologia de las células bipolares de los bastones (Greferath y
cols., 1990). La PKC es una enzima que juega un papel importante en la
regulacién de la neurotransmisién tanto pre- como en postsinapsis y se
denomina asf por ser dependiente de Ca®*, es miembro de una gran familia
de proteinas kinasas, que consiste en al menos 11 subespecies de PKC
descritas: alpha, beta I, beta Il, gamma, delta, epsilon, eta, theta, mu, zeta y

lambda. La senal de inmunorreactividad de PKCa es importante en las
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células bipolares de bastones, aunque también son inmunorreactivas algunas

células amacrinas.

Syt2: Es una proteina de membrana asociada a las vesiculas sinépticas, que
actian como sensores de calcio para la liberacion de manera rapida a través
de las terminales nerviosas presindpticas de neurotransmisores. Dentro de
las isoformas sinaptotagmicas en el sistema nervioso central del raton
podemos diferencias Sytl y Syt2, ambas se localizan predominantemente en
diferentes subconjuntos de sinapsis en retina, hipocampo, cerebelo y nucleo
mediano del cuerpo trapezoidal (MNTB). En la retina, los terminales de las
celulas horizontales y de las bipolares OFF contienen Syt2, mientras que la
mayoria de los otros terminales contienen Sytl. La localizacion de Sytl en
la retina inmadura es similar a la observada en el adulto; Sin embargo, la
localizacion Syt2 aparece sorprendentemente diferente a las edades
perinatales y continda cambiando dréasticamente antes de la apertura del ojo.
Por ejemplo, las células amacrinas de primera generacion, que carecen de
Syt2 en la retina adulta, expresan transitoriamente Syt 2 durante las

primeras dos semanas posnatales.

GNB3: Es una proteina de unién a nucleétidos de guanina beta3 (GNB3), se
encuentra asociado a los receptores transmenbrana. Diversos estudios
indican la presencia de GNB3 en células fotorreceptoras y posiblemente en
células bipolares en retinas murinas, bovinas y de primates (Lee y cols.,
1992; Peng y cols., 1992; Huang y cols., 2003). En ratones la mayor
concentracion de GNB3 se encuentra en los segmentos externos de los
fotorreceptores (Huang y col., 2003), mientras que en la retina central hay
una respuesta mayoritaria positiva al GNB3 cuando se marca con opsina
rojo/verde, indicando la presencia de GNB3 en los conos, y otra respuesta
minoritaria negativa en la capa de fotorreceptores asociada a los conos S
(cono azul).

El marcaje de GNB3 también se ha observado en la capa nuclear interna en
células bipolares, y marcajes conjuntos con PKC demuestran que una

minoria de células bipolares positivas para GNB3 fueron negativas para
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PKC, lo que indica que GNB3 es expresado por un subtipo de células
bipolares en la retina de raton (Huang y cols., 2003).

Anti-Brn3a 1° Poli- Cabra 1/200 Santa Cruz
clonal
Anti-Pkca 1° Poli- Conejo 1/1000 Sigma
clonal
Syt2 1° Poli- Conejo 1/500 Synaptic
clonal systems
GNB3 1° Poli- Conejo 1/50 Sigma
clonal
Cy2(FITC) 2° Cy™2 Mono 1/200 Jackson
donkey
antigoat
Cy3 2° Cy™3 Mono 1/200 Jackson
donkey
antirabbit

Tabla Il. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en protocolos de
inmunotincion.

e DAPI 0 (4',6-diamino-2-fenilindol) es un marcador fluorescente que se une
fuertemente a regiones enriguecidas en Adenina y Timina en secuencias del
ADN en el nucleo celular. Es capaz de emitir una fuerte fluorescencia
cuando se intercala en la doble cadena del ADN tifiendo por tanto los
nucleos de todas las células. Su maximo de absorcion se produce a una
longitud de onda de 360 nm (ultravioleta) y su maximo de emision a 460 nm
(azul) (véase Tabla Ill). Por lo tanto, en la microscopia de fluorescencia,
DAPI es excitado con luz ultravioleta para después ser detectado a través de

un filtro azul / cian.

DAPI 350nm 470nm 0,01% Sigma

Tabla I11. Caracteristicas del DAPI.
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4.4.2. Microscopia utilizada.

Para la observacion de las muestras se utilizaron dos tipos de microscopios: el de

fluorescencia y el confocal. Ambos microscopios cuentan con el conjunto de filtros

y laseres que permiten tanto la excitacion como la emision de las sefiales luminicas

de los anticuerpos secundarios utilizados. Dichos microscopios fueron:

El microscopio de fluorescencia de la marca Olympus, modelo Provis AX-
ZO Turbo interroller (Olympus, EEUU). Se emplearon los objetivos 4x, 10,
20x y 40x.

El microscopio confocal de la marca Leika, modelo TCS SP2 (Leika,
Weltzlar, Alemania) Se emplearon objetivos de inmersién en aceite 40x y
63x y se hicieron proyecciones Z de amplitud maxima para abarcar la
totalidad de las células estudiadas. Todo el manejo del software informatico
del microscopio confocal fue realizado por el técnico del laboratorio de

Fisiologia de la Universidad de Alcala de Henares, Madrid.

4.4.3. Protocolos de inmunotincion.

En nuestro estudio se realizaron diversos tipos de inmunotinciones segun la

finalidad de las pruebas, en todos ellos se realizaron unos pasos previos comunes:

Sacrificio del animal; los ratones fueron sacrificados mediante sobredosis de
pentobarbital (95mg/Kg), administrado por inyeccion intraperitoneal.
Extraccion de los ojos; se enuclearon los ojos mediante el corte de los
musculos periorbitales.

Post-fijacion de ojos; los ojos se sumergieron en una solucion aproximada de
5 ml de Paraformaldehido (PFA) al 4% durante hora y media a temperatura
ambiente y en el volteador para la fijacion de los tejidos. Con el fin de
facilitar el acceso del PFA se realizé dos pequefios cortes en la zona del
limbo esclero-corneal. Transcurrido el plazo de inmersion, se realiz6 el corte

del polo anterior ocular para extraer el cristalino y se mantuvo los ojos en la
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misma solucién a 4°C de temperatura durante al menos 14 horas. Pasado ese
periodo de tiempo, se procedié al lavado de los ojos con solucion de PBS al
0,1 M en tres periodos de diez minutos de duracion.

Para la realizacion de los lavados tanto del globo ocular como de la retina,
ademaés de las soluciones limpiadoras indicadas en cada caso, se utiliza el

volteador para mejorar la eficacia de los lavados.

4.4.3.1. Inmunotincién de retina completa en plano.

Para hacer el recuento de las CGR, se realizo el protocolo de inmunotincion con
BRn3a en retina completa montada en plano. Tras realizar los pasos previos a la
inmunotincion, mediante el microscopio Optico y material adaptado se procedié a la
extraccion de la retina con sumo cuidado para no romperla. La retina se coloco
abierta hacia arriba en un eppendorf de 1,5 ml para proceder a su lavado que se
realiz6 por triplicado durante 10 minutos con el uso de una mezcla de PBS 0,1M y

Triton X-100 al 0,5% (denominada, a partir de ahora, solucién limpiadora).

Tras el Gltimo lavado, se dejo la retina con la copa hacia arriba en un volumen
minimo de solucion para cubrirla (1-2 mm) y se congel6 a -80°C durante 15
minutos. Mediante el uso del agitador se procedi6 a la descongelacién del tejido, que
previamente a la incubacion fue lavado con la solucién limpiadora en tres ocasiones
y durante diez minutos cada una. Se procedié a la incubacion con el anticuerpo
primario (Brn3a goat polyclonal, 1/200) diluido en una mezcla compuesta por Triton
X-100 al 2%, suero de mono al 5% y PBS 0,1M. Se dej6 el tejido en agitacion
durante dos horas y posteriormente se mantuvo en agitacion, pero a temperatura de
4°C durante 24 horas. Al término del cual y para eliminar el exceso de anticuerpo
primario tras la incubacion, se procedi6 al lavado con la solucion limpiadora en tres

ocasiones con una duracion de diez minutos por cada lavado.

El segundo anticuerpo (Cy2 donkey antigoat) fue diluido en una solucion compuesta
por PBS 0,1M, Triton X-100 0,5% y suero de mono al 5% y se realizé la incubacion
del tejido durante un periodo de dos horas en agitacion y protegido totalmente de la
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luz. Se muestra un esquema del proceso de inmunotincion en la figura 19.
Posteriormente, se procedio a la realizacion de tres lavados de diez minutos con la

solucion limpiadora.

Para finalizar, se realiz6 el montaje de la retina en un portaobjetos de vidrio. Con el
fin de mantener la fluorescencia del marcaje, se cubrié el tejido de FluorSave TM
Reagent (Calbiochem, Canada). El portaobjetos fue cubierto con un cubreobjetos y
mantenido a 4°C hasta su observacion a microscopia Optica de fluorescencia
(Objetivo 10X y filtro cy2).

Fluoréforo

\ Anticuerpo

Anticuerpo secundario

primario

Figura 19. Esquema representativo de la técnica de inmunohistoquimica para la
deteccion de las proteinas Brn3a en el nlcleo de las CGR. El anticuerpo primario
de cabra anti-Brn3a reconoce y se une de manera especifica al antigeno (Brn3a)
presente en los nucleos de las células ganglionares de la retina. En un segundo paso
se detecta la parte conservada del anticuerpo primario por un anticuerpo secundario
de burro que esta acoplado a un fluoréforo y que al excitarse emite una fluorescencia
roja o verde (Alexa 594 o alexa 488, respectivamente). (Modificado de Garcia
Ayuso, 2011).

4.4.3.2. Inmunotincién de secciones transversales de retina.

Para la observacion de las capas celulares de la retina, asi como de las células que
las componen, el protocolo a seguir de inmunotincion fue con Brn3a, PKCa y DAPI,
sobre secciones transversales de retina. Tras los pasos previos comunes a la
inmunotincion, se procedio a la crioproteccion del globo ocular mediante soluciones

de sacarosa crecientes. El agua que contienen los tejidos, cristaliza al congelarse
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pudiendo rasgar las muestras, para evitar esto la crioproteccion se lleva a cabo
mediante bafios seriados en diferentes concentraciones de sacarosa. Las
concentraciones utilizadas fueron 20, 30, 40% de sacarosa diluida en PBS 0,1M,
durante una hora para las dos primeras concentraciones a temperatura ambiente y en
agitacion continua. EI ultimo paso consistio en la inmersion del tejido en sacarosa al

40% durante toda la noche en agitacion y a una temperatura de 4°C.

Una vez realizada la crioproteccion los ojos fueron incluidos en un medio adecuado
para la congelacion (Optimal Cutting Temperature media, Sakura Finetek, CA
90501, EEUU) donde se mantuvieron durante una hora en volteador y a temperatura
ambiente. Posteriormente, fueron colocados en moldes de plastico para congelacion
con OCT y se procedié a su congelacion siendo almacenados a -80°C hasta su
procesamiento.

Se realizaron cortes sagitales dejando secciones de retina de 15 um de espesor,
mediante el criostato (Bright OTF Cryostat, Bright Instrument Company LTD;
Huntington, Reino Unido). Los cortes eran montados sobre portaobjetos de vidrio
que habian sido previamente gelatinizados y que se conservaron a -20°C hasta su

utilizacion.

Para proceder a la inmunotincién de las secciones de retina, se siguieron los

procedimientos que se describen a continuacion durante los dos dias siguientes

Dia 1:

e Aclimatacion: Los cortes son retirados del congelador y mantenidos durante
una hora a temperatura ambiente.

e Lavado: Para eliminar el exceso de OCT y optimizar el efecto de los
anticuerpos, los cortes de retina fueron sometidos a tres lavados de 10
minutos con PBS 0,1M en agitacion.

e Preincubacion: Con el fin de bloquear sefiales inespecificas, las secciones se
sumergieron en una dilucién de Triton X-100 al 0,2% en suero de mono al
2% y PBS 0,1M durante 1 hora en cdmara hiimeda.

e Incubacion con anticuerpos primarios: las secciones fueron incubadas con

los anticuerpos primarios (Brn3a y PKCa) diluidos en una solucion con
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Triton X-100 al 0,2%, suero de mono al 2% y PBS 0,1M durante toda una
noche (aproximadamente 16 horas) a temperatura ambiente y en la camara

hdimeda.

Dia 2:

e Lavado: Al dia siguiente se retird el exceso de anticuerpo primario con tres

lavados en PBS 0,1M de 10 minutos cada uno y en agitacion.

Incubacidén con anticuerpo secundarios: Igualmente que, con los primarios,
los anticuerpos secundarios (Cy2 donkey antigoat y Cy3 donkey antirabbit)
se diluyeron en Tritdén X-100 al 0,2%, suero de mono al 2% y PBS 0,1M.

Lavado: Nuevamente se realizaron tres veces por diez minutos en PBS con

agitacion para retirar el exceso de los segundos anticuerpos.

Contraste: Usamos marcadores intercaladores de ADN para determinar las
capas nucleares de la retina. De esta forma, tenemos referencia de la
localizacion de los marcajes en la retina. Para ello, se emple6 la molécula
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a wuna dilucion de 1:1000. Los

portaobjetos se mantienen con este marcador nuclear durante diez minutos.

Lavado: Nuevamente tres veces por diez minutos en PBS en agitacion.

Montaje y lacado: Para el montaje se utilizd un medio adecuado con
propiedad de proteccién de la fluorescencia, Fluorsave Reagents (Bionova,
Calviochem).

En la Figura 20 se muestra esquematicamente toda la secuencia del marcaje

inmunohistoquimico.
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Figura 20: Esquema del proceso de marcaje inmunohistoquimico. Tras sacrificar
al animal, se procedi6 a la enucleacion de los dos ojos y fijacion en PF
(4%).Posteriormente se crioprotegieron en concentraciones crecientes de sacarosa y
se congelaron en OCT. Se realizaron las secciones transversales en el criostato y
fueron sometidas a los procesos de lavado y marcaje con anticuerpo primario y
secundario antes de ser observadas en el microscopio.

4.4.4. Recuento de células ganglionares de la retina. Cuantificacion

manual.

Todas las retinas montadas en plano e inmunoldgicamente tefiidas con Brn3a se
observaron y fotografiaron en un microscopio Optico y de fluorescencia (Olympus,
modelo Provis AX-ZO Turbo interroller, EEUU) equipado con tres filtros: el
ultravioleta (BP 365/12,LP 397), que permite la observacién de la fluorescencia del
DAPI (marcador nuclear) asi como de la hidroxistilbamidina metanosulfonato
(OHSt, Molecular Probes, Leiden ,Holanda) pequefia molécula con propiedades
fluorescentes utilizada como trazador retrégrado de CGR; el de rodamina (BP

546/12,LP 590) para observar la fluorescencia roja de los anticuerpos conjugados
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con Alexa-594 (Brn3a) y el de fluoresceina (BP 450/490, LP 515-565) que permite
la observacién de los anticuerpos conjugados con Alexa-488 (pNFH y NFH).

La cuantificacion del nimero de CGRs se realiza por la extrapolacion del contaje
manual de una serie de &reas de muestreo establecidas previamente y que son
estandar. Estas areas son representativas de la retina y engloban &reas de baja
densidad y areas de alta densidad para poder promediar el nimero de CGRs por
unidad de superficie. EI nimero de CGRs detectadas varia segun el marcador
utilizado. Los recuentos de células ganglionares de retina se realizaron en las
fotografias de retina en plano inmuno-tefiidas con Brn3a, en ellas se seleccionaron
distintas localizaciones (tres en cada retina) para proceder al recuento celular de la

zona acotada (700x300 pm3).

Para el recuento celular manual se utilizé el programa Imagen J, programa de
procesamiento de imagenes digitales desarrollado en 1997 por el National Institutes
of Health, en EEUU y de dominio publico. Con el programa se seleccionaban las
zonas acotadas de la retina donde las CGR tefiidas con Brn3a eran marcadas de

manera manual y anotada automaticamente para su cuantificacion.

Aunque este método manual de contaje es mas complicado y menos fidedigno que
los contajes computarizados, se sigue utilizando para cuantificar el nimero de CGRs
trazadas que sobreviven a una lesién axonal, ya que las células de microglia se

marcan transcelularmente impidiendo la cuantificacién automatica.

4.5. MARCAJE ANTEROGRADO DE LA VIA OPTICA.

4.5.1. Marcadores utilizados.

Para el marcaje de la via visual en ratones inicialmente inoculados con agentes
excitotoxicos utilizamos dos tipos de colerotoxina como marcaje anterogrado:
CTX488 (CY2 con marcaje en color verde) y CTX555 (CY3 con marcaje en color
rojo) ambas en concentraciones del 2% y disueltas en PBS 0,1M y DMSO 1%

(dimetil-sulfoxido). El marcaje se realiz0 mediante inoculacion intraocular,
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siguiendo el mismo protocolo e instrumental utilizado para la inoculacién de los
agentes excitotoxicos. ElI volumen inyectado fue de 1ul de CTX488 en el ojo
derecho y el mismo volumen de CTX555 en el ojo izquierdo. Posteriormente a la
inoculacion de colerotoxina se dejé un minimo de 5 dias antes de proceder a la

perfusion de los animales y extraccion del cerebro.

4.5.2. Perfusion de los animales.

Los animales se sacrificaron con una sobredosis inyectada intraperitoneal de
pentobarbital sodico al 20% (Dolethal, Vetoguinol Especialidades Veterinarias S.A.,
Alcobendas, Madrid) y se procedi6 a la realizacién de una esternotomia media para
exponer el corazon y los grandes vasos sanguineos. Se introdujo una aguja de
insulina en la aorta ascendente a través del ventriculo izquierdo, para perfundir
inicialmente con aproximadamente 15 ml de suero salino (NaCl al 0,9%) para
limpiar el contenido hematico de los vasos y érganos del animal. Simultdneamente a
la insercion de la aguja, se practicé un corte en la orejuela de la auricula derecha
para permitir la salida de la sangre y suero salino. A continuacion, se perfundio con
aproximadamente 25 ml de solucion de paraformaldehido (PF) al 4% en tampon

fosfato 0,1 M a 4°C de temperatura.
Tras este proceso se enuclearon los ojos y se extrajo el cerebro, el cual fue cortado

para su estudio mediante un molde disefiado para reproducir el plano de la seccion

del cerebro de raton en coordenadas estereotaxicas (Figura 21)
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Figura 21. Molde de cerebro con coordenadas estereotaxicas. A ; Molde para
la seccion coronal de cerebro de ratdn en coordenadas estereotéxicas. B;
Representacion de las secciones de cerebro de ratén. Imagen modificada de
www.cientificasenna.com, 2015.

Los cortes se realizaron desde el nivel de la linea 0 (Bregma), que corresponde a la
zona quiasma oOptico, hasta la linea 5 que corresponde al extremo caudal del coliculo
superior. Las secciones se realizaron con el maximo cuidado de no cortar los nervios
Opticos. Posteriormente, fue postfijado en PF 4% durante 24 horas. Posteriormente,
se procedio a tratar los cerebros con el mismo protocolo de crioproteccion utilizado
anteriormente mediante inmersion en porcentajes crecientes de sacarosa (20%, 30%,
40%). En el caso del cerebro, el tiempo que lo mantenemos en las distintas dosis es
de una noche en cada caso a una temperatura de 4°C y en agitacién constante. Una
vez realizada la crioproteccion, los ojos fueron embebidos en un medio adecuado
para la congelacién (OCT) donde se mantuvieron durante una hora en volteador y a
temperatura ambiente. Posteriormente, fueron colocados en moldes de plastico para

congelacion con OCT siendo almacenados a -80°C hasta su procesamiento.

4.5.3. Secciones encefalicas.

Para realizar los cortes de las distintas secciones encefalicas, se recuperaron los
cerebros embebidos en OCT a -80 °C y mediante el criostato (Bright OTF Cryostat,


http://www.cientificasenna.com/
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Bright Instrument Company LTD; Huntington, Reino Unido) se realizaron cortes de
30 um de espesor. Todos los cortes eran montados sobre portaobjetos de vidrio que
habian sido previamente gelatinizados y que se conservaron a -20°C hasta su
utilizacion.  El estudio de los cortes se realizd mediante microscopia de
fluorescencia (Olympus, modelo Provis AX-ZO Turbo interroller EEUU) con ayuda
del objetivo 10X.

4.6. ANALISIS ESTADISTICOS.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SigmaStat® 3.1 para Windows®
(Systat Software, Inc, Richmond, CA, EEUU). Previamente todos los datos a
comparar de cada grupo se almacenaron en hojas de célculo (Microsoft® Office
Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU). La significacion
estadistica se situd en p<0,05 para todos los test estadisticos. Para comparar los
datos cuantitativos del numero total de CGRs entre ojos derechos e izquierdos se
utilizo el test de Mann-Whitney y el test de la t de Student. Los datos estadisticos se
mostraron mediante media aritmética, el tamafio de la muestra y la desviacion

estandar o error estandar de la media.
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5.1. RECUENTOS DE CELULAS GANGLIONARES DE RETINA
DE ANIMALES SOMETIDOS A LA INYECCION
INTRAOCULAR DE AGENTES EXCITOTOXICOS.

5.1.1. Recuento de células ganglionares de retina ante la inyeccion

intraocular con distintas dosis de KA.

Para la cuantificacion de las células ganglionares tras la inyeccion intraocular de
agentes toxicos, se realizd un marcaje inmunohistoquimico especifico sobre retinas
montadas en plano siguiendo el protocolo indicado en Materiales y Métodos. La
observacion a baja amplificacion de las retinas tras realizar la inmunohistoquimica
permite la visualizacion de las células ganglionares (véase Figura 22 A 'y B). A
mayor amplificacion se observa como la inyeccion de KA provoca una disminucion
similar en distintas regiones retinianas (comparese las Figuras al con bl y a2 con
b2).

El ndmero de células marcadas con Brn3a se encuentra disminuido en el ojo
inoculado con KA (OD) con respecto al ojo inoculado con PBS (Ol). Esta clara
disminucion de la densidad CGR (CG/mm2) es debida al efecto deletéreo generado
por el agente neurotdxico. Por lo tanto, la inyeccion intraocular con 10 mM de KA
provoca una disminucion en el numero de células ganglionares de retina (CG/mm?2)
independientemente de la zona seleccionada, frente a la inyeccion intraocular de
PBS, que no provoca dafio celular. Esta afirmacion nos confirma la inocuidad del
procedimiento de inyeccion intraocular, con lo que el dafio celular observado no es

atribuible a la técnica utilizada.
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Figura 22. Imagen de una retina montada en plano e inmuno-marcada con
anticuerpo contra Brn3a. El ojo izquierdo (A) inyectado con una solucion de
PBS; el ojo derecho (B) del mismo animal inyectado con una concentracion de 10
mM de KA. Se muestra a mayor escala, las areas al, a2 de Ay bl, b2 de B, que
corresponden a una superficie de 700 x 500 pm?. Se aprecia la menor densidad de
células ganglionares en la retina del ojo inyectado con KA.

Se llevo a cabo una serie de experimentos con el fin de seleccionar la concentracion
mas iddnea para la creacion de un modelo excitotdxico valido. Para ello, inicialmente
se utilizaron concentraciones crecientes de orden micro molar (uM) de KA. Los
ensayos demostraron que los dafios generados en la poblacion de células
ganglionares de la retina fueron minimos, obteniendo recuentos celulares similares a
los de las retinas control, por lo que no fueron aptos para nuestro estudio. Se
repitieron los experimentos con concentraciones crecientes de orden milimolar (mM)
y se obtuvieron datos de dafio celular significativo. Las concentraciones
seleccionadas y aplicadas para el estudio del modelo excitotoxico fueron 5, 10 y 20
mM de KA. La disminucion media de la densidad de CGR del ojo lesionado con KA
(OD) respecto al inyectado con PBS (Ol) fue de 816, 1073 y 1368 CG/ mm? para 5,
10 y 20 mM de KA, respectivamente (véase Tabla IV).
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KA 5mM 10 mM 20 mM

Ol 2431 + 198 2206 = 229 2102 + 631
oD 1615 =+ 435 1133 + 410 734 + 428

p 0,17 0,02 0,01

Tabla 1V. Densidad promedio de CGR (cel. /mm?2) en animales sometidos a la
inyeccion intraocular con KA. Se muestran las densidades celulares medias (y
los errores estandar) de animales sometidos a la inyeccion intraocular con 5 (n=4);
10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA en el ojo derecho (OD). Comparativa con valores
obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), ojo control inyectado con PBS. La probabilidad
(p) se considera significativa para p<0,05.

Se observd que los valores de pérdida celular en el ojo inyectado con el agente
excitotoxico (OD) aumentan con el incremento de la dosis aplicada. Las diferencias
fueron estadisticamente significativas para concentraciones de 10 y 20 mM de KA.
El porcentaje de células ganglionares de la retina fue inferior en todos los ojos
inoculados (OD) con respecto a los ojos controles (OI), resultando para
concentraciones de 5, 10 y 20 mM de KA unas pérdidas celulares del 33%, 52,03% y
68,37%, respectivamente en el ojo tratado con respecto al ojo control (véase Figura
23).
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Figura 23. Porcentaje de células ganglionares de la retina (CGR) en animales
sometidos a la inyeccion intraocular con distintas dosis de KA. Animales
sometidos a la inyeccion intraocular con 5 (n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA.
Los valores en OD estan referidos al porcentaje de células en ojo izquierdo (Ol),
asi como su desviacion estandar. La significacion estadistica se indica: * p< 0,05.

Los resultados obtenidos muestran que la pérdida de células ganglionares de la retina

aumenta de manera progresiva al aumentar la dosis administrada de agente tdxico.

5.1.2. Recuento de células ganglionares de retina ante la inyeccion

intraocular con distintas dosis de NMDA.

Al igual que el estudio realizado con KA, se llevaron a cabo experimentos con
NMDA, con el fin de seleccionar la concentracién mas idénea para la creacion de un
modelo de excitotoxicidad. Se obtuvieron los valores de densidad promedio de las
células ganglionares de la retina en animales sometidos a la inyeccién intraocular en
el ojo derecho con concentraciones crecientes de NMDA, frente a los valores

obtenidos para el ojo izquierdo (ojo control) (véase Tabla V).
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La disminucién media de la densidad de CGR del ojo lesionado con NMDA (OD)
respecto al inyectado con PBS (Ol) fue de 714, 425 y 1532 CG/ mm? para 10, 30 y
100 mM de NMDA, respectivamente.

NMDA 10 mM 30 mM 100 mM

Ol 2789 *+ 325 2433 = 308 2761 =+ 302
oD 2075 + 853 2008 + 403 1229 + 457

P 0,5 0,19 0,03

Tabla V. Densidad promedio de CGR (cel. /mm?) en animales sometidos a la
inyeccién intraocular con NMDA. Densidad promediada y error estandar en
animales sometidos a la inyeccidn intraocular con 10 (n=3), 30 (n=4) y 100 (n=4)
mM de NMDA en ojo derecho (OD). Comparativa con valores obtenidos en el ojo
izquierdo (Ol), ojo control. La probabilidad (p) se considera significativa para
p<0,05.

La pérdida celular en el ojo inyectado (OD) se incrementd con el aumento de la
concentracion de NMDA, siendo su efecto leve ante concentraciones pequefias, pero
de efecto muy acusado ante la concentracién mayor y estadisticamente significativa
(p=0,03).

El porcentaje de células ganglionares de la retina fue inferior en todos los ojos
inoculados (OD) con respecto a los ojos controles (OI), resultando para
concentraciones de 10, 30 y 100 mM de NMDA unas pérdidas celulares del 25,6%,
17,5% y 55,5%, respectivamente en el ojo tratado con respecto al ojo control (véase
Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de células ganglionares de la retina (CGR) en
animales sometidos a la inyeccion intraocular con distintas dosis de
NMDA. Animales sometidos a la inyeccién intraocular con 10 (n=3) ,30 (n=4)
y 100 (n=4) mM de NMDA. Los valores en OD estéan referidos al porcentaje
de células en el ojo izquierdo (Ol) asi como su desviacion estandar.

Los resultados obtenidos son indicativos de que a mayor concentracion de NMDA,
mayor es la pérdida de células ganglionares de la retina, de modo que la
concentracion de 100 mM de NMDA tiene un efecto muy lesivo. La diferencia entre
ambos compuestos utilizados como agentes excitotdxicos queda patente, se necesita

una mayor concentracion de NMDA que de KA para provocar dafio celular.

5.1.3. Recuento de células ganglionares de retina ante la inyeccion

intraocular simultanea con distintas dosis de NMDA y KA.

Cuantificado el efecto individual provocado en las células ganglionares de retina tras
la inyeccion intraocular de agentes excitotoxicos (KA y NMDA) a las

concentraciones seleccionadas, se procedié a evaluar el efecto generado tras la
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inyeccion de dichos compuestos de forma conjunta. Para ello se tomaron cinco
animales y a cada uno se le administré una de las siguientes combinaciones de
NMDA: KA, las cuales fueron de: 10:5; 10:10; 15:5; 30:5 y 30:10, todos ellos

expresados en mM.

El porcentaje de células ganglionares de la retina fue inferior en todos los ojos
inyectados con ambos agentes (OD) con respecto a sus ojos controles (Ol), excepto
para la concentracion de 10:5 mM de NMDA: KA (véase Figura 25). La pérdida
celular en los ojos inyectados fue del 15%, 75%, 63% y 55% para las
concentraciones de NMDA: KA de 10:10; 15:5; 30:5 y 30:10, respectivamente.
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Figura 25. Porcentaje de células ganglionares de la retina (CGR) en
animales sometidos a la inyeccién intraocular con distintas dosis conjunta
de KA y NMDA. Animales sometidos a la inyeccion intraocular con distintas
dosis de NMDA: KA. Los valores en OD estan referidos al porcentaje de
células en ojo izquierdo (Ol).

A pesar del escaso numero de animales utilizados en este experimento, observamos
que a partir de una dosis de 15:5 mM de NMDA: KA, se produce un efecto deletéreo
tan marcado como el producido por la inyeccion individual de 100 mM de NMDA o
20 mM de KA.
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En el estudio de toxicidad mixto se constata la variabilidad de los datos obtenidos,
por lo que no se puede establecer una correlacion de la concentracion inoculada
frente al dafio generado. La realizacion del mismo estudio con un numero superior de

animales facilitaria el estudio de dicha correlacion.

En funcion de todo lo anterior, de las tres concentraciones donde se encontraron
efectos toxicos, se selecciono la concentracion de 30:10 mM de NMDA: KA, ya que,
aunque parece la menos dafiina, es previsible que al aumentar el grupo de muestra el
dafo generado por esta dosis sea mucho mas marcado, disminuyendo la variabilidad

de los datos para nuestro estudio.

5.1.4. Recuento de ceélulas ganglionares de retina ante la inyeccion
intraocular simultdnea con una dosis de NMDA y KA

seleccionada.

Se obtuvieron los valores de densidad promedio de las células ganglionares de retina
obtenidos en una muestra de siete animales sometidos a la inyeccion intraocular en el
ojo derecho con concentraciones 30:10 mM de NMDA: KA y se compararon con los

valores obtenidos en el ojo izquierdo (véase Tabla VI).

30mM NMDA + 10mM KA

n #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7

+
+

Ol | 2747 + 113 2609 + 243 1994 +266 2658 + 117 1835 + 66 2252 + 66 2514 + 270

+

OD |1233 + 109 909 + 32 931 + 16 2186 +356 520 + 6 600 + 53 1046 + 91

1+

p 0,06 0,04 0,16 0,59 0,14 0.01 0,02

Tabla VI. Densidad promedio de CGR (cel. /mm?) en animales sometidos a la
inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA: KA. Densidad media y error
estandar en una muestra de siete ratones sometidos a la inyeccion intraocular con
30:10 mM de NMDA: KA. Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo
(Ql), control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera
significativa para p<0,05.

104



RESULTADOS

Se observd una gran variabilidad entre los distintos individuos, ya que en cuatro de
ellos no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el ojo inyectado con la
mezcla de NMDA y KAy el inyectado con PBS. Los datos del animal nimero cuatro
resultaron ser los mas alejados a los esperados, evidenciando una minima
disminucion celular entre ambos 0jos. Con el fin de asegurar que no se habian
cometido errores metodologicos, en todos ellos se confirmé la generacion del dafio

mediante estudio electrofisioldgico, tras la inyeccion de agentes excitotoxicos.

Para concentraciones de 30:10 mM de NMDA: KA, se obtuvieron densidades
celulares promediada de 2372 + 133 CGR/mm? en ojo control (Ol) y de 1060 + 209
CGR/mm? en ojo inyectado. El analisis estadistico (t de Student pareada) mostré que
la diferencia de recuentos celulares entre el ojo inyectado y el control era muy

significativa (p= 0,002).

Tras los datos obtenidos en la muestra de siete animales, se confirma que la
inyeccién intraocular con concentracion de 30:10 mM de NMDA: KA genera un
efecto excitotdxico que provoca la muerte celular a un 55 % de sus células
ganglionares, resultando estos valores significativos (p <0,01) (véase Figura 26).
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ANIMALES INOCULADOS CON 30 mM NMDA + 10 mM KA

Figura 26. Porcentaje de células ganglionares de la retina (CGR) en una
muestra de siete animales sometidos a la inyeccién intraocular con 30:10 mM
de NMDA: KA. Los valores en el OD estan referidos al porcentaje de células en el
o0jo izquierdo (Ol).
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5.2. ANALISIS FUNCIONAL DE LA RETINA DE ANIMALES
SOMETIDOS A INYECCION INTRAOCULAR DE
AGENTES EXCITOTOXICOS.

El analisis funcional de la retina tras la inyeccion intraocular de agentes
excitotoxicos (30:10 mM de NMDA:KA), se evalu6 mediante el estudio
electrorretinografico (ERG), siguiendo el protocolo anteriormente indicado en
Materiales y Métodos. Las respuestas electrorretinograficas binoculares se
registraron en ratones adultos ante la aplicacion de estimulos luminicos de corta
duracion y de intensidad creciente (véase Figura 27 y 28).

Observamos que para intensidades luminicas de -5,0 hasta -2,5 log cd.seg.m? se
registra una onda positiva en el ojo control (Ol), onda b, que esta ausente en el ojo
inoculado (OD). A partir de -1,5 log cd.seg.m2 también se comienza a diferenciar la
onda a, que es observada en ambos ojos. Para intensidades luminicas superiores a -
1,5 log cd.seg.m2 en el Ol la onda b aumenta en magnitud al aumentar la intensidad
luminica, mientras que en el OD se observa una onda b de menor magnitud (véase
Figura 27 A). La amplitud de la onda a, generada por los fotorreceptores, en
condiciones escotopicas de luz fue similar en ambos ojos, aumentando su magnitud
al aumentar la intensidad luminica aplicada (véase Figura 27 B). Por el contrario, la
amplitud de la onda b, generada por las células postsinpticas a fotorreceptores,
mostré una disminucion importante en el ojo inyectado frente al ojo control
aumentando de forma exponencial a la intensidad de luz aplicada (véase Figura 27
C).

La respuesta electrorretinografica de ambos ojos en condiciones fotopicas mostrd
que para intensidades luminicas de 0 a 2 log cd.seg.m? se observa una onda positiva
en el Ol debida a la respuesta especifica de las células postsinapticas a los conos, la

cual aumenta a medida que se aumenta la intensidad luminica aplicada, pero se
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encuentra ausente para el OD en cualquiera de las intensidades aplicadas. (véase
Figura 28 A).La amplitud de la onda b, generada por la via de conos en condiciones
de luz fotdpica, frente a intensidades luminicas crecientes solo se observa en el Ol
mientras que en el OD es inexistente (véase Figura 28 B). Por lo tanto, segin los
resultados obtenidos, podemos afirmar que la administracion intraocular de 30:10

mM de NMDA:KA ha generado un dafio funcional en la retina.
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Figura 27. Registros electrorretinograficos (ERG) en animales sometidos a la
inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA bajo condiciones de luz
escotopicas. A, Ejemplo de los registros electrorretinograficos obtenidos en ojo derecho
(OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (OlI, control, trazo negro) ante diferentes
intensidades de luz, bajo condiciones escotépicas. B, Relacion entre la amplitud de la
onda “a” del ERG vy la intensidad de luz. C, Relacion entre la amplitud de la onda “b”
escotépica del ERG y la intensidad de luz. Los valores mostrados en A, B 'y C
corresponden a valores promediados (media y desviacion estdndar) de ocho animales
registrados en las mismas condiciones experimentales.
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Figura 28. Registros electrorretinograficos (ERG) en animales sometidos a la
inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA bajo condiciones de luz
fotopica. A, Ejemplo de los registros electrorretinograficos obtenidos en ojo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) del
mismo animal mostrado en Figura 27, ante diferentes intensidades de luz, bajo
condiciones fotopicas. B, Relacion entre la amplitud de la onda “b” fotdpica del
ERG vy la intensidad de luz. Los valores mostrados en A y B corresponden a
valores promediados (media y desviacion estandar) de ocho animales registrados
en las mismas condiciones experimentales.

5.2.1. Valores electrorretinograficos tras la inyeccion intraocular de

dosis crecientes de KA. Comparacion con los ojos control.

5.2.1.1.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de KA

sobre la onda STR. Comparacion con ojos control.

Las concentraciones crecientes de KA utilizadas en el estudio electrofisioldgico
fueron las mismas que en el recuento celular: 5, 10 y 20 mM de KA en el ojo

inyectado (OD) frente al ojo control (Ol).
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RESULTADOS

Se observa que la amplitud de la onda STR, obtenida en un periodo de tiempo que
varia entre 0 y 0,5 sg de registro en el o0jo inoculado con concentraciones crecientes
de KA seleccionadas, se encuentra disminuida con respecto al ojo control (véase
Figura 29).

Cuando se comparan los valores medios de amplitud de la onda STR tras la
inyeccion intraocular de soluciones que contienen KA a concentraciones crecientes

podemos observar como dicha amplitud va disminuyendo.

Los resultados registrados muestran, para concentraciones de 5,10 y 20 mM de KA
una disminucion del 54,67 %, 85,35 % y 73,39 %, respectivamente de la amplitud de

la onda STR (4V) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla VII).

Amplitud STR (uV)  Amplitud STR (nV) p
[KA] Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)
5mM 41,78 £ 24,06 18,94 + 19,22 0,16
10 mM 56,80 + 27,17 8,32 +28,22 0,13
20 mM 37,02 £ 15,70 9,85+9,17 0.19

Tabla VII. Valores de la amplitud de la onda STR (uV) en animales sometidos
a la inyeccion intraocular con concentraciones crecientes de 5 (n=4), 10 (n=4) y
20 (n=3) mM de KA. Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol),
control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera
significativa para p<0,05.
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Figura 29: Registro electrorretinografico de la onda STR en animales
sometidos a la inyeccién intraocular con distintas dosis de KA. A; Ejemplo de
los registros electrorretinograficos de la onda STR, obtenidos en ojo derecho (OD,
inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un animal ante
dosis crecientes de KA. B, Relacion entre la amplitud de la onda “STR” del ERG
obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccién intraocular con 5
(n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA vy ojo izquierdo (ojo control). Los valores
mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacién
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.
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RESULTADOS

5.2.1.2.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de KA

sobre la onda b escotopica. Comparacion con 0jos control.

En el ojo inoculado con KA se observa una disminucion significativa de la amplitud
media de la onda b escotdpica obtenida en el primer 0,5 sg de registro respecto al 0jo
control. La mayor diferencia se observd para la concentracion de 10 mM de KA

(véase Figura 30).

Cuando se comparan los valores medios de amplitud de la onda b escotopica tras la
inyeccidn intraocular de soluciones que contienen KA a concentraciones crecientes
podemos observar como dicha amplitud disminuye.

Los resultados registrados muestran, para concentraciones de 5,10 y 20 mM de KA
una disminucién del 31,44 %,79,90 % y 71,92 %, respectivamente de la amplitud de
la onda b escotdpica (UV) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase
Tabla VIII).

Amplitud Onda b Amplitud Onda b p
[KA] escotopico (UV) escotopico (UV)
Ojo Control (OI) Ojo Inoculado (OD)
5mM 250,67 + 41,96 171,86 + 130,59 0,28
10 mM 254,89 + 69,87 51,22 + 139,43 0,08
20 mM 205,21 £ 97,79 57,62 + 120,11 0,15

Tabla VIIl.Valores de la amplitud de la onda b (uV) en condiciones de luz
escotdopicas en animales sometidos a la inyeccion intraocular con
concentraciones crecientes de 5 (n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA.
Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho
(OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.

111



112

Ondab
300+ —o|

200 .
oD (0 o WoD
5 mM KA

Amplitud (uV)
)
o
L

-100- 004 .7
300+

200+

200
10 mM KA

Amplitud (uV)
)
o o

Amplitud (uV)

-100 - 100 4

o I

5mM 10mM 20 mM

300 ~

-
s 8
o o
1 1

20 mM KA

Amplitud (uV)
o

[KA]

-100-

T T T T
0 100 200 300 400 500
Tiempo (ms)

Figura 30: Registro electrorretinografico de la respuesta de bastones en
condiciones de luz escotopicas, en animales sometidos a la inyeccion
intraocular con distintas dosis de KA. A; Ejemplo de los registros
electrorretinografico donde se muestra la onda b escotdpica, obtenidos en ojo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un
animal ante distintas dosis de KA. B, Relacion entre la amplitud de la onda b
escotépica del ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion
intraocular con 5 (n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA y ojo izquierdo (ojo
control). Los valores mostrados en B, corresponden a valores promediados (media
y desviacion estandar) de animales registrados en las mismas condiciones
experimentales.



RESULTADOS

5.2.1.3.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de KA

sobre la onda b fotdpica. Comparacion con ojos control.

La amplitud de la onda b fotopica obtenida en el primer 0,5 sg de registro en el ojo
inoculado con KA esta disminuida significativamente con respecto al ojo control
para todas las concentraciones inyectadas. Dicha diferencia es mayor cuanta mayor

es la concentracion del agente toxico. (véase Figura 31).

Cuando se comparan los valores medios de amplitud de la onda b en condiciones
fotopicas tras la inyeccion intraocular de soluciones que contienen KA a
concentraciones crecientes podemos observar como dicha amplitud va
disminuyendo.Los resultados registrados muestran, para concentraciones de 5,10 y
20 mM de KA una disminucion del 39,92 %, 68,74 %y 76,14 %, respectivamente de
la amplitud de la onda b fotdpica (1V) en el ojo inoculado con respecto al ojo control
(véase Tabla 1X).

Amplitud Onda b Amplitud Onda b p
[KA] fotdpica (UV) fotdpica (UV)
Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)
5mM 63,38 + 17,14 38,08 + 44,66 0,37
10 mM 68,66 + 29,88 21,46 +53,48 0,07
20 mM 72,62 +35,78 17,33 +34,10 0,07

Tabla IX.Valores de la amplitud de la onda b (uV) en condiciones de luz
fotopicas en animales sometidos a la inyeccién intraocular con
concentraciones crecientes de 5 (n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA.
Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho
(OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.
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Figura 31: Registro electrorretinografico de la respuesta de conos, en
condiciones de luz fotdpicas, en animales sometidos a la inyeccion intraocular
con distintas dosis de KA. A; Ejemplo de los registros electrorretinogréfico de la
onda b fotopica, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado, trazo gris) y 0jo
izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un animal ante distintas dosis crecientes de
KA. B, Relacion entre la amplitud de la onda b fotdpica del ERG obtenidos en ojo
derecho en animales sometidos a la inyeccion intraocular con 5 (n=4), 10 (n=4) y
20 (n=3) mM de KA vy ojo izquierdo (ojo control). Los valores mostrados en B,
corresponden a valores promediados (media y desviacion estandar) de animales
registrados en las mismas condiciones experimentales.
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RESULTADOS

5.2.1.4.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de KA
sobre la onda de potenciales oscilatorios. Comparacion con 0jos

control.

La amplitud de la onda de potenciales oscilatorios obtenida en el primer 0,5 sg de
registro en el ojo inoculado con KA esta disminuida con respecto al ojo control para
todas las concentraciones inyectadas, dicha disminucion es mayor cuanto mayor es la

concentracion del agente toxico (véase Figura 32).

Cuando se comparan los valores medios de amplitud de la onda de potenciales
oscilatorios (PO) tras la inyeccion intraocular de soluciones que contienen KA a
concentraciones crecientes podemos observar como dicha amplitud va
disminuyendo.Los resultados registrados muestran, para concentraciones de 5, 10 y
20 mM de KA una disminucion del 39,35 %, 50,48 % y 69,89 %, respectivamente de
la amplitud de la onda de PO (uV) en el ojo inoculado con respecto al ojo control
(véase Tabla X).

Amplitud Onda P.O. Amplitud Onda P.O. p
[KA]
(HV) (HV)
Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)
5mM 219,84 +165,05 133,34 + 128,52 0,45
10 mM 202,23 + 222,57 100,14 + 137,60 0,35
20 mM 234,07 £114,71 70,49 + 71,05 0,10

Tabla X.Valores de la amplitud de la onda de Potenciales Oscilatorios (UV) en
animales sometidos a la inyeccién intraocular con concentraciones crecientes
de 5 (n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA. Comparativa con valores obtenidos
en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p)
se considera significativa para p<0,05.

115



116

>
v s)

300 1 0|

PO — 0D []o Eob

- n
(=4 o
o o
1 1

Amplitud (1V)
o

-100- 5mM KA
300 4

400

- n
(=4 o
o o
L 1

300 +

Amplitud (1V)
o

Amplitud (1V)

-100- 10 mM KA 200

300 4
100 -

- n
(=2 o
o o
1 1

5mM 10 mM 20 mM

Amplitud (uV)
o

[KA]

-100- 20 mM KA

T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Tiempo (ms)

Figura 32: Registro electrorretinogréafico de la onda de potenciales oscilatorios
en animales sometidos a la inyeccion intraocular con distintas dosis de KA. A;
Ejemplo de los registros electrorretinograficos de la onda de potenciales
oscilatorios, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo
(Ql, control, trazo negro) de un animal ante distintas dosis crecientes de KA. B,
Relacion entre la amplitud de la onda de potenciales oscilatorios del ERG
obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion intraocular con 5
(n=4), 10 (n=4) y 20 (n=3) mM de KA vy ojo izquierdo (ojo control). Los valores
mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacion
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.



RESULTADOS

5.2.2. Valores electrorretinograficos tras la inyeccién intraocular de

dosis crecientes de NMDA. Comparacion con los ojos control.

5.2.2.1.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de NMDA

sobre la onda STR. Comparacion con ojos control

Se utilizaron las concentraciones de NMDA seleccionadas anteriormente en el
estudio de recuento celular, siendo estas 10, 30 y 100 mM NMDA en el OD vy se
compararon con los registros en el Ol, el cual al no recibir NMDA sirvié como
control. La amplitud de la onda STR obtenida en el primer 0,5 sg de registro en el 0jo
inoculado con NMDA mostré que no habia diferencias significativas para ninguna
concentracion entre el ojo inoculado y el ojo control, aun siendo marcada la
disminucion de la amplitud de la onda para la concentracién de 100 mM de NMDA
(p=0,22) (véase Figura 33).

Cuando se comparan los valores medios de la amplitud de la onda STR tras la
inyeccion intraocular de soluciones que contienen NMDA a concentraciones
crecientes podemos observar como dicha amplitud va disminuyendo.Los resultados
registrados muestran, para concentraciones de 10, 30 y 100 mM de NMDA una
disminucion del 23,46 %, 23,43 % y 77,84 %, respectivamente de la amplitud de la

onda STR (V) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XI).

NMDA Amplitud STR Amplitud STR p
[NMDA] (V) (V)

Ojo Control (OI) Ojo Inoculado (OD)
10 mM 54,52 41,73 --
30 mM 57,20 +11,03 43,80 + 24,22 0,47
100 mM 52,40 + 47,66 11,61 + 10,64 0,22

Tabla XI. Valores de la amplitud de la onda STR (uV) en animales sometidos
a la inyeccién intraocular con concentraciones crecientes de 10 (n=1), 30 (n=3)
y 100 (n=3) mM de NMDA. Comparativa con valores obtenidos en el ojo
izquierdo (Ol), control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se
considera significativa para p<0,05.
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Figura 33: Registro electrorretinogréafico de la onda STR en animales sometidos a la
inyeccion intraocular con distintas dosis de NMDA. A; Ejemplo de los registros
electrorretinograficos de la onda STR, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado, trazo
gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un animal ante distintas dosis crecientes
de NMDA. B, Relacion entre la amplitud de la onda “STR” del ERG obtenidos en ojo
derecho en animales sometidos a inyeccion intraocular con 10 (n=1), 30 (n=3) y 100
(n=3) mM de NMDA vy ojo izquierdo (ojo control). Los valores mostrados en B,
corresponden a valores promediados (media y desviacion estandar) de animales
registrados en las mismas condiciones experimentales.



RESULTADOS

5.2.2.2. Efecto de la inyeccion intraocular a dosis crecientes de NMDA

sobre la onda b escotopica. Comparacion con 0jos control.

La amplitud de la onda b escotdpica registrada en el primer 0,5 sg de registro en el
ojo inoculado con NMDA mantiene valores muy similares al ojo control ante
concentraciones bajas de agente toxico, y aunque empieza a disminuir en el 0jo
inoculado con el aumento de la concentracion, no llega a ser significativa en ninguno
de los casos (p=0,13 para 100 mM NMDA) (véase Figura 34).

Cuando se comparan los valores medios de la amplitud de la onda b escotdpica tras
la inyeccion intraocular de soluciones que contienen NMDA a concentraciones
crecientes podemos observar como dicha amplitud va disminuyendo.Los resultados
registrados muestran, para concentraciones de 10, 30 y 100 mM de NMDA una
disminucion del 5,32 %, 17,79 % y 75,51 %, respectivamente de la amplitud de la
onda b escotdpica (V) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla
XI1).

Amplitud Onda b Amplitud Onda b p
[NMDA] escotopica (V) escotopica (UV)
Ojo Control (OI) Ojo Inoculado (OD)
10 mM 309,68 293,21 -
30 mM 245,42 + 36,70 201,75 + 136,82 0.57
100 mM 247,08 +144,31 67,91 + 30,16 0.13

Tabla XII. Valores de la amplitud de la onda b (uV) en condiciones de luz
escotopicas en animales sometidos a la inyeccién intraocular con concentraciones
crecientes de 10 (n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA. Comparativa con
valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho (OD), inyectado. La
probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.
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Figura 34: Registro electrorretinografico de la respuesta de bastones en
condiciones de luz escotdpicas en animales sometidos a la inyeccion
intraocular con distintas dosis de NMDA. A, Ejemplo de los registros
electrorretinograficos donde se muestra la onda b escotdpica, obtenidos en ojo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un
animal ante distintas dosis crecientes de NMDA. B, Relacion entre la amplitud de
la onda “b” escotopica del ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a
inyeccion intraocular con10 (n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA vy ojo
izquierdo (ojo control). Los valores mostrados en B, corresponden a valores
promediados (media y desviacion estandar) de animales registrados en las mismas
condiciones experimentales.



RESULTADOS

5.2.2.3.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de NMDA

sobre la onda b fotdpica. Comparacion con ojos control.

La amplitud de la onda b del electrorretinograma, registrada en condiciones fotopicas
obtenida en el primer 0,5 sg de registro en el ojo inoculado con NMDA mantiene
valores muy similares ante concentraciones bajas de agente toxico en relacion al ojo
control, pero empieza a disminuir de manera importante cuando aumenta la
concentracion de NMDA inoculado, siendo la diferencia mas importante para 100
mM de NMDA, aunque tampoco llega a ser significativo ( p=0,10) (véase Figura
35).

Cuando se comparan los valores medios de la amplitud de la onda b fotopica tras la
inyeccién intraocular de soluciones que contienen NMDA a concentraciones
crecientes muestra una disminucién progresiva de dicha amplitud. Los resultados
registrados muestran, para concentraciones de 10, 30 y 100 mM de NMDA una
disminucion del 13,52 %, 39,89 % y 86,23 %, respectivamente de la amplitud de la
onda b fotopica (uV) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla
XI1).

Amplitud Onda b Amplitud Onda b p
[NMDA] fotopica (V) fotopica (UV)

Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)
10 mM 93,63 80,97 --
30 mM 89,90 + 7,08 54,04 + 40,60 0,30
100 mM 75,70 £ 45,56 10,42 + 8,55 0,10

Tabla XIlIl. Valores de la amplitud de la onda b (1V) en condiciones de luz
fotépicas en animales sometidos a la inyeccién intraocular con
concentraciones crecientes de 10 (n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA.
Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho
(OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.
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Figura 35: Registro electrorretinografico de la respuesta de conos en
condiciones de luz fotdpica en animales sometidos a la inyeccién intraocular
con distintas dosis de NMDA. A, Ejemplo de los registros electrorretinograficos
donde se muestra la onda “b” fotopica, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado,
trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de un animal ante distintas
dosis crecientes de KA. B, Relacion entre la amplitud de la onda “b” fotopica del
ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion intraocular con
10 (n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA vy ojo izquierdo (ojo control). Los
valores mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacion
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.



RESULTADOS

5.2.2.4.Efecto de la inyeccion intraocular de dosis crecientes de NMDA
sobre la onda de potenciales oscilatorios. Comparacion con 0jos

control.

La amplitud de la onda de potenciales oscilatorios obtenida en el primer 0,5 sg de
registro en el ojo inoculado con NMDA mantiene valores muy similares con el ojo
control ante concentraciones bajas de agente toxico, pero empieza a disminuir con el
aumento de la concentracion en el ojo inoculado respecto al control, encontrandose la
diferencia méas importante para la concentracion de 100 mM de NMDA, aunque

tampoco resulté significativa (p=0,58) (véase Figura 36).

Cuando se comparan los valores medios de la amplitud de la onda de PO tras la
inyeccion intraocular de soluciones que contienen NMDA a concentraciones
crecientes podemos observar como dicha amplitud va disminuyendo.Los resultados
registrados muestran, para concentraciones de 10, 30 y 100 mM de NMDA una
disminucion del 0,05 %, 38,98 % y 36,10 %, respectivamente de la amplitud de la

onda de PO (uV) en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XIV).

NMDA Amplitud Onda P.O.  Amplitud Onda P.O. p
(NMBA] (V) (V)

Ojo Control (OI) Ojo Inoculado (OD)
10 mM 368,30 368,10 --
30 mM 277,87+ 74,83 169,57 +105,75 0.36
100 mM 244,73 + 212,18 156,38 + 118,68 0.58

Tabla XIV. Valores de la amplitud de la onda de Potenciales Oscilatorios (1V)
en animales sometidos a la inyeccion intraocular con concentraciones
crecientes de 10 (n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA. Comparativa con
valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho (OD), inyectado.
La probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.
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Figura 36: Registro electrorretinografico de la onda de potenciales oscilatorios
en animales sometidos a la inyeccion intraocular con distintas dosis de NMDA.
A, Ejemplo de los registros electrorretinograficos de la onda de potenciales
oscilatorios, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado, trazo gris) y 0jo izquierdo
(Ol control, trazo negro) de un animal ante distintas dosis crecientes de NMDA. B,
Relacion entre la amplitud de la onda de potenciales oscilatorios del ERG
obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion intraocular con 10
(n=1), 30 (n=3) y 100 (n=3) mM de NMDA y ojo izquierdo (ojo control). Los
valores mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacion
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.
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5.2.3. Valores electrorretinograficos tras la administracion de dosis
conjunta de NMDA y KA en animales sometidos a inyeccion

intraocular frente a los valores obtenidos en animales control.

Se evalud la amplitud de todas los ondas anteriormente estudiadas para un animal
sometido a la inyeccién intraocular con una dosis conjunta de 15:5 mM de NMDA:

KA en el ojo derecho frente a los valores obtenidos en el ojo izquierdo, ojo control.

Todos los valores de las ondas estudiadas aparecen disminuidos en el ojo inyectado,
mostrando una disminucion de los valores con respecto al ojo control. La onda STR
y los potenciales oscilatorios (PO) son las ondas que muestran una mayor

disminucion en magnitud entre ambos ojos (véase Figura 37).
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Figura 37: Amplitud de las ondas electrorretinograficas (ERG) en un animal
sometido a la inyeccion intraocular con 15:5 mM de NMDA:KA. Ejemplos de
la amplitud de la onda “STR”, onda “b” escotdpica, onda “b” fotopica y onda de
potenciales oscilatorios (P.O) del ERG, en un animal sometido a inyeccion
intraocular con 15:5 mM de NMDA: KA en el ojo derecho (OD) frente a los
valores obtenidos para las mismas ondas en el ojo izquierdo, ojo control.
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Asi mismo, se evalud la amplitud de todas los ondas anteriormente estudiadas para
animales sometidos a la inyeccion intraocular con una dosis mezcla de 30:10 mM de
NMDA: KA en el ojo derecho frente a los valores obtenidos en el ojo izquierdo, ojo

control.

Todos los valores de las ondas estudiadas aparecen disminuidas en el ojo inyectado
con respecto al ojo control. Las ondas b escotdépica y fotopica son las que mas
disminucion tienen entre ambos o0jos, estas junto con las del STR mantienen una
diferencia extremadamente significativa con sus controles (p =0,0001 para onda
STR, y p < 0,0001 para onda b escotopica y fotopica ) (véase Figura 38).

Los resultados registrados muestran para un grupo (n=11) tratado con 30:10 mM de
NMDA: KA se obtuvo una disminucién en los valores medios de la amplitud de las
ondas; STR, b escotopica, b fotdpica y PO del 72,34 %, 82,16 %, 99,35 % y 56,68 %
respectivamente en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XV).

_ _ Amplitud (uV) Amplitud (uV) p
[30:10 NMDA:KA] Ojo Control (Ol)  Ojo Inoculado (OD)
STR 40,17 + 16,45 11,11 £11,18 0,0001
Onda b escotdp. 200,87 + 57,97 35,82 + 36,58 <0.0001
Onda b fotdp. 79,58 + 35,70 0,52 +11,38 <0.0001
P.O. 139,78 + 206,14 60,57 + 24,88 0,20

Tabla XV. Valores de la amplitud de las ondas (uV) en animales sometidos a
la inyeccion intraocular con concentraciones de 30:10 mM de NMDA:KA
(n=11). Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo
derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para
p<0,05.
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Figura 38: Amplitud de las ondas electrorretinograficas (ERG) en animales
sometidos a la inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA. Ejemplos
de la amplitud de la onda “STR”, onda “b” escotdpica, onda “b” fotdpica y onda de
potenciales oscilatorios (P.O) del ERG, en un grupo de once animales sometidos a
inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA: KA en el ojo derecho (OD) frente
a los valores obtenidos para las mismas ondas en el ojo izquierdo, ojo control.

5.3. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA RETINA DE ANIMALES
SOMETIDOS A LA INYECCION INTRAOCULAR DE
AGENTES EXCITOTOXICOS.

El analisis estructural de la retina tras la inyeccién intraocular de agentes
excitotoxicos se evalu6 mediante el estudio inmunohistoquimico siguiendo el
protocolo indicado en Materiales y Métodos. El estudio inmunohistoquimico se
realizd con el fin de averiguar qué células de la retina habian sufrido dafio

estructural.
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Se compararon ambas retinas del mismo animal sometido a la inyeccion intraocular con
NMDA y KA. Inicialmente, se eligié una dosis de 30:10 mM de NMDA: KA en el ojo
derecho frente al ojo izquierdo, ojo control. En el ojo tratado se observd que la mayor
parte de la retina habia sufrido dafios estructurales importantes, desapareciendo parte de
sus capas. Las capas més afectadas son la plexiforme externa, la nuclear interna, la
plexiforme interna y la capa de las células ganglionares, mientras que la capa de los
fotorreceptores no parecia estar alterada. Respecto a la capa desestructurada, ademas de
mostrar un importante adelgazamiento de su grosor aparecen cuerpos celulares no

identificables morfoldgicamente, salvo por el marcaje inmunolégico (véase Figura 39).

Figura 39: Secciones transversales de retina en un animal sometido a la
inyeccidn intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA. A. Ojo izquierdo control.
B. Ojo derecho inyectado con una proporcion de 30:10 mM de NMDA: KA. Las
células fueron marcadas con DAPI (marcador nuclear), PKCa (marcador de células
bipolares de baston), Brn3a (marcador de células ganglionares).
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Estos datos muestran que los agonistas del glutamato ejercen un potente efecto
lesivo, tanto a nivel estructural como funcional, excepto en la capa de los

fotorreceptores.

Tras comprobar la agresividad del dafio generado por los agonistas de glutamato en
animales sometidos a la inyeccion intraocular con concentraciones de 30:10 mM de
NMDA: KA se plantearon diversos ensayos utilizando concentraciones gradualmente
inferiores. Las concentraciones probadas de NMDA:KA fueron cuatro: 10:3; 3:1;

1:0,3y 0,3:0,1, todas ellas expresadas en mM.

Para concentraciones de 10:3 mM de NMDA: KA se observé la afectacion de todas

sus capas, manteniéndose la capa de fotorreceptores intacta.

Para concentaciones de 3:1 mM de NMDA: KA se observé la afectacién de manera

parcial de la capa de células bipolares y la de ganglionares.

Para concentraciones de 1:0,3 mM de NMDA: KA se observd la afectacion de las

capa de células bipolares y ganglionares, aunque en menor cuantia que la anterior.

Para concentraciones de 0,3:0,1 mM de NMDA: KA, no se observaron diferencias
significativas, por lo que se deduce que no se produjo dafio celular para esta dosis. Al
igual que en el caso anterior se utilizaron marcadores nucleares y marcadores
especificos de células retinianas para observar el grado de afectacidon estructural

(véase Figura 40).
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Figura 40: Secciones transversales de retina de animales sometidos a la inyeccion
intraocular con concentraciones combinadas de NMDA y KA. Imagenes de retinas
marcadas inmunocitoquimicamente de ojos inyectados con dosis crecientes de
NMDA: KA (indicado en mM sobre cada imagen). Las células fueron marcadas con
DAPI (marcador nuclear), PKCa (marcador de células bipolares de bastén), Brn3a
(marcador de células ganglionares). CNE: capa nuclear externa, CNI: capa nuclear
interna, CCG: capa células ganglionares.

En base a los resultados obtenidos, concluimos que a mayor dosis inyectada de
NMDA:KA el efecto producido de degeneracion celular es mayor, siempre
respetando la capa de fotorreceptores. A concentaciones de 3:1 mM de NMDA:KA
el dafio retiniano producido es de intensidad intermedia entre la minima dosis
efectiva (1:0,3 mM de NMDA:KA) y la méxima dosis efectiva (30:10 mM de
NMDA:KA), por lo que consideramos que la concentracion 3:1 mM de NMDA:KA
es la concentracion efectiva 50 (ECsp), que provocaba una degeneracion parcial de

todas las capas de la retina, respetando la capa de células fotorreceptoras.

En una serie de experimentos realizados en colaboracion con la Dra. Gomez Vicente,

se estudio si la accion lesiva de NMDA: KA afectaba de forma significativa a algin
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otro tipo especifico de célula retiniana. Basandonos en la distinta sensibilidad de las
células bipolares de la retina al glutamato (Marc, 1999; Nivison-Smith, y cols.,
2013), se realizd una serie de experimentos en los que se inyectaron concentraciones
crecientes de NMDA y KA en ojo derecho de animales adultos. Posteriormente, se
realizaron marcajes inmunocitoquimicos especificos para células bipolares de tipo
Off y de tipo On. Las células bipolares de tipo Off fueron marcadas con anticuerpos
contra Syt2, y las células bipolares de tipo On mediante anticuerpos contra GNB3.
En la figura 41 se muestran las iméagenes de marcaje inmunocitoquimico a
microscopia confocal de secciones de retinas de animales inyectados con dosis
crecientes de NMDA y KA, donde se han marcado selectivamente células bipolares
Ony Off.

131



132

Untreated SYT2 | NMDA/KA 1/0.3 SYT2 @ NMDA/KA 3/1 SYT2 | NMDA/KA 10/3

Untreated NMDA/KA 1/0.3 NMDA/KA 3/1 NMDA/KA 10/3

Figura 41: Efecto lesivo de NMDA y KA sobre células bipolares de la retina de
raton. Secciones transversales de retina de animales sometidos a la inyeccion
intraocular de NMDA y KA. Imagenes de retinas marcadas
inmunocitoquimicamente procedentes de ojos inyectados con dosis crecientes de
NMDA/KA (indicado en mM en la esquina superior izquierda de cada imagen). Las
celulas bipolares de tipo Off fueron marcadas con anticuerpos contra SYT2 (fila
superior, color verde) y las células bipolares de tipo On fueron marcadas con
anticuerpos contra GNB3 (fila inferior, color rojo). Se observa que este anticuerpo
también marca de forma especifica los segmentos externos de los conos. ONL.: capa
nuclear externa, OPL: capa plexiforme externa, INL: capa nuclear interna, IPL; capa
plexiforme interna, GCL.: capa células ganglionares. Barra de calibracién: 30 um.



RESULTADOS

5.4. EFECTO DE LOS AGENTES NEUROPROTECTORES
SOBRE LA FUNCION DE LA RETINA DE ANIMALES
SOMETIDOS A LA INYECCION INTRAOCULAR DE
AGENTES EXCITOTOXICOS.

5.4.1. Andlisis funcional de la retina tras ser sometida a la inyeccion
intraocular con una dosis seleccionada de NMDA y KA vy ser

tratada con agentes neuroprotectores.

Los agentes utilizados como neuroprotectores, en los animales sometidos
previamente a la inyeccidn intraocular con agentes excitotoxicos, fueron la
brimonidina (BMD); un inhibidor de la respuesta inflamatoria, que es modulador de
la enzima GSK-3, (cedido generosamente por la Dra. Ana Martinez) y el &cido
taurousodeoxicélico (TUDCA). Todos ellos se utilizaron con el fin de minimizar el
dafio inducido por agonistas glutamatérgicos. Las dosis y vias de administracion
fueron: BMD 0,5% por via topica, inhibidor inflamatorio 0,25 mg/dia por via

intraperitoneal y TUDCA 35 mg /ml también por via intraperitoneal.

Para analizar el efecto protector de estos agentes sobre la amplitud de las diferentes
ondas se disefiaron cuatro grupos de animales. En el primero sélo se administr6 la
dosis lesiva (30:10 mM de NMDA: KA) en el ojo derecho (OD). En el resto de
grupos, ademéas de esta dosis, se inyectaron BMD, el inhibidor inflamatorio
(modulador de la via GSK-3) y TUDCA en el segundo, tercero y cuarto grupos,
respectivamente. Los ojos izquierdos de los animales de todos los grupos fueron

inyectados s6lo con vehiculo, por lo que fueron considerados como controles.
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5.4.1.1.Efecto generado en la onda STR tras la administracion de dosis
conjunta de NMDA y KA seleccionada, en animales sometidos a

la inyeccion intraocular y tratados con neuroproteccion.

La amplitud de la onda STR tras la inyeccion intraocular de los agentes toxicos
(30:10 mM de NMDA:KA) y agentes neuroprotectores en el OD muestra que existe
un efecto neuroprotector sobre la onda STR con todos los compuestos protectores

utilizados (véase Figura 42).

El estudio comparativo de los valores medios de la amplitud de la onda STR (uV)
para los distintas opciones de tratamiento; sin tratamiento protector, con BMD, con
el inhibidor de la respuesta inflamatoria y con TUDCA , mostraron una disminucion
de la amplitud en un 72,34 %, 50,82 %, 64,88 % y 79,09% respectivamente en el 0jo

inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XV1).

Onda Amplitud Onda Amplitud Onda p
y STR (UV) STR (UV)
Tratamientos Ojo Control (Ol)  Ojo Inoculado (OD)

STR 40,17 +16,45 11,11 £11,18 0,0001
STR+BMD 31,31 £10,03 15,40+ 4,80 0,16
STR+Inh.Inf 18,65 £13,83 6,55+ 6,53 0,28
STR+TUDCA 52,22 +42,60 10,92 £ 10,36 0,16

Tabla XVI. Valores de la amplitud de la onda STR (uV) en animales
sometidos a la inyeccion intraocular de 30:10 mM de NMDA:KA y tratados
con BMD (n=3), el inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4) y TUDCA (n=5).
Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol), control y ojo derecho
(OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para p<0,05.
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Figura 42. Efecto de agentes neuroprotectores sobre la amplitud de la onda
STR del electrorretinograma en animales sometidos a la inyeccion intraocular
con 30:10 mM de NMDA:KA. A. Ejemplo de los registros electrorretinograficos
de la onda STR, obtenidos en ojo derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo
izquierdo (Ol, control, trazo negro) de cuatro animales diferentes. B, Relacion entre
la amplitud de la onda “STR” del ERG obtenidos en o0jo derecho en animales
sometidos a inyeccién intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA, tanto en animales
no tratados (n=11), como en animales tratados con BMD (n=3), el inhibidor
inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4) y TUDCA (n=5), comparados con el ojo izquierdo
(ojo control). Los valores mostrados en B, corresponden a valores promediados
(media y desviacion estandar) de animales registrados en las mismas condiciones
experimentales.



5.4.1.2.Efecto generado en la onda b escotopica tras la administracion de
dosis conjunta de NMDA y KA seleccionada en animales
sometidos a la inyeccion intraocular y tratados con

neuroproteccion.

La amplitud de la onda b en condiciones escotdpicas tras la inyeccion intraocular de
los agentes toxicos (30:10 mM de NMDA:KA) y agentes neuroprotectores muestra
que existe un efecto neuroprotector sobre la onda b cuando es utilizado el TUDCA,
inhibidor inflamatorio y BMD, aunque solo resultd significativo en el caso de la

proteccion con TUDCA.

El estudio comparativo de los valores medios de la amplitud de la onda b escotopica
(uV) para los distintas opciones de tratamiento; sin tratamiento protector, con BMD,
con el inhibidor de la respuesta inflamatoria y con TUDCA, mostraron una
disminucion de la amplitud en un 82,17 %, 45,64 %, 83,96 % y 98,93%

respectivamente en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XVII).

Onda Amplitud Ondab Amplitud Onda b p
y escotopica (UV) escotopica (UV)
Tratamientos Ojo Control Ojo Inoculado
(D) (OD)
b-escotdpica 200,87 +57,97 35,82 + 36,58 <0,0001
b-escotép. +BMD 140,67 + 45,17 76,47 £17,11 0,12
b-escotép. +Inh.Inf 103,72 + 77,22 16,64 + 13,66 0,08
b-escotép. + TUDCA 194,68 + 66,73 2,09 +20,04 0,021

Tabla XVII. Valores de la amplitud de la onda b (uV) en condiciones
escotdpicas en animales sometidos a la inyeccién intraocular de 30:10 mM de
NMDA:KA y tratados con BMD (n=3) , el inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.)
(n=4) y TUDCA (n=5). Comparacién de valores obtenidos en el ojo izquierdo
(QI), control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera
significativa para p<0,05.
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Figura 43. Efecto de agentes neuroprotectores sobre la amplitud de la onda b
del electrorretinograma bajo condiciones de luz escotdpicas en animales
sometidos a la inyeccién intraocular con 30:10 mM de NMDA :KA. A. Ejemplo
de los registros electrorretinograficos de la onda b escotdpica, obtenidos en ojo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de
cuatro animales diferentes. B, Relacién entre la amplitud de la onda b escotdpica
del ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion intraocular
con 30:10 mM de NMDA:KA, tanto en animales no tratados (n=11), como en
animales tratados con BMD (n=3), el inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4) y
TUDCA (n=5), comparados con el ojo izquierdo (ojo control). Los valores
mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacion
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.



5.4.1.3.Efecto generado en la onda b fotdpica tras la administracion de la
dosis conjunta de NMDA y KA seleccionada en animales
sometidos a la inyeccion intraocular y tratados con

neuroproteccion.

Los agentes utilizados (BMD, inhibidor inflamatorio y TUDCA) mostraron un
minimo efecto neuroprotector sobre la onda b fotépica. Sin embargo, los datos en el
caso del TUDCA vy el inhibidor inflamatorio resultaron significativos (véase Figura
44).

El estudio comparativo de los valores medios de la amplitud de la onda b fotdpica
(UV) para los distintas opciones de tratamiento; sin tratamiento protector, con BMD,
con el inhibidor de la respuesta inflamatoria y con TUDCA, mostraron una
disminucion de la amplitud en un 99,35 %, 66,68 %, 96,73 % y 97,12 %

respectivamente en el ojo inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XVIII).

Onda Amplitud Ondab  Amplitud Onda b p
y fotopica (V) fotopica (UV)
Tratamientos Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)
b-fotdpica 79,58 + 35,70 0,52 +£11,38 <0,0001
b-fotép. + BMD 28,57 £ 6,95 9,52 +36,01 0,52
b-fotdp. + Inh.Inf 46,17 +16,78 1,51 +10,67 0,004
b-fotép. + TUDCA 68,09 + 18,74 1,96 + 4,21 0,04

Tabla XVIII. Valores de la amplitud de la onda b (uV) en condiciones de luz
fotopicas en animales sometidos a la inyeccion intraocular de 30:10 mM de
NMDA:KA 'y tratados con BMD (n=3) , inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4)
y TUDCA (n=5). Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (Ol),
control y ojo derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera
significativa para p<0,05.
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Figura 44. Efecto de agentes neuroprotectores sobre la amplitud de la onda b
del electrorretinograma bajo condiciones de luz fotdpicas en animales
sometidos a la inyeccion intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA. A. Ejemplo
de los registros electrorretinograficos de la onda b fotopica, obtenidos en ojo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de
cuatro animales diferentes. B, Relacién entre la amplitud de la onda b fotopica del
ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccién intraocular con
30:10 mM de NMDA:KA, tanto en animales no tratados (n=11), como en animales
tratados con BMD (n=3), el inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4) y TUDCA
(n=5), comparados con el ojo izquierdo (ojo control). Los valores mostrados en B,
corresponden a valores promediados (media y desviacién estandar) de animales
registrados en las mismas condiciones experimentales.



5.4.1.4.Efecto generado en la onda de potenciales oscilatorios tras la
administracion de dosis conjunta de NMDA y KA seleccionada
en animales sometidos a la inyeccion intraocular y tratados con

neuroproteccion.

La amplitud de la onda de potenciales oscilatorios en los ojos sometidos a dafio y
agentes neuroprotectores (BMD, inhibidor inflamatorio, TUDCA) mostraron un
efecto neuroprotector sobre la onda de potenciales oscilatorios, el cual fue mas
intenso en el caso de BMD. Se aprecia una diferencia significativa en el caso de
TUDCA (véase Figura 45).

El estudio comparativo de los valores medios de la amplitud de la onda de PO (uv)
para los distintas opciones de tratamiento; sin tratamiento protector, con BMD, con
el inhibidor de la respuesta inflamatoria y con TUDCA, mostraron una disminucion
de la amplitud en un 56,67 %, 40,44 %, 77,13 % y 99,98 % respectivamente en el 0jo

inoculado con respecto al ojo control (véase Tabla XIX).

Onda Amplitud Onda Amplitud Onda p
y P.O. (uV) P.O. (uV)
Tratamientos Ojo Control (Ol) Ojo Inoculado (OD)

P.O. 139,78 + 115,38 60,57 + 24,88 0,20
P.O. + BMD 80,72 + 48,22 48,08 + 5,76 0,38
P.O. + Inh.Inf 125,13 £+ 71,65 28,61 + 15,46 0,10
P.O.+ TUDCA 298,05 + 141,81 0,06 £+ 58,21 0,02

Tabla XIX. Valores de la amplitud de la onda de Potenciales Oscilatorios (1V)
en animales sometidos a la inyeccion intraocular de 30:10 MM de NMDA:KA
y tratados con BMD (n=3), Inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.) (n=4) y TUDCA
(n=5). Comparativa con valores obtenidos en el ojo izquierdo (OI), control y ojo
derecho (OD), inyectado. La probabilidad (p) se considera significativa para
p<0,05.
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Figura 45. Efecto de agentes neuroprotectores sobre la amplitud de la onda de
Potenciales Oscilatorios del electrorretinograma en animales sometidos a la
inyeccidn intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA. A. Ejemplo de los registros
electrorretinogréaficos de la onda de Potenciales Oscilatorios, obtenidos en 0jo
derecho (OD, inyectado, trazo gris) y ojo izquierdo (Ol, control, trazo negro) de
cuatro animales diferentes. B, Relacion entre la amplitud de la onda de Potenciales
Oscilatorios del ERG obtenidos en ojo derecho en animales sometidos a inyeccion
intraocular con 30:10 mM de NMDA:KA, tanto en animales no tratados (n=11),
como en animales tratados con BMD (n=3), el inhibidor inflamatorio (Inh.Inf.)
(n=4) y TUDCA (n=5), comparados con el ojo izquierdo (ojo control). Los valores
mostrados en B, corresponden a valores promediados (media y desviacion
estandar) de animales registrados en las mismas condiciones experimentales.



5.5. PROYECCIONES CENTRALES DE LA RETINA Y
ANALISIS DE LA VIA VISUAL EN ANIMALES
SOMETIDOS A LA INYECCION INTRAOCULAR DE
AGENTES EXCITOTOXICOS.

En una ultima serie de experimentos, se intentd valorar si la inyeccion de agentes
excitotoxicos en el globo ocular, al inducir un efecto deletéreo en las células
ganglionares, también producia un efecto sobre las proyecciones de las células
ganglionares, a nivel de sus nucleos de proyeccion central. El estudio de la via visual
se realiz6 de manera comparativa entre animales sanos y animales sometidos a la
inyeccion intraocular de agentes excitotdxicos. La técnica utilizada fue la inyeccion
intraocular mediante marcaje con colerotoxina (CTX), y para diferenciar las
proyecciones del ojo sometido a agentes excitotoxicos y del ojo control se utilizaron
dos CTX que marcan en distinta tonalidad cromatica (rojo y verde). Se utiliz6 CTX
488 (Cy2 -verde) para marcar las fibras procedentes del OD (inoculado con agentes
excitotoxicos) y CTX 555 (Cy3 -roja) para marcar las fibras procedentes del Ol

(control).

En la Figura 46, se observa el corte histologico del cerebro de un animal sano
representado en cuatro zonas diferenciadas a lo largo de la via visual que se
corresponden con el Coliculo Superior (CS), Cuerpo Geniculado Lateral (CGL),
nucleo supraquiasmatico (NS) y Quiasma oOptico (QO). En la Figura 46A-D se indica
para cada uno de dichos nucleos o regiones del sistema nervioso central, su
localizacion precisa relativo al bregma (véase columna izquierda en la Figura 46).
Mediante el marcaje de los axones de las células ganglionares de la retina que
forman el nervio dptico se muestra la proyeccion del nervio éptico del OD en color
verde y del nervio optico del Ol en color rojo. Dichas fibras sufren una decusacion
en la zona del quiasma oOptico (véase Figura 46D). La decusacion de las fibras
determina el marcaje contralateral de ambos nucleos supragquiasmaticos (véase

Figura 46C). A través de las cintillas dpticas el marcaje alcanza ndcleo geniculado
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lateral (véase Figura 46B); de ahi, la proyeccion alcanza el coliculo superior (véase
Figura 46A). En estos nucleos de proyeccion, gracias el uso de CTX que marcan en
rojo y verde, se puede apreciar de forma diferenciada las regiones de marcaje

ipsilateral y contralateral.

Bregma -3.52 mm

o S Coliculo Superior

e Mﬁ'\t .r/ﬂ

Cuerpo Geniculado Lateral

Nucleo Supraquiasmatico

P

Quiasma

Figura 46: Corte histoldgico del cerebro de un animal sano tras el marcaje
bilateralmente diferenciado de la via dptica con colerotoxinas. A. Seccion a
nivel del Coliculo Superior (-3,52 mm desde Bregma). B. Seccion a nivel del
Cuerpo Geniculado Lateral (-2,18 mm desde Bregma). C. Seccion a nivel del
Nucleo supragquiasmatico (-0,34 mm desde Bregma). D. Seccion a nivel del
Quiasma optico. Tincion con colerotoxina (CTX 488 (Cy2 -verde) en OD y CTX
555 (Cy3 -roja) en el ojo izquierdo). Se aprecian los nucleos de proyeccion central
de las células ganglionares de ambos ojos. Las imégenes de la columna izquierda
(Paxinos y Fanhlin, 2001) corresponden a la region mostrada en los cortes
histoldgicos.
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En la figura 47 se muestra el marcaje mediante colerotoxinas de toda la via visual en
un animal sometido a la inyeccion selectiva en el ojo derecho de una solucion que
contiene 30:10 mM de NMDA: KA, mientras que en el ojo izquierdo no se ha
inyectado agente excitotoxico. Se muestra el marcaje de las proyecciones de las
células ganglionares de la retina a nivel del coliculo superior, cuerpo geniculado
lateral, nucleo supraquiasmatico y quiasma oOptico (Figura 47A-D). La imagen
muestra una ausencia de marcaje de toda la via visual y nucleos de proyeccion

correspondientes a las células ganglionares del ojo derecho.

Bregma -3.52 mm

Coliculo Superior

Cuerpo Geniculado Lateral

C  Nucleo Supraquiasmatico

D
Quiasma

Figura 47: Corte histoldgico del cerebro de un animal sometido a la inyeccion
intraocular de 30:10 mM de NMDA:KA en el ojo derecho (OD) ante el marcaje
de ambas vias Opticas con colerotoxinas. A. Seccion a nivel del Coliculo Superior (-
3,52 mm desde Bregma). B. Seccion a nivel del Cuerpo Geniculado Lateral (-2,18 mm
desde Bregma). C. Seccion a nivel del Nucleo supraquiasmético (-0,34 mm desde
Bregma). D. Seccién a nivel del Quiasma 6ptico. Tincién con colerotoxina (CTX 488
(Cy2 -verde) en OD y CTX 555 (Cy3 -roja) en el ojo izquierdo). Se aprecian la
ausencia de marcaje de los nucleos de proyeccion central de las células ganglionares
del ojo derecho. Las imagenes de la columna izquierda (Paxinos y Fanhlin, 2001)
corresponden a la regién mostrada en los cortes histolégicos.
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Estos experimentos permiten afirmar que la lesion de las células ganglionares de la
retina por efecto de la inyeccion intraocular de agentes excitotoxicos tiene una
repercusion significativa en los nucleos de proyeccion central de dichas células. El
marcaje selectivo de la via Optica podra por tanto ser empleado para evaluar el grado
de lesion, asi como el grado de neuroproteccion, en su caso, en los experimentos de

excitotoxicidad retiniana.
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6.1. SELECCION DEL MODELO ANIMAL.

Los modelos animales son necesarios para la investigacion de los mecanismos
causantes de las enfermedades oculares y particularmente en las patologias de la
retina. Estudios realizados con diversas especies animales demuestran que la validez
del modelo experimental depende del grado en el que emula a la condicion humana.
Los muridos, como la rata y el ratdn, son especies utilizadas en la investigacion de
enfermedades debido a la similitud con el genoma humano. En 1981 Gordon y
Ruddle con ayuda de los avances biotecnoldgicos, consiguieron la transgenesis en
raton, siendo el primer animal modificado genéticamente. Estas especies son también
utilizadas en la investigacion de enfermedades de la retina (Levkovitch-Verbin,
2004), aunque la estructura de su nervio Optico y retina guardan algunas diferencias
con respecto a los humanos (p. ej. ausencia de macula o fovea y decusacion del 90%

de las fibras del nervio Optico).

En nuestro estudio se selecciond al raton frente a la rata como modelo experimental
por su facil manejo, mantenimiento, coste econémico y por su relativamente corto
periodo de vida (aproximadamente 2 afios), lo que supone una ventaja ante el rapido

desarrollo de enfermedades.

6.2. SELECCION DE LA RETINA COMO ZONA DE ESTUDIO.

El estudio del SNC en el ser humano ha sido constante a lo largo de la historia y los
avances tecnoldgicos han permitido un conocimiento en profundidad. La retina que
forma parte del SNC es un reflejo de lo que ocurre en otras localizaciones de éste. El
facil acceso y su ordenada estructura hacen de la retina un tejido 6ptimo para el
estudio del dafio neuronal que encontramos en muchas de las enfermedades

neurodegenerativas.

Los modelos de enfermedades de la retina que cursan con afectacion del nervio
Optico nos permite conocer como y por qué mueren las células ganglionares
mediante el estudio de los mecanismos de degeneracién de las células y nos abre una
via de ensayo para nuevas terapias potenciales mediante la manipulacién genética
que nos facilita el conocimiento de los mecanismos patolégicos con los que cursan

las enfermedades
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6.3. IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION DE LA
POBLACION DE CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA
EN RATON ADULTO.

Es conocido por estudios anteriores que las CGR no son las Unicas células que
forman la capa de células ganglionares de la retina de roedor, ya que en proporciones
similares a las células ganglionares aparecen poblaciones de células amacrinas
desplazadas (Drager y Olsen, 1981; Perry, 1981; Perry y cols., 1983), Diversos
autores estiman que aproximadamente el 59% de las neuronas de la capa de CGR en
el raton son células amacrinas desplazadas (Drager y Olsen, 1981; Jeon y cols., 1998
y Schmidt y cols., 2001). Si nos basamos en criterios morfoldgicos, las células
amacrinas desplazadas y las pequefias CGR se solapan en tamafio, por lo que es
dificil distinguir estas clases de neuronas de la retina (Villegas-Perez y cols., 1988,
1993) resultando la identificacion de las CGR dentro de la capa de CGR una tarea

ardua.

Para la identificacion de las CGR necesitamos un marcador fiable, para ello la
molécula utilizada como marcador debe cumplir dos requisitos, debe expresarse
especificamente por la mayoria de las CGR (Perry y cols., 1984; Dabin y Barnstable,
1995) y la pérdida de dicha proteina después de una lesion debe correlacionarse con
la muerte de CGR, es decir, el nivel de expresion del marcador.

La utilizacion de anticuerpos contra Thy-1, proteina que se expresa selectivamente
en las CGR (Chidlow y cols., 2005; Huang y cols., 2006) ha sido utilizado para la
identificacion de las CGR, el descenso de la expresion de esta proteina en CGR
lesionadas sin coincidencia con la muerte de las mismas hace este método
inadecuado para determinar la supervivencia celular (Schlamp y cols., 2001). A su
vez, en otros modelos de lesién celular, como en la seccion del nervio éptico, se ha
observado que Thy-1 comienza a expresarse en las células de Muller de la retina, por

lo que deja de ser un marcador especifico de CGR (Dabin y cols., 1995).

La inmunodeteccion de BEX % reconoce los cuerpos celulares de las CGR y sus
proyecciones, siendo un marcador adecuado para el estudio de los cambios
morfoldgicos de las células asociados a la lesion. Sin embargo, debido a su expresion
axonal no es el adecuado para el analisis cuantitativo. En el mismo sentido, otra

técnica desarrollada para marcar especificamente CGR es la deteccion del ARNm de
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la sinucleina en las CGR (Soto y cols., 2008). La sinucleina es una proteina que se
expresa solo en las CGR, pero no se puede detectar con anticuerpos
(inmunodeteccion) porque esta proteina se expresa, ademas de en el cuerpo neuronal,

en los axones y dendritas de las CGR, lo que dificulta la cuantificacion automatica.

Otro método establecido para la identificacion de las CGR es el trazador neuronal
retrogrado, FluoroGold™ (2-hidroxiestilbeno4,4'dicarboxamidinebis
(metanosulfonato)) o su andlogo Ohst (metanosulfonato hidroxistilbamidina),
mediante inyeccion en la superficie de ambos CS (Mansour-Robaey y cols., 1994;
Sellés-Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001b; Lafuente y cols., 2002),
principal territorio de proyeccion de las CGR (Perry, 1981), consiguiendo identificar

précticamente la totalidad de las CGR en roedores.

Es conocido que la familia de los factores de transcripcion (Brn3a, Brn3b y Brn3c)
desempefian un papel importante en la diferenciacion, la supervivencia y la
elongacion axonal en el desarrollo de las CGR murinas (Nadal-Nicolas y cols.,
2009). Estudios comparativos realizados en rata (Peinado-Ramoén y cols., 1996;
Nadal-Nicolas y cols., 2009) donde se analizo el curso temporal de muerte de las
CGR tras la seccion del NO, demostraron que la pérdida de CGR marcadas con
Brn3a era significativa dos dias después de la lesion, mientras que la pérdida de CGR
marcadas con FG era significativa solamente a los 7 dias después de la lesién (Nadal-
Nicolas y cols., 2009). La causa de ello puede deberse a que el Brn3a es un marcador
intrinseco de CGR que desaparece cuando la neurona ha iniciado el proceso de
muerte celular, mientras que el FG es un marcador extrinseco que sélo desaparece
cuando una célula de microglia fagocita y elimina la CGR muerta. En ratén, la
pérdida de CGR comienza a ser significativa a los 3 dias después de la seccion del
NO con ambos marcadores, ya que la microglia fagocitica en el ratdn es mas rapida
frente a una lesion que en la rata, por tanto podriamos utilizar cualquiera de los

marcadores (Nadal-Nicolas y cols., 2009).
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6.4. CARACTERIZACION DEL BRN3A COMO MARCADOR DE
CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA EN RATON
ADULTO.

En ratdn se ha descrito que Brn3, en la retina, se expresaba unicamente en las CGR
(Quina y cols., 2005). En estudios comparativos con las retinas de rata adulta, tras
lesion del NO por seccion o aplastamiento, se ha descrito que el factor de
transcripcion Brn3a se expresa en la mayoria de las CGR, ya fueran lesionadas o
procedentes de retinas control (Nadal-Nicolds y cols., 2009), demostrando que la
expresion del Brn3a se mantiene en las CGR aun estando lesionadas y se mantienen

vivas tras un tratamiento neuroprotector (Sdnchez-Migallon y cols., 2011).

Estudios que han utilizado el Brn3b como marcador de las CGR tanto en ratdn
(Leahy y cols., 2004; Buckingham y cols., 2008) como en rata (Leahy y cols., 2004;
Bernstein y cols., 2006) demuestran que el Brn3b marca el 65% de las CGR-Brn3a*
en la rata (Nadal-Nicolas y cols., 2012) e identificando la mayoria de las CGR en el
raton (Leahy y cols., 2004). Por tanto, la fiabilidad del estudio queda en entredicho al
utilizar un anticuerpo comercial anti-Brn3b que detecta indistintamente los tres
miembros de la familia Brn3, no solamente el Brn3b. También se ha descrito que el
Brn3c solamente se expresa en un 51% de las CGR Brn3a” en la retina de la rata
(Nadal-Nicolés y cols., 2012).

En resumen, las ventajas del Brn3a con respecto a los deméas marcadores retrogrados,
residen en su fiabilidad como marcador de las CGR tanto en rata como en ratén, en
que su patron de expresion de Brn3a no varia después de una lesion y que es un
método facil de desarrollar en el laboratorio, evitando otra cirugia necesaria en el
caso de los marcadores retrogrados. Por todo ello, el Brn3a fue nuestra eleccién

como marcador de CGR.

6.5. SELECCION DE LAS AREAS DE RECUENTO CELULAR.

Es conocido por diversos estudios que la distribucion de las CGR en los ratones no
es uniforme. Las células ganglionares de la retina se distribuyen a lo largo de un
gradiente centro-periferia, donde algunos autores refieren una region horizontal con

mayor densidad de CGR en la retina superior cercana a la papila optica y a nivel
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temporal (Drager y Olsen, 1981; Jeon y cols., 1998; Jakobs y cols., 2005; Vidal-Sanz
y cols., 2012). Esta informacion es importante ya que la distribucién de las células
refleja la especializacion regional, la cual ha sido motivo de controversia para
muchos autores (Danias y cols., 2002; Reese, 2002; Salinas-Navarro y cols., 2009),
asi como sobre el grado de resolucion del sistema visual (Drager y Hubel, 1976;
Prusky y cols., 2002).

Al igual que en otros estudios, la seleccion de las zonas de la retina para el recuento
de las CGR se realiz6 de manera que la zona elegida estuviera alejada de la zona que
ocupaba la cabeza del nervio dptico. También se indicaba la ventaja de una mayor
diferencia morfologica con las células amacrinas desplazadas (Nakano y cols., 2011).
Por lo tanto, en nuestro estudio se seleccionaron zonas acotadas de igual tamario,
todas ellas equidistantes a un punto de referencia, tomando como tal la salida de los

axones de las CGR que forma el nervio dptico.

6.6. SELECCION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE LA
POBLACION DE CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA
EN RATON ADULTO.

Recientemente, se han desarrollado metodologias de cuantificacién automatizada que
permiten contar automaticamente las CGR trazadas en rata y raton y representar
graficamente su distribucion espacial (Danias y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols.,
2009 a,b). Conocer la identidad de una poblacion especifica de neuronas, como las
CGR, es necesario especialmente si tenemos en cuenta la variabilidad en el numero
de células ganglionares que existe en los diversos tipos de ratones, llegando a
alcanzar rangos de entre 32.000 y 87.000 (Williams y cols., 1996).

La comparativa entre los métodos maés tradicionales y el recuento automatizados se
llevo a cabo en el estudio de Salinas-Navarro y cols. (2009). Para ello se selecciond
cuatro retinas normales de ratones albinos y pigmentados cuyas CGR fueron
marcadas mediante hidroxiestilbamidina OHSThst y se compard el recuento celular
de manera manual realizado por cuatro investigadores experimentados y el recuento

obtenido de forma automaética en 40 fotogramas seleccionados al azar con varias
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densidades de CGR. El estudio demostr6 la validacion de ambos métodos de

recuento.

Sin embargo, la cuantificacion automatica de las CGR presenta ciertos
inconvenientes en relacion con las células de la microglia, ya que si bien un
observador entrenado puede diferenciarlas por criterios morfoldgicos con las CGR, el
contaje automatico no es capaz de discriminar entre ambas poblaciones. Esta
situacion se acrecienta con la utilizacion de trazadores anteriores a la lesion, donde
parte de la poblacion de CGR marcadas degeneraban, morian, y eran fagocitadas por
células de microglia, quedando asi mismo marcadas. En estas condiciones, el contaje
automatico no era capaz de diferenciarlas de las CGR, teniendo que utilizar un

recuento semiautomatico mediante marcaje con OHST y recuento manual.

Nuestro estudio se realizé utilizando la técnica de recuento manual de CGR debido a
la falta de medios tecnologicos, asi como a la adecuacién de las técnicas a los
objetivos marcados. El fin de nuestro estudio no estribaba en conocer el valor total de
CGR en los animales estudiados, tanto porque la metodologia utilizada no seria la
idénea, como porque los datos obtenidos no supondrian ningin avance a lo que ya se
sabia por otros estudios. Nuestro objetivo era demostrar que cierto proceso lesivo
generaba muerte de CGR y por tanto una disminucion de la densidad celular en la
retina, asi como mostrar la posibilidad de revertir ese dafio mediante el uso de

tratamientos protectores.

6.7. SELECCION DE LA INYECCION INTRAOCULAR COMO
TECNICA GENERADORA DEL DANO CELULAR.

La técnica utilizada para el desarrollo del modelo degenerativo en retina mediado por
la inyeccion intravitrea con agentes lesivos se realiz6 de manera minuciosa segun la
metodologia indicada en materiales y métodos con el fin de evitar un proceso lesivo

derivado de dicha técnica y no al propio agente.

El desarrollo de cataratas (opacidad del cristalino) en los ratones tratados con la
técnica de inyeccion intraocular, fue una de las consecuencias observadas en estudios

anteriores debido al posible rozamiento del cristalino con la aguja de inoculacion y
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asociado a una erronea eleccion en el grosor de la aguja utilizada (30G), lo que

provocaba que estos ratones no fueran validos para el estudio (Li y cols., 1999).

La posible relacion entre el dafio generado en las CGR vy la técnica utilizada es
descartada en nuestro estudio debido tanto a la eleccion de agujas mas finas (33G)
para la inyeccion intraocular, asi como al desarrollo de la técnica por igual en ambos
0jos, siendo inoculado el ojo control con una solucion inocua (PBS) y el ojo tratado

con el agente toxico a estudiar.

Los resultados demostraron que, tras inyeccion intraocular, el ojo control no sufrié
ningun dafo, a diferencia del dafio celular obtenido en el ojo tratado. Estos datos
fueron corroborados posteriormente con el estudio de los patrones

electrorretinogréficos. No se encontr6 ningln caso de cataratas en nuestro estudio.

Los registros ERG funcionaron como un modo de verificacion del dafio causado por
la técnica de inyeccion intraocular, los animales inoculados que presentaron datos
electrofisiologicos dispares fueron retirados del estudio. Por lo tanto, la técnica de

inyeccion intraocular aplicada en nuestro estudio resultaba fiable.

6.8. DOSIFICACION DE AGENTES EXCITOTOXICOS.

Modelos excitotdxicos mediante inyeccion de NMDA y/o KA han sido descritos en
diversos estudios tanto en rata como en ratdn, y todos coinciden en que la inyeccion
de NMDA y/o KA provoca una pérdida de las CGR (Siliprandi y cols., 1992; Sabel.,
1995; Lam vy cols.,, 1999; Li y cols.,, 1999; Nakano y cols., 2011) y que es
dependiente de la dosis inoculada (Li y cols., 1999), asemejandose estos modelos a
los obtenidos mediante aplastamiento del NO (Villegas-Perez y cols., 1993;Galindo
Romero., 2011). En dichos estudios, se observé que las células que mueren contenian
nacleos picnoticos condensados, fragmentacion celular y del ADN, caracteristicas
propias de la apoptosis, no apareciendo la acumulacion de residuos celulares ni
inflamacion normalmente asociada con necrosis. Que el proceso de muerte celular
fuera de una forma u otra dependia de la magnitud de la respuesta excitatoria
generada por la dosis inoculada (Li y cols., 1999).

Estudios comparativos realizados en ratones que fueron sometidos a inyeccion

intraocular de entre 5 y 80 mM de NMDA demostraron que a los seis dias de la
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inoculacion la dosis de 5 mM no provocaba ninguna pérdida celular mientras que la
dosis de 80 mM provocaba una disminucion celular de aproximadamente el 70% (Li
y cols., 1999). Otros autores (Nakano y cols., 2011) desvelan el efecto generado por
diversas dosis de NMDA crecientes en el transcurso de 14 dias tras la inyeccién
intraocular, afirmando tanto la disminucién celular con el aumento de la dosis
aplicada como el hecho de que los cambios se generaban tras la primera semana de la

inyeccidn, manteniéndose el numero de CGR del séptimo dia al decimocuarto.

Nuestros resultados en los recuentos celulares confirmaron para todas las
concentraciones inyectadas, tanto de KA como de NMDA, que hubo una
disminucion de las CGR, siendo estos datos significativos para las concentraciones
de 10 y 20 mM de KA. Sin embargo, aunque para la mayoria de las concentraciones
inyectadas de NMDA hubo una diminucién de las CGR, para la dosis de 10 mM de
NMDA no se observo la disminucion celular esperada. Se podria pensar que la
pequefia dosis administrada era la causa de estos resultados, pero como hemos
indicado anteriormente estudios previos indicaban una disminuciéon del numero de
CGR con esta dosis de NMDA. La revision de los datos -electrofisiolégicos
posteriores a la inyeccién intraocular corroboraba un posible error metodolégico en

la técnica aplicada.

En el estudio de la inyeccion intraocular con distintas concentraciones combinadas
de NMDA y KA se obtuvo una gran variabilidad de los datos. Un caso atipico con
respecto a los datos esperados fue el porcentaje obtenido de las CGR en el ojo
control con respecto al ojo tratado para la dosis de 10 mM de NMDA y 5 mM de
KA, esto puede ser debido a diversas causas. La causa podria ser derivada del
proceso de inyeccion intraocular para ello se observo el patron electrofisiologico que
contribuyd a evidenciar como causa de los datos el error cometido en el proceso de

inyeccion intraocular.

Los porcentajes de CGR obtenidos en el ojo control con respecto al ojo tratado para
la dosis de 15 mM de NMDA y 5 mM de KA resultan llamativos, debido al excesivo
dafo generado en el ojo tratado ya que cabria esperar que el efecto generado fuera

correlativo a la dosis utilizada y por tanto, la dosis méas dafiina fuera la de mayor

156



DISCUSION

concentracion de ambos compuestos. Dado que esta premisa no se cumple en nuestro
estudio, entendemos que la muestra utilizada no es la idonea para la afirmacion de
los datos. La comparacion realizada entre distintas dosis es meramente una prueba
para demostrar la variabilidad de los datos. Proponemos que seria necesaria la
realizacion de nuevos estudios que permitan verificar la variacion de los datos y
poder confirmar el comportamiento del dafio para las distintas concentraciones

mezclas.

La seleccion de la concentracion mezcla de 30 mM de NMDA y 10 mM de KA fue
debida a los resultados obtenidos en la muestra de siete animales que confirmé una
menor variabilidad de los datos y un dafio controlado y efectivo en las CGR para el

estudio y aplicacion de posibles tratamientos protectores.

6.9. ANALISIS FUNCIONAL DE LA RETINA EN ANIMALES
SOMETIDOS A LA INYECCION INTRAOCULAR CON
AGENTES EXCITOTOXICOS.

La evaluacion de los resultados obtenidos por ERG en animales sometidos a
inyeccidn intraocular con 30 mM de NMDA y 10 mM de KA tanto en condiciones
escotopicas como fotdpicas, marco una visible diferencia entre el ojo control y el ojo
tratado. Los datos obtenidos nos permiten afirmar que la inyeccion de agentes

excitotdxicos no produce un dafio directo de los fotorreceptores.,

Los registros de las ondas ”a” y “b” muestran el dafio generado en modelos
degenerativos experimentales en las capas externas y medias de la retina, pero
nuestro objetivo estriba en el estudio de la capa méas interna de la retina y
especificamente el de la poblacién de las CGR. Hay pocas técnicas funcionales para
cuantificar la poblacion de CGR “in vivo” incluyendo el ERG multifocal (Ball y
Petry, 2000) o el pattern ERG (Ben-Shlomo y cols., 2005). Debido a esta falta de
pruebas funcionales, los registros de las respuestas STR (respuesta umbral
escotopica) suponen una herramienta electrofisiologica para la medicion de la
funcion de las CGR de manera relativamente sencilla (Frishman y cols., 1996; Bui y
Fortune, 2004).
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La respuesta STR es una respuesta electrofisiol6gica que se debe en gran medida a la
poblacion de CGR, por ello la integridad de la poblacién de CGR es necesaria para
evocar una respuesta STR completa. La relacion entre la pSTR y el nimero de CGR
esta relativamente aceptada, aunque es posible que en la génesis de la STR no solo
participen las CGR sino también otras células retinianas como las amacrinas. La
reduccion significativa de la STR ha sido asociada con una hipertension ocular
(HTO) en ratones pigmentados (Holcombe y cols., 2008), asi como en modelos de
hipertensién en monos y en humanos con glaucoma (Korth y cols., 1994; Frishman y
cols., 1996).

El analisis electrofisiologico obtenido en el estudio de los efectos generados por el
KA, demostré una disminucion de todos los componentes electrofisiologicos para
todas las concentraciones de KA estudiadas. Se obtuvieron valores de la onda STR,
Onda b, tanto en condiciones fotdpicas como escotopicas, y de la onda de PO,
disminuidos con respecto a los valores obtenidos en el ojo control, siendo estos
valores mas acusados segin aumentamos la concentracion de KA. Los resultados

obtenidos no fueron en ningdn caso significativos.

El analisis electrofisioldgico obtenido en el estudio de los efectos generados por el
NMDA, demostré una disminucién de todos los componentes electrofisioldgicos
para la concentracion de 100 mM NMDA. Se obtuvieron valores de la onda STR,
Onda b, tanto en condiciones fotdpicas como escotopicas, y de la onda de PO,
disminuidos con respecto a los valores obtenidos en el ojo control Gnicamente para
dicha concentracion de NMDA manteniéndose valores similares para el resto de

concentraciones. Los resultados obtenidos no fueron en ningln caso significativos.

6.10. TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN LA PROTECCION
DEL DANO CELULAR.

Son muchos los estudios previos que se han realizado buscando el mejor tratamiento
frente a la degeneracion de las CGR en los diversos modelos degenerativos. Para que
un medicamento tenga actividad neuroprotectora, debe aumentar la resistencia de las
CGR frente a una situacién de estrés cronico o lesion y mejorar su supervivencia. En

la literatura aparecen descritos varios tipos.
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Un neuroprotector demostrado es la brimonidina (BMD). La brimonidina es un
agonista alfa-2 adrenérgico. Mediante el analisis inmunohistoquimico se ha
demostrado que los receptores especificos alfa-2 se encuentran en la retina interna.
Algunos estudios demuestran la capacidad neuroprotectora de la activacion de los
receptores alfa-2 (Wheeler y Woldemussie, 2001).

Estudios previos demostraron que la BMD es un potente neuroprotector cuando se
administra de manera tdpica tras un proceso de isquemia transitoria inducida en la
rata (Lafuente y cols., 2002). Se demostro, que el efecto neuroprotector de la BMD
era dependiente de la concentracion aplicada, asi concentraciones pequefias
(0,0001%) no obtuvieron efectos neuroprotectores significativos, mientras que
concentraciones intermedias (0,001 y 0,01%) mostraron datos de supervivencia del
76 al 90% respectivamente. Concentraciones de BMD al 0,1% genera un efecto
neuroprotector 6ptimo contra la peérdida temprana de CGR. También se han
conseguido efectos protectores Optimos ante el uso de la BMD tras un proceso
isquémico inducido en ratas a dosis de 0,1% y 0,5% (Vidal-Sanz y cols., 2001). Estos
resultados fueron precedidos por estudios anteriores (Wheeeler, Lai y Woldemussie,
1999) que demostraron mediante el estudio de los patrones electrorretinogréaficos los
efectos protectores de la BMD (0,5% topica) sobre la amplitud de la onda a y b,

generada por las células de la capa nuclear interna y externa de la retina.

Posteriormente, Mayor-Torroglosa, y cols. (2005), demostraron que el efecto con
BMD frente a un modelo de isquemia inducido por la ligadura de los vasos
oftdlmicos en ratas, provocaba una marcada mejoria en los analisis
electrorretinograficos. El efecto neuroprotector también se observaba en la afectacion
de las proyecciones retinotectal y en la reduccion del espesor de la capa de retina
interna, mejorando ambas tras el tratamiento. Lambert y colaboradores (2001)
demostraron que el tratamiento continuo y sistémico en un modelo en rata de
hipertension intraocular, mejor6 significativamente la supervivencia de las CGR
mediante inyeccion subcutanea con BMD y de forma especifica, que la region nasal
de la retina era donde se conseguian los efectos mas notables. Ademas, se demostrd
que la BMD también mantenia la morfologia del axén de las CG, reduciendo
significativamente el déficit en el transporte axonal en el coliculo superior (CS)
debido a la lesion, por ello la importancia de los efectos neuroprotectores de la BMD

no sélo relevantes en el cuerpo celular sino en toda la proyeccion éptica.
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Algunos estudios evidencian las propiedades anti-apoptoticas de la constituyente
bilis, &cido tauroursodesoxicolico (TUDCA), en diversos modelos de degeneracion.
Modelos de excitotoxicidad por inyeccion intravitrea con NMDA en ratas, fue
estudiado mediante la administracion sistémica de TUDCA por via intraperitoneal,
en el que se demostro tanto a nivel funcional como fisiolégico que atenud el
deterioro funcional inducido por el NMDA que se correlaciona con una densidad de
CGR superior, lo que demuestra la eficacia de la administracion de TUDCA in vivo.
Por lo tanto, el TUDCA es un buen candidato en el tratamiento farmacoldgico de
enfermedades degenerativas que cursan con pérdida de CGR (Gomez-Vicente y
cols., 2015).

El tratamiento con TUDCA fue estudiado tanto respecto a sus efectos sobre la
densidad celular de la retina como sobre sus respuestas electrofisiologicas. La
densidad celular observada en los casos que fueron tratados mediante inyeccion
intraperitoneal de TUDCA no demostr6 diferencias significativas respecto a los
datos obtenidos en los casos en que no se aplicO tratamiento. Las respuestas
electrorretinograficas mejoraron con respecto a los casos no tratados pero en ningun
caso fue de manera significativa. Por lo tanto, por comparacién con los resultados
obtenidos en otros trabajos en que se usé el TUDCA como tratamiento, nuestros

datos no se acercaron a lo esperado.

Nuestro trabajo se centré en la comparacion electrorretinografica entre distintos
tratamientos neuroprotectores, para una misma concentracion combinada de NMDA
y KA. Por el contrario, el tratamiento con inhibidores inflamatorios no fue efectivo
ya que los datos obtenidos en el andlisis ERG en los ojos inyectados con agente
lesivos no mejoraron con este protector respecto a los que no tuvieron tratamientos
protectores, encontrandose todas las respuestas afectadas y en mayor cuantia la onda
STR y la onda b. Para los agentes anti-inflamatorios se comprob6 que tampoco a una

dosis combinada menor (NMDA 15 mM: KA 5 mM) tenia efecto protector.

El tratamiento con BMD fue indicativo de la mejora de los resultados
electrorretinograficos, obteniendo una mejor respuesta tanto del STR, como de la
onda b, tanto en condiciones escotopicas como fotdpicas de luz. El efecto protector

de la BMD en nuestro estudio es leve pero observable, esto probablemente sea
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debido a que partimos de una dosis inicial de agentes lesivos alta y por lo tanto es
mas dificil revertir el dafio generado a nivel celular. Posteriores estudios realizados
en nuestro laboratorio han confirmado este hecho, ya que siguiendo el mismo
procedimiento pero utilizando una dosis combinada de NMDA y KA de menor
concentracion se han obtenido resultados protectores mucho méas marcados con el
tratamiento de BMD. El mismo efecto de recuperacion celular se observé en el

estudio fisioldgico.

Por lo tanto podemos indicar que de los tratamientos protectores utilizados en
nuestro estudio contra el efecto de agentes lesivos inoculados en retina de ratones, la
BMD es el mas efectivo, pero su efecto es dependiente de la dosis inoculada de
agentes lesivos. Se ha demostrado que la dosis inyectada de los dos agentes lesivos
es alta y por tanto el dafio generado muy marcado y dificil de revertir, pero estudios
posteriores de los miembros del laboratorio han demostrado que el tratamiento con
BMD puede llegar a ser efectivo si la lesion excitotoxica es menos intensa

(Barhoum, comunicacion personal).

6.11. ESTUDIO DE LA VIA VISUAL TRAS LA INYECCION
INTRAOCULAR CON AGENTES LESIVOS.

Nuestro estudio demuestra que los agentes lesivos utilizados (NMDA y KA) tienen
un efecto deletéreo en las células de la retina, especificamente en CGR, confirmando
la utilidad de dicho modelo animal para el estudio de patologias que cursan con una

degeneracion retiniana.

El estudio de la via visual nos confirmd que el efecto producido en las CGR se
reproduce también en las demdas estructuras que componen la via visual,
encontrdndose una marcada disminucion de las fibras nerviosas decusadas hacia la
zona contralateral del cerebro del ojo inyectado con los agentes lesivos. Dado el alto
porcentaje de fibras decusadas en ratones (90%), solo se observé una minima
respuesta en el lado contralateral del ojo afectado como cabria esperar. Lo que nos
indica la utilidad de dicho modelo animal para el estudio tambien de la via visual.

Nuestro estudio no engloba los tratamientos protectores utilizados y sus efectos en la

via visual, es de esperar que al igual que la BMD minimiza la muerte de las CGR en

161



la retina, mejore la supervivencia de las fibras nerviosas a lo largo de la via visual. El
efecto de los tratamientos protectores en la via visual nos abre una oportunidad para

estudios futuros.
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7. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Tras los resultados obtenidos en los experimentos realizados en esta trabajo de Tesis

Doctoral, concluimos:

El uso de agentes excitotoxicos mediante inyeccion intraocular nos permite el
desarrollo de un modelo experimental neurodegenerativo por muerte celular
inducida vélido y reproducible para el estudio y la valoracion de los efectos

generados en el sistema visual.

El KA inyectado intraocularmente en ratones pigmentados adultos, produce un
dafio estructural en el sistema visual marcado por una disminucion celular

significativa, asi como por una alteracion funcional.

El NMDA inyectado intraocularmente en ratones pigmentados adultos, produce
un dafio estructural en el sistema visual marcado por una disminucion celular

significativa, asi como por una alteracion funcional.

La union de KA y NMDA inyectados intraocularmente en ratones pigmentados
adultos, potencia el efecto lesivo generado individualmente por cada agente. El
efecto deletéreo en las células de la retina demuestra el dafio estructural y

funcional del sistema visual.

La evaluacion funcional de la via visual en el modelo experimental
neurodegenerativo  inducido  por agentes  excitotoxicos  inyectados
intraocularmente permite valorar el grado de lesion generado en las células
ganglionares de la retina y otros tipos celulares sensibles a la accion de dichos

agentes excitotoxicos.

Los agentes terapéuticos o neuroprotectores utilizados en nuestro estudio no

demostraron una efectividad en su capacidad neuroprotectora.

El efecto lesivo producido por la inyeccion intraocular de agentes excitotoxicos
en las células ganglionares de la retina se traduce en un defecto de proyeccion de

los axones de dichas células sobre cuerpo geniculado lateral y coliculo superior.
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