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Prologo






Prologar un trabajo de investigacion siempre conlleva una satisfaccion personal
por cuanto se desea poner de relieve la valia del mismo y de su autor; pero si se
trata de hacerlo sobre el trabajo realizado por tu hijo, en este caso su tesis doc-
toral, la felicidad es plena (teniendo en cuenta que sus padres también pasardn
por su misma situacion).

Todos sabemos que con la tesis doctoral se culmina la carrera académica, no la
actividad investigadora, a todas luces necesarias para el desarrollo del saber y
de la ciencia, en este caso en el campo de la medicina, en donde la salud, el bie-
nestar, la dicha humana y la calidad de vida son las metas a alcanzar. En nues-
tros dias, los logros conseguidos en este campo han sido muchos y excelentes;
sin embargo, todavia quedan parcelas importantes por explorar y conocer en
todas sus dimensiones.

La eleccion del tema para llevar a cabo este trabajo de tesis, se ajusta al terreno
elegido por él para desarrollar su actividad profesional como es el campo de la
oftalmologia. De ahi el reto que tiene ante si desde ahora.

Ademads, el hecho de culminar su carrera en la Universidad de Salamanca, en la
gue obtuvo su licenciatura en medicina y en donde siempre tuvo el deseo de fi-
nalizar sus estudios con la tesis doctoral, debe ser un acicate que le acompane
en toda su actividad profesional alo largo de su vida.
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La Insulina y su Receptor.

Glucosa e Insulina

La glucosa es la principal fuente de energia en los mamiferos y, la Unica en el fe-
to y los tejidos glucodependientes (retina, eritrocitos y el epitelio germinativo
de las gonadas). Ademas de ésta, tiene otras funciones de gran importancia,
como almacenarse en forma de glucégeno, transformarse en lipidos, originar la
ribosa para los acidos nucleicos y formar complejos con proteinas. La regulacidon
del metabolismo de la glucosa esta determinado por la accion de una hormona,
la insulina.

La insulina es una hormona liberada por las células beta de los islotes de Lan-
gerhans del pancreas en respuesta a niveles elevados de nutrientes en sangre.
Estos islotes estan integrados por células claras poligonales, estan muy vascula-
rizados e inervados. Dentro de cada islote se encuentran cuatro tipos de células:
células A o alfa (10-40%), células B o beta (60-90%), células D o delta (10-20 %) y
células F (2-3%). (Nolan y Prentki, 2008; Ashcroft y Rorsman, 2012).

La insulina es la hormona anabdlica mas potente conocida. Su funcién es indis-
pensable para un correcto desarrollo tisular, para el crecimiento asi como el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo (Pessin y Sal-
tiel, 2000). Controla funciones energéticas y metabdlicas de lipidos e interviene
en el mantenimiento del peso normal del cuerpo (Kanzaki y Pessin, 2001).

Desde el punto de vista bioquimico se trata de un polipéptido de 5,8 KDa, cons-
tituido por dos cadenas: Ay B. La primera esta formada por 21 aminodcidos y la
otra por 30, unidas entre si por tres puentes disulfuro de ubicacidn invariable
(Eyzaguirre y Codner, 2006). Su sintesis se produce a partir de una molécula
precursora, la proinsulina, y mediante la accidon de unas enzimas proteoliticas
conocidas como prohormonas convertasas (proproteina convertasa 1, propro-
teina convertasa 2, exoproteasa carboxipeptidasa E) se convierte en la insulina
tal y como la conocemos (Steiner y Oyer, 1967).

Su produccioén se regula a lo largo de diferentes niveles de la cadena de sintesis
como a nivel de la transcripcion del DNA (gen de la insulina), sobre la estabilidad
del RNAm, en la traduccion del RNAm y en las modificaciones postransduccion.

Su liberacidn se produce en dos fases bien diferenciadas, la primera, una libera-
cion inmediata y rapida ante el aumento de los niveles de glucosa en sangre. En
esta fase, la glucosa entra a la célula beta a través del transportador de glucosa
GLUT2, glucosa que posteriormente pasa a la glucdlisis y al ciclo respiratorio pa-
ra producir varias moléculas de ATP. Posteriormente los canales de potasio (K*)
dependientes de ATP se cierran con lo que la membrana celular se despolariza.
Esta despolarizacion de la membrana hace que los canales de calcio (Ca?*) volta-
je-dependientes se abran y entre calcio en el interior de la célula. El aumento en
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los niveles de calcio intracelular produce la activacion de la fosfolipasa C, enzima
que se encarga de desdoblar los fosfolipidos de membrana fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato en inositol 1,4,5-trifosfato y en diacilglicerol. El inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) se une a los receptores proteicos sobre la membrana del reticulo endo-
plasmico, lo que a su vez permite més liberacion de Ca?* ahora desde el reticulo
endopldsmico al citoplasma. Estas cantidades mayores de calcio dentro de las
células provocan la activacién de la sinaptotagmina (Li et al, 2007), que ayuda a
la liberacién de la insulina previamente sintetizada y almacenada en las vesicu-
las secretoras (Saltiel y col. 2001; Myers y White. 2002; McCarthy y col. 2007;
Olivares Reyes y col. 2008).

No solo los niveles de glucosa estimulan la liberacion de insulina, otras sustan-
cias, como los aminoacidos (alanina, glicina, leucina, glutamina y arginina), la
acetilcolina, la colecistoquinina y el péptido insulinotrépico dependiente de glu-
cosa (IGP) (Zou y col. 2014).

La segunda fase, en cambio se trata de una liberacidn sostenida y lenta, a partir
de una activaciéon independiente de la cantidad de glucosa en sangre.

Si bien existen sustancias como hemos visto que activan la liberacién de insuli-
na, otras hacen lo contrario, disminuyendo los niveles de la misma en sangre.
Este es el caso del sistema nervioso autdnomo, concretamente la parte simpati-
ca. Este sistema, a través de la estimulacion de receptores adrenérgicos a2, co-
mo agonistas de la clonidina o la alfametildopa, inhiben la liberacién de la insu-
lina (Pan y col. 2011). Sin embargo, es importante recalcar que una activacion
de los receptores B2 de las células beta por la adrenalina circulante estimula la
liberacion de la insulina (Begg y Woods, 2013).

Cuando los niveles de glucosa disminuyen a su valor fisioldgico, la liberacion de
insulina se detiene, si estos niveles siguen disminuyendo a valores muy inferio-
res a lo normal, poniendo incluso en peligro la vida, se produce la liberacién de
hormonas hiperglicémicas, con el objetivo de aumentar la glucosa a limites fisio-
l6gicos. La hormona mas importante en estos casos es el glucagon, que produce
un aumento de las concentraciones de glucosa en plasma. Esta glucosa la obtie-
ne de los depdsitos de glucégeno, como ocurre en las células del higado. En es-
tos casos la noradrenalina mantiene inhibida la liberacién de insulina (Eyzagui-
rre y Codner, 2006).

El receptor de insulina (IR)

La insulina desarrolla su accién una vez que se une a su receptor y activa toda
una serie de cascadas. El receptor de la insulina (IR), es una proteina heterote-
tramérica formada por dos subunidades a extracelulares y dos subunidades
transmembrana (con dominio extracelular, transmembrana e intracelular), co-
nectadas por puentes disulfuro (Pessin y Saltiel, 2000). La porcion intracelular
de la subunidad B presenta tres regiones estructurales donde se hayan las tiro-
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sinas con funciones diversas (Myers y White, 2002). La unién de la insulina a la
subunidad a extracelular induce cambios de conformaciéon en el receptor, que
causan a su vez, la dimerizacion de los receptores adyacentes (Burks y col.,
1997; White, 1994) y la activacién del dominio tirosin-quinasa de la parte intra-
celular de la subunidad B (Ullrich y Schlessinger, 1990). El inicio de la actividad
de tirosin-quinasa del receptor de la insulina fomenta la autofosforilacion de la
propia subunidad B y la fosforilacién rapida de las denominadas «proteinas de
acoplamiento» (docking), como los sustratos del IR (IRS) -1, -2, -3 y -4 (Taniguchi
y col., 2006) y otras proteinas, incluidas las proteinas homodlogas de colageno
(shc) y la homdloga de SRC 2 (SH2), que activan, a su vez, multiples sustancias
intermedias de sefalizacidn intracelular.

Las proteinas IRS, shc y SH2 desempefan un papel regulador importante en la
cascada de sefalizacidon de la insulina. En su forma fosforilada, estas proteinas
se convierten en puntos de anclaje para las proteinas intracelulares que contie-
nen dominios SH2 complementarios. Concretamente, la interaccidon entre las
proteinas IRS-1 y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) determina la activacién de
Akt (también denominada protein-quinasa B), que desempena un papel crucial
en el mecanismo de accién de la insulina para la translocacion de GLUT-4, el
transporte de glucosa y la activacién de la éxido nitrico (NO) sintetasa, esta via
de sefalizacion es conocida como la via de sefializacién metabdlica.

Esta actividad esta estrictamente regulada, debido a que la activacion sin con-
trol o la inactividad daria lugar a profundas consecuencias metabdlicas. La in-
ternalizacion y la degradacion del IR, estimulado por ligando, es una caracteris-
tica comun de la mayor parte de las resistencias a la insulina y los estados de hi-
perinsulinemia, incluyendo la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (Friedman y
col., 1997).

En cambio, los efectos no metabdlicos, proliferativos, mitégenos y proinflama-
torios de la insulina se producen mediante la activacién de la Ras (principalmen-
te a través de shc y, en menor grado, de proteinas IRS), la Raf y las quinasas de
proteina activada por mitdgenos, conociéndose a esta via de transduccién como
la via de sefializacion de crecimiento o via de las quinasas activadas por mitoge-
nos (MAPK) (Virkamaky y col., 1999; Taniguchi y cols, 2006).

Via del sustrato 2 del receptor de la insulina (IRS-2)

El desarrollo de la retina, como otras regiones del sistema nervioso, esta regula-
da por factores de transcripcion, factores de crecimiento y neuropéptidos que
coordinan la proliferacion, diferenciacién y maduracion de las células precurso-
ras neuroepiteliales (Frade y col., 1999; Levine y col., 2000; Kumar, 2001; Takat-
suka y col., 2004).

La retinopatia diabética, la complicacion mds frecuente de la diabetes y princi-
pal causa de ceguera en humanos, implica dafios vasculares acompafados de
apoptosis neural en la retina (Bronson y col., 2003).

19



Los sustratos del receptor de la insulina en los mamiferos, es una familia de pro-
teinas formada por al menos cuatro tipos, IRS-1 a IRS-4, que juegan un papel
muy importante en la sefalizacién de la insulina. Concretamente actian como
un interfaz entre los receptores tirosin-quinasa y las proteinas efectoras como el
fosfatidil inositol 3-fosfato (PI13K) y MAPK (White et al, 1994). Estan caracteriza-
dos por la presencia de un dominio N-terminal pleckstrin homologo (PH), un
dominio de unién fosfotirosina (PTB) y un dominio C-terminal que contiene mul-
tiples sitios de fosforilacion de la tirosina. (Yenush et al, 1997).

El sustrato 2 del receptor de la insulina cuando se activa por interaccién de la in-
sulina o del factor de crecimiento de la insulina 1 (IGF-1) con el receptor de la
insulina, lo que hace es activar toda una cascada de sefiales, concretamente ac-
tua a nivel de la via de sefalizacién del crecimiento, cuyo fin ultimo es la regula-
cion de la maduracién y de la supervivencia de los fotorreceptores desde el na-
cimiento. Este sustrato 2 se localiza principalmente en la capa plexiforme exter-
nay en los segmentos internos de los fotorreceptores. También se localizan, pe-
ro en menor cuantia, en las células ganglionares y en la capa plexiforme interna.
Por lo que un fallo o alteracion de dicho sustrato determina que esa cascada de
sefalizacion interna se vea interrumpida o alterada con el consiguiente incre-
mento de la apoptosis celular y desestructuracidn retiniana consiguiente.

Las delecciones en el gen que codifica el sustrato 2 del receptor de la insulina
determina que el individuo que lo padece desarrolle un estado de resistencia a
la insulina con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2.

Ratones con delecciones especificas en este gen, desarrollan diabetes tipo 2
mostrando ambas condiciones, resistencia a la insulina y fracaso de las células
beta a una edad temprana (Withers et al, 1998; Kubota et al, 2000;).

La importancia de las vias de sefializacién de la insulina y del factor de creci-
miento de la insulina en el crecimiento y desarrollo del organismo esta bien es-
tablecido. La ablacién de los receptores de la insulina o del IGF-1 resulta en una
temprana muerte postnatal (Liu et al, 1993; Accili et al, 1996; Louvi et al, 1997).

Una deleccidn en dicho gen IRS2, precipita un numero de efectos fisiopatologi-
cos en 6rganos que tipicamente son afectados por las complicaciones de la dia-
betes. Asi a nivel retiniano se observa aumento de la apoptosis de las células fo-
torreceptoras con disminucién de la maduracién de las mismas y de su supervi-
vencia (Yi et al, 2005).

También se ha visto como en ratones con esta deleccién existe una disminucion
de la proliferacion neuronal que conduce a una disminucién del tamafio cere-
bral (Schubert et al, 2003). En el rifidn, la insulina modifica algunas funciones a
nivel de los tubulos renales (Nakamura et al, 1983; Marunaka et al, 1992; Ferai-
lle et al, 1994; Ito et al, 1994; Ruiz et al, 1998; Klisic et al, 2002), con una funcién
del sustrato 2 sobre la estimulacidn de la insulina en el transporte de los tubulos
proximales y una PKB/Akt fosforilacion in vitro (Zheng et al, 2005).
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A nivel retiniano, la falta de funcién de dicho sustrato con la interrupcién de su
via de transduccién da lugar a una degeneracién de los fotorreceptores. En ra-
tones con esta deleccidn se ha visto como el IRS-2 constituye una molécula cla-
ve en la modulacion del crecimiento del IGF-IR, asi como en la supervivencia de
las células beta. Asi mismo se ha visto su papel clave en la coordinacién de las
sefiales de IGF-1/IGF-IR a nivel del sistema nervioso central, hecho imprescindi-
ble para la maduracién del mismo en el desarrollo del ratén. (Arroba y col.,
2013).

A pesar de que los cambios moleculares en el sustrato 2 del receptor de la insu-
lina de la retina de ratéon aun no han sido descritos, un reciente estudio (Albert-
Fort y col., 2014) analizé los cambios degenerativos a nivel de las células neuro-
nales y gliales de la retina de ratones adultos (de 9 y 12 semanas de edad Irs 2 (-
)/(-)) mediante técnicas de inmunohistoquimica. A las 9 semanas de edad se ob-
serva un adelgazamiento significativo de las capas externas de la retina, asi co-
mo activacién de las células de Miiller y de las células de la microglia. Las célu-
las fotorreceptoras mostraron diferentes signos de degeneracién, como atrofia
del segmento externo e interno, redistribucion de las opsinas de conos y basto-
nes y desorganizacion espacial de los conos. Esto fue acompafiado por cambios
sinapticos a nivel de la capa plexiforme externa, incluyendo la retraccion de las
esférulas de los bastones, la reduccion de los bordes sindpticos de los fotorre-
ceptores y la remodelacién sinaptica en las neuronas de segundo orden (es de-
cir, pérdida y regeneracion de los procesos dendriticos en células bipolares de
bastones y células horizontales). A las 12 semanas de edad, se observd que el
espesor de las capas de la retina interna se vio gravemente afectado. Aunque la
capa plexiforme interna se mantuvo sin cambios en esta etapa, los axones ter-
minales de las células bipolares de bastones se redujeron de manera significati-
va. Los ratones adultos mostraron caracteristicas claras de la neurodegenera-
cion y la interrupcidn de la retina interna con el aumento de edad. La estimula-
cion farmacoldégica de la via de sefializacidn Irs2 puede proporcionar neuropro-
teccidn adicional en ciertas retinopatias degenerativas.

Mecanismo de regulacién.

La duracién asi como la intensidad de las sefiales producidas por la unién de la
insulina a su receptor son altamente reguladas para asegurar el correcto funcio-
namiento metabdlico y el balance energético.

Este control se realiza gracias a mecanismos muy finos de autorregulacion
(desensibilizacion homaéloga), en donde enzimas de la misma via que fueron ac-
tivadas por accién de la insulina inhiben la actividad de proteinas clave en el
proceso de sefializaciéon, como son el propio IR o los sustratos IRS (Carpentier et
al, 2002; Youngren, 2007).

De forma simultanea, otras sefales que nada tienen que ver con la via de la in-
sulina inhiben su sefalizacidn a través de mecanismos de desensibilizacion hete-
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réloga. De esta manera, el receptor de la insulina y sus sustratos se encuentran
sujetos a unos mecanismos de desensibilizacién homoldga y heterdloga (Gual y
col., 2005).

Regulacion sobre el receptor de la insulina

Cuando la insulina se une a su receptor, forma el complejo insulina-receptor,
desencadenandose el cambio conformacional y toda una serie de cascadas, des-
critas previamente. Posteriormente, este complejo insulina-receptor, incluido
en unas vesiculas recubiertas de clatrina es internalizado en los endosomas pri-
marios. El receptor permanece activo y fosforilado y el pH acido de los endoso-
mas induce la disociacion del complejo, para que posteriormente la insulina sea
degradada por accién del enzima insulinasa acida y el receptor reciclado para
ser enviado nuevamente a la membrana celular. Sin embargo, cuando los nive-
les de insulina son patoldgicos, el receptor es degradado en los lisosomas. De
esta forma se regula la cantidad de receptores presentes en la superficie celular
atenuando los efectos nocivos de una concentracion elevada de insulina en san-
gre (Desbuquois y Authier, 2014).

Este mecanismo de regulacién de la cantidad asi como de la activaciéon del re-
ceptor de la insulina es crucial para determinar la sensibilidad celular a la insuli-
na, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, como observaremos en
la resistencia a la insulina (Carpentier et al, 2002; Paz et al, 2002)

El receptor de la insulina presenta diferentes grados de activacién, asi en estu-
dios recientes se ha observado como la desfosforilacién de residuos clave de Tyr
sobre el asa de activacion del receptor por parte de proteinas fosfatasas de Tyr
(PTPs) reducen la activacién del mismo (Koren y Fantus, 2007; Zhang y col.,
2009).

Estas PTPs se clasifican en dos categorias, unas las PTPs citosdlicas y otras las
PTPs de membrana, ambas son reguladoras de la actividad del receptor de la in-
sulina. Las localizadas sobre la membrana juegan un papel importante en la re-
gulacion de la fosforilacion del receptor, en particular, LAR (fosfatasa relaciona-
da al antigeno comun del leucocito) induce la desfosforilacién del IR (Hashimoto
y col., 1992).

Las PTPs citosdlicas, como PTP-1B y SHP-2, han sido las mas estudiadas y las
gue mas evidencias experimentales han dado. En el caso de PTP-1B se ha obser-
vado que no sélo disminuye la sefal de la insulina cuando esta es patolégica-
mente alta, sino que también se asocia al receptor en células intactas, sugirien-
do que puede actuar como un regulador de las acciones de la insulina in vivo
(Bodulay col., 2005).

En ratones “knock-out” con deleccién del gen que codifica por PTP-1B se ha ob-
servado un incremento de la sensibilidad a la insulina asociado al incremento en
el estado de fosforilacién de residuos Tyr del receptor. (Li y col. 2006).
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Asi mismo, se ha observado también que la desfosforilaciéon del IR producida
por esta fosfatasa induce una disminucion en la incorporacién de glucosa por
parte del tejido muscular asi como del tejido adiposo (Obanda y Cefalu, 2013).
Con todos estos estudios experimentales se busca una nueva droga capaz de in-
hibir la actividad de la PTP-1B incrementando de esta manera la sensibilidad a la
insulina. (Delibegovic, 2007; Pitschmanny col., 2013; Kandali y col., 2015).

La otra fosfatasa citosélica de interés, es la SHP-2, que presenta una estructura
con dos dominios SH2 que le permiten unirse a distintas proteinas durante la
cascada de seinalizacidn insulinica.

Las acciones reguladoras de SHP-2 son de dos tipos inversos, a diferencia de la
accion de PTP-1B. Asi se ha visto que tiene efectos reguladores tanto positivos
como negativos, siendo estos ultimos la inactivacion del receptor por desfosfori-
lacion del receptor asi como del sustrato 1 (Maegawa y col., 1999; Morris y col.,
2009). Entre sus acciones reguladoras positivas, se ha visto su papel en la via de
Ras/MAPK. (Cheng y col., 2002).

Otros puntos de regulacion sobre el receptor de la insulina lo encontramos en la
fosforilacion de residuos de Ser/Thr como respuesta a la insulina. Esta fosforila-
cion altera la propia autofosforilacion del receptor sobre sus residuos tyr.
(Copps y White, 2012; Hancer y col., 2014).

También otro punto clave en la regulacién de este receptor es la proteina qui-
nasa C (PKC) como quinasa clave en la fosforilacidon de regiones yuxtamembra-
na, catalitica y carboxilo-terminal (Karasik y col., 1990; Maeno y col., 2012).

Regulacion sobre el sustrato del receptor (IRS)

Cuando se une la insulina a su receptor y éste se activa, dentro de esta activa-
cion encontramos la fosforilacion notable del IRS-1 asi como del IRS-2, tanto a
nivel de residuos de Tyr como en residuos de Ser/Thr. El IRS-1 presenta 232 re-
siduos de Ser/Thr, de los que 70 han sido identificados como sitios potenciales
de fosforilacidon para diferentes quinasas, que son conocidas como quinasas de
IRS (Coops y White, 2012).

La fosforilacion de estos residuos esta implicada en mecanismos de atenuacion
de la sefial de insulina produciendo una separacion entre el IRS y las proteinas
efectoras como puede ser la PI3K, su degradacion o bien conversién en protei-
nas inhibidoras de la actividad quinasa del IR (Gual y col., 2005; Coops y White,
2012).

Otro punto de regulacién a este nivel lo encontramos en la familia de proteinas
supresoras de proteinas de sefalizacién de citoquinas (SOCS) que desempefian
un papel importante a la hora de regular negativamente la activacion del IRS, ya
sea por interacciones directas o indirectas. La expresidon de estas proteinas es
inducida por el tratamiento con insulina en varios tejidos y lineas celulares. Una
vez se induce la sintesis de proteinas SOCS, éstas se asocian con IRS alterando su
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estructura y la unién de IRS al IR asi como a las proteinas efectoras PI3K. Asi
mismo promueven la degradacién y disminucion en el nimero de células positi-
vas (Youngren, 2007).

Regulacidn en las vias de sefializacion activadas por IRS

Las enzimas fosfatasas de los lipidos, encargadas de la desfosforilacién de los
productos obtenidos tras la activacion de PI3K estadn involucradas en esta regu-
laciéon. Entre estas enzimas encontramos SHIP-2 (inositol fosfatasa con dominios
SH2) y PTEN (fosfatasa y homoélogo de tensina removido en el cromosoma 10),
gue son fosfatasas que inducen la desfosforilacidon del PIP3 en las posiciones 5’ y
3’ produciendo fosfatidilinositol 3,4 bifosfato y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
(Horiy col., 2002).

Estas desfosforilaciones sobre los lipidos de membrana tienen efectos bioldgi-
cos diferentes, asi PTEN funciona como un supresor de tumores ya que se ha
observado que mutaciones en esta enzima producen sindromes neoplasicos sin
efectos metabdlicos (Chin y col., 2014). En cambio, observamos en ratones
"knock out" de SHIP-2 un incremento en la sensibilidad a la insulina secundario
al aumento en la producciéon de PIP3 y por la tanto al aumento en la actividad
de proteinas que actian mas alla de PI3K y que estan involucradas en procesos
relacionados con el transporte de glucosa (Hori y col., 2002; De Lorenzo y col.,
2013).

Resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es un estado patolégico en el que las células que de
forma habitual responden a la insulina dejan de hacerlo. Los individuos con re-
sistencia a la insulina estan predispuestos al desarrollo de diabetes mellitus tipo
2. Esta condicién se asocia frecuentemente con otras alteraciones de la salud
como la hipertension, enfermedades cardiovasculares, infecciones y obesidad.

Comprender los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la resistencia a la
insulina con el fin de generar tratamientos que actuen directamente sobre la
diana, ha sido y seguira siendo tarea de muchos grupos de investigacion.

Desde el punto de vista metabdlico la resistencia a la insulina se manifiesta por
una disminucién en el transporte de glucosa inducido por la insulina en adipoci-
tos y musculo esquelético, un aumento de la produccidon de glucosa hepatica y
alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico (Le Roith
y Zick, 2001; Sesti, 2006; Bhattacharya, 2007).

Molecularmente, los mecanismos que inducen resistencia a la insulina pueden
ser diversos y variar de un individuo a otro. Sin embargo, la resistencia a la insu-
lina es la consecuencia de una deficiente sefializacion de la insulina causada por
mutaciones o modificaciones post-transduccionales del IR o de las moléculas
efectoras de su activacion (Bhattacharya, 2007).
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Hay casos debidos a un defecto en la unién de la insulina a su receptor, pero
mas frecuentemente el problema va mas allad del receptor, debido a alteracio-
nes posteriores, que alteran desde la funcionalidad del propio receptor hasta la
actividad de las proteinas efectoras que desempenan funciones importantes en
la sefializacién intracelular desencadenada por la insulina (Le Roith y col.,
2003).

En los animales insulinorresistentes y en modelos in vitro, se puede demostrar
una reduccion de la activacion de la sefializacién de la insulina a través de la via
de la IRS-1/IP3-quinasa, que da lugar a una disminucion de la captacion de glu-
cosa con el consiguiente aumento de su concentracién en el torrente circulato-
rio, reduccién de la sintesis de éxido nitrico (NO) y reduccién de la utilizacion de
glucosa en los tejidos diana de la insulina. La misma reduccion del transporte de
glucosa se percibe en las células beta pancreatica, induciendo a su vez un au-
mento compensatorio de la secrecidon de insulina y generando un circulo vicioso
imparable. Sin embargo, al mismo tiempo, la via de la insulina a través de la
MAPK se mantiene inalterada (Montagnamiy cols, 2002).

Es facil comprender que este desequilibrio selectivo de las dos vias de transduc-
cidon de sefal en situaciones como la hiperinsulinemia puede conducir a una se-
fial excesiva de proliferacion/fomento del crecimiento, y al mismo tiempo per-
mitir que se mantengan normales el transporte y la homeostasis de la glucosa.
La hiperinsulinemia compensatoria estimula diversos fendmenos proliferativos y
proaterogénicos en las células endoteliales y del musculo liso vascular. Estos
efectos incluyen un aumento de la produccidon de inhibidor de activador de
plasminégeno tipo 1 (PAI-1), endotelina, citoquinas proinflamatorias y un au-
mento de la expresion de las moléculas de adhesion (Montagnami y cols, 2002).

Las concentraciones plasmaticas elevadas de insulina en estados de resistencia
a la insulina pueden desencadenar también un circulo vicioso que aumente aun
mas la resistencia a la insulina (Combettes-Souverain, 1998) mediante la supre-
sion de los efectos que se producen a través del eje IP3K/AKT/NO, y ello puede
desequilibrar el sistema como consecuencia de un aumento neto de los efectos
relacionados con la activacion de la MAPK. Dado que la insulina desencadena
una serie de efectos bioldgicos a través de la unién y activacién de su receptor
(IR), dotado de actividad de tirosin-quinasa sobre sustratos especificos, como
IRS -1y -2 (Cheatham vy col, 1995) los ratones con una delecién especifica de los
genes de IRS-1 e IRS-2 muestran un fenotipo de resistencia a la insulina (Araki y
cols, 1994). Todo esto a nivel retiniano se traduce en una serie de cambios celu-
lares, y por ende histoldgicos en la retina, con los consiguientes signos clinicos
en la misma, como los que observamos en la retinopatia diabética.

Asi mismo, estudios recientes han demostrado que la insulina puede tener efec-
tos profundos sobre la supervivencia de las neuronas dentro de la retina. En el
estudio publicado por Fischer y colaboradores en el afio 2010 se determind
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como el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) influye en las células
retinianas, en particular, en las células gliales (Fischer y col. 2010).

Las células gliales de Miiller, como ya hemos comentado anteriormente, son
células predominantemente de apoyo en la retina, que proporcionan soporte
estructural, nutritivo y metabdlico a las neuronas. En consecuencia, la actividad
de las células de Miiller impacta en la funcién y en la supervivencia de las neu-
ronas de la retina. La actividad alterada de dichas células a menudo ocurre en
las enfermedades retinianas. (Bringmann and Reichenbach 2001; Bringmann y
col. 2006; Giaume y col. 2007).

Dicha actividad se ve dramaticamente alterada en retinas dafadas o cuando son
estimuladas por factores de crecimiento exdgenos (Fischer, 2005; Bringmann y
col. 2006; Giaume y col. 2007).

El conocimiento de dichos factores secretados que influyen en la actividad de
las células de Miiller en la retina estan siendo descubiertos. Asi por ejemplo, se
ha visto que la insulina y FGF2 en combinacién, y nunca por separado, hacen
que las células de Miiller se diferencien, proliferen, expresen factores de trans-
cripcion normalmente expresados por los progenitores de la retina y produzcan
algunas neuronas nuevas. (Fischer y col. 2002).

Como conclusién, la hiperglucemia y la sefalizacion de la insulina deteriorada
son consideradas como importantes factores en la patologia de la retina en la
retinopatia diabética. Numerosos estudios apoyan que estos dos factores danan
la glia de la retina, asi como las células neuronales al comienzo de la enferme-
dad, incluso antes de que observemos los primeros signos clinicos de la misma,
como son los microaneurismas.
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Anatomia de la Retina.

La retina es la capa mas interna del globo ocular y es el asiento de los recepto-
res visuales encargados de captar el estimulo luminoso y transformarlo en im-
pulso nervioso para posteriormente enviarlo al cerebro.

Se divide a su vez en dos partes bien diferenciadas, una la retina posterior o vi-
sual, que es la mds extensa y la verdadera parte funcional de la retina, y otra la
retina anterior o ciega. La separacion entre ambas viene delimitada por la ora
serrata, linea que se sitla aproximadamente a 6 mm de la unién esclerocorneal.

La retina ciega tapiza la cara posterior del cuerpo ciliar y del iris. Se caracteriza
por la ausencia de neuronas, estando formada sdlo por el estrato pigmentario y
el cerebral (células gliales).

La retina visual a su vez se divide en otras dos partes: la retina central o polo
posterior y la retina periférica. En el polo posterior es donde se localizan zonas
muy importantes como la macula y la papila.

La papila o disco del nervio 6ptico, es una estructura situada en posicidon nasal
con respecto a la macula. En el campo visual aparece como un punto ciego,
pues carece de fotorreceptores. Se forma por la confluencia de los axones de las
células ganglionares, formando una depresion central que se denomina excava-
cion del nervio dptico.

La macula es el punto focal del ojo, dptica, funcional o anatdmicamente hablan-
do. Es un drea altamente especializada que permite la agudeza visual fina, la di-
ferenciacién de las formas, colores y la estereopsis o vision en tres dimensiones.
Esta zona corresponde al area contenida entre las arcadas vasculares y tiene al
menos dos capas de nucleos de células ganglionares. Tiene forma elipsoide con
un diametro aproximado de 5,5 mm que se corresponden con los 18° centrales
del campo visual. La macula a su vez se subdivide en otras partes. La fovea es
una depresion en el centro de la macula, mide 1,5 mm de didametro en el borde
y 400 micras en la base. Es la parte encargada de la visidon central y de los colo-
res. En el centro de la févea se aprecia otra depresiéon denominada foveola o fo-
sita foveal. Tiene una extensién de 0,2 mm y un grosor de 0,13 mm. Esta zona
retiniana es extremadamente delgada y todo su espesor estd integrado por fo-
torreceptores, concretamente conos, altamente especializados y adaptados ca-
reciendo de las capas mas internas de la retina (Saraux y cols., 1985; Park y cols.,
1998; Pulido, 2002; Kaufman y Alm, 2004; Armada y cols., 2010).

La vascularizacion de todas estas estructuras depende de ramas de la arteria ca-
rotida interna. Asi los dos tercios internos de la retina estan irrigados por la ar-
teria central de la retina, rama de la arteria oftalmica a su vez rama de la caroti-
da interna. Esta arteria central penetra en el interior del ojo introduciéndose
dentro del nervio éptico 12 mm por detras del globo ocular. Ya dentro del ojo, a
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nivel de la papila, se bifurca en ramas superior e inferior, y éstas a su vez en ra-
mas temporal y nasal, las cuales se ramifican en vasos mas pequeios en la capa
de fibras nerviosas y células ganglionares por toda la retina, a excepcion de la
fovea. El tercio externo de la retina y la févea central reciben irrigacion a partir
de la arteria coriocapilar (Clement, 1994; Vaughan y cols., 1997; Pulido, 2002).

Los capilares de la retina estdan formados por un endotelio continuo, estando las
células selladas por uniones estrechas y posteriormente rodeadas de pericitos.
Todo esto hace que se forme lo que se denomina barrera hematorretiniana,
fundamental para el correcto desarrollo de la funcidn retiniana.

Histologia de Ila Retina.

Desde el punto de vista histoldgico, la retina se divide en dos partes bien dife-
renciadas, una mas superficial que la forma el epitelio pigmentario de la retina 'y
otra mds profunda que es la porcidon neurosensorial o retina sensorial, siendo
una membrana nerviosa altamente diferenciada.

Epitelio pigmentario de la Retina.

El epitelio pigmentario separa los segmentos externos de los fotorreceptores de
la coroides, creando una barrera entre la circulacién coroidea y la retiniana, pe-
ro permitiendo el intercambio de iones, agua y metabolitos. Esta separacién real
es debida a la existencia de complejos de unidn (zonulae adherens, occludens y
gap-junctions) entre las células del epitelio pigmentario, lo que hace que estas
células estén unidas de forma eficaz. Esto junto a los mecanismos de transporte
activo forman la “barrera hematorretiniana externa”.

Este epitelio estd formado por una monocapa de células cubicas, pigmentadas,
pues alojan granulos fusiformes de melanina en su interior. La funcién desem-
pefada por dicho pigmento es la de absorber la luz con una longitud de onda
gue oscila entre 400 y 800 nm, limitando con ello la cantidad de luz que se refle-
ja o se dispersa, protegiendo de este modo a los fotorreceptores. La superficie
apical de estas células tienen prolongaciones de hasta 7 micras de largo, que se
relacionan con los segmentos externos de los fotorreceptores, siendo aqui don-
de se localizan los granulos de melanina.

Otra de las funciones realizadas por este epitelio es la fagocitosis de los restos
de los segmentos externos que se renuevan a diario. Este material fagocitado,
pasa al interior de los lisosomas. Otras funciones desempefiadas son la regula-
cion de la inmunidad intraocular y la captacién de radicales libres oxidantes.

El epitelio pigmentario presenta una membrana basal que se integra dentro de
la membrana de Bruch, membrana que marca la separacidn entre la retina y la
coroides. A parte de dicha membrana basal, la membrana de Bruch tiene otras
cuatro capas, entre las que se encuentran una banda interna de colageno, una
capa elastica, una banda externa de colageno y la membrana basal del endotelio
de la coriocapilar.
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Cuando observamos estas estructuras al microscopio electrénico, observamos
un aumento de la superficie basal del epitelio debido a la formacién de invagi-
naciones, lo que genera un aumento de la superficie de intercambio con la capa
coriocapilar (Saraux y cols., 1985; Geneser, 2000; Armada y cols., 2010).

Retina sensorial o neurorretina.

La retina sensorial o neurorretina es una estructura formada por un conglome-
rado de células con funcionalidad diversa. Podemos dividir estas células en dos
grandes grupos: Neuronales, de transmisién vertical o de transmisién horizon-
tal, y células gliales.

Células neuronales

Fotorreceptores

Los fotorreceptores son células altamente especializadas, encargadas de captar
el estimulo luminoso y transformarlo en estimulo nervioso, proceso conocido
como fototransduccidn. Existen dos tipos de células fotorreceptoras, los conos y
los bastones, aunque morfolégicamente varian de una a otra, la estructura fun-
cional es semejante en ambas. Ambas son células alargadas con una expansion
externa donde se localiza el segmento externo, el segmento interno y la unién
entre ambos conocida como cilio conector. Después tienen un segmento in-
terno y un cuerpo celular donde se aloja el nucleo y que forma parte de la capa
nuclear externa.

La diferencia entre conos y bastones, radica en la forma de la expansion exter-
na, en el pigmento fotosensible que contienen y en la forma de la parte terminal
de la expansion interna. Asi los bastones presentan una expansion externa de
forma cilindrica, con unos discos de 2 micras de diametro en constante renova-
cion que contienen el pigmento fotosensible, en este caso, la rodopsina, un
pigmento muy sensible a bajas intensidades de luz del espectro azul-verde (500
nm de longitud de onda), siendo por tanto los responsables de la visién noctur-
na. La parte terminal de la expansion interna tiene una dilatacién conocida co-
mo esférula de aproximadamente 3 micras de diametro, siendo esta parte don-
de se realiza la sinapsis con las células bipolares. (Kolb y col., 1994).

Los conos son menos numerosos que los bastones, a excepcién de la macula.
Existen 3 tipos de conos segln su sensibilidad a diferentes longitudes de onda (L
= roja, M = verde y S= azul). Su expansion externa, como su propio nombre indi-
ca, tiene forma cdnica. El pigmento de estas células es la opsina y la terminacion
de la expansidn interna tiene forma de meseta de aproximadamente 5 micras,
llamada pie o pediculo del cono.

La retina es el verdadero érgano receptor, es la encargada de recibir el estimulo
luminoso y transformarlo en impulso nervioso, para posteriormente enviarlo al
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cerebro. Esta transformacién del impulso se realiza a través de diferentes reac-
ciones bioquimicas.

Cuando los rayos de luz, dentro del espectro visible para el ser humano, pene-
tran en el interior del ojo, tras atravesar todas las capas de la retina, inciden so-
bre los fotorreceptores, células altamente especializadas, desencadenando el
proceso de transformacion de la sefial, conocido como fototransduccion.

En la oscuridad, los conos y los bastones se encuentran parcialmente despolari-
zados gracias a una corriente continua de iones sodio (-40 mV) y se libera L-
glutamato que alcanza a las neuronas de segundo orden.

Cuando incide un haz de luz sobre los fotorreceptores, el pigmento que éstos
contienen sufre una serie de reacciones. Asi la rodopsina de los bastones (for-
mada por la proteina escotopsina y el retineno, un pigmento carotenoide) se
isomeriza de 11-cis-retinal a all-trans-retinal, descomponiéndose la rodopsina
en escotopsina y alo-trans-retinal y produciendo el cierre de los canales de so-
dio, la hiperpolarizacién de la célula y la interrupcion de la liberacién basal de L-
glutamato.

Este cierre se produce por la disminucion de la concentracion del guanosin mo-
nofosfato ciclico (cGMP), debida a la hidrdlisis generada por la enzima fosfodies-
terasa. Enzima previamente activada por el guanosin trifosfato (GTP) unido a la
proteina transducina (Baylor, 1987; Atwell, 1986).

Este proceso es similar en los conos pero con el pigmento caracteristico de cada
uno de ellos tal y como se muestra:

FOTORRECEPTOR PIGMENTO VISUAL PROTEINAS
Bastén Rodopsina 11-cis-retinal + escotopsina
Cono Rojo Fotopsina | 11-cis-retinal + porfiropsina
Cono Verde Fotopsina ll 11-cis-retinal + iodopsina
Cono Azul Fotopsina lll 11-cis-retinal + cianopsina

Células Horizontales

La retina de los mamiferos contiene varios tipos de células de asociacioén lateral
a nivel de la capa plexiforme externa, denominadas células horizontales. Estu-
dios llevados a cabo mediante microscopia dptica combinada con microscopia
electronica y con el método de tincion de Golgi han demostrado que en la retina
humana existen tres tipos de células horizontales (Kolb y col., 1994). Las células
horizontales de tipo | no tienen axdn y contactan preferentemente con conos
rojos y verdes y en menor medida con conos azules. Las células horizontales de
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tipo Il o células horizontales con axdn, contactan con conos azules a nivel de su
axon terminal pero también con otros tipos de conos a nivel de sus terminacio-
nes dendriticas. Las células horizontales de tipo Ill son similares a las células de
tipo I, aunque de mayor tamafio y evitan cualquier contacto con conos azules
(Ahnelt y Kolb, 1994). A nivel foveolar estan ausentes.

Los fotorreceptores hacen sinapsis con las células horizontales y con las células
bipolares. Cuando los fotorreceptores estan en oscuridad despolarizados, las cé-
lulas horizontales también lo estan y cuando se activan con la luz los primeros
hiperpolarizandose, lo hacen las segundas. Las células horizontales regulan la
actividad de la periferia. Esta transmisién sinaptica usa el glutamato como neu-
rotransmisor existiendo canales de calcio dependiente y canales de calcio inde-
pendiente (Schwartz, 1986).

Células Bipolares

Las células bipolares como su propio nombre indica son células formadas por
dos polos que se encuentran en direcciones opuestas. Asi el nucleo de estas cé-
lulas se encuentra entre las dos prolongaciones o polos formando la capa nu-
clear interna. La prolongacion externa o dendritica hace sinapsis con los fotorre-
ceptores formando la capa plexiforme externa, y la prolongacién interna o axo-
nica establece sinapsis con las células ganglionares y amacrinas formando la ca-
pa plexiforme interna.

Segun hagan sinapsis con conos o bastones diferenciamos dos tipos de células
bipolares: Células bipolares de bastones y de conos, y, entre ellas, células ena-
nas y difusas.

Las células bipolares de los bastones, morfolégicamente se caracterizan por te-
ner un soma alargado verticalmente, con volumen, en el que se encuentra un
citoplasma fino ocupado por un gran nucleo. Su prolongaciéon dendritica hace
sinapsis con la expansién interna de los bastones, es decir, con las esférulas, pu-
diendo sinaptar varios bastones con una sola célula bipolar. La prolongacion in-
terna o axodnica de estas células bipolares hace sinapsis con las células ganglio-
nares, de modo, que una sola célula bipolar puede unirse con 4 células ganglio-
nares, siempre por mediacion de células amacrinas y no directamente.

Las células enanas, a diferencia, de las células bipolares para bastones, hacen
sinapsis con un solo cono y con una sola célula ganglionar. La unién que estable-
cen con el cono puede ser de dos tipos distintos segun la morfologia de la ter-
minacién dendritica. Asi unas células tienen una terminacion aplanada que en-
tra en contacto con la superficie plana del pediculo del cono y otras células tie-
nen invaginaciones que se interdigitan con otras existentes en el pediculo del
cono.
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Las células difusas tienen la misma morfologia en sus dendritas que las células
enanas. La diferencia con aquellas es que estas células establecen sinapsis con
varios conos y varias células ganglionares.

La sinapsis de los fotorreceptores con las células bipolares es diferente a la que
hacen con las células horizontales. Estas células son las primeras neuronas del
sistema visual que tienen organizacién espacial en campos receptivos, y modu-
lan la actividad central. Cuando los fotorreceptores se hiperpolarizan y disminu-
ye la liberacion de glutamato, el efecto sobre las células bipolares dependerd
del tipo de receptor que tengan. Si son células OFF, se produce una hiperpolari-
zacion de la célula bipolar y por tanto no transmite sefial alguna. Por el contra-
rio las células ON, se despolarizan con la consiguiente transmisién de sefial ha-
cia las células ganglionares.

Células Ganglionares

Las células ganglionares constituyen el tercer gran eslabdn de células nerviosas
retinianas. Son unas células de gran tamafio (10-30 micras), con un nucleo re-
dondo, nucléolo visible al microscopio dptico y presencia de corpusculos de
Nissl. Son células multipolares, con multiples proyecciones que se extienden la-
teralmente en la capa plexiforme interna. Sus axones son los que forman la capa
de fibras nerviosas de la retina, dirigiéndose a la papila para formar el nervio 6p-
tico, siendo amielinicas hasta que no atraviesan la lamina cribosa. Existen al
menos 18 tipos distintos de células ganglionares, pero los dos tipos principales
son las células P o enanas, que proyectan a las capas parvocelulares del nucleo
geniculado lateral. Poseen una Unica dendrita y hacen sinapsis con una Unica cé-
lula bipolar enana. Las células M o parasol, que proyectan a las capas magnoce-
lulares y hacen sinapsis con las células bipolares para bastones y las células bi-
polares difusas.

Las células ganglionares en su funcionamiento son similares a las células bipola-
res, tienen una organizacién en campos receptivos con dos zonas anulares de
respuestas opuestas. Su activacion se produce por activacion directa de las célu-
las bipolares o por la accidn de las células amacrinas colinérgicas. Los impulsos
inhibitorios se deben a la accidon de células amacrinas glicinérgicas o gabaérgi-
cas. Diferenciamos tres tipos de células ganglionares: las células ON, que res-
ponden con un pico de descarga breve a la apariciéon de la luz y mantienen la
sefial mientras dura el estimulo luminoso. Las células ON-OFF, que solo emiten
descargas con el inicio y el fin del estimulo y las células ganglionares OFF que se
mantienen quiescentes hasta que el estimulo desaparece y entonces empieza
su actividad eléctrica (Armada vy cols., 2010).

Posteriormente la sefial va por los axones de las células ganglionares que con-
forman el nervio éptico y la informacidn visual sale del globo ocular para alcan-
zar los centros superiores del sistema nervioso central donde la informacion se-
ra procesada y se hara consciente con el resultado final de la percepcidn visual.
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En todo este proceso, a nivel intracelular se producen decenas de reacciones
bioquimicas y activacién de diferentes cascadas enzimaticas necesarias para el
mantenimiento de la buena funcién celular, de su crecimiento, proliferacion y
diferenciacion; entre las que se encuentra la via desencaenada por activacién
del receptor de insulina, y concretamente en las funciones desarrolladas por el
sustrato 2 (IRS-2).

Células Interplexiformes

Las células interplexiformes fueron descritas por primera vez por el Dr. Antonio
Gallego en la retina de gato (1971). Posteriormente se han encontrado en la re-
tina de casi todas las especies. Presentan un cuerpo situado a nivel de la capa
nuclear interna desde donde salen una serie de ramificaciones que se extienden
por la capa plexiforme interna y llegan hasta la capa plexiforme externa donde
establecen sinapsis.

Células Amacrinas

Las células amacrinas, también conocidas como espongioblastos de asociacion,
fueron descritas por vez primera por Dogiel, si bien fueron los estudios de Ra-
mon y Cajal (1892) los que permitieron precisar mejor su morfologia, distribu-
cion y tipos celulares. Estas células tienen un cuerpo celular o soma de forma
triangular situado en la parte mas interna de la capa nuclear interna y unas pro-
longaciones que se extienden por la capa plexiforme interna. Estan ausentes a
nivel foveolar. No reciben conexiones directas de los fotorreceptores, sino sélo
de células bipolares y de otras células amacrinas, estableciendo a su vez cone-
xiones con células ganglionares y retroalimentando a las células bipolares, for-
mando una via de asociacion lateral a nivel de la plexiforme interna. Algunos ti-
pos de células amacrinas presentan largos procesos, que pueden actuar como
verdaderos axones, pero estos procesos permanecen siempre dentro de la reti-
nay no la abandonan por el nervio éptico como sucede con los axones de las cé-
lulas ganglionares.

Capas o estratos retinianos.

De este modo, la retina humana queda constituida a partir de las células descri-
tas anteriormente, que se disponen formando diez capas o estratos. Esta orga-
nizacion fue descubierta por Santiago Ramodn y Cajal, quien con el microscopio
Optico fue capaz de identificar todas las capas. La retina, tiene un grosor medio
de 0,3 mm, siendo mas fina a nivel foveolar y periferia y mas ancha alrededor
del nervio déptico. (Saraux y col., 1985; Amat y col., 1995; Geneser, 2000).

Las diferentes capas desde lo mds externo a lo mas interno son:

Epitelio Pigmentario de la retina: descrito anteriormente, es una monocapa de
células cuboideas, que estd separada de la coriocapilar por la membrana de
Bruch.
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Capa de Fotorreceptores: aqui se localizan los segmentos externos de los conos
y de los bastones.

Limitante Externa: se forma por la unién de los segmentos internos de los foto-
rreceptores a las células de Miiller y por la unidn de las prolongaciones de éstas
entre si.

Capa Nuclear Externa: en esta capa se alojan los nucleos de los fotorreceptores,
es decir, de conos y bastones.

Capa Plexiforme Externa: es una capa de conexion. En esta capa sinaptan los
axones de conos y bastones con las dendritas de células horizontales y de célu-
las bipolares. También aqui hay conexiones con las prolongaciones de las células
de Miiller.

Capa Nuclear Interna: en esta capa encontramos los nucleos de cuatro tipos ce-
lulares. Las células principales aqui son las células bipolares, encargadas de la
transmisién vertical del impulso nervioso. A parte se encuentran los nucleos de
células de asociacion como son las células horizontales y las células amacrinas.
El cuarto tipo celular que se aloja en esta capa son las células de Miiller que tie-
nen una funcidn de soporte y nutricion.

Capa Plexiforme Interna: es otra capa de conexidon. Aqui sinaptan las células bi-
polares con las dendritas de las células ganglionares, aunque también estable-
cen contacto las células amacrinas y las prolongaciones de las células de Miiller.
Es una capa con gran concentracion de acetilcolinesterasa, enzima muy impor-
tante en la neurotransmision.

Capa de Células Ganglionares: en esta capa encontramos el nucleo de estas cé-
lulas.

Capa de Fibras Nerviosas: capa formada a partir de los axones de las células
ganglionares. Forman fasciculos de fibras que se disponen paralelos a la superfi-
cie retiniana y que estan separados entre si por las prolongaciones de las células
de Miiller. Estos axones que forman esta capa son amielinicos y convergen to-
dos ellos en la papila dptica formando el nervio dptico.

Capa Limitante Interna: es la capa mas interna de la retina. Establece la separa-
cién con el vitreo y funcionalmente es una membrana basal con autonomia pro-

pia.
Células gliales.

En 1846, Virchow describe un tejido existente en el cerebro y en la médula espi-
nal, al que asigna la funcién de soportar y proteger las células ganglionares y sus
prolongaciones; este tejido se denomina neuroglia o glia. La palabra glia deriva

n u n u

del griego bizantino yAia cuyo significado es “liga”, “union”, “pegamento”.

Posteriormente, Ramoén y Cajal (1913, 1916) y Rio Hortega (1919, 1921), usando
técnicas de impregnacion metdlica, sientan las bases para el estudio de la glia
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mediante microscopia dptica, bases que afios mas tarde emplearian Penfield
(1932), Glees (1955) y Windle (1958).

La glia se localiza fundamentalmente en el Sistema Nervioso Central, donde el
numero de sus elementos celulares varia de unas zonas a otras, pero ademas,
también podemos encontrar glia en el Sistema Nervioso Periférico, envolviendo
a las células nerviosas.

La clasificacién cldsica de la glia se la debemos a Ramdn y Cajal quien alla por
1909-1911 realizd las primeras clasificaciones, que se han mantenido bastante
inalteradas a lo largo de los afios por falta de consenso entre los grandes exper-
tos, si bien gracias al desarrollo de las técnicas de inmunohistoquimica, biologia
molecular y genética la clasificacién tradicional de la glia ha cambiado un poco.

Ramodn y Cajal asi confimd estudios previos realizados por Nissl en 1899, Rober-
tson en 1900 y Alzheimer en 1904. Aflos mas tarde Rio Hortega (1919, 1932)
usando el método del carbonato de plata, corrobora plenamente estas observa-
ciones. Asi pues en la clasificacidn clasica se distinguen tres tipos celulares dife-
rentes: los astrocitos, denominados asi por su aspecto estrellado, los oligoden-
drocitos, pequefas células con prolongaciones arborescentes y las células mi-
crogliales o microglia.

Las clasificaciones actuales de la glia diferencian entre glia del sistema nervioso
central y glia del sistema nervioso periférico.

La glia central diferencia la glia intersticial de la glia epitelial. La astroglia, la oli-
godendroglia y la microglia son glia intersticial. Mientras que las células epen-
dimarias, las de los plexos coroideos y los tanicitos son glia epitelial.

La glia periférica la constituyen las células de Schwann, las células capsulares o
satélites, las células terminales o capsulares de receptores, las células telogliales
o capsulares motoras y las células de soporte de epitelios sensoriales.

En la retina, existen tres clases principales de células gliales: los astrocitos, las
células de Miiller y la Microglia (Ogden, 1994; Park y col., 1998; Geneser, 2000).

Astrocitos.
Hay dos tipos principales de astrocitos, los fibrosos y los protoplasmicos.

Los astrocitos fibrosos se localizan en la sustancia blanca, entre los axones de las
neuronas. Se caracterizan por tener un citoplasma mas escaso que los astrocitos
protoplasmicos, con un nucleo mas grande, reniforme o irregular y una croma-
tina laxa. Tienen gran cantidad de filamentos, que constituyen el componente
fundamental y que se disponen de forma paralela en las prolongaciones cito-
plasmaticas. Dichas prolongaciones son menos numerosas que en los otros as-
trocitos, mas finas, mds largas y con menos ramificaciones. Son semejantes a los
neurofilamentos pero mas compactos y de menor tamafio (Wuerker, 1970), lo
qgue hace que al contener muchas gliofibrillas, sea PGFA positiva muy marcada.
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Los organulos aparecen en la periferia del citoplasma, a excepcion de las mito-
condrias que estan proximas al nucleo (Mugnaini y Walberg, 1964; Peters y
Vaughn, 1967; Holtzman y col., 1973).

Los astrocitos protoplasmicos se localizan en la sustancia gris entre las células
nerviosas. Pueden aparecer tanto de forma aislada como formando grupos, en
los que los cuerpos estan proximos y las numerosas expansiones, de corto ta-
mafio, gruesas y muy ramificadas se disponen de forma radial. Su citoplasma es
un poco mas abundante que los anteriores astrocitos, donde podemos encon-
trar numerosas mitocondrias (gliosomas) y gliofibrillas pero en menor cantidad
que en los astrocitos fibrosos, lo que hace que la tincién de la misma sea positi-
va pero mas débil comparada con los primeros. Tiene un nucleo un poco mas
pequefio y centrado con cromatina laxa.

Ademas se reconocen como astrocitos, la glia Held que emite prolongaciones
gue se ponen en contacto con la piamadre. Las células de Miiller: se encuentran
en la retina. Forman un tronco que ocupa todo el grosor retiniano, presentando
funcién de sostén. La glia de Bergman del cerebelo: emite distintas prolongacio-
nes que rodean a las dendritas de las células de Purkinje. Las células en velo y
las células en candelabro.

Glia retiniana

En la retina podemos diferenciar basicamente dos tipos celulares que forman
parte de la macroglia, por un lado los astrocitos y por otro las células de Miiller
(Newman, 1996, 2001).

Aunque ambos tipos celulares son neuroectodérmicos, sus origenes son dife-
rentes. Las células de Miller se generan a partir de las células neuroepiteliales
de la retina y pueden compartir un progenitor comun con las neuronas (Turner
y Cepko, 1987) mientras que los astrocitos se generan fuera de la retina y la in-
vaden a través de la cabeza del nervio 6ptico, por los axones de las células gan-
glionares de la retina, en la semana 13 de la gestacion (Seiler y Aramat, 1994).

Los astrocitos, generalmente, no invaden las regiones donde no hay células pre-
cursoras vasculares, como la févea o las capas mds externas de la retina (Rami-
rezy col., 1994, 1996; Garianoy col., 1992, 1997).

Los astrocitos son las células mas grandes de toda la glia. Fueron descritas por
Ramodn y Cajal en 1913 utilizando la técnica de sublimado de cloruro aurico. Tie-
nen una forma estrellada, de ahi su nombre, con un tamafo que puede alcan-
zar las 40 micras.

Presentan un cuerpo celular mds o menos redondeado del cual emergen pro-
longaciones en todas las direcciones del espacio. Su nucleo ocupa dos terceras
partes del citoplasma, de localizacién central y forma redondeada u oval. En su
citoplasma, escaso, presenta todos los organulos, pero llama la atencién la pre-
sencia de filamentos intermedios especificos denominados gliofibrillas (8nm).
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Este tipo de filamentos intermedios pertenecen al tipo Il de los mismos (descri-
tos en los trabajos de Lazarides (1982), Osborn (1983) y Steinert (1984)), forma-
dos preferentemente por la proteina gliofibrilar acida (GFAP), presente Unica-
mente en la astroglia (Rueger y col., 1979), por desmina (Dahl y Bignami, 1982)
y periferina.

Estos filamentos intermedios se caracterizan por ser mucho menos solubles que
el resto de los filamentos. Estdn formados por una familia de proteinas que se
distinguen unas de otras, tanto por su tamafio como por su secuencia de ami-
noacidos, cuyas caracteristicas antigénicas se conservan en todos los filamentos
intermedios (Pruss y col., 1981). Su relativa insolubilidad y su lento turnover de-
terminan que las funciones de los mismos sean mas mecanicas que dindmicas
(Steinert y col., 1984).

La GFAP puede tefiirse especificamente con anticuerpos, lo que permite esta-
blecer la cantidad existente de dichas células (Dahl y Bignami, 1973; Juanes y
col., 1989; Schnitzer, 1990), aunque al microscopio pueden identificarse los as-
trocitos segun el numero de fibrillas que tienen en su citoplasma y segun la for-
macioén de pedicelos (Mugnaini y Walberg, 1964; Maxwell y Kruger, 1965; Palay,
1966; Vaughn y Peters, 1967, 1971; Chan-Pala y Palay, 1972; Kudo, 2007).

Los astrocitos también tienen microtubulos, microfilamentos y gran cantidad del
enzima glutamina sintetasa (Noremberg y Martinez-Hernandez, 1979), enzima
encargada de la sintesis de glutamina a partir de glutamato, ATP y amonio. Se
ha visto como algunas de las prolongaciones de estas células se ponen en con-
tacto con la membrana basal de los capilares sanguineos, rodeandolos con su
parte terminal, aplanada, formando lo que se denomina pies vasculares, termi-
nales o pedicelos, que son la base de la barrera hemato-encefalica.

Cuando algunas prolongaciones de los astrocitos entran en contacto con la su-
perficie del sistema nervioso central forman la membrana limitante glial. Si en-
tran en contacto con la piamadre, forman la barrera pioglial.

A nivel retiniano, los astrocitos se encuentran casi exclusivamente a nivel de la
capa de fibras del nervio dptico. Su morfologia cambia segun su localizacion, de
manera que podemos diferenciar basicamente dos tipos de astrocitos.

Los astrocitos elongados situados en la retina central, con multiples prolonga-
ciones que se situan paralelas a la capa de fibras nerviosas sin contactar con los
vasos, y otros, los astrocitos estrellados, situados en la retina periférica (Sch-
nitzer, 1990), con multiples prolongaciones finas, que cruzan la capa de fibras
nerviosas y entran en contacto con los vasos.

Wolter en 1959 describié un tercer tipo de astrocitos que rodean las fibras ner-
viosas y no contactan con los vasos. Los nucleos de los astrocitos se localizan en
la capa de fibras nerviosas y envian sus prolongaciones hasta la capa nuclear in-
terna. Ramirez y col. (1998), localizaron astrocitos en la capa de fibras nerviosas
y en la capa de células ganglionares de la retina humana, no encontrando estas
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células ni en la plexiforme ni en la nuclear externa. Tampoco se encuentran as-
trocitos en la févea avascular o en la ora serrata, por lo que podemos concluir
que no existen donde no hay vasos retinianos.

Miller describio, en 1851, unas células alargadas y orienatdas radialmente, que
hoy se conocen en honor a él como células de Miiller.

Estas células suponen el principal elemento glial de la retina de los animales ver-
tebrados. Presentan una densidad electrénica mayor que los astrocitos, debido
a una mayor concentracion de glicégeno y filamentos.

Las células de Miiller son células de gran tamano, con un soma situado a nivel
de la capa nuclear interna y sus prolongaciones citoplasmaticas extendidas des-
de la membrana limitante externa a la interna. Presentan un importante nime-
ro de microtubulos (lkui y col., 1976), aunque el resto de las caracteristicas son
muy similares a las de los astrocitos (Reale y Luciano, 1974).

La unién de los procesos celulares de las células de Mdller entre si y con los fo-
torreceptores forma la membrana limitante externa. Asi mismo, las membranas
basales de las prolongaciones terminales de las células de Miller (pies termina-
les) se incorporan a la membrana limitante interna.

Las células de Miiller son glia radial, y como tal, se encargan de rellenar los hue-
cos entre las células neuronales y envolver los somas de éstas a nivel de las ca-
pas nucleares. Presentan prolongaciones horizontales, mas numerosas en las
capas retinianas donde hay sinapsis (capas plexiformes externa e interna).

Las células de Miiller anatémica y funcionalmente estan intimamente asociadas
con las células nerviosas de la retina y los vasos sanguineos. Entre sus funciones
estdn la orientacidén y posicionamiento de las neuronas durante el desarrollo
embrionario de la retina, y, ya en la vida adulta, se encargan del mantenimiento
del potasio extracelular y de otro iones, de la degradacidon de neurotransmisores
como el glutamato, el GABA (Sarthy, 1982) y también la glicina (Barnett y Pow,
2000; Bringmann y col., 2006). Intervienen en la regulacion de los niveles de glu-
tamina a través de la glutamina sintetasa (Riepe y Norenburg, 1977).

Las células de Miiller también expresan y liberan factores tréficos que contribu-
yen a la supervivencia de las neuronas asi como intervienen en la regulacion del
flujo sanguineo y en la angiogénesis (Bringmann A. y col., 2009).

De este modo, una disfuncion en las células de Miiller o su propia muerte en el
contexto de una hiperglucemia conllevan a la aparicién de complicaciones ner-
viosas y vasculares en la retina, con el consiguiente desarrollo de la retinopatia
diabética.

Las células microgliales derivan del mesodermo (Kershman, 1949) circundante a
las vesiculas dpticas, por lo que estrictamente no son células neurogliales como
el resto de células, que derivan del epitelio del tubo neural.
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Estas células pueden encontrarse en cualquier parte de la retina, siendo mas
numerosas en las capas plexiformes.

En las tinciones de Golgi, aparecen como células multipolares, con pequefios
cuerpos celulares y unos procesos irregulares y cortos. Al microscopio dptico se
observan como células muy pequenas y muy oscuras, siendo faciles de identifi-
car.

Tienen un cuerpo celular mas o menos redondeado y pequeio, de donde salen
muchas prolongaciones cortas, muy finas, irregulares y muy ramificadas. Tanto
el cuerpo como las prolongaciones presentan muchas espinas.

El ndcleo de pequefio tamafio puede ser oval o triangular caracteristico, con
cromatina condensada al microscopio electrdnico. Tienen un citoplasma escaso,
donde destacan la presencia de lisosomas y cuerpos multivesiculares. También
se observan microtubulos, filamentos y granulos de glucdégeno. Esto hace que
sea relativamente facil confundirlas con las células nerviosas de la retina, espe-
cialmente cuando su cuerpo celular se situa a nivel de una de las capas nuclea-
res y sus procesos a nivel de las capas plexiformes.

La funcidén principal de estas células es la fagocitosis, por lo que también se las
conoce como histiocitos del sistema nervioso central, aunque también desem-
penan la funcion de células presentadoras de antigeno, siendo una de las prime-
ras lineas de defensa frente a una invasion.

Cuando examinamos un tejido retiniano normal observamos como las células de
la microglia se disponen como si fuesen arafnas sobre una red, con una forma
dendritica en situacidén de reposo. En cambio cuando se activan ante un micro-
organismo invasor o la presencia de daino celular, cambian la forma, adquirien-
do un aspecto ameboide.

Estan involucradas en el proceso de apoptosis de las células y la eliminacién de
las células muertas. Diferentes estudios sugieren que la inhibicién de Ia
activacion de las células microgliales en el caso de daino del nervio dptico por
ejemplo, puede aumentar el numero de células supervivientes ganglionares de
la retina y por lo tanto puede ser neuroprotector (Wang y col., 2015).

En el caso de la diabetes mellitus, dada la situacién de inflamacién crénica que
esta patologia supone, se produce la activacién de la microglia estimulando ésta
a su vez un ciclo de inflamacién local con el consiguiente reclutamiento de
leucocitos y la ruptura vascular, que a su vez produce la disfuncién directa de la
glia, con la muerte celular neuronal asociada a la liberacion de sustancias
citotodxicas, produciéndose asi un circulo vicioso (Yang y col., 2009; Grigsby y col.
2014).
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La barrera hematorretiana

La retina mantiene una cierta separacion o independencia del torrente circula-
torio gracias a la presencia de una barrera hematorretiniana localizada en dos
partes, la barrera hematorretiniana externa y la interna.

La barrera hematorretiniana externa esta formada por el epitelio pigmentario
de la retina. La parte de la célula que limita con la membrana de Bruch presenta
numerosos pliegues y tiene una gran concentracién de mitocondrias. La funcién
de estas células es realizar el transporte y acumulacién activa de metabolitos y
excretar los productos de desecho hacia la capa coriocapilar del globo ocular.

La difusion libre desde la coriocapilar a la retina neuronal se ve impedida gracias
a la existencia de uniones estrechas entre las células integrantes del epitelio
pigmentario. La microscopia electrénica ha confirmado la rapida diferenciacion
de las células de este epitelio, poniendo de manifiesto la formacidon de comple-
jos de unidén (zonulae adherens, occludens y gap-juntions), desde los primeros
estadios, antes de la invaginacion de la cupula éptica (Saraux y col., 1985). En la
rata se ha comprobado que las células de este epitelio estdan bien desarrolladas
en el momento del nacimiento (Weidman y Kuwabara, 1968). Estas uniones y
los mecanismos de transporte activos forman la barrera hematorretiniana ex-
terna.

Por el contrario, la barrera hematorretiniana interna esta formada por los capi-
lares de los vasos de la retina, que histolégicamente estan formados por un en-
dotelio continuo, presentan uniones estrechas entre sus células, una membrana
basal y pericitos murales. Estas uniones estrechas limitan la difusion extracelular
y los metabolitos sélo pueden alcanzar la retina neural mediante transporte ac-
tivo (Park y col., 1998).

Esta barrera no es funcionante en el momento del nacimiento, habiéndose des-
crito que la formacién y maduracion de los vasos retinianos en la rata existe
aproximadamente a partir del décimo dia de vida (Bellhorn y col., 1981).
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Hipotesis y Objetivos del Estudio
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La retina es la capa mas interna del globo ocular y forma el verdadero érgano
receptor, pues es la encargada de recibir el estimulo luminoso y transformarlo
en impulso nervioso para posteriormente enviarlo al cerebro.

La retina sensorial o neurorretina es una estructura formada por un conglome-
rado de células con funcionalidad diversa, por una lado las células neuronales,
encargadas de transmitir la sefial nerviosa generada a partir del estimulo lumi-
nico y las células gliales que aportan sostén y sustrato a las anteriores y de cuyo
buen funcionamiento dependera la buena funcién de dicho drgano.

A nivel retiniano podemos encontrarnos con tres clases principales de células
gliales: los astrocitos, las células de Miller y la Microglia.

Una disfuncidn a nivel de las células de Miiller o su propia muerte en el contexto
de una hiperglucemia conllevan a la aparicion de complicaciones nerviosas y
vasculares a nivel de la retina, con el consiguiente desarrollo de la retinopatia
diabética.

En todo este proceso, a nivel intracelular se producen decenas de reacciones
bioquimicas y activacion de diferentes cascadas necesarias para el manteni-
miento de la buena funcién celular, de su crecimiento, proliferacién y diferen-
ciacion. Entre todas las vias de activacion celular existentes nos vamos a centrar
en una en concreto, la via del receptor de la insulina, y concretamente en las
funciones desarrolladas por el sustrato 2 (IRS-2).

Las proteinas IRS, shc y SH2 desempefian un papel regulador importante en la
cascada de sefializacidn de la insulina. En su forma fosforilada, estas proteinas
se convierten en puntos de anclaje para las proteinas intracelulares que contie-
nen dominios SH2 complementarios.

En cambio, los efectos no metabdlicos, proliferativos, mitégenos y proinflama-
torios de la insulina se producen mediante la activacion de la Ras (principalmen-
te a través de shc y, en menor grado, de proteinas IRS), la Raf y las quinasas de
proteina activada por mitégenos.

Dado que la insulina desencadena una serie de efectos bioldgicos a través de la
union y activacion de su receptor (IR), dotado de actividad de tyrosin-quinasa
sobre sustratos especificos, como IRS1 e IRS2, los ratones con una delecién es-
pecifica de los genes de IRS1 e IRS2 muestran un fenotipo de resistencia a la in-
sulina. Todo esto a nivel retiniano se traduce en una serie de cambios celulares,
y por ende histolégicos en la retina, con los consiguientes signos clinicos en la
misma, como los que pueden ser observados en la retinopatia diabética.

Asi mismo, estudios recientes han demostrado que la insulina puede tener efec-
tos profundos sobre la supervivencia de las neuronas dentro de la retina. En el
estudio publicado por Fischer y colaboradores en el afio 2010 se determind
como el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) influye en las células
retinianas, en particular, en las células gliales.
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Dicha actividad se ve dramaticamente alterada en retinas dafiadas o cuando son
estimuladas por factores de crecimiento exégenos.

Como conclusion, la hiperglucemia y la sefializacidon de la insulina deteriorada
son consideradas como importantes factores en la patologia de la retina en la
retinopatia diabética. Numerosos estudios apoyan que estos dos factores dafian
la glia de la retina, asi como las células neuronales al comienzo de la enferme-
dad, incluso antes de que observemos los primeros signos clinicos de la misma,
como son los microaneurismas.

En este estudio queremos determinar los cambios histolégicos que observamos
en ratones knock-out con una deleccién especifica en el gen que codifica por el
sustrato 2 (IRS-2) del receptor de la insulina y como su ausencia influye nota-
blemente en la anatomia de la retina, su estructura y organizacién asi como en
las células gliales y las células amacrinas retinianas. Teniendo en cuenta que los
animales estudiados no desarrollaron aun la hiperglucemia que acompaiia a la
resitencia periférica a la insulina, los cambios observados guardarian relacion
con la no activacion de las rutas de sefial intracelular que se desencadena tras la
fosforilacion de IRS2 que han quedado suficientemente detalladas en el capitulo
de introduccion.

En estudios recientes se ha observado que cuando tenemos ratones knock out
con una deleccion del gen que codifica por IRS-2 se ve facilitada la apoptosis de
los fotorreceptores, resultando en una pérdida del 50% de células a las dos se-
manas de edad y una pérdida casi completa de las mismas a los 16 meses, por lo
que podemos concluir que la sefializacion debida al IRS-2 contribuye al mante-
nimiento de una visién normal promoviendo la supervivencia de los fotorecep-
tores de la retina. Por ello, en los animales adultos de nuestro estudio hemos
analizado si aln persiste o no apoptosis.
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Hipdtesis del estudio.

Los ratones knock out para IRS2 presentan alteraciones del desarrollo en el sis-
tema nervioso central y procesos neurodegenerativos con la edad, estas altera-
ciones son muy ubicuas y, entre otras estructuras, afectan también a la retina
pues se han descrito defectos en la cantidad de fotorreceptores.

Dado que estos animales desarrollan en el tiempo diabetes tipo 2 y que la fosfo-
rilacion de IRS2 estd implicada en una gran cantidad de rutas de sefial intracelu-
lar, es sumamente interesante constatar el papel que esta proteina pueda tener
en la instauracién de patologia retiniana, asi como en los procesos degenerati-
vos retinianos.

Con la finalidad de comprobar los cambios estructurales de la retina se realizara
un estudio inmunocitoquimico y morfométrico de la retina de ratones knock out
para la proteina de sustrato insulinico IRS2 y se comparara con la retina de ra-
tones wild type.

Objetivo general:

El estudio se enmarca dentro de una linea general del laboratorio sobre papel
neuroprotector de las hormonas, en particular para este estudio del papel de la
inslinay el IGF-1.

Objetivos especificos:
1.- Analizar si la ausencia e IRS2 afecta a otras estrucuras retiananas diferentes

de la capa de fotorreceptores.

2.- Analizar si la ausencia de IRS2 provoca anomalias estructurales y de distribu-
cidén neuronal en la retina.

3.- Analizar si la ausencia de IRS2 se asocia a alteraciones de células gliales es-
tructurales. Comprobando si el defecto crénico de seiales intracelulares activa-
dos por IRS2 induce gliois reactiva en la retina.

4.- Analizar si la ausencia de IRS2 afecta a mecanismos reguladores tan impor-
tantes como la accién de la dopamina en la sensibilizacion d elso fotorrecepto-
res, mediante el estudio de las células amacrinas productoras de dicho neuro-
transmisor.

5.- Analizar si la ausencia de IRS2 se acompafa de apoptosis en ratones adultos.
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Materiales y Métodos empleados
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Animales empleados para el estudio.

Para alcanzar los objetivos propuestos y llevar a cabo el disefo experimental,
hemos estudiado 20 ratones machos de los que 10 eran ratones wilde type y 10
eran ratones knock out para IRS2, de 12 semanas de edad. Dado que los proge-
nitores knock out son estériles, los animales se obtuvieron a partir de progeni-
tores heterocigotos.

Genotipaje

La determinacién de la deleccidn-sustitucion de IRS2 se realiz6 mediante PCR.
Para ello, cuando los ratones tenian 20 dias de edad, se tomo el fragmento dis-
tal de la cola para aislar el DNA.

Extraccion, aislamiento y purificacion del DNA.

La extraccion, aislamiento y purificacion del DNA se realizé empleando el kit de
Roche(R) siguiendo las instrucciones del fabricante.

En un tubo de microcentrifuga de 1.5mL y libre de nucleasas se afiadieron: 2a 5
mm de la cola del ratén, 200ul del tampdn de lisis de tejidos y 40 ul de protei-
nasa K reconstituida. Se mezclé e incubd durante 3 horas a 552C. Transcurrido
ese tiempo, con una jeringa de 1 mL, se aspird la muestra dentro de la jeringa y
luego se expulsd, en repetidos ocasiones hasta obtener el lisado. Se afiadieron
200ul de tampon de unidn y 100 ul de isopropanolol; para después centrifugar 5
minutos a 13000 xg.

Tras insertar un tubo de alto filtrado en un tubo de recogida, se pipeted el liqui-
do de la muestra en el reservorio superior del tubo de filtrado. Todo el tubo en-
samblado se centrifugd 1 minuto a 8000 xg. Después de centrifugar, se retird el
tubo de filtrado del tubo de recogida y se desecharon el liquido filtrado y el tubo
de recogida.

Se colocé de nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de recogida y se afia-
dieron 500ul del tampodn inhibidor de removida al reservorio superior del tubo
de filtrado, para centrifugar 1 minuto a 8000xg. Después de centrifugar y retirar
el tubo de filtrado del tubo de recogida y desechar el tubo de recogida vy el liqui-
do filtrado, se colocé de nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de recogida
y se afadieron 500 ul de tampdn de lavado al reservorio superior del tubo de fil-
trado. Posteriormente se centrifugd 1 minuto a 8000x g. Esta operacion se reali-
z0 dos veces. Se centrifugd durante 10 segundos a velocidad maxima y se
desechd el tubo de recogida.

Tras insertar el tubo de filtrado en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpio
y estéril, se afiadieron 200 pl del tampdn de elucidn precalentado en el reservo-
rio superior del tubo de filtrado y se centrifugd durante 1 minuto a 8000 xg.
Centrifuga empleada: centrifuga para eppendorf Hermle Z233 M-2.
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Después de esta sucesion de pasos, el tubo de microcentrifuga contenia ya el
DNA eluido que se utilizé inmediatamente o bien, fue almacenado entre 2-82C o
bien entre -152 y -252 para andlisis posteriores (dependiendo del tiempo a
transcurrir hasta la realizaciéon del analisis).

Amplificacion del DNA purificado, PCR.

Una vez aislado el DNA se procedio a realizar la amplificacién del fragmento de
DNA para detectar la deleccion-sustitucion del gen de IRS2 por el recombinante,
Empleando el kit PCR Master mix de Promega ®, con un volumen de 5 ul de DNA
aislado y empleando como primers:

Superior-Recombinante: ctt ggc tac cat gtt gtt att gtc

Inferior-Silvestre: agc tct gga ggt tta ctt tcc tag

La reacciéon de amplificacidon se
realizd mediante 30 ciclos (94¢C-
652C-722C) en un termociclador
PTC-100 Peltier Thermal Cycler ©.

Una vez amplificado, se realizd
una electroforesis en gel de aga-
rosa a 150mV, utilizando una
muestra de 20l de cada producto
amplificado en tampodn de carga,
con bromuro de etidio. Las ban-
das obtenidas se fotografiaron ba-
jo luz ultravioleta. La figura mues-
tra los resultados obtenidos tras
la electroforesis, las flechas rosas -
indican los animales knock out
(IRS2-ko), las amarillas los animales wild type, siendo la verde y la azul las ban-
das de los dos progenitores.

Sacrificio de los animales y Extraccion de las muestras.

Antes el sacrificio, se procedid a realizar tomas de sangre en condiciones de
ayuno y postprandiales para la determinaciéon de las glucemias. Todos los ani-
males empleados en el estudio presentaron glucemias preprandiales normales
entre 85y 105 mg/ml.

Bajo anestesia con isofluorane, los animales fueron decapitados y, entre otras
muestras, se procedidé a extraer mediante diseccion cuidadosa los globos ocula-
res que se fijaron por inmersidon en paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato
(0,2M, pH: 7.4) durante 24 horas a 4°C.

Una vez fijados, se lavaron en el mismo tampdn durante 4 horas y se procedié a
su deshidratacidon en etanoles crecientes en concentracién (70, 80, 96 y 100%).
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Ya deshidratados se procedid a su aclaramiento en xilol para su posterior inclu-
sidon en parafinas. La deshidratacidn, el aclaramiento y la inclusidon se realizé en
un procesador histolégico Leica ©.

De los bloques obtenidos se obtuvieron secciones de 5 um de grosor emplean-
do un micrétomo Microm HM35.

Histoquimica.

Hematoxilina de Mayer.

Los cortes desparafinizados en xilol y rehidratados en concentraciones descen-
dentes de etanol se sumergieron en agua destilada y posteriormente se sumer-
gieron durante 10 minutos en hematoxilina de Mayer (1g de hematoxilina se di-
suelve en 1000ml de agua y se le afladen 0.2g de 103Na, 50 g de alumbre potasi-
co, 50g de hidrato de cloral y 1g de acido citrico) seguido de un lavado en agua
destilada y un lavado de 15 minutos en agua corriente.

Tras la tincidn, las muestras se deshidrataron rapidamente en 3 bafios de etanol
100% (diferenciando la tincién), las muestras se aclararon en xilol y se montaron
con DePeX.

Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica se ha empleado para detectar la proteina glial fibrilar aci-
da (GFAP), la vimentina. La glutamina sintetasa, la tirosin hidroxilasa, la acetil
colinesterasa, el antigeno nuclear de proliferacién celular PCNA y el marcador
de apoptosis caspasa 3 activa.

Anticuerpos primarios empleados:

Anti GFAP. Suero policlonal anti-GFAP, obtenido en conejo, (Dako®, diluido
1:500 en TBS).

Anti-Vimentina. Suero policlonal anti-Vimentina, obtenido en conejo, (Dako®,
diluido 1:500 en TBS).

Anti-Glutamina sintetasa. Sueromonoclonal anti-glutamina sintetasa, obtenido
en ratén, (Chemicon international @, diluido 1: 100 en TBS).

Anti-Tyrosin hidroxilasa. Suero primario monoclonal anti-THD, obtenido en ra-
toén, (Boehringer Manheim®, diluido 1:250 en TBS).

Anti-Caspasa 3 activa. Suero policlonal anti-Caspasa 3 activa, obtenido en cone-
jo, (Sigma®, diluido 1:1000 en TBS).
Protocolo de deteccion inmunocitoquimica.

Las muestras se incubaron en estufa a 582C durante 1 hora, tras lo que se pro-
cediod a la desparafinizacion y rehidratacion, con lavado en agua destilada y de-
sionizada durante 5 minutos.
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Se bloqued la peroxidasa enddgena sumergiendo las muestras en un bafo de
Metanol-Agua oxigenada al 3% (200ml/30ml), durante 10 minutos.

Posteriormente se sumergieron en TBS (Trizma base 0.01M, pH 7.4, con 0.09%
de NaCl), durante 10 minutos.

Para inhibir reacciones inespecificas, se incubaron con suero no inmune obteni-
do en cabra (diluido 1:30 en TBS), durante 20 minutos.

A continuacién, se procedié con la reaccidn inmunocitoquimica, para lo que las
muestras se incubaron con el anticuerpo primario, a 4°C toda la noche. Seguido
de dos lavados en TBS de 5 minutos.

El suero monoclonal se detectd incubando con suero biotinado de cabra anti Ig
G de ratén (Caltag®, diluido 1:150 en TBS), en el caso de que los anticuerpos
primarios fueran monoclonales; o con suero biotinado de cabra anti Ig G de co-
nejo (Caltag®, diluido 1:150 en TBS), si el anticuerpo primario era policlonal, du-
rante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos lavados en TBS de 5
minutos.

Por ultimo se procedid a incubar con estrepto-avidina-peroxidasa (Caltag ®, di-
luido 1:150 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de
dos lavados en TBS de 5 minutos.

El revelado de la reaccion se hizo con 3-3'diaminobencidina (Sigma al 25% en so-
lucion acuosa de Trizma base 0.01M, pH 7.4) a la que se aiadié un 0.03% de
agua oxigenada inmediatamente antes de su empleo.

Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hema-
toxilina de Mayer vy tras su lavado en agua, se deshidrataron y aclararon en eta-
nol-xilol y se montaron con DePeX.

Controles de las reacciones inmunocitoquimicas.

Se procedio a realizar un test de dilucidn de los anticuerpos primarios, compro-
bando como diluciones dptimas las empleadas en el estudio paa cada anticuer-

po.

Se sutituyd el suero primario especifico por suero no inmune de ratdn o conejo,
diluido en TBS a la misma concentracion que se diluyo el suero inmune.

En todos los casos, no se obtuvo positividad al finalizar el proceso.

Morfometria y Cuantificacion celular.

Todos los estudios morfométricos realizados en este estudio se hicieron em-
pleando el software libre de NIH Imagel.

Para ello se trabajo sobre imagenes digitales a maxima resolucién (4080x). Las
micrografias obtenidas por microscopia 6éptica se obtuvieron con un microsco-
pio Zeiss-Axiophot (R) con iluminacidn estandar halégena unificada por un esta-
bilizador de corriente en habitacidn oscura, mediante captacion con una camara
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digital Olympus DP70° y el software de captura de imagen Olympus DP Contro-
ller 1.1.1.65®. Todo el estudio se realizé con un ordenador dotado de un proce-
sador PentiumV doble cuore ® y 16Mb de RAM, tarjeta grafica Nvidia de 5Mb y
monitor Sony Bravia de alta resolucién.

Las mediciones fueron realizadas a doble ciego, por el doctorando y los directo-
res de la Tesis Doctoral, con un error intraensayo de 0.176%.

Los valores obtenidos se expresan en pixeles.

Analisis morfométrico de los cortes histoldgicos.

Para el andlisis morfométrico de los cortes histolégicos se eligieron 4 secciones
perpendiculares parasagitales del globo ocular, préximas a la linea media y se-
paradas entre 25 y 40 mm, de cada animal, bien conservadas en su estructura.

En cada seccidn se trazaron perfiles radiales de la retina desde el borde esclerar
d ela capa de conos y bastones hasta el borde vitreo de la capa de células gan-
glionares.

Los perfiles radiales pudieron abracar toda la retina, como el expuesto, o bien
s6lo una de las capas de la retina desde el borde escleral al vitreo de cada capa.

De esta manera se analizaron 50 perfiles por seccién elegida, lo que supuso el
estudio aleatorio de 200 perfiles por animal (100 de la retina periférica y 100 de
la retina central).

Con estos criterios se analizd la altura o espesor de la retina y de cada una de
sus capas, en el capitulo de resultados se exponen los valores encontrados en la
retina central, ya que la retina periférica presentd una gran variabilidad intra-
grupo debido principalmente a que la zona prdoxima a la ora serrata es muy va-
riable de un corte a otro y los perfiles mas préximos a la ora serrata se adelga-
zan demasiado siendo practicamente imposible determinar las capas de la reti-
na.

La capa de fibras del nervio dptico no fue considerada, pues al obtener los cor-
tes, en muchos casos se origina un desplazamiento del cristalino que provoca
variaciones fisicas en dicha capa retiniana. El desplazamiento se produce por
ausencia de humor acuoso en la camara anterior del ojo, que se pierde en el
proceso de deshidratacion.

Analisis Estadistico de los resultados.

Empleando la aplicacién SPSS, de los valores obtenidos se obtuvieron medidas
de centralizacion y dispersion. Las diferencias observadas entre los ratones wil-
de type y los ratones knock out se contrastaron aplicando el andlisis de la t de
Student, aceptando como significativos valores menores de p<0.05.
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Tratamiento de los Textos y figuras. Edicidn final.

Las micrografias fueron digitalizadas empleando una cdamara digital Olympus
DP70° y el software de captura de imagen Olympus DP Controller 1.1.1.65®, ex-
portadas a un ordenador Apple IMac® y procesadas mediante el programa
Adobe PhotoShop CS 5.0® (resolucién final 4000 ppp).

El procesado de los textos, los graficos y la edicidn final se realizdé con el pro-
grama Microsoft Word:Mac v 14.5.8.

La impresidn se realizdé con una impresora OKI C5600 a color.
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Para una mejor comprension de los resultados obtenidos, este capitulo lo he-
mos dividido en los siguientes apartados.

1. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre el espesor radial de la retina neural y
su morfologia. Estudios en Hematoxilina de Mayer.

2. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresién inmunocitoquimica de
GFAP.

3. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresidon inmunocitoquimica de
Vimentina.

4. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresén inmunocitoquimica de
Glutamina sintetasa.

5. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresén inmunocitoquimica de
Tirosin hidroxilasa.

6. Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la apoptosis. Expresén inmunocito-
quimica de caspasa 3 activa.
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Espesor radial de la retina neural y su morfologia. Estudios con Hemato-
xilina de Mayer.

Hallazgos morfométricos.

La figura 1a muestra en una panoramica el aspecto general que se observé en la
retina de los ratones wild type. A mayores aumentos en 1b pueden apreciarse
las capas de dicha retina y cdmo se realizo el andlisis morfométrico de las mis-
mas. La grafica 1c muestra los valores en pixeles de la altura de la retina en los
machos wild type (WT) y en los IRS2-KO, obtenidos en la zona central de la reti-
na. Los colores en las lineas de las capas de la figura 1b se corresponden con los
de la barra de la figura 1c.

De fuera adentro, contactando con el estrato pigmentario, se sitla la capa de
los fotorreceptores (linea verde), a continuacidon la capa nuclear externa (linea
ocre), luego la plexiforme externa (linea amarilla), seguida de la nuclear interna
(linea naranja) y ésta de la plexiforme interna (linea azul). La altura total de la
retina neural esta representada por la linea en color rojo.

Las capas mas internas, la de células ganglionares y la de fibras del nervio éptico
no se consideraron debido a que las luxaciones del cristalino observadas en al-
gunas muestras podian inducir variaciones que no se relacionaran con la ausen-
cia o presencia del gen de IRS2, alterando los resultados y las conclusiones a ex-
traer de los mismos.

Como puede apreciarse claramente en la grafica de la figura 1c, los ratones
IRS2-KO presentaron un retina que globalmente considerada fue significativa-
mente (p<0.01) menos gruesa que la de los ratones wild type.

La disminucidn de tamafio se debid a disminuciones significativas (p<0.01) en la
altura de las capas de fotorreceptores, nuclear externa, plexiforme externa y
plexiforme interna, sin que existieran variaciones significativas en la altura de la
capa nuclear interna.
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Ratones wild type.

El analisis de cortes radiales de la retina teiiidos con hematoxilina de Mayer nos
permitio definir las caracteristicas morfoldgicas generales de esta estructura
neural en los ratones wild type, para luego poder establecer comparaciones y
valorar los cambios que se observaron en los ratones IRS2-KO.

La estructura radial permite diferenciar en cada capa un extremo mas superficial
gue llamaremos escleral y otro mas profundo que llamaremos vitreo.

Como muestran las figuras 2 y 3 y tal y como cabria esperar, los fotorreceptores
fueron muy evidentes presentando una capa externa de conos y bastones dis-
puestos paralelos y radiales, dejando imagenes vacuolares entre ellos (CB).

Esta capa quedaba separada por una membrana limitante externa (flechas finas
en figura 2) muy evidente de la capa nuclear externa, formada principalmente
por los nucleos de la células de los fotorreceptores.

La capa nuclear externa (NE) estaba formada por columnas paralelas radiales
gue desde la limitante externa hasta la capa plexiforme externa tenia de 12 a 17
nucleos apilados columnarmente (linea discontinua en figura 2). En la retina pe-
riférica, la disposiciéon columnar se encuentra inclinada y no es radial (linea dis-
continua en figura 3)

La capa plexiforme externa (PE) es relativamente fina, generalmente anucleada,
y se sitla entre las dos capas nucleares.

La capa nuclear interna (NI) configura un mosaico irregular de nucleos y células,
en la que destaca la presencia de células con amplio y claro citoplasma (flecha
gruesa en figura 2). La mayoria de las células del borde vitreo de esta capa sue-
len tener un nucleo basal con un citoplasma que se dirige escleralmente.

La capa plexiforme interna (Pl) puede llegar a ser hasta 3 6 4 veces mds ancha
gue la externa. La malla fibrilar que la constituye es mas compacta que la de la
plexiforme externa, lo que le da, al corte, un aspecto granular. A diferencia de la
plexiforme externa, la interna suele presentar algun nucleo de células aisladas.

La capa celular mas profunda o vitrea de la retina es la capa de células ganglio-
nares (G). En realidad no esta formada sélo por células ganglionares pues éstas
se entremezclan con células gliales. Las células suelen disponerse siguiendo el
contorno vitreo de la retina, como si estuvieran perpendiculares al eje radial del
resto de las capas. En su borde vitreo se sitla la capa de fibras del nervio dptico
(NO), generalmente fina y a veces luxada por la traccidon o presién que hace el
cristalino en el momento de obtener los cortes. La membrana limitante interna
es casi inapreciable en esos animales.
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Figura 2. Micrografia mostrando la retina central de un ratén wild type tefiida con

hematoxilina de Mayer.
CB: conos y bastones, NE: nuclear externa, PE: plexiforme externa, NI: nuclear interna, PI: plexi-

forme interna, G: células ganglionares, NO: nervio éptico
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La figura 3 se corresponde con la imagen tipica del corte radial de una retina pe-
riférica en un animal wild type.

Cuyas principales caracteristicas se han descrito previamente.
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Figura 3. Micrografia mostrando la retina periférica de un ratén wild type tefida con

hematoxilina de Mayer.
CB: conos y bastones, NE: nuclear externa, PE: plexiforme externa, NI: nuclear interna, Pl: plexi-

forme interna, G: células ganglionares, NO: nervio éptico
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Ratones IRS2-ko.

La figura 4 muestra el aspecto general de la retina central de los ratones IRS2-
KO, tomada a los mismos aumentos que la figura 11 de los wild type.

Al margen de las diferencias en el tamafio de cada una de las capas, que ya han
sido descritas, también se observaron diferencias estructurales.

La limitante externa que separa los conos y bastones de la capa nuclear externa
se desdibujaba e incluso a tramos no era apreciable o cambiaba de direccién
(flecha desdoblada en figura 4).

La capa nuclear externa, formada por apilamientos de 5 a 8 nucleos, perdié el
aspecto columnar o en hilera que se describié en los wild type. En los ratones
IRS2-KO los nucleos de esta capa no aparecieron alineados sino que formaban
mas bien una imagen en mosaico y, a tramos, se desorganizaban totalmente.

En esos animales fue muy frecuente observar cimulos nucleares que desde la
nuclear externa invadian la capa de conos y bastones (flecha fina en figura 4).

En la capa plexiforme externa aparecian células que, de vez en cuando, inte-
rrumpian la continuidad de la capa y parecian establecer puentes celulares en-
tre las capas nucleares externa e interna (flechas gruesas en figura 4).

Aunque parecian células procedentes de la capa nuclear interna, no habia deta-
lles morfolégicos que permitieran establecer si dichas células pertenecian a la
capa nuclear externa o a la nuclear interna.

Las células con citoplasma de aspecto claro fueron menores en tamafio y menos
numerosas en los IRS2-KO que en los wild type.

La presencia de células interpuestas en la capa plexiforme interna que ya apare-
cian en los animales wild type, era mas evidente en los IRS2-KO (flechas a pun-
tos en figura 4).
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Figura 4. Micrografia mostrando la retina de un ratén wild type tefida con he-

matoxilina de Mayer.
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Las micrografias que componen la figura catorce muestran a grandes aumentos
los detalles de la organizacidn y estructuracién dela retina en los ratones wild
type (figuras 5a y 5b), y en los ratones IRS2-ko (figura 5c).

La figura 5a muestra la alineacidén columnar de la capa nuclear externa, la conti-
nuidad y el grosor evidente de la membrana limitante externa y la disposicidon
radial de los conos y bastones.

La figura 5b muestra el grosor de la capa plexiforme interna y la capa de células
ganglionares dispuesta en su limite vitreo.

La figura 5¢ muestra todas las capas de la retina de un ratén IRS2-ko, con la
desorganizacién de la capa nuclear externa, la disposicion oblicua de los conos y
bastones, la casi total desaparicidon de la capa plexiforme externa, y la evidente
disminucion de tamaiio de la capa plexiforme interna y la de las células ganglio-
nares.
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Figura 5. Micrografias mostrando a grandes aumentos las caracteristicas principales de

las distintas capas de las retinas de ratones wild type (14ay 14b) y las diferencias con

las de las retinas de los ratones IRS2-KO (14c) tefiidas con hematoxilina de Mayer.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresion inmunocitoquimica de
GFAP.

Retina de los ratones wild type

Contrariamente a lo que en principio podia esperarse ya que la retina es sistema
nervioso central y por las descripciones de la positividad a GFAP descrita por
otros autores, aunque en otros modelos animales, la retina de los animales wild
type ya sea en su parte periférica (figura 6) o en la central (figura 16) dicha posi-
tividad fue muy escasa.

La retina periférica (figura 6) mostré elementos celulares positivos a GFAP dis-
puestos en el borde vitreo de la capa de células ganglionares y alguna célula ais-
lada en la capa plexiforme interna (flechas en figura 6).

Figura 6. Micrografia mostrando la retina periférica de un ratén wild type tras la tin-
cién inmunocitoquimica para GFAP.
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Si en la retina periférica de los ratones wild type apenas aparecieron células po-
sitivas a GFAP, en la retina central de estos animales fueron aln mas escasas.

Como muestra la figura 7 (flecha) aisladamente se encontraron células positivas
a GFAP en el borde vitreo de la capa de células ganglionares, junto a la mem-
brana limitante interna.

No obstante, las preparaciones de la retina de estos animales presentaron un
fondo reactivo que afectaba por igual a todas las capas sin que se definieran cé-
lulas de forma contrastada (figuras 6y 7)

Figura 7. Micrografia mostrando la retina central de un ratén wild type tras la tincion
inmunocitoquimica para GFAP.
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Retina de los ratones IRS2-ko.

Las figuras 8 a 11 son claro exponente de la diferencia observada en la reactivi-
dad a GFAP en los animales IRS2-ko frente a los wild type.

La retina periférica de los ratones IRS2-ko se caracterizé por presentar células
dispuestas en el borde vitreo de la misma. Claramente reactivas y que parecian
continuarse unas con otras lateralmente, como si formaran una empalizada (fle-
chas finas en figura 8).

Desde ellas emergian prolongaciones relativamente gruesas que cruzaban ra-
dialmente la capa plexiforme interna, llegando hasta la capa nuclear interna.

En la capa nuclear interna se apreciaron tractos positivos grueso que parecian
llegar desde las células positivas de la capa de células ganglionares (flecha grue-
sa en figura 8).

Sin embargo, junto a ellos, también se vieron células positivas dispuestas princi-
palmente en el borde vitreo de esta capa (asteriscos en figura 8) que emitian
prolongaciones finas por la capa nuclear interna y alcanzaban la capa nuclear
externa tras atravesar una casi inexistente capa plexiforme externa.

Figura 8. Micrografia mostrando la retina periférica de un raton IRS2-ko tras la tincién
inmunocitoquimica para GFAP.
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Hay una zona de la retina periférica, la mas préxima a la retina central, que po-
dria considerarse como la transicidn entre ambas zonas de la retina, ya que no
hay ningin elemento anatémico que permita diferenciarlas o separarlas mas
que el aumento progresivo de grosor.

Dicha zona es que aparece con mayor desestructuracién en los animales IRS2-
ko. En dicha zona se tomaron las micrografias de la imagen 18, la que presenta
la positividad a GFAP y el insert seriado teilido con hematoxilina.

En el insert se muestra (flecha) como la capa plexiforme externa de la retina de
estos animales tendia a desaparecer por la presencia de isletas de nucleos celu-
lares.

La tincidon con GFAP puso de manifiesto que en muchos casos esos nucleos per-
tenecian a células que luego se marcaban con GFAP (flechas blancas).

Desde estas células partian prolongaciones finas que invadian las capas nuclea-
res externa e interna interponiéndose entre las células que conforman dicha ca-

pa.

Algunas células positivas a GFAP, mas escasas que en la retina periférica pro-
piamente dicha podia apreciarse en el borde vitreo de la capa nuclear interna.

Como en la retina periférica, en la capa de células ganglionares aparecieron cé-
lulas positivas a GFAP (flecha negra abierta), aunque las prolongaciones cito-
pldsmicas gruesas que caracterizaban a estas células en la retina periférica, aqui
no eran evidentes.

Figura 9. Micrografia mostrando la transicion de la retina periférica a la central de un
raton IRS2-ko tras la tincién inmunocitoquimica para GFAP.

Insert , imagen tomada en un corte seriado al que se muestra tefiido con
GFAP, pero tefiido exclusivamente con hematoxilina.
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La retina central en los ratones IRS2-ko presenta caracteristicas diferenciales
con respecto a la retina central de los animales wild type, y, ademas, de la retina
periférica o de la transicion de periférica a central de los ratones knock out.

La figura 10 recoge las caracteristicas principales que definieron a la positividad
a GFAP en la retina central de los ratones IRS2-ko.

AL igual que en la retina periférica o en la zona de transicion, aparecieron célu-
las positivas en el borde vitreo de la capa de células ganglionares (flechas finas
en figura 10).

Estas células se disponian como una capa marginal que delimitaba la retina por
dentro de la capa de fibras del nervio dptico, de forma que parecian células en-
cadenadas a través de sus prolongaciones, prolongaciones que parecian acom-
pafar a las fibras que conformardn el nervio dptico.

No pudimos apreciar que desde estas células partieran prolongaciones hacia ca-
pas mas externas de la retina.

En la zona central de la retina, la capa plexiforme interna se veia invadida por
células positivas a GFAP (flechas gruesas en figura 10), muy irregulares, de as-
pecto astrocitario por su gran cantidad de prolongaciones finas y retorcidas en
el espacio. Lo que hace pensar que el aumento de nucleos que hemos descrito
anteriormente podria deberse a la presencia de estas células.

El borde escleral de la capa plexiforme interna, contactando con el borde vitreo
de la capa nuclear interna, presenta gran cantidad de prolongaciones finas posi-
tivas que parecen proceder de las células de la capa plexiforme interna.

Dado que no se observaron células positivas a GFAP en las capas nuclear interna
y plexiforme externa, pero si tractos fibrilares finos positivos (asteriscos en figu-
ra 10), muy probablemente dichos tractos procedan de las células de la capa
plexiforme interna.

Figura 10. Micrografia mostrando la retina central de un ratén IRS2-ko tras la tincién
inmunocitoquimica para GFAP.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresion inmunocitoquimica de
Vimentina.

Ratones wild type.

Al igual que ocurria con el marcaje para GFAP, tanto la retina central (figura 11)
como la periférica (figura 12) de los ratones wild type presentaron escasa positi-
vidad a vimentina.

Como puede observarse en amas imagenes, representativas de los resultados
encontrados en los diferentes animales, a pequefios aumentos la positividad es
casi inapreciables, aunque a mayores aumentos, como describiremos al descri-
bir la figura 13, si se observamos elementos débilmente positivos, principalmen-
te en la retina central.

Figuras 11 y 12. Micrografias que muestran la practicamente ausencia de inmuno-
rreactividad a Vimentina en la retina de los ratones wild type.
Figura 20, retina central, figura 21, retina periférica
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La figura 13 muestra un corte radial de la retina central de un ratén wild type
después del marcaje para vimentina.

En estos animales el marcaje inmunorreactivo dio lugar a una positividad débil
gue afectaba a células dispuestas en las capas: nuclear externa, nuclear interna
y de células ganglionares.

En la capa nuclear externa aparecieron algunas células positivas, escasas, aisla-
das y dispersas por el centro de la capa (flechas finas negras en figura 13). Ade-
mas pudieron observarse, dispuestas en el borde vitreo de la capa otras células
débilmente positivas de las que partian prolongaciones citopldsmicas finas con
débil positividad (flecha gruesa negra en figura 13 y flechas finas en el inserta a).

La capa nuclear interna presentd dispersas por toda ella dese el borde escleral
hasta el vitreo, células débilmente positivas, pero claramente diferenciables y
delimitables (flechas finas rojas en figura 13 y flecha en insert b).

En la capa de células ganglionares se observaron dos tipos de células positivas.
Uno de ellos estaba formado por células de aspecto glial con prolongaciones
transversales al sentido radial de la retina (flecha roja gruesa en figura 13), y el
otro, menos frecuente, lo conformaban células ganglionares aisladas (flecha fina
verde en figura 13).

Figura 13. Micrografias que muestran la positividad a Vimentina en la retina central de
los ratones wild type.
Insert a: borde vitreo de la capa nuclear externa. Insert b: capa nuclear interna.
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Ratones IRS2-ko.

La reaccién a vimentina en la
zona mas periférica de la reti-
na de los ratones IRS2-ko , jus- H
to la que limita con la ora se- | ¢
rrata, se disponia en dos pla- |
nos: !

Por un lado afectando a célu- &
las grandes y dispuestas de
forma transversal en el borde
vitreo de la capa nuclear in-
terna, recordando la disposi-
cion de las células amacrinas
(flecha fina en figura 14).

El otro plano era mas profundo y afectaba a células de aspecto glial en el borde
vitreo de la capa de células ganglionares, células ganglionares que son muy es-
casas en esta zona de la retina (flecha gruesa en la figura 23).

La figura 15 corresponde a lo que tradicionalmente se conoce como retina peri-
férica, algo mas alejada de la ora serrata.

En ellas se puede apreciar la presencia de células positivas en el borde vitreo de
la capa de células ganglionares, con aspecto estrellado (flechas finas en figura
24).

Ademas, las capas plexiforme interna y externa, presentan células dispuestas en
paralelo a los bordes convexo-céncavos de la retina, en definitiva perpendicula-
res a la trama radial de la capas retinianas, dando la sensacién de que estuvie-
ran delimitando la capa nuclear interna por sus bordes escleral y vitreo (flechas
gruesas en figura 24).

Figuras 14 y 15. Micrografias mostrando la positividad a vimentina en la retina perifé-
rica de los ratones IRS2-ko.

Figura 14, zona proxima a la ora serrata. Figura 15, retina periférica propiamente dicha.
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La retina central de los ratones knock out, después del marcaje para vimentina,
presentd marcadas diferencias con respecto a la retina periférica de estos ani-
males y, sobre todo, con respecto a la retina central de los ratones wild type,
como puede apreciarse si se comparan la figura 13 y la figura 16.

Aungue en la capa nuclear externa y la case de los conos y bastones presentaba
positividad, ésta era débil y no bien definida. Sobre todo si se comparaba con la
que presentaron las capas nuclear interna y la de células ganglionares.

Distribuidas por toda la capa, desde el margen escleral hasta el vitreo, la capa
nuclear interna presentd una células fuertemente positivas a vimentina de as-
pecto redondeado u oval (flechas gruesas negras en figura 16) que se intercala-
ban con otras células ovaladas de citoplasma claro no reactivas a vimentina.

Tanto la capa plexiforme interna como la externa presentaron una reaccién di-
fusa y generalizada, sin que se apreciaran las células aplanada de nucleo alarga-
do que se observaban en la retina periférica de estos mismos animales.

La capa de células ganglionares y la de fibras del nervio dptico presentaron una
fuerte positividad mas intensa a vimentina. Células claramente ganglionares por
su forma y disposicidn aparecieron intensa y homogéneamente positivas (flecha
roa gruesa en figura 16). Lo que no excluia que alguna célula glial, menos inten-
samente reactiva, también apareciera positiva.

La capa de fibras del nervio dptico (flecha fina en figura 16) aparecié claramente
positiva a vimentina.

Figura 16. Micrografia mostrando la positividad a vimentina en la retina de un ratén
IRS2-ko.
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Aunque los detalles que se muestran en las figuras 26 y 27 han sido descritos al
comentar las caracteristicas que presenta el marcaje a vimentina en la retina
central de los ratones IRS2-ko, hemos creido conveniente mostrar estas dos
imagenes a altos aumentos ya que asi dichas caracteristicas pueden ser mas fa-
cilmente comprobadas.

La figura 26 muestra las células positivas a vimentina en la capa nuclear interna
(flechas), como puede apreciarse la mayoria de las células bipolares y/o amacri-
nas presentaron un citoplasma positivo, con una reaccién granular fina irregu-
larmente distribuida.

La zona mas profunda de la retina, la correspondiente a la capa de células gan-
glionares y a la de fibras del nervio 6ptico, es la que presentd mayor intensidad
de reaccidn, como puede apreciarse en la figura 27.

Las células ganglioanares aparecieron intensamente reactivas (flechas gruesas)
con una reaccion que ocupaba todo el citoplasma e incluso llegaba a enmasca-
rar al nucleo.

Junto a ellas, las células de aspecto glial mas basales (flecha fina) también apa-
recieron positivas, si bien esta positividad era menos intensa.

Hacia el humor vitreo, en profundidad a las células antes descritas, las fibras que
constituyen el nervio dptico también aparecian positivas.

Figuras 17 y 18. Micrografias mostrando la positividad a vimentina en la retina de un
ratén IRS2-ko.

Figura 17, capa nuclear interna. Figura 18, capas plexiforme externa, de células ganglionares y de
fibras del nervio éptico.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresion inmunocitoquimica de
Aromatasa P450.

Ratones wild type.

La retina periférica de los ratones wilde type se caracterizaron por presentar
una reaccion difusa a la aromatasa por casi toda ella (figura 19).

La capa de conos y bastones presentd dos franjas de reaccidn, una apical, pré-
xima al epitelio pigmentario y otra mas basal, proxima a la limitante externa. De
las dos, la mas apical también fue mas intensamente reactiva.

En la capa nuclear externa se aprecio la presencia de células con citoplasma po-
sitivo a aromatasa, como describiremos mds ampliamente al hablar de la figura
21.

La capa plexiforme externa presentd tractos reactivos a aromatasa, aunque la
reaccion no afectaba a toda la capa.

La capa nuclear interna presentd alguna célula positiva en las proximidades de
la capa plexiforme externa, pero muy pocas células aparecieron positivas al en-
zima.

A diferencia de la capa plexiforme externa, la interna presenté una positividad
generalizada que la afectaba a toda ella por igual, dandole un aspecto granular.

Algunas células de la capa ganglionar eran positivas a aromatasa, aunque la
reaccion no era generalizada y los citoplasmas aparecian débilmente positivos.

El aspecto de las fibras del nervio éptico fue de elevada positividad.

Figura 19. Micrografia mostrando la positividad a la aromatasa en la retina periférica
de un ratéon wild type.
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A mayores aumentos, puede observarse como la retina periférica de los ratones
wild type presentaba dos niveles de reaccion bien diferenciados en la capa de
conos y bastones (flechas en figura 20).

La capa nuclear externa de la retina periférica de estos animales mostré la pre-
sencia de células redondeadas o poligonales positivas al enzima (flechas en figu-
ra 21). Estas células presentaban un citoplasma como un anillo perinuclear muy
reactivo.

Figuras 20 y 21. Micrografias a grandes aumentos en las que se aprecia la positividad a
la aromatasa en los fotos receptores (capa de conos y bastones y capa nuclear exter-
na) en la retina periférica de un ratén wild type.
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Con el marcaje para aromatasa, la capa plexiforme externa adquirié un aspecto
de malla muy laxa con tractos positivos que dejaban entre ellos grandes espa-
cios no reactivos (figura 22).

La capa nuclear interna (figura 23) presenté alguna célula positiva a aromatasa,
la mayoria de las veces situadas en los limites escleral o vitreo de dicha capa.

Estas células eran poco numerosas y aparecian aisladas de manera que la mayo-
ria de las células de esta capa no fueron positivas.

Figuras 22 y 23. Micrografias a grandes aumentos en las que se aprecia la positividad a
la aromatasa en las capas plexiforme externa y nucleares interna y externa que la de-
limitan en la retina periférica de un raton wild type.
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Las caracteristicas del patrén inmunocitoquimico para la aromatasa que acaba-
mos de describir para la retina periférica de los ratones wild type se repite en la
retina central aunque con pequefias diferencias que afectaron sobre todo a la
localizacion de la reaccion (figura 24).

Las diferencias mds notables fueron un ligero descenso en la intensidad de reac-
cion en la capa de conos y bastones, sobre todo en la zona que estd proxima a la
membrana limitante externa.

Apenas aparecian células positivas a la aromatasa en la capa nuclear interna.

La positividad en la capa de células ganglionares afectd sobre todo a células de
aspecto glial.

Figura 24. Micrografia mostrando la positividad a aromatasa en las diferentes capas de
la retina central de un raton wild.
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Las caracteristicas que definen la positividad a la aromatasa en la retina central
de los ratones wild type pueden apreciarse claramente a altos aumentos como
se muestra en las figuras 25 a 27.

La positividad en los conos y bastones apareciéo fundamentalmente en el polo
apical de los mismos, el que se relaciona con el epitelio pigmentario (figura 25).

La membrana limitante externa aparecié positiva, aunque no en su totalidad,
dejando soluciones de continuidad, en la porcion central de la retina este rasgo
fue mas evidente que en la retina periférica.

La positividad en la capa nuclear externa fue semejante a la descrita para la re-
tina periférica (figuras 25y 26).

Las capas plexiforme externa y nuclear interna fueron semejantes a la retina pe-
riférica (figuras 26 y 27).

Figuras 25 a 27. Micrografias a grandes aumentos que muestran la positividad a aro-
matasa en los fotorreceptores y la capa nuclear interna de la retina central de un ra-
tén wild type.
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Ratones IRS2-ko.

La retina periférica de los ratones IRS2-KO presentd mayor positividad a aroma-
tasa que la de los ratones wild type (figura 28).

La positividad se aprecié en los fotorreceptores, aunque a diferencia de lo que
ocurria en los animales wild type, la capa de conos y bastones apenas presenta-
ba reaccidén apical.

La capa plexiforme externa aparecid mucho mas reactiva en estos animales, al
igual que la capa nuclear interna, y la de células ganglionares.

La capa plexiforme interna presentd el aspecto granular semejante al descrito
en los animales wild type.

En los IRS2-KO, la capa de fibras del nervio dptico, también aparecié intensa-
mente tefida.

Figura 28. Micrografia en la que se aprecia la positividad a aromatasa en las diferentes
capas de la retina periférica de un ratén IRS2-KO.

98



7
".
¢~

L
i

AR

99



Al margen de la distribucién de la positividad a la aromatasa en la capa de conos
y bastones que comentaremos con mayor profundidad al hablar de la retina
central de estos animales, las diferencias mas llamativas con respecto a los ra-
tones wild type se apreciaron en la capa nuclear interna (figura 29) y en la de cé-
lulas ganglionares (figura 30.

Como se aprecia en la figura 29, muchas células de la capa nuclear interna apa-
recieron positivas a la aromatasa, si bien se diferenciaron bien tres tipos de cé-
lulas o de patrones de positividad al enzima:

Las células del borde escleral de la capa o dispuestas inmediatamente por den-
tro, con una reaccién citopldsmica de aspecto irregular y con una intensidad
media de reaccién (cabezas de flecha en figura 29).

Los otros dos tipos aparecieron en el borde vitreo de la capa nuclear interna.

Células con un citoplasma intensamente reactivo de aspecto granular fino y nu-
cleos desplazados hacia un polo. En ocasiones con nucleolo (flechas finas en fi-
gura 29).

Células redondeadas con una reaccidn que parecia superponerse al nucleo (fle-
chas gruesas en figura 29).

La capa de células ganglionares presenté células con citoplasmas bien tefiids y
de morfologia irregular o poligonal (cabezas de flecha en figura 39), células ova-
ladas de nucleos grandes y tincién que afectaban al nucleo y al citoplasma (fle-
cha gruesa en figura 30) que se disponian junto a células que no se marcaban
para el enzima (flecha abierta en figura 30).

También se apreciaron células de aspecto glial con citoplasmas muy reactivos
(flecha fina en figura 30).

Figuras 29 y 30. Micrografia mostrando la retina de un ratéon wild type tefida con he-
matoxilina de Mayer.
Figura 29: capa nuclear interna. Figura 30: capa de células ganglionares.

100



101



La retina central de los animales IRS2-KO (figura 31) presentd caracteristicas
muy parecidas a las descritas para la region periférica:

Un aumento de positividad y de intensidad de la reaccién en casi todas las ca-
pas.

La capa de conos y bastones apenas presentaba reaccion apical.

La capa plexiforme externa, la nuclear interna, la de células ganglionares y la de
fibras del nervio 6ptico eran claramente positivas.

A diferencia de la retina periférica, en la central, la capa plexiforme interna era
mas reactiva que en los wild type, principalmente en la zona mas prdoxima a la
capa nuclear interna.

Figura 31. Micrografia en la que se aprecia la positividad a aromatasa en las diferentes
capas de la retina central de un raton IRS2-KO.
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En las figuras 32 y 34 puede observarse de forma demostrativa el ribete de co-
nos y bastones presentando muy escasa positividad en el polo apical préximo al
epitelio pigmentario, mientras que el polo basal por encima de la membrana li-
mitante externa aparecid tefiido. La intensidad de tincion observada es clara-
mente menor que la descrita para los animales wild type.

La figura 32 y la 34 permiten apreciar como en la capa nuclear interna de foto-
rreceptores la intensidad de la positividad a la aromatasa en la retina central fue
menos intensa, sin que se apreciara la presencia con un citoplasma totalmente
reactivo, lo que daba un aspecto puntiforme y deslavazado a la reaccidn en esta
capa de la retina.

La positividad en la capa plexiforme externa fue evidente, pero debido a la dis-
minucion de tamafo de esta capa en los animales IRS2-KO la reaccién se con-
fundia con la de las células positivas del margen escleral de la capa nuclear in-
terna, bien evidentes en la micrografia de la figura 34.

Alguna célula dispuesta en el borde vitreo de la capa nuclear externa que por su
disposicion y morfologia podria ser una célula de Miiller, aparecid positiva a
aromatasa (figura 32).

En la capa nuclear interna al margen de las células ya descritas, también apare-
cieron células de citoplasma claro positivas al enzima (figura 34) y alguna célula
situada en el borde vitreo de dicha capa.

La capa plexiforme externa presentd el aspecto tipico de punteado fino que la
caracteriza.

Casi todas las células de capa de células ganglionares aparecieron positivas a la
aromatasa (figura 33).

Figuras 32 a 34. Micrografias que muestran a mayores aumentos las caracteristicas de
la positividad a la aromatasa en la retina central de los machos IRS2-KO.

Figura 32, zona escleral de la retina central. Figura 33: zona vitrea de la retina. Figura 34: zona in-
termedia.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresion inmunocitoquimica de
Glutamina sintetasa.

Ratones wild type.

La positividad a glutamina sintetasa ha sido tradicionalmente la metodologia
empleada para el estudio de las células de Miiller, células gliales especializadas
que dan soporte a la disposicidn radial de la retina y su estructura en capas. Es-
tas células confluyen en la base de los conos y bastones y en profundidad a las
células ganglionares para formar, respectivamente las membranas limitantes
externa e interna.

La figura 35 muestra el patrdén tipico de reaccién, de aspecto radial, que se ob-
servo en la retina periférica de los ratones wild type.

Basica hay dos puntos en los que pueden apreciarse células positivas:

En el borde vitreo de la capa nuclear externa donde se configura una franja cir-
cunferencial que recorre toda la retina y de la que parten prolongaciones cito-
plasmicas que se interponen entre la células que constituyen la capa nuclear ex-
terna, hasta llegar a la base de los conos y bastones, donde desaparece la posi-
tividad a la altura de la membrana limitante externa.

También aparecieron células positivas aisladas en la capa de células gangliona-
res.

Cruzando las capas plexiforme externa, nuclear interna y plexiforme interna se
apreciaron prolongaciones positivas finas, con una reaccion de aspecto arrosa-
riado. Estas prolongaciones fueron menos numerosas y menos evidentes que las
de la capa nuclear externa. En ocasiones parecen originarse a partir de las célu-
las situadas en el borde vitreo de la capa nuclear externa y, en otras ocasiones
parecen proceder de las células de la capa de células ganglionares.

Figura 35. Micrografia mostrando la positividad a glutamina sintetasa en la retina peri-
férica de un ratén wild type.

106



107



Como se aprecia en la figura 36, la retina central de los ratones wild type fue
muy semejante a la retina periférica.

Sin embargo, la retina central, a diferencia e la periférica, presento células posi-
tivas en la capa nuclear interna (figura 36).

Estas células aparecieron con un citoplasma bien teiiido, no parecia emitir lar-
gas o gruesas prolongaciones y se dispusieron de forma irregular por dicha capa.

Figura 36. Micrografia mostrando la positividad a glutamina sintetasa en la retina cen-
tral de un ratén wild type.
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Ratones IRS2-ko.

Los ratones IRS2-ko también presentaron positividad a la glutamina sintetasa
(figuras 37 y 38), no obstante esta positividad presentd diferencias destacables
con respecto a los ratones wild type.

Como se aprecia en la figura 37, las diferencias mds destacables en la retina pe-
riférica afectaron a la positividad en la parte mas superficial de la retina.

Las células dispuestas en el margen vitreo de la capa nuclear externa no forman
una estructura continua y circunferencial como en los animales wild type, pre-
sentando zonas con solucidon de continuidad, a la vez, los tractos citoplasmicos
radiales eran mucho menos numerosos.

Las células positivas de la capa nuclear externa practicamente ocupaban gran
parte de lo que en los animales wild type es la capa plexiforme externa.

Quizas como consecuencia de lo anterior, la membrana limitante externa no era
una estructura bien definida y tampoco era continua, presentando zonas en las
gue estaba claramente ausente.

Los escasos tractos que atravesaban entre las células de la capa nuclear interna,
claramente procedian de las células dispuestas en la nuclear externa.

En la figura 38 se observa como la retina central de estos animales presento
mas células positivas en el borde vitreo de la capa nuclear externa, pero sus pro-
longaciones no seguian la disposicion radial de los wild type.

La células positivas de la capa nuclear interna que se observaban por toda la ca-
pa en los ratones wild type, en los IRS2-ko fueron mucho menos abundantes y
aparecian en el borde vitreo de esta capa, con un marcado aspecto glial y pro-
longaciones citoplasmicas finas. La positividad de estas células fue mas débil
gue la de la capa nuclear externa.

La mayor intensidad de reaccion aparecio en la capa de fibras del nervio éptico
y en alguna célula de la capa de células ganglionares.

Figuras 37 y 38 Micrografias mostrando la positividad a glutamina sintetasa en la reti-
na periférica y central de ratones IRS2-ko.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresion de Tyrosin hidroxilasa
(TyrHD).

Ratones wild type.

La retina periférica de los ratones wild type se caracterizé por presentar células
amacrinas positivas a TyrH que se disponian en el margen vitreo de la capa nu-
clear interna.

Estas células aparecian como células globulosas (figura 39) dispuestas a cierta
distancia unas de otras y partiendo de ellas se originan prolongaciones que en
su conjunto forman una estructura arrosariada y discontinua que recorre todo
el borde vitreo de la capa nuclear interna (figuras 39 y 40).

En el borde vitreo de la capa plexiforme externa se observaron tractos positivos
a TyrHD, reativamente gruesos, que partian de somas celulares mas pequefios
gue los que se encontraban en la capa nuclear interna.

La imagen global de la positividad a TyrHD en la retina periférica era que dos sis-
temas perfilaban la capa nuclear interna por ambos margenes, el escleral y el vi-
treo. A grandes aumentos (figura 40) no se apreciaron conexiones entre uno y
otro sistema.

Figuras 39 y 40. Micrografias mostrando la positividad a la tyrosin hidroxilasa en la re-
tina de un raton wild type.
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A diferencia de la retina periférica, en la retina central de los ratones wild type
la positividad a TyrHD se daba en las células amacrinas globulosas de la capa nu-

clear interna y los tractos positivos que perfilaban el margen vitreo de dicha ca-
pa (figuras 41y 42).

En ocasiones y de forma aislada podia apreciarse algun pequefio botén positivo
en el margen vitreo de la capa plexiforme externa.

Otro rasgo caracteristico es que como puede apreciarse en al figura 42, a mayo-
res aumentos, algunos tractos serpenteaban entre las células de la capa nuclear
interna y se dirigian hacia la capa plexiforme externa.

Figuras 41 y 42. Micrografias mostrando la positividad a la tyrosin hidroxilasa en la re-
tina central de ratones wild type.
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Ratones IRS2-ko.

Los ratones IRS2-ko mostraron una clara diferencia en la positividad a TyrHD al
compararlos con los wild type.

La primera diferencia notables es que la retina periférica sélo presentaba trac-
tos positivos a TyrHD dispuestos en el borde vitreo de la capa nuclear interna
(figuras 43 y 44).

Las células amacrinas fueron muy escasas, pequefias y aplanadas (figura 44) y
en ninguno de los animales estudiados pudimos apreciar la presencia de tractos
positivos en la capa plexiforme externa o en el borde escleral de la nuclear in-
terna.

Ademas, los tractos positivos observados perdian su aspecto arrosariado y se
transformaban en una estructura granular discontinua.

Figuras 43 y 44. Micrografia mostrando la positividad a la tyrosin hidroxilasa en la re-
tina periférica de un raton IRS2-ko.
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Las células amacrinas positivas a TyrH fueron mas frecuentes en la retina central
qgue en la periférica, aunque seguian siendo escasas y aparecian como células
aplanadas (figura 45).

Los tractos positivos situados en el margen vitreo de la capa nuclear interna fue-
ron muy escasos y discontinuos (figuras 45 y 46).

El resto de las capas de la retina fueron negativas a la tincion.
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Figuras 45 y 46. Micrografias mostrando la positividad a la tyrosin hidroxilasa en
la retina central de un ratén IRS2-ko.
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La figura 47 muestra a grandes aumentos la retina central de uno de los ratones
IRS2-ko.

Como puede apreciarse la positividad fue muy escasa y se formaban tractos
puntiformes de manera que globalmente se perdia el aspecto de delimitacidon
del margen vitreo observado en los ratones wild type.

Aunque muy esporadicamente y de forma aislada, en esta region de la retina a
veces aparecia algln botdn positivo a TyrH en la capa plexiforme externa.

Figura 47. Micrografia mostrando la positividad a la tyrosin hidroxilasa en la retina
central de un ratén IRS2-ko.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la apoptosis. Expresion de caspasa 3
activa.

Ratones wild type.

Como muestran las figuras 48 y 49 el resultado del marcaje inmunocitoquimico
a caspasa 3 activa en los ratones wild type fue negativo.

No se hallaron células positivas en la retina periférica (figura 48) o el la retina
central (figura 49).

Figuras 48 y 49. Micrografia mostrando la positividad a la caspasa 3 activa en la retina
de un raton wild type.
Figura 48: retina periférica. Figura 49: retina central.
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Ratones IRS2-ko.

Al contrario de lo que se observé al estudiar los ratones wild type, en los rato-
nes IRS2-ko aparecieron células positivas a caspasa 3 activa en la retina periféri-
ca préxima a la ora serrata (figura 50 y 52), en la retina periférica préxima a la
retina central (figuras 51y 53) y en la retina central (figuras 54, 55 y 56).

La localizacién de las células positivas fue muy variable. El porcentaje de células
positivas fue muy pequeno y la intensidad de la reaccién fue débil.

En la retina préxima a la ora serrata se observaron células en el borde vitreo de
la capa nuclear interna y en la capa de células ganglionares (flechas en figura
50). También se observd alguna célula positiva alargada y de nucleo aplanado
en la capa plexiforme interna (flecha en figura 52).

En la retina periférica se observaron células positivas en la capa nuclear interna,
en la capa plexiforme externa y en la de células ganglionares (flechas en figura
51). Como muestra la figura 53, en ocasiones la positividad afecté a hileras celu-
lares dispuestas en el borde vitreo de la capa de células ganglionares.

En la retina central las células positivas se observaron principalmente en la capa
nuclear interna, la capa plexiforme interna y la de células ganglionares (flechas
en figura 54) y en el borde vitreo de la capa nulcear interna (flechas en figuras
55y 56).

Figuras 50 y 51. Micrografias mostrando la positividad a la caspasa 3 activa en la retina
periférica de un ratén IRS2-ko.

124



125



Figuras 52 y 53. Micrografias mostrando la positividad a la caspasa 3 activa en la
retina periférica de un ratén IRS2-ko.
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Figura 54. Micrografia mostrando la positividad a la caspasa 3 activa en
la retina central de un raton IRS2-ko.
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Figuras 55 y 56. Micrografias mostrando la positividad a la caspasa 3
activa en la retina central de un raton IRS2-ko.
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Comentarios sobre la Metodologia empleada.

Gran parte de los objetivos de esta Tesis Doctoral estaban dirigidos a comprobar
si la deficiencia de la proteina de sustrato de receptor insulinico IRS2, dada la in-
fertilidad de los animales, inducia cambios en la estructura del testiculo.

En el estudio hemos utilizado técnicas inmunocitoquimicas para valorar la proli-
feracién celular en el epitelio ductal, y morfométricas, para comprobar de ma-
nera objetiva los cambios habidos en los tubos semini.

Por ello en esta discusion, comentaremos estas técnicas, para pasar a comentar
después los resultados obtenidos.

Inmunocitoquimica.

Mediante los métodos de la inmunocitoquimica in vivo o in vitro, se pueden ca-
racterizar las células de la hipodfisis anterior que contienen hormonas o pépti-
dos.

Para nuestro estudio hemos utilizado el método de la Estrepto-Avidina Biotina
Peroxidasa (Stav-Pox), considerada una técnica sandwich porque necesita de
tres complejos de reaccion para su realizacion.

La Stav-Pox es una variante del método de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP),
mas moderna y especifica. Emplea un primer antisuero (procedente de ratén o
conejo) contra el antigeno que se desea estudiar, semejante a la PAP pero nor-
malmente de 5 a 10 veces mds diluido; un segundo antisuero (obtenido gene-
ralmente de cabra o cerdo) anti-inmunoglobulina (fraccion Fc) del primario y
que lleva incorporado a su brazo largo varias moléculas de Biotina (proteina de
alta afinidad por las inmunoglobulinas) y, finalmente, un complejo de Estrepto-
Avidina conjugado con varias moléculas de peroxidasa, que se une a la Biotina
(por la alta afinidad de la Estrepto-Avidina por la Biotina).

Para la conservacion de la morfologia y de la antigenicidad es fundamental el
proceso de fijacidon. Las caracteristicas de las reacciones inmunocitoquimicas
después del empleo de fijadores diferentes han sido analizadas por muchos au-
tores, como Nakane y col. (1989), Hall y col. (1990), Landerbg y Groos (1991),
Golick y Rice (1992).

En nuestro estudio hemos utilizado una solucion fijadora ampliamente expe-
rimentada en nuestro laboratorio, el paraformaldehido al 4% en tampodn fos-
fato, como demuestran gran numero de publicaciones sobre el estudio inmu-
nohistoquimico de la hipdfisis y el cerebro, algunas de las cuales se recogen
en este trabajo. Asi comprobamos que, aun cuando la cantidad de hormona o
péptido era pequena, dicha solucion se revelaba como un excelente fijador
para el estudio inmunocitoquimico de la retina.

Los controles que hemos realizado estan enmarcados dentro de los clasi-
camente descritos: test de dilucién (Sternberger, 1979; Petrusz y col., 1976),
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test de sustitucion de reactivos (Hutson y col., 1979; Forssmann y col., 1981) vy,
el mas comun de todos, el test de preabsorcién (Hutson y col., 1979; Buffa y
col., 1979; Forssmanny col., 1981).

Al sustituir los anticuerpos primarios por tampon de ensayo y por suero nor-
mal de conejo o raton, obtuvimos como resultado la abolicion total del pro-
ducto de reaccion.

Realizamos controles de dilucion tanto para obtener la concentracion mds
adecuada del primer antisuero como para eliminar tinciones de fondo y otras
reacciones; después de meticulosos test de dilucion comprobamos las distin-
tas diluciones optimas de los sueros especificos empleadas en el estudio.

De esta manera, en nuestro laboratorio se han caracterizado, mediante su ex-
presion inmunocitoquimica, las células productoras de varias hormonas hipofi-
sarias (Carretero y col., 1989b; 1990b; 1992c; Montero y col., 1990; Rubio y col.,
1992; 1994; Sanchez y col., 1993) o productores de péptidos como GRF (Carre-
tero y col., 1991c), somatostatina (Gil, 1992) o VIP (Carretero y col., 1995b;
1997b).

También se pueden detectar enzimas intracelulares mediante inmunohistoqui-
mica, como hemos hecho en nuestro laboratorio con la aromatasa P450 (Carre-
terovy col., 1999a, 1999b; 2003b).

Empleo de la Caspasa 3 activa como marcador de apoptosis.

El nimero de células en un organismo esta determinado por los niveles de las
inmigracion celular, division celular y muerte celular (Raff, 1996). La muerte ce-
lular en los organismos multicelulares esta sujeta a control genético (Ellis y Hor-
vitz, 1986; Vaux y col., 1988) habiéndose demostrado que anormalidades en la
regulacion de la muerte celular es causa de alteraciones como el cancer (Stras-
ser y col., 1990) enfermedades autoinmunes (Strasser y col., 1991; Watanabe-
Fukunaga y col., 1992) y posiblemente en alteraciones degenerativas (Thom-
pson, 1995).

La muerte celular programada o apoptosis es una propiedad comun de todos los
organismos multicelulares (Krammer, 2000; Danial y Korsmeyer, 2004). El tér-
mino fue acuiado por Currie y sus colaboradores (Kerr y col., 1972) para descri-
bir una determinada muerte celular observada en multiples células y tejidos.
Puede ser desencadenada por un gran numero de factores, entre los que se in-
cluyen, las radiaciones ultravioletas y radiaciones gamma, drogas utilizadas en la
guimioterapia, factores de crecimiento o sefiales que provocan la muerte de re-
ceptores y sus ligandos (DRs), segin Nagata, 1997; Ashkenazi y Dixit (1998) y
Krammer (1998).

La apoptosis es un fendmeno fisiolégico de muerte celular en el que se implican
una gran variedad de rutas de sefal intracelular, si bien estas rutas son tejido
dependientes, variando de unas células a otras.
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Basicamente hay cinco elementos clave en el proceso apoptético.

Algunos receptores dispuestos en la superficie celular y cuya activacion se aso-
cia con la activacion de las caspasas.

En los estadios tempranos de la apoptosis ocurren cambios en la superficie celu-
lar y la membrana palsmatica.

Las caspasas constituyen una familia de proteasas intracelulares, formada por
al menos 11 miembros en las céluals de los mamiferos, que juegan un poapel
clave en el inicio y el desarrollo de la apoptosis inducida por diferentes estimu-
los. Siempre, el papel central de la regulacidn y de la ejecucion de la muerte ce-
lular por apoptosis pertenece a las caspasas (Thornberry y Lazaenik, 1998;
Cohen, 1997; Nicholson, 1999).

La muerte celular se acompafia siempre de alteraciones en la fisiologia mito-
condrial. Durante la apoptosis se altera la permeabilidad de la membrana mito-
condril con lo que algunos activadores de proteasas especificas de la apotosis se
liberan al citosol desde la mitocondria. La liberacién al citosol desde la mitocon-
dria de citocromo C promueve la actgivacion de las caspasas.

El cambio bioquimico intracelular mas importante que acontece durante la
apoptosis es la fragmenacién de DNA gendmico intranuclear, con caracter irre-
versible. En muchos casos es el resultado de la activaion de una endonucleasa
nuclear dependiente de Ca+2 y Mg+2, que frgamenta el DNA actuando entre las
unidades nucleosomales, lo que da lugar a fragmentos de DNA mono u oligonu-
cleosomales.

Estoas acotecimeintos producen cambios celulares que son las dianas metodo-
I6gicas usadas en el laboratorio para estudiar y detectar las células que entran
en apoptosis.

Entre ellos estd el analisis de la activacion de la caspasa 3 mediante fluorometria
o inmunocitoquimica.

Este ultimo método es el que hemos utilizado en nuestro estudio y nos ha
permitdo detectar con éxito las existencia de fenomenos apoptdticos en el in-
terior del tubo seminifero de loa ratones knock out a IRS2.

Morfometria y Planimetria.

La segunda técnica empleada en este apartado, la aplicacion de métodos cuanti-
tativos morfométricos y estereoldgicos, intenta resolver el problema de la valo-
racion morfoldgica subjetiva de la actividad celular. Estos métodos han evolu-
cionado a lo largo de los afos; en sus inicios, hace mds de treinta afios, se em-
pleaban métodos manuales, pero en la actualidad, el empleo de los ordenado-
res y la digitalizacién de imagenes permite hacer analisis automaticos o semiau-
tomaticos en los que el operador no interfiere en la medida.
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Alrededor de 1850, el gedlogo francés Delesse y el microscopista inglés Sorby
enunciaron, independientemente, el principio de que el promedio de un area
fraccional de un tipo particular de componente, en una seccion tomada de un
cuerpo solido, es directamente proporcional a la fraccion de volumen de ese
componente dentro del cuerpo sélido original (Delesse, 1847; Sorby, 1856).

Estos autores llegaron a esta conclusidn por un proceso intuitivo, pero los es-
fuerzos de expertos en geometria integral y probabilidad han demostrado en
varias ocasiones la validez del principio de Delesse (Crofton, 1877; Delthiel,
1926; Bonnesen y Fenchel, 1934; Santalo, 1936; Blaschke, 1949).

Mayhew y Cruz (1973) trasformaron el principio de Delesse mediante la consi-
deracién de un modelo de esfera concéntrica (toscamente similar a una célula) y
consiguieron formulaciones bastante claras de esta relacion.

Otros autores también han dejado claro que las ecuaciones usadas en estereo-
logia son mera manifestacion de un drea mucho mas amplia de las matematicas,
gue se ha denominado geometria multidimensional (Miles, 1972) o simplemen-
te probabilidad geométrica (Little, 1974).

La estereologia, término acufiado por la Sociedad Internacional de Estereologia
(ISA) en 1961, estd basada en la probabilidad geométrica y permite la evalua-
cion de estructuras tridimensionales por extrapolacién de mediciones realizadas
en secciones bidimensionales, tras la aplicacion de medidas llevadas a cabo en
secciones bidimensionales y axiomas estereoldgicos, consiguiendo la medida de
volumen, superficie y nimero de tejidos y componentes celulares con micros-
copia dptica o electrénica (Rohry col., 1978).

Los métodos estereoldgicos son aquéllos que se usan para derivar informacion
tridimensional a partir de la consideracion de imagenes bidimensionales. En
sentido amplio, esto incluird métodos de reconstruccion tridimensional usando
secciones seriadas asi como métodos cuantitativos extrapolables tratados con
determinaciones numéricas. Este ultimo concepto ha sido denominado estereo-
logia cuantitativa (Underwood, 1970).

Existen bastantes revisiones y articulos que han tratado mas a fondo estos te-
mas vy, entre ellos, destacamos los de Loud y col. (1965), Weibel y col. (1966),
Weibel (1969), Elias y col., (1971), Weibel y Bolender (1973) y Elias y Hide
(1980).

Los parametros abiertos a estudio por los métodos estereoldgicos incluyen: vo-
limenes y dreas de superficie de componentes fraccionariios, volimenes me-
dios, areas de superficie medias y densidad numérica de diferentes particulas o
células dentro de un tejido, asi como el tamano y niumero de las mismas. Estos
volumenes, areas, nUmeros y tamanos pueden ser estimados a partir de células
o tejidos, o bien a partir de porciones de los mismos.

En estereologia estricta, los valores para un componente dado son expresados
como densidades que relacionan su volumen, superficie o numero, con la uni-
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dad de volumen de una superficie de referencia dada. En morfometria simple,
los valores se expresan como la media aritmética de una poblacién de valores
gue resulta de tratar estadisticamente las areas o numeros referidos a areas o a
poblaciones totales de un parametro concreto.

Los efectos de tratamientos experimentales sobre la estructura celular y el cur-
so a lo largo del tiempo de distintos eventos morfolégicos, pueden ser consta-
tados de forma precisa por medio del volumen, superficie o nimero de células o
de sus organelas. Con ello se evitan en gran medida los aspectos subjetivos y se
pueden obtener datos cuantitativos fiables y comparables. Por ello, los métodos
estereolégicos y morfométricos representan un avance importante en la micro-
anatomia y en la investigacién basica morfoldgica en neuroendocrinologia.

En nuestro laboratorio, han sido empleados en numerosas ocasiones técnicas
y métodos estereoldgicos o morfométricos para el estudio de la hipdfisis con
gran eficacia y precision, determinando el drea celular y el drea nuclear de
forma semejante a como se ha realizado en este trabajo.

Es obvio que, para determinar la fraccidn celular en un tejido (porcentaje de cé-
lulas inmunopositivas y densidad numeérica, en nuestro caso) es muy importante
considerar el método empleado para su cuantificacion. Los métodos histoldgi-
cos suelen manejar muchas menos células que la citometria de flujo.

La cuantificacion normal a través de microscopio es un método seguro si analiza
un numero suficiente de células, aunque tiene el inconveniente de consumir
mucho tiempo, tanto mdas cuanto mayor sea la poblacidn celular considerada
(Barnard y col., 1987; Sheperd y col., 1988; Karamitopoulou y col., 1993).

El mayor problema radica en dilucidar cuantas células o secciones es necesario
contar o medir. Distintos estudios tratan de valorar esta aproximacién (Aherne y
col., 1977, 1982; Garcia y col., 1987); habiendo empleado métodos semicuanti-
tativos (Gatter y col., 1986; Garcia y col., 1989), asi como el andlisis de imagen
(Schwartz y col., 1989).

En nuestro caso, hemos optado por la medicion manual en campos de gran-
des aumentos para determinar el grosor de la retina y sus capas, estimando
que 200 perfiles por animal, elegidos aleatoriamente, fue un numero suficien-
te para obtener resultados fiables estadisticamente.

Rechazando los perfiles de la retina periférica ya que la terminacion conica de
la misma al alcanzar la ora serrata enmascaraban los resultados.
Los ratones knock out para la IRS2.

Un detalle importante, dentro del disefio experimental, es el modelo animal que
hemos empleado y su aceptacion y validacion internacional como animal de ex-
perimentacion.
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Para entender la validacion del modelo y su eleccion para la realizacion de es-
te estudio, en este capitulo de discusion, citamos a continuacion algunas de
las publicaciones mds relevantes en relacion con el raton knock out para IRS2.

Estudios sobre el higado (Roncero y col., 2013; Tsuchiya y Accili, 2013; Alvarez-
Pérez y col., 2014), neurodegeneracién y longevidad (Irvine y col., 2011; Grote y
col., 2011; Sadagurski y col., 2011; White, 2014); sistema cardiovascular (Gonza-
lez-Navarro y col., 2007, 2008; Qi y col., 2013; Riehle y col., 2014; Martinez-
ervas y col., 2014); pancreas y diabetes (Garcia-Barrado y col., 2011; Ren y col.,
2014; Oliveira y col., 2014a, 2014b; Hashimoto y col., 2015); aparato reproduc-
tor (Griffeth y col., 2013); retina (Arroba y col., 2013); Cerebro (Costello y col.,
2012); médula espinal (Chirivellay col., 2012).

La bibliografia que acabamos de detallar pone de manifiesto que el modelo
experimental empleado en nuestro estudio es un modelo de gran relevancia,
aceptado y validado para el estudio.

Siendo éste el primer estudio realizado sobre los cambios que acontecen en la
positividad a aromatasa y dopamina en la retina de este tipo de animal, mo-
delo experimental de diabetes tipo 2, lo que le da una gran importancia en la
investigacion traslacional y otorga el cardcter de originalidad que debe apor-
tar todo trabajo de Tesis Doctoral.

Comentarios en relacion con los resultados obtenidos.

Efectos de la ausencia de IRS2 sobre el espesor radial de la retina neural y su
morfologia.

Al igual que ocurre en el resto del sistema nervioso central, el desarrollo de la
retina estd regulado por factores de transcripcion, factores de crecimiento y
neuropéptidos que coordinan la proliferacidn, diferenciacién y maduracién de
las células precursoras neuroepiteliales (Frade y col., 1999; Levine y col., 2000;
Kumar, 2001; Takatsuka y col., 2004).

Las modificaciones en la via de sefializacion intracelular de la insulina producen
toda una serie de cambios que se traducen en cambios morfoldgicos de la reti-
na, como parecen sugerir los hallazgos obtenidos estudiando ratones IRS2-ko.

La abolicion de las rutas intracelulares que activa la fosforilaciéon de IRS2 da lu-
gar a la desorganizacion de las capas de la retina, con pérdida de fotorrecepto-
res ya en la primera semana después del nacimiento, como consecuencia de un
proceso apoptotico (Yiy col., 2004). Considerandose esencial a IRS2 para la ma-
duracion y supervivencia de los fotorreceptores (Yiy col., 2005).

Cuando estos animales alcanzan la edad adulta temprana, entre 9 y 12 semanas,
presentan alteraciones en las células gliales y cambios degenerativos de la reti-
na que se traducen en un adelgazamiento de las capas mas externas de la retina
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y la activaciéon de las células de Miller y de la microglia. Los fotorreceptores
presentan diferentes signos de degeneracidn, atrofia de los segmentos externos
e interno, redistribucién de las opsinas en conos y bastones y desorganizacidon
espacial, que se acompafian de cambios sinapticos en la capa plexiforme exter-
na (Alberty col., 2014).

A medida que los ratones tienen mas edad, 12 semanas, se observa mds adelga-
zamiento de las capas retinianas internas, con apenas cambios en la capa plexi-
forme interna y pérdida de axones de las células bipolares. (Albert el at., 2014).

Nosotros en el presente estudio hemos podido corroborar el hecho de que en los
animales IRS2-ko adultos se produce una atrofia de la retina que disminuye su gro-
sor, esta atrofia afecta a todas las capas de la retina a excepcion de la capa nuclear
interna, en la que las variaciones observadas no fueron estadisticamente significati-
vas.

Ademads, la organizacion morfoldgica de las diferentes capas retinianas varia consi-
derablemente al compararlas con las de los ratones wild type, mostrando una clara
desorganizacion. Asi mismo los ratones IRS2-ko muestran ausencia parcial y cam-
bios direccionales de la limitante externa. En la capa nuclear externa se pierde el as-
pecto tipico en hilera de los nucleos, adoptando éstos un patron mds desorganizado
pasando de columnar a en mosaico. La capa plexiforme externa, prdcticamente des-
aparece en estos animales. Con la presencia o aumento de ntcleos de células inter-
puestas en la capa de conos y bastones, y ambas capas plexiformes, interna y exter-
na.

Ausencia de IRS2 y cambios gliales, GFAP y Vimentina.

La GFAP es la ultima proteina de filamento intermedio en expresarse durante el
desarrollo ya que aparece en los ultimos estadios de la gestacién, hacia el dia 18
en roedores, expresandose en los astrocitos y las células de Schwann (Duprey y
Paulin, 1995).

Engy colaboradores (1971), describen por primera vez su aislamiento a partir de
las placas tipicas de la esclerosis multiple, desde entonces ha sido uno de los
marcadores mas especificos y mas utilizados para el estudio de los astrocitos
por ser el componente principal de los filamentos intermedios de la astroglia
(Antanitus y col., 1975; Schachner y col., 1977;; Raff y col., 1979; Eng, 1980; Chiu
y col., 1981; Didier y col., 1986).

La presencia de GFAP ha sido demostrada en buen nimero de especies (Dahl y
Bignami, 1973; Onteniente y col., 1983; Hernandez, 1993; Kalman y col., 1993;
Santos, 1993).

Es una proteina compuesta por 430 aminodcidos, con un peso de 60 kDa, que
forma parte del tipo Ill de filamentos intermedios (Bignami y col., 1972;
Maunoury y col., 1976; Lewis y col., 1984; Tardy y col., 1992). En ella se diferen-
cian tres partes, la parte intermedia, la parte activa, con un peso molecular de
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50 kDa, resistente a la proteolisis y tiene forma helicoidal. Esta parte es la espe-
cificamente reconocida por los antisueros de astrocitos. Las partes amino ter-
minal y carboxi terminal, que tienen un peso molecular de 10 kDa, son mas va-
riables y no son helicoidales (Eng y col., 1971; Uyeda y col., 1972; Geisler y col.,
1983; Dahl y col., 1984).

Desde el punto de vista bioquimico, existe un segundo tipo de GFAP, que se lo-
caliza en los nervios periféricos, con una porcién similar a la GFAP existente en
el sistema nervioso central de 18 kDa (Dahl y Bignami, 1976).

Después del nacimiento, la expresiéon de GFAP va aumentando progresivamente
a la vez que va desapareciendo de forma gradual la de vimentina, si bien algu-
nas células astrogliales de la rata adulta presentan ambas proteinas (Eng, 1980 y
1985; Lewis y Cowan, 1985; Mokuno y col., 1989; Sarthy y col., 1991; Tardy y
col., 1992).

El que la GFAP permita la localizacién de astrocitos (Bignami y Dahl, 1973;
Ghandour y col., 1979), ha servido para mapear su localizacién y asi poder in-
terpretar y valorar los cambios acontecidos en determinadas situaciones expe-
rimentales o patoldgicas (Suzuki y col., 1984; Graeber y Kreutzberg, 1986; Kamo
y col.; 1987; Kalman y Hajos, 1989).

Se ha descrito marcaje con GFAP en los astrocitos fibrosos y, en menor grado,
en los protoplasmaticos, en las células de la astroglia de los mamiferos adultos,
en tanicitos, en células cerebelosas epiteliales de Golgi, en células de Miiller de
la retina; y, ocasionalmente, se ha detectado en células epiteliales del cristalino
(De Vitry y col., 1981Boyer y col., 1991).

La expresion de la GFAP en condiciones normales es muy constante y con pocas
variaciones entre sexos, si bien se ha demostrado que en el cerebelo del hams-
ter, existen diferencias sexuales de esta proteina, asi como de la vimentina (Sua-
rezy col., 1992).

En el sistema nervioso periférico, la GFAP se localiza en la glia no mielinica, sugi-
riendo una division similar a la que ocurre en el SNC entre los astrocitos y los
oligodendrocitos (Jessen y col., 1984). En diversas localizaciones de la glia peri-
férica también se ha detectado inmunorreactividad a la GFAP: Nervio olfatorio
(Barber y Lindsay, 1982), sistema nervioso entérico (Jessen y Mirsky, 1980 y
1983; Jessen y col., 1984), ganglios sensoriales y simpaticos (Jessen y col., 1984),
nervios periféricos (Yen y Fields, 1981), iris (Bjorklund y col., 1984), células de
Kupffer (Gard y col., 1982).

En tejidos y homogeneizados, se ha demostrado que la GFAP es rdpidamente
degradada en especies acidicas, progresivamente mas pequefias (Dahl, 1976;
Comings, 1982; Selkoe y col., 1982; Bigbee y col., 1983). Se ha demostrado una
cascada similar de degradacién para la vimentina (Bravo y col., 1982).

Esta proteina es un marcador util para el estudio de la respuesta astrocitaria a
injurias del sistema nervioso, gliosis reactiva (Mathewson y Berry, 1985; Schiffer
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y col., 1993; Goodlett y col., 1993). Los astrocitos reactivos acumulan rapida-
mente GFAP y, en consecuencia, se tornan intensamente inmunorreactivos en
zonas del cerebro en las cuales normalmente son dificiles de inmunodetectar. La
reaccion es difusa, no sélo afecta a la zona exacta de injuria y persiste indefini-
damente. Ademas, lo que aumenta es la GFAP y no tiene porqué verse acompa-
fiada de un aumento en el numero de astrocitos (Hatten y col., 1991).

La GFAP también permite identificar la patogénesis de diversos tumores del sis-
tema nervioso (Bignami y col., 1980; Eng, 1980; Bignami y Schoene, 1981). La
presencia de elementos GFAP, Vimentina y S-100-reactivos en oligodendroglio-
mas y ependimomas puede sugerir el origen mixto del tumor (oligodendroglio-
ma) o el gran potencial de diferenciacién astrocitaria (ependimoma), también
confirmada por la presencia de inmunorreactividad a GFAP en el epéndimo des-
pués de determinadas injurias (Mckay y col., 1999). La presencia de marcadores
para astrocitos y oligodendroglia en la misma célula neopldsica sugeriria que el
tumor se originaria de un precursor comun, como han identificado (Raff y col.,
1983), en cultivos primarios. También es util como marcador tumoral la GFAP
en: retinoblastomas, neuroblastomas, meduloblastomas (Schabet y col., 1997),
condrosarcomas mesenquimatosos, algunos tumores ectépicos de partes blan-
das.

En la proximidad de la lesidn, los astrocitos coexpresan GFAP y vimentina (Pixley
y De Vellis, 1984; Schiffer y col., 1986; Takamiya y col., 1988) y es conocido que
durante el desarrollo la vimentina es expresada en glioblastos previamente a la
GFAP (Schnitzer y col., 1981).

En el cerebro neonatal las gliosis reactivas se producen de manera muy retarda-
da. En el cerebro neonatal es conocido que la mayoria de los astrocitos son vi-
mentina-positivos, siendo muy escasos los que contienen GFAP (Dahl y Bignami,
1985). Adicionalmente, los elementos vimentina-positivos tienden a localizarse
en los bordes de la herida, sugiriendo que la expresidon de vimentina estaria re-
lacionada con la presencia de un espacio extracelular grande (Pixley y De Vellis,
1984).

La GFAP ha sido utilizada como un indicador de primera linea de neurotoxicidad
(O’Callaghan, 1991a y 1991b; Evans, 1995; Fix y col., 1995; Miller y O’Callaghan
1995; Schabet y col., 1997). Habiéndose observado multiples alteraciones en la
sintesis de GFAP en situaciones patolégicas degenerativas del sistema nervioso,
tales como la enfermedad de Alzheimer (Delacourte, 1990), la epilepsia y la es-
clerosis multiple (Eng y col., 1971 y Eng, 1980), o la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (Zhang vy col., 2000). Estas patologias se caracterizan por la hiperplasia e
hipertrofia de los astrocitos correlacionadas con un aumento marcado en la ex-
presidon de GFAP, lo cual puede también detectarse en células que rodean a los
gliomas o a zonas postraumaticas (Beach y col., 1989).

Particularmente, en la retina, se desarrollan procesos de gliosis reactiva en res-
puesta a dafios mecanicos, (Bignami y Dahl, 1979), desprendimiento de retina
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(Okada vy col., 1990), retinopatia diabética (Mizutani y col., 1998; Lieth, 1998),
glaucoma (Wang y col., 2000), isquemia retiniana (Nishiyama y col., 2000), de-
generaciones retinianas (Eisenfeld y col., 1984), en retinas con degeneracién
macular asociada a la edad (Madigan y col., 1994; Ramirez y col., 2001; Guidry y
col., 2002) o en patologia infecciosas (Lahmar y col., 2014). Fundamentalmente
afectando a las células de Miiller y a los astrocitos.

El déficit de insulina ocasiona alteraciones metabdlicas en el glutamato glial,
aumento de estrés oxidativo (Zuo y col., 2013) y, en condiciones de hipergluce-
mia in vitro, un aumento en la produccién glial de GFAP (Layton y col., 2006)

La sobreexpresion de GFAP en las células de Miiller se ha demostrado en las re-
tinas de varios modelos animales con diabetes asi como en los pacientes diabé-
ticos, por lo que se acepta que es un indicador de estrés celular de la retina
(Mituzani y col., 1998; Barber y col., 2000; landiev y col., 2007). En la diabetes
propiamente dicha, los cambios parecen derivar del deterioro de la barrera he-
matorretianiana (Rungger y col., 2000).

En aquellas patologias que producen una degeneracion de las capas retinianas
externas como consecuencia de la muerte de los fotorreceptores (retinitis pig-
mentaria, degeneracién macular asociada a la edad, dafio retiniano por agentes
fisicos) el dafio de las capas externas se extiende hacia las internas con la consi-
guiente activacién de la glia (células de Miiller) y el posterior incremento de la
expresion de GFAP (Vogler y col. 2013). La pérdida de neuronas en la retina
puede comenzar en las primeras etapas de la retinitis pigmentaria, antes del
descubrimiento de los cambios morfoldgicos en la retina (Laing y col., 2010).

En resumen, un aumento de GFAP en la retina, como el observado en nuestro estu-
dio, puede asociarse a diversas causas. Los resultados obtenidos por nosotros no pa-
recen estar ligados a infecciones o inflamaciones, ni tampoco a la hiperglucemia, ya
que los niveles de glucosa preprandial observado en los ratones IRS2-ko no fueron
estadisticamente significativos con respecto a los observados en los ratones wild ty-
pe. Luego deberian estar asociados a problemas degenerativos dependientes de la
no fosforilacion de la proteina IRS2 tras la fijacion de la insulina a su receptor.

En este sentido, IRS2 y, en particular su ausencia, ha sido asociado a procesos neu-
rodegenerativos (Schubert y col., 2003; Sadagurski y col., 2011; White, 2014; Carre-
tero, 2014) y particularmente en la retina (Albert-Fort y col., 2014).

La gliosis reactiva se acompafia de un aumento de GFAP concomitante con una acti-
vacion y expresion de c-Fos que es modulada por IGF-1 (Ferndndez y col., 1997), que
al igual que la insulina precisa para su actuacion, entre otros mecanismos, de la fos-
forilacion de IRS2.

Dado que la retina es sistema nervioso central y estd ampliamente vascularizada y
puesto que tanto los astrocitos como las células de Miiller son capaces de expresar
GFAP, al inicio del estudio esperabamos encontrar una mayor reactividad a GFAP;
sin embargo, en los ratones wild type, la positividad de la retina a GFAP fue débil,
tanto en la parte periférica como en la parte central.
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La reactividad a GFAP encontrada en la retina de los ratones IRS2-ko sugiere que
acontece una gliosis reactiva, probablemente por neurodegeneracion retiniana.

La retina periférica mostro alta positividad a GFAP en la capa de las células gan-
glionares, formando una especia de empalizada con prolongaciones que cruzan has-
ta la nuclear interna, asi como la presencia de células positivas en el espesor de la
capa nuclear interna con finas prolongaciones que pueden alcanzar las capas mds
externas.

En la retina central también observamos positividad en las células ganglionares y
gran cantidad de células positivas a GFAP en la plexiforme interna con finas prolon-
gaciones, que por su morfologia y localizacion pueden ser identificadas como astro-
citos.

Estos hallazgos sugieren que la expresion de GFAP en la retina de ratones wild type
es leve y que la GFAP es un indicador del dafio neurodegenerativo que acontece en
la retina de los ratones IRS2-ko, y sugiere que la ausencia de IRS2 induce la aparicion
de una gliosis reactiva retiniana.

La vimentina es la primera proteina del citoesqueleto que comienza a expresar-
se durante el desarrollo embrionario, formada por 464 aminoacidos y con un
peso molecular de 58kDa, al igual que la GFAP, esta incluida en los filamentos
intermedios del tipo lll. Asi se hace presente en los precursores gliales y neuro-
nales (Santos, 1993). Se une al DNA in vitro sugiriéndose un posible papel en di-
ferentes procesos relacionados con el DNA (Traub y col., 1987), por lo que su
presencia dentro de la célula puede ser nuclear o citoplasmica.

En contraste con otras proteinas de los filamentos intermedios, la expresién de
vimentina no es relativa o especifica de una linea celular Unica y puede detec-
tarse en tejidos de origen ectodérmicoy mesodérmico. En el embridn de ratén
es caracteristica una destacada expresidn en precursores nerviosos y mesen-
guimatosos (Holtzer y col., 1982; Lazarides, 1982; Cochard y Paulin, 1984). En
estas células, su expresion es compleja, debido a las rdpidas variaciones dina-
micas que presenta (Duprey y Paulin, 1995).

Se ha descrito que la vimentina puede estar presente en células mesodérmicas
situadas entre la linea primitiva y el endodermo proximal (Jackson y col., 1981:
Franke y col., 1982), en algunas células del mesénquima cefdlico, en la notocor-
da, en el epimiocardio, en vasos sanguineos, la somatopleura y la esplacnopleu-
ra.

Dentro del sistema nervioso, su expresion es temprana y comienza en la porcion
cefdlica del tubo neural, posteriormente va apareciendo en los ganglios espina-
les y los ganglios simpaticos. Y se expresa en precursores neuronales y gliales
(Cochard y Paulin, 1984).

Su localizacion ha sido mucho menos estudiada que la de la GFAP. Chouafy col.,
(1989), detectaron la presencia de vimentina, especialmente en la capa epen-
dimaria, dato éste concordante con resultados previos de nuestro laboratorio
(Santos, 1993; Hernandez, 1993). Adicionalmente, se detectd, un importante

141



numero de fibras que se desprendian lateralmente de la pared del tercer ven-
triculo (de su zona ventral o inferior) para ir a buscar las partes laterales hipota-
l[dmicas y el limite pial inferior, presumiblemente tanicitos (Amat, 1991 y Santos,
1993).

Si bien la vimentina se considera tradicionalmente como marcador glial, en me-
nor medida, se ha demostrado su presencia en elementos neuronales (Bignami
y col., 1982; Santos, 1993; Hernandez, 1993).

La expresién de vimentina en astrocitos, fuera ya del momento de desarrollo del
tubo neural, podria guardar relaciéon con procesos degenerativos del sistema
nervioso ya que se ha descrito su presencia en las areas afectadas durante la en-
fermedad de Alzheimer, el sindrome de Pick, la esclerosis lateral amiotroéfica, la
esclerosis multiple o el infarto cerebral (Yamada y col., 1992).

A lo largo del desarrollo y maduracién del sistema nervioso, la mayoria de las
células gliales sufren un proceso de transformacién en el que la vimentina va
siendo sustituida por GFAP (Roessmann y Gambetti, 1986), no obstante persiste
un porcentaje de células gliales en las que se coexpresan ambas proteinas (Eng,
1980 y 1985; Lewis y Cowan, 1985; Mokuno vy col., 1989; Sarthy y col., 1991;
Tardy y col., 1992). Células que perdieron la vimentina, son capaces de recupe-
rar bajo determinadas condiciones la capacidad de reexpresar la proteina (Du-
prey y Paulin, 1995). Puede por tanto establecerse que la vimentina predomina
en los astrocitos inmaduros mientras que la GFAP lo haria en los maduros (Chiu
y col., 1981)., lo que se ve apoyado por el hecho de que las células positivas a
vimentina predominan en las etapas tempranas del desarrollo y las de GFAP van
apareciendo mas lentamente en las etapas avanzadas (Norton y col.,, 1988;
Schwartz y Wilson, 1992).

La transicidn progresiva de vimentina a GFAP (Voigt, 1989; Gary y col., 1995) su-
pone que, durante un periodo temporal, vimentina y GFAP pueden localizarse
en la misma célula, aunque en la mayoria de los astrocitos esta situacion es pa-
sajera (Voigt, 1989; Calvo y col., 1991), si bien se han descrito localizaciones es-
pecificas en las que ambas proteinas contindan expresandose, en particular en
el ojo, principalmente en el nervio éptico y la capa plexiforme de la retina (Shaw
y col., 1981 y Drager, 1983).

Los astrocitos que en condiciones normales co-expresan vimentina y GFAP, en
ausencia de vimentina fracasan en el intento de formar la red del filamento. En
estas células la vimentina es necesaria para la formacion y estabilizacion del fi-
lamento de la GFAP y consecuentemente para la organizacién de la nueva red
(Galou y col., 1996).

Bohn y col., (1992), valorando modelos especificos de especie de anticuerpos
monoclonales anti-vimentina, observaron diferencias de la expresion de esta
proteina.
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Un detalle interesante radica en que, en la rata, durante las reacciones astroci-
tarias derivadas de lesiones cerebrales hay coexpresidon de vimentina y GFAP
(Calvoy col., 1991).

En lo referente a la glia retiniana, los estudios de Okada (1990) pusieron de ma-
nifiesto que las células de Miiller de las retinas no lesionadas mostraban inmu-
norreactividad a vimentina y débil inmunorreactividad a GFAP; sin embargo, en
desprendimientos de retina esté patrén cambia. La observacidon por microscopia
inmunoelectrénica reveld que los filamentos intermedios dentro de las células
de Miller en retinas normales mostraban inmunorreactividad a vimentina y
aquellos dentro de las células de Miiller en retinas desprendidas mostraban in-
munorreactividad tanto a vimentina como a GFAP. Estos resultados sugieren
gue los filamentos intermedios de las células de Miller humanas contienen vi-
mentina bajo condiciones normales y que las células de Miiller en retinas lesio-
nadas contienen filamentos intermedios con ambas proteinas.

Luna y colaboradores (2010) analizaron la gliosis reactiva ante lesiones de la re-
tina de la rata, constatando que en la retina no lesionada la GFAP marcaba sélo
astrocitos mientras que, en un primer momento, la vimentina marcaba las célu-
las de Miiller desde la membrana limitante interna a la externa, para posterior-
mente predominar el marcaje con GFAP.

La retina de los ratones wild type de nuestro estudio no mostraban positividad a vi-
mentina en astrocitos o células de Miiller. Sin embargo, los ratones IRS2-ko mostra-
ban una importante positividad que afectaba de forma principal a la capa nuclear
interna y a células, muy probablemente astrocitarias, situadas en torno a las células
ganglionares.

Otro detalle interesante es que células ganglionares aparecieron positivas a vimen-
tina y, dentro de ellas muchas presentaban reaccion nuclear. Este hallazgo sugiere
qgue la vimentina también puede unirse al DNA in vivo, hecho que ya fue descrito in
vitro por Traub y colaboradores (1987). Aunque de nuestros resultados no se pueda
establecer el grado de significacion de este hecho, ni su trascendencia a posteriori.

Mientras que la reaccion a GFAP si ha sido estudiada en ratones IRS2-ko, no hay es-
tudios en la literatura referentes al andlisis de marcaje con vimentina en la retina de
estos animales, por lo que cualquier elemento comparativo es preciso hacerlo frente
a otras situaciones en las que la retina se encuentra lesionada.

Conjuntamente valorado, nuestros hallazgos del marcaje con GFAP y vimentina en
la retina de los ratones IRS2-ko sugieren que el proceso neurodegenerativo de la re-
tina que presentan estos animales se traduce en un aumento de la expresion de am-
bas proteinas de filamento intermedio y estaria en consonancia con los hallazgos
que hemos descrito anteriormente para otros procesos degenerativos del sistema
nervioso central.
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Efectos de la ausencia de IRS2 sobre la expresidon inmunocitoquimica de glu-
tamina sintetasa.

En los elementos gliales, como sucede en otras células del organismo, el citoes-
queleto es el encargado de ordenar la estructura interna de la célula para con-
seguir un adecuado funcionamiento celular. En la estirpe celular glial, los fila-
mentos intermedios constituyen la mayor parte del citoesqueleto, por lo que las
proteinas integrantes de los mismos son utilizadas como marcadores de estas
células, como ocurre con GFAP o vimentina.

Como hemos visto anteriormente las células gliales responden con modificacio-
nes en expresion de proteinas de filamento intermedio ante situaciones que
modifican el medio endocrino. Asin en estudios previos llevados a cabo en nues-
tro laboratorio, in vivo o in vitro, hemos detectado modificaciones en la expre-
sién inmunocitoquimica de proteinas de filamento intermedio (fundamental-
mente GFAP, vimentina y glutamina sintetasa) ante situaciones de ablacion de
glandulas periféricas como las suprarrenales, ovarios y testiculos, o mediante la
adiccién al medio de cultivo de sustancias como corticosterona, factores de cre-
cimiento, estradiol o testosterona (Santos, 1993; Hernandez, 1993; Hernandez-
Marcos, 1995, Sanchez y col, 1995).

A diferencia de esos marcadores fibrilares, la glutamina sintetasa, es un enzima
intracelular, cuya accién es favorecer la sintesis de glutamina a partir de gluta-
mato y amonio, por lo que interviene en la homeostasis del glutamato, neuro-
transmisor importante a nivel cerebral que en exceso puede llegar a ser neuro-
toxico. Participando ademas en el metabolismo de neurotransmisores de estir-
pe aminodcida como la glutamina y el GABA (Patel y col., 1985).

Ya en 1977 se determind que habia células gliales positivas al enzima (Martinez-
Hernandez y col., 1977), para poco después detectar que los astrocitos podia
glutamina sintetasa positivos (Norenberg, 1979).

Recientemente, se ha demostrado la presencia de glutamina sintetasa en las cé-
lulas de la microglia y que su expresidon aumenta en procesos inflamatorios o
patolégicos del sistema nervioso (Nakajima y col. 2015).

Este enzima, considerado como un marcador de astrocitos, no es selectivo ya
gue también marca a las células de Miiller y a algunas células ependimarias
(Riepe y Norenberg, 1977, Norenberg y Martinez-Hernandez, 1979; Roots,
1981), y a algunos oligodendrocitos (Cammer, 1990).

Dado que las células de Miiller son células gliales propias de la retina, en nuestro es-
tudio adquiere gran importancia para el estudio de dichas células. Habiendo sido és-
te el método que hemos empleado para su estudio.

La expresion o la actividad de la glutamina sintetasa se ha utilizado con el obje-
tivo de determinar el potencial neurotéxico de diferentes compuestos (Rein-
hardt y Schein, 1995; Chang y col., 2007) o del glutamato, para lo que se ha es-
tudiado los efectos de su inhibicién (Balcar y Johnston, 1972; Pow y Robinson,
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1994). También se ha analizado su posible participaciéon en la lesidn retianiana
asociada al glaucoma Chen y col., 2008).

En la diabetes, se produce un incremento de citoquinas proinflamatorias que, a
su vez, inducen activaciones e inhibiciones de diferentes vias, entre ellas una
disminucion de la actividad de la glutamina sintetasa (Abu-El-Asrar y col., 2014).

Investigaciones recientes sobre el efecto de la diabetes en el tejido nervioso re-
tiniano sugieren que la enfermedad afecta a las células nerviosas de las capas
externas e internas de la retina (Hammes y col., 1995; Barber y col., 1998; As-
naghi y col., 2003; Park y col., 2003) provocando una activacion de las células
gliales (Lieth y col.,1998; Mizutani y col.; 1998; Barber y col.; 2000; Asnaghi y
col., 2003; Layton y col., 2006) y reduccién de la oscilacién de los potenciales en
el electroretinograma (Asi y Perlman; 1992), hechos que acontecen antes de
gue aparezca la afectacién microvascular.

In vitro, las células de Miller expresan la glutamina sintetasa en los controles.
La insulina disminuye la expresion, basal o estimulada por corticoides, del enzi-
ma en forma dosis-tiempo dependiente (Ola MS vy col., 2011).

Los ratones wild type de nuestro estudio presentaron células positivas a glutamina
sintetasa que por su aspecto radial y disposicion claramente eran células de Miiller
y, junto a ellas, astrocitos positivos dispuestos basalmente a las células gangliona-
res. Lo que es coincidente con las descripciones previas de otros autores y valida el
empleo de la positividad al enzima para el estudio de estas células.

En la literatura, no existen estudios que analicen las modificaciones que la ausencia
de IRS2 provoca sobre estas células, en particular en la positividad a la glutamina
sintetasa. Nosotros hemos podido constatar que en los ratones IRS2-ko la positivi-
dad a glutamina sintetasa disminuye en las células de Miiller y se produce la disrup-
cion de positividad en la membrana limitante externa. Este hallazgo podria explicar
la desorganizacion estructural en mosaico que se observa al analizar la capa nuclear
externa.

Si que se ha descrito que la insulina desarrolla un papel protector para la super-
vivencia de las células de Miiller y que la SIK2, una quinasa de la familia de las
quinasas inducibles por sal, podria estar implicada como modulador negativo de
estos hechos (Fischery col., 2004; Kiiser-Abalt y col., 2013).

Esto junto a que la positividad a glutamina sintetasa en las células de Miiller dismi-
nuya en los ratones IRS2-ko sugiere que la ruta de sefial intracelular que se desen-
cadena tras la fosforilacion de IRS2 podria estar implicada en la supervivencia de es-
tas células gliales.

Puesto que se ha descrito que en la patologia ocular con aumento de glutamato éste
induce la hiperexpresion de glutamina sintetasa (Shen y col., 2004), un descenso en
la positividad al enzima podria indicar que los niveles de glutamato en la retina de
los ratones IRS2-ko es menor que en los wild type.

Existen algunas controversias en la literatura en lo que respecta a la respuesta
de las células gliales de la retina en la expresién de glutamina sintetasa ante in-
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fecciones, isquemias retinianas, efectos de neurotdxicos o degeneraciones reti-
nianas (Nishiyama y col., 2000; Chang y col., 2007; Lahmar y col., 2014; Hippert
y col., 2015).

Los resultados obtenidos por dichos autores junto a los obtenidos por nosotros su-
gieren que la gliosis reactiva en la retina y los procesos asociados ala misma son va-
riables y dependen de la enfermedad o del modelo experimental utilizado; proba-
blemente si la gliosis se asocia a un fendmeno inflamatorio se produzca un aumento
de la expresion de glutamina sintetasa asociado a aumentos de GFAP y vimentina;
mientras que, como en nuestro caso, en el que no hay procesos inflamatorios aso-
ciados la gliosis se acompafia de aumento de GFAP y vimentina y descenso de glu-
tamina sintetasa.

Por otro lado la disminucion de glutamina sintetasa podria dar lugar a alteraciones
en el metabolismo del glutamato, la glutamina y el GABA, con las consecuencias
neurotoxicas y de disfuncionalidad que ello ocasionaria en la retina de estos anima-
les, y que podria explicar la paricion de alteraciones el retinograma antes de la apa-
ricion de la microangiopatia diabética que ya hemos comentado acontecen en la
diabetes.

Otro hallazgo importante observado es la aparicion de astrocitos positivos al enzima
en la capa nuclear interna de la zona central de la retina, ausentes en la zona perifé-
rica, y que son mds evidentes en los ratones wild type que en los IRS2-ko. Este ha-
llazgo sugiere, por un lado, que el metabolismo de glutamato en los astrocitos de la
retina central es mds activo que en la retina periférica. Junto a ello, el descenso de
marcaje de astrocitos con glutamina sintetasa en los IRS2-ko podria tener unas con-
secuencias semejantes a las del descenso de positividad en las células de Miiller.

El hecho de que a diferencia de lo que ocurria con GFAP y vimentina, el marcaje para
glutamina sintetasa disminuya, hace pensar que las células gliales positivas al enzi-
ma no participen en la gliosis reactiva que presentan estos animales y que hemos
comentado al hablar de GFAP y vimentina y que, en lo que respecta a GFAP y la oli-
godendroglia, han sido descritos recientemente (Albert-Font y col., 2014).

Posible relevancia de los cambios en la expresion de aromatasa por ausencia
de IRS2.

La aromatasa P450 es un enzima de localizacion muy ubicua cuya funcién es ca-
talizar el paso de andrégenos aromatizables a estrégenos. Se sabe que se locali-
za en diversas partes del cerebro, incluida la retina, siendo la responsable de la
sintesis de neuroestrégenos.

Los estrégenos son muy importantes para la maduracidn y supervivencia neuro-
nal, este efecto puede llevarse a acabo a través de diferentes mecanismos. Uno
de ellos implica a IGF1, sus receptores y las rutas de sefial intracelular, la fosfori-
lacién de Akt y la de la PI3K (Cardona-Gémez y col., 2002, 2003; Méndez y col.,
2003; Garcia-Segura y col., 2007; Varea y col., 2010). Para sus efectos biolégicos,
estas rutas de sefal intracelular son compartidas por IGF1 y por insulina, impli-
cando en ella a la proteina de sustrato de receptor insulinico IRS2.
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La sintesis de estrégenos y de IGF1 en células gliales acompafia a la gliosis reac-
tiva a diversas injurias cerebrales (Garcia-Estrada y col., 1992; Garcia-Segura y
col., 1999a; Hwang y col., 2004), el aumento de GFAP y vimentina en astrocitos
esta regulada por la interaccién estrégenos-IGF1 (Fernandez-Galaz y col., 1997;
Avola y col., 2004) y los astrocitos expresan aromatasa P450 y sintetizan estro-
genos (Garcia-Segura y col., 1999b; Azcoitia y col., 2003, Roselli, 2007, Lepore y
col., 2009).

Como parece existir una actuacion sinérgica entre la activacion del receptor de es-
trogenos y la del receptor de IGF1 (Cambiasso y col., 2000; Carrer y Cambiasso,
2002; Ferndndez-Galaz y col., 1996), ambos receptores coexisten en diferentes po-
blaciones neuronales y gliales en el sistema nervioso central (Cardona-Gomez y
2000; Garcia-Segura y col., 2000), que permite la potenciacion de ambos sistemas
para activar la diferenciacion y supervivencia neuronal (Duefias y col., 1996, Garcia-
Segura y col., 2000; Topalli y Etgen, 2004; Picazo y col., 2000; Liu y col., 2007), no es
descabellado pensar que ante la falta de respuesta a IGF1 se exacerbe el sistema es-
trogénico, con aumento de la expresion local de aromatasa y la ulterior sintesis de
estrdogenos.

Las interacciones entre glia y neuronas son esenciales para la funcidn cerebral
(Araque y col., 2001) y dichas interacciones, entre otras, involucra a los efectos
de estradiol e IGF1 en el cerebro (Garcia-Ovejero y col., 2005; Garcia-Segura y
col., 1996, 1999a, 2004).

En la literatura no hay muchos trabajos que analicen la expresién de aromatasa
en la retina y, de los que hay, muchos de ellos no utilizan mamiferos como mo-
delo experimental.

La retina del pez carassius auratus presenta cuerpos celulares neuronales inmu-
norreactivos a la aromatasa y fibras nerviosas. Entre éstas células inmuno-
rreactivas a la aromatasa se encuentran algunas variantes de las células horizon-
tales, células bipolares, y células amacrinas de la capa nuclear interna, también
algunas fibras de las capas plexiformes externa e interna y en ciertas células de
la capa de células ganglionares. En los fotorreceptores nunca fueron observa-
dos. Algunas proyecciones de las células ganglionares hacia el cerebro a través
de las via del nervio dptico y del tracto dptico fueron aromatasa positivas (Geli-
nas y Callard, 1993; Callard y col., 1993).

Este es el primer estudio que analiza la expresion inunocitoquimica de aromatasa
P450 en la retina del raton. Nuestros resultados demuestran la expresion del enzima
en diferentes componentes estructurales de la retina. A diferencia de las descripcio-
nes realizadas en el pez, los ratones wild type los fotorreceptores presentaron positi-
vidad a la aromatasa, tanto en el citoplasma de las células que conforman la capa
nuclea externa como el ribete de conos y bastones. Esta ultima capa presenté dos
bandas de reaccion una proxima al epitelio pigmentario y otra junto a la membrana
limitante externa. También destaca la positividad en células aisladas de las capas
nuclear interna y de células ganglionares y, de forma importante, las fibras del ner-
vio dptico.

147



Junto a esta descripcion de la distribucion de la aromatasa en la retina del raton,
nuestros resultados a partir de los ratones IRS2-ko pone de manifiesto que la dege-
neracion retiniana que presentan estos animales y la activacion de GFAP y vimentina
se acompaina de un aumento importante en la expresion de aromatasa P450.

Ademds del aumento de positividad al enzima, los animales IRS2-ko presentaron di-
ferencias en la distribucion de esta positividad al compararlos con los ratones wild
type. Las diferencias mds llamativas se centran en que la capa de conos y bastones
perdia la banda positiva en zona proxima al epitelio pigmentario y habia un gran
aumento de positividad en la capa nuclear interna y la de células ganglionares.

El aumento de positividad a la aromatasa sugiere que en los ratones IRS2-ko se acti-
va el mecanismo protector dependiente del estradiol, probablemente en un intento
de suplir o estimular al dependiente de IGF1, no operativo por la ausencia de la pro-
teina IRS2.

Efectos de la ausencia de IRS2 sobre las células amacrinas dopaminérgicas.

La tyrosin-hidroxilasa (tyr-HD) es el enzima limitante de la sintesis de dopamina,
razon por la que se emplea el marcaje del enzima para la identificacidon de las
células y neuronas dopaminérgicas, en particular en la retina, las células ama-
crinas dopaminéricas. De manera que las células positivas al enzima permiten
analizar el nimero de células amacrinas dopaminérgica disponibles en la retina
(Brandies y Yehuda, 2008).

La adaptacion a la luz permite que el sistema visual funcione en un rango muy
amplio de intensidades de luz (Baylor y Hodkin, 1974). En este proceso se impli-
can muchos mecanismo que se ponen en marcha en la casi totalidad de los ele-
mentos que constituyen la retina (Young y Bok, 1969; Burnside y Nagle, 1983;
Sperling, 1989; Dearry y col., 1990; Douglas y col., 1992; Ball y col., 1993; Cahill y
Besharse, 1995). Regulados al menso parcialmente por el éxido nitrico (Wellard
y Morgan, 2004) y la dopamina (Steinle y col., 2009), cuya ausencia provoca
cambios estructurales y atrofia de la retina.

Las descargas dopaminérgicas retinianas estan en relaciéon con la adaptacion del
complejo sistema visual retianiano a la luz, a través de un ritmo circadiano, para
cuyo mantenimiento no se precisan los fotorreceptores (Doyle y col., 2002) , pe-
ro si de la luz ya que se pierde en la oscuridad (Nir y col., 2000a), por lo que el
metabolismo diurno de la dopamina retiniana se mantiene incluso en procesos
degenerativos de los fotorreceptores (Nir y col., 2000b). La dopamina regula la
adaptacion regulando las concentraciones de cAMP en los fotorreceptores ac-
tuando sobre receptores dopaminérgicos. A este respecto hay alguna contro-
versia sobre el tipo de receptor, habiéndose implicado al receptor D2 (Firsov y
Astakhova, 2014) y al receptor D4 (Nir y col., 2001; Klitten y col., 2008) y se mo-
difica segun las condiciones de la iluminacidn (Vugler y col., 2007a).

En mamiferos, la produccion y liberacion de dopamina en la retina se realiza en
las células amacrinas interplexiformes especializadas (Kramer, 1971; luvone y
col., 1978). En la rata, son células grandes e intensamente positivas a tyr-HD
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dispuestas en el borde entre la capa nuclear interna y la capa plexiforme interna
y envian prolongaciones que forma un plexo grueso a lo largo de el limite escle-
ral de la plexiforme interna, conocido como sublamina 1 de la capa plexiforme
interna (Vugler y col., 2007b). También se ha descrito una localizacién semejan-
te en el ratén (Savy y col., 1999).

Los ratones wild type empleados en nuestro estudio, muestran ligeras diferencias en
la expresion inmunocitoquimica de tyr-HD dependiendo de la zona de retina que se
observe. Mientras que en la retina central la positividad a tyr-HD es muy semejante
a la descrita por otros autores, grandes células amacrinas dispuestas entre las capas
nuclear interna y plexiforme interna y un grueso plexo en la subldmina 1 de la plexi-
forme interna; en la retina periférica se aprecia la presencia de otro plexo grueso,
menos continuo en el borde vitreo de la capa plexiforme externa, que no habia sido
descrito hasta ahora.

Aungue estrictamente hablando los ratones IRS2-ko empelados en el estudio no
son hiperglucémicos y por tanto no son diabéticos, la ausencia de IRS2 implica
una resistencia periférica a la insulina y al IGF1, pro ello comentaremos algunos
datos que se recogen en la bibliografia sobre la retinopatia diabética y la afecta-
cion de las células amacrinas dopaminérgicas en la diabetes.

Histdricamente la afectacion retiniana por la diabetes ha sido considerada como
una alteracién vascular que generaba defectos en la vasculatura retiniana (Cai y
Boulton, 2002). Si bien, la disfuncién neuronal de la retina, que es anterior a las
lesiones vasculares clinicamente detectables se reconoce cada dia mas (Barber,
2003; Antonetti y col., 2006). Se ha visto como las respuestas electrorretinogra-
ficas estan consistentemente disminuidas y retardadas en pacientes diabéticos
sin patologia vascular (Guirlanda y col., 1997; Shirao y Kawasaki, 1998). Ade-
mas, algunos grupos celulares nerviosos son menos abundantes en las retinas
diabéticas comparadas con retinas control (Abu-El-Asrar y col., 2004; Martin y
col., 2004; Abu-El-Asrar y col., 2007; Fletcher y col., 2007; Kern y Barber, 2008).
Disfunciones visuales tempranas similares se han observado en modelos anima-
les de roedores con diabetes (Kirwin y col., 2011; Akimov y Renteria, 2012; Muir
y col., 2012; Aungy col., 2013).

Se ha visto como en casos de diabetes se ve alterado el sistema dopaminérgico
de la retina dependiendo del grado de hiperglucemia (Larabi y col., 1991) y el
paso del tiempo (Mishimura y Kuriyama, 1985; Gastinger y col., 2006).

Se sabe que, in vitro, la insulina es un factor importante para la supervivencia de
las células amacrinas de la retina, este efecto es dependiente de las concentra-
ciones de glucosa (Politi y col., 2001; Nakamura y col., 2001).

Las células amacrinas se ven afectadas por un efecto citotdxico del glutamato
cuya concentracion en la retina aumenta en la diabetes (Li y col., 2002; Carrasco
y col., 2008).

Los ratones IRS2-ko de nuestro estudio se caracterizaron por una clara disminucion
de la positividad a tyr-HD en la retina.

149



En estos animales desaparecio el plexo que presentaba la retina periférica en la ca-
pa plexiforme externa de los ratones wild type. Junto a ello, el plexo de la sublamina
1 de la capa plexiforme interna se transformo en una estructura discontinua y las cé-
lulas amacrinas disminuyeron aparentemente numero y tamafio, pasando a ser cé-
lulas aplanadas en vez de grandes células globulosas.

Las alteraciones de la parte interna de la retina se daban por igual en la retina peri-
férica y en la central.

Estos resultados sugieren que la atrofia degenerativa de la retina que se observa en
estos animales afecta también a las células amacrinas dopaminérgicas lo que alte-
raria aun mds la funcionalidad retiniana en estos animales. IRS2 y la ruta de sefiales
de desencadena se manifiesta asi como un importante elemento regulador en la su-
pervivencia de las células amacrinas dopaminérgicas, pudiendo ser su fosforilacion,
la responsable del efecto neuroprotector de la insulina sobre dichas células.

Apoptosis en la retina de ratones adultos IRS2-ko. Expresion de caspasa 3.

La apoptosis, como mecanismo de muerte celular programada, ha sido implica-
da como la forma mas frecuente de desaparicion de células retinianas en proce-
sos degenerativos, oxidativos (Giradino y col., 1998), traumaticos y metabdlicos,
estando la diabetes y la hiperglucemia entre ellos (Bronson y col., 2003; Kusner
y col., 2004; Jiang y col., 2013).

Como cabia esperar, los ratones wild type de nuestro estudio no presentan células
positivas a la caspasa 3 activa, lo que sugiere que no se desarrollan procesos apop-
toticos en la retina de estos animales.

Las lesiones que acontecen en la retina durante la instauracion de la retinopatia
diabética se acompanan de apoptosis que afecta a las células ganglionares de la
retina (Barver y col., 2011) y que conducen a una atrofia y disminucidn del espe-
sor de la retina (Lopes de Faria y col., 2002). No obstante, la apoptosis de las cé-
lulas ganglionares acontece antes incluso de que aparezca la retinopatia diabé-
tica (Van Dijk y col., 2011y 2012).

Experimentalmente hay evidencias de que |la apoptosis se desencadena por una
estrés oxidativo previo (Kowluru y Koppolu, 2002; Cui y col., 2006; Aveleira y
col., 2010; Li et al, 2011).

La caspasa 3 activa, es una proteasa mediadora de muerte celular que ha sido
implicada en procesos neurodegenerativos, de envejecimiento y en la enferme-
dad de Alzheimer. También existen evidencias recientes sobre su papel en la
modulacién de la plasticidad sindptica celular (Snigdha y col., 2012).

Las caspasas se sintetizan en las células como zimégenos inactivos. Tras la pro-
tedlisis, las caspasas iniciadoras, tales como la caspasa -2, -8, -9 y -10 escinden a
las caspasas ejecutoras -3, -6 y -7. Estas proteasas efectoras o ejecutoras en-
tonces degradan a proteinas estructurales, a moléculas de senalizacidon y a las
enzimas de reparacion del ADN. Entre las caspasas ejecutoras, la activacion de la
caspasa-3 desempena un papel muy importante en la apoptosis neuronal y es
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considerado el evento terminal que precede a la muerte de la célula. Caspasa-3
se activa principalmente por dos vias impulsadas por las caspasas iniciadoras 8 y
9, también conocidas como las vias intrinseca y extrinseca de la muerte celular,
respectivamente (Marks y col., 1999; Salvesen y col., 1999; Fischer y col., 2003;
Shi, 2004; Kumar, 2007).

Como ya hemos comentado anteriormente, el marcaje de la caspasa 3 activa
por técnicas de inmunohistoquimica permite determinar las células que entran
en apoptosis. (Newbold y col., 2014).

Diversos son los trabajos que han estudiado la muerte celular por apoptosis en
la retina de diferentes modelos ante diversos estimulos nocivos, como la induc-
cién de diabetes (Yang y col., 2013).

Habiéndose determinado que la ruta de la caspasa 3 es la primordial en |la apop-
tosis retinianas en la diabetes (Valverde y col., 2013).

La sobreexpresion de IRS2 produce resistencia total a la activacion de caspasa 3
en la apoptosis inducida por hiperglucemia a través de la PI3-quinasa y su efecto
fosforilador sobre BAD activando a las proteinas antiapoptdticas que dimerizan
con BAD (Stohry col., 2011).

Lo anteriormente expuesto explica fdcilmente que las retinas de los ratones wild ty-
pe no presenten positividad a caspasa 3, mientras que si aparece en los ratones
IRS2-ko.

Esta positividad no queda limitada a las células ganglionares o a una zona concreta
de la retina, al contrario aparece en al retina central y en la periférica, en la capa de
célluas ganglionares, en la capa plexiforme interna, en la capa nuclear interna, y en
la capa plexiforme externa. Predominando la aparicion de células positivas en la re-
tina interna mds que en la externa.

Probablemente debido a que el estudio se ha realizado en animales adultos, el por-
centaje de células positivas a caspasa 3 activa en los ratones IRS2-ko fue muy bajo.
Lo que sugiere que la muerte celular masiva se ha producido en etapas anteriores a
la que ocupa en presente estudio.
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Después de analizar los efectos que la ausencia de |la proteina de sustrato de re-
ceptor insulinico IRS2 ejerce sobre la morfologia de la retina en ratones knock
out para IRS2 de 15 semanas no hiperglucémicos y compararlos con las caracte-
risticas morfoldgicas de los ratones wild type de la misma edad, mediante un es-
tudio histolégico con hematoxilina y su posterior analisis morfométrico; valo-
rando las alteraciones en el marcaje inmunocitoquimico para GFAP, Vimentina,
Glutamina sintetasa, Aromatasa P450, Tyrosin hidroxilasa y Caspasa 3 activa;
contrastado los resultados obtenidos con la literatura existente, hemos llegado
a las siguientes conclusiones:

1.- Este es el primer estudio que analiza los efectos de la ausencia
de la proteina de receptor insulinico IRS2 sobre la expresion de
vimentina, aromatasa y tyrosin hidroxilasa en la retina del ra-
tén. Dada la relevancia clinica que tiene la diabetes tipo 2 vy
puesto que este modelo animal desarrolla una resistencia peri-
férica a la insulina acompaiada en el tiempo de diabetes tipo 2,
los resultados obtenidos tienen gran relevancia puesto que
ofrecen alteraciones retinianas no ligadas a la hiperglucemia.
Alcanzando los objetivos propuestos al inicio del estudio.

2.- Los resultados obtenidos sugieren que la ausencia de IRS2 in-
duce la apariciéon de una degeneracidn retianiana, no ligada a
hiperglucemia o alteraciones vasculares, que afecta de forma
difusa a la retina, a excepcion de la capa nuclear interna.

3.- La degeneracion retiniana se acompaia de una gliosis reactiva
no inflamatoria que induce el aumento de expresion de GFAP y
vimentina en los astrocitos.

4.- En el proceso degenerativo hay una clara disminucidn de las
células de Miiller y un descenso de positividad a glutamina sin-
tetasa, que podria acompafarse de un descenso en la metaboli-
zacion de glutamato lo que favoreceria su efecto neurotdxico.

5.- Los animales IRS2-ko presentan un aumento de expresion de
la aromatasa P450, lo que sugiere que en la retina aumenta la
sintesis local de estradiol en un intento de mantener un efecto
neuroprotector al fallar la neuroporteccion de insulina e IGF1.

6.- En estos animales disminuye claramente la actividad dopami-
nérgica y las células amacrinas que producen dopamina, lo que
sugiere que el sistema de adaptacidon a la intensidad luminica
esta seriamente afectado.

7.- La ausencia de IRS2 supone un estimulo apoptoético en la zona
neural profunda de la retina.
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