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ABC: complejo avidina-biotina peroxidasa (avidin-biotin complex)
ADN: dcido desoxirribonucleico

ARNm: dcido ribonucleico mensajero

ATP: adenosintrifosfato

BSA: albtimina sérica bovina (bovine serum albumine)

CB: calbindina

CCG: capa de las células ganglionares

CD68: grupo de diferenciacion 68 (cluster of differentiation 68)

CENO: capa de fibras del nervio dptico

CNE: capa nuclear externa

CNI: capa nuclear interna

CNO: cabeza del nervio dptico

CNTF: factor neurotrdfico ciliar (ciliar neurotrophic factor)

CPE: capa plexiforme externa

CPI: capa plexiforme interna

CR: calretinina

CRX: cone-rod homeobox

CSS: citrato de sodio salino

DAB: 3,3 -diaminobencidina

DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol

DMAE: degeneracion macular asociada a la edad

DMSO: dimetilsulfoxido

EAAT: transportador de aminodcidos excitatorios (excitatory aminoacid transporter)
EDTA: dcido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid)
EP: epitelio pigmentario

ERG: electrorretinograma

bFGE: factor de crecimiento fibrobldstico bdsico (basic fibroblastic growth factor)
GABA: dcido y-aminobutirico (y-aminobutiric acid)

GDNF: factor neurotréfico derivado de la glia (glial derived neurotrophic factor)
GDP: guanosindifosfato

GFAP: proteina dcida fibrilar glial (glial fibrillary acid protein)

GMPc: guanosinmonofosfato ciclico

GS: glutamina sintetasa

GTP: guanosintrifosfato

IBA1: factor inflamatorio del aloinjerto 1 (de AIF1: allograft inflammatory factor-1)
IgG: inmunoglobulina G

IP: yoduro de propidio

LED: diodo emisor de luz (light emision diode)

mGIuR6: receptor metabotrdpico de glutamato 6

MLE: membrana limitante externa

MLI: membrana limitante interna

NGEF: factor de crecimiento neuronal (neuronal growth factor)

NO: nervio dptico

NOS: sintasa del oxido nitrico (nitric oxide synthase)

NOSi: sintasa del oxido nitrico inducible
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Lista de abreviaturas

PB: pares de bases

PCD: degeneracion de las células de Purkinje (Purkinje cell degeneration)
PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction)
PKC: proteina quinasa C

P/V: peso/volumen

RCS: Real colegio de cirujanos (Royal college of surgeons)

RD: degeneracion de la retina (retinal degeneration)

RDS: degeneracion lenta de la retina (retinal degeneration slow)

RP: retinosis pigmentaria

SD: Sprague-Dawley

SDS: sodiododecilsulfato

SFE: segmentos de los fotorreceptores

SNC: sistema nervioso central

STR: respuesta escotdpica umbral (scotopic threshold response)

TAE: tris acético edta

TBE: tris borico edta

TF: tampon fosfato

TEFS: tampon fosfato salino

TTC: tampén tris-clorhidrico

dUTP: desoxiuridintrifosfato

V/V: volumen/volumen
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Introduccion

1.—- BIOLOGIA CELULAR Y TISULAR DE LA RETINA
1.1.- ESTRUCTURA DE LA RETINA

La retina es una porcién del sistema nervioso
central que se encuentra en la parte mas interna del

ojo. Presenta una estructura laminar constituida por

la alternancia de somas celulares y capas de 7 a5 S AR

Esclera

Retina | *

neuropilo, constituidas por los procesos de los

CPE
numerosos tipos celulares presentes. Dentro de la " ONE
retina se pueden distinguir ocho capas (Fig. 1).  .\|

e
Estas capas son: CPI
CCG
' “CENO
MLI

Epitelio pigmentario de la retina (EP), que si

bien no se considera parte de la Figura 1. Localizacién y estructura de la retina.

retina neural, cumple funciones

imprescindibles en la fototransduccién y la integridad de los fotorreceptores.

Segmentos de los fotorreceptores (SF), constituida por los segmentos externos e
internos de las células fotorreceptoras de la retina.
e Capa nuclear externa (CNE), donde se localizan los somas de las células

fotorreceptoras.

Capa plexiforme externa (CPE), constituida por los axones de los fotorreceptores y las

dendritas de las células bipolares y horizontales.

Capa nuclear interna (CNI), compuesta por los somas de células bipolares, horizontales,

interplexiformes y amacrinas, asi como por los cuerpos de las células de Miiller.

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

e Capa de las células ganglionares (CCG), donde se ubican los somas de las células
ganglionares y de las células amacrinas desplazadas.

e Capa de fibras del nervio 6ptico (CFNO), constituida por los axones de las células
ganglionares, los cuales abandonan la retina por la denominada cabeza del nervio
Optico (CNO) formando el nervio 6ptico (NO). Ademéas de axones, en esta capa
también se pueden encontrar astrocitos.

Ademas de estas capas, algunos autores consideran también a las membranas limitantes
externa e interna (MLE y MLI, respectivamente) (Fig. 1). La MLE se sitia entre los nacleos y
segmentos de los fotorreceptores y esta constituida por procesos de células de Miiller unidos
entre si a través de uniones especializadas. Por su parte, la MLI se localiza vitrealmente a la
CFNO vy esta formada por los pies de las células de Milller.

ole



Introduccion

1.2.- TIPOS CELULARES DE LA RETINA

1.2.1.- Epitelio pigmentario de la retina

El EP esta constituido por una capa de células cubicas enlazadas por complejos de union
y caracterizadas por contener abundantes granulos de melanina en su citoplasma. Este pigmento
absorbe el exceso de luz, impidiendo asi que se produzcan reflejos luminicos que perjudicarian a
la formacion correcta de la imagen (Geneser, 2000).

Ademas, estas células cumplen otras funciones altamente especializadas, incluyendo el
almacenamiento, transporte y conversion del retinol, la fagocitosis de los segmentos externos de
los fotorreceptores, el transporte selectivo de iones, nutrientes y metabolitos y el mantenimiento
de la barrera hemato-retiniana (Geneser, 2000; Buraczynska et al., 2002).

Hay evidencias de que el EP esta involucrado en la etiologia de numerosas distrofias
retinianas, incluyendo la enfermedad de Stargardt, la enfermedad de Best, la amaurosis

congénita de Leber y la degeneracién macular asociada a la edad (Buraczynska et al., 2002).

1.2.2.- Tipos neuronales

Esclera
En la retina se pueden distinguir Ep { o= e LD iy d
(Fig. 2): |
, SF {-4/[- 9. 8 Al A
* Células fotorreceptoras: conos y A T — Cono
1 ' — Baston
\ | :
bastones. [ :
* Interneuronas: células bipolares, CNE 1
horizontales, amacrinas e
. . CPE {*%
mterplexn‘ormes. i I « +——1— Célula horizontal
 Neuronas de proyeccion: células N (2%19%, 4 @ calula bipolar
CNI 3 Gl s e i - t— Célula amacrina
gangllonares Cuyos i — Célula interplexiforme
axones abandonan la CPI {
retina y forman el nervio s - AN -
CCG | o +—— Célula ganglionar
Optico, que lleva Ia
. ., . m)
informacién visual hasta el CFNO {9

encéfalo. Vitreo

Figura 2. Localizaciéon de los diferentes tipos neuronales dentro

La luz alcanza la retina por su - e
de la retina. (Modificado de Bear et al., 1998).

extremo vitreal y debe atravesar todo el

espesor de la misma para llegar a las células fotosensibles. Asimismo, los propios
fotorreceptores estan orientados en direccién opuesta al ingreso de la luz (Fig. 2). Esta
disposicion “invertida” de las capas de la retina es caracteristica de todos los vertebrados y se

denomina retina inversa (Geneser, 2000).
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1.2.2.1.— Células fotorreceptoras
Los fotorreceptores estan formados por (Fig. 3):

e Segmento externo, constituido por apilamientos de

membrana contienen

que los pigmentos
sensibles a la luz. Los fotorreceptores de tipo
bastén presentan un segmento externo cilindrico
y largo. Los fotorreceptores de tipo cono se

caracterizan por presentar un segmento externo

Introduccion

Segmentos J

afilado y corto (Bear et al., 1998).

* Segmento interno, contiene mitocondrias, ribosomas y

membranas donde se ensamblan las moléculas

de opsina.

* Cuerpo celular, donde se ubica el nicleo de la célula.
Los conos tienen sus cuerpos celulares situados
en una hilera sencilla. En cambio
presentan sus cuerpos celulares formando

varios estratos vitreales respecto a la hilera de

los conos.

externos Ji
é.
=
=]
_____ — . \===
i, ik __
|f'
Segmentos | B
internos e 1|
(
Cuerpos
celulares | }
Terminales | y N
sindpticos - | 2y

, los bastones

CONO BASTON

Figura 3. Esquema de las células
fotorreceptoras. (Modificado de
Bear et al., 1998).

e Terminal sinaptico, encargado de transmitir la informacion a las neuronas de segundo

orden.

Los segmentos externos e internos de los fotorreceptores constituyen la capa de
segmentos de los fotorreceptores (SF); la CNE esta formada exclusivamente por los somas de

estas células; por ultimo, los terminales sinapticos se ubican en la CPE (Fig. 2).

Como veremos mas adelante, los conos pueden clasificarse en funcidon del pigmento

fotosensible que presentan, hablandose de conos azules, verdes y rojos. En el caso de los

bastones, éstos solo expresan un tipo de pigmento fotosensible (Bear et al., 1998).

1.2.2.2.— Células bipolares

Las células bipolares presentan una
morfologia caracteristica consistente en dos
expansiones que parten en direcciones
opuestas desde el cuerpo celular (Fig. 4). La

expansion externa, dendritica, se dirige hacia

la CPE, donde contacta con Ilas
terminaciones sinapticas de los
fotorreceptores. La expansion interna,

axénica, mas larga, termina a nivel de la CPI

y hace sinapsis con células ganglionares y

DBi FMB DB2  DB3 DB4 DB§ AB BB
ke Y%{? | ?
s s12 s3/47 s - -5] s5
. us- 1. e \ L |
SRR e

Tipos de células bipolares
en la retina de primate:

DB: tipos difusos.

MB: tipos enanos.

BB: bipolar para cono azul.
GBB: tipo biestratificado gigante.
RB: bipolar para bastén.

w o N -

1
2
3
E_*-!\V i ey

Figura 4: Tipos de células bipolares en la retina de

primates. (Modificado de Kolb et al., 2000).
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células amacrinas.
Las células bipolares, por tanto, transmiten la sefial desde las células fotorreceptoras a
las células ganglionares.

En base al patrén de ramificacién dendritica, al nimero y tipo de conos contactados v,
fundamentalmente, segun la forma y nivel de ramificacién de sus axones dentro de la CPI, se
han descrito once tipos morfoldgicos de células bipolares en la retina de primates (Fig. 4). Diez
de estas células bipolares hacen sinapsis con conos, mientras que tan solo un tipo hace sinapsis
con bastones (Boycott y Wassle, 1991).

Las células bipolares que contactan con conos hacen relevo directamente con las células
ganglionares, mientras que las células bipolares que contactan con bastones hacen relevo con
células amacrinas y son éstas las que transmiten la informacion a las células ganglionares (Kolb et

al, 2000).

1.2.2.3.— Células ganglionares
Las células ganglionares poseen un cuerpo celular

voluminoso ubicado en la CCG. Sus ramificaciones dendriticas

forman sinapsis en la CPI con las terminaciones de las células

bipolares y amacrinas. Su axén se sitda a nivel de la CFNO (Fig. 2).

El conjunto de axones de las células ganglionares constituyen el

nervio 6ptico (Kolb et al., 2000). e
Periferial
La morfologia de las células ganglionares cambia desde la

'- _’,—
fovea' a la periferia, aumentando la extensién del arbol dendritico

o _ _ Figura 5: Diferente morfologia
con la excentricidad a partir de la févea (Kolb et al., 2000) (Fig. 5). de las células ganglionares

segan su ubicaciéon (modificado

Las células ganglionares constituyen la dltima estacion de
de Kolb et al., 2000).

relevo de la informacién visual dentro de la retina. Los axones de

estas células salen de la retina y del globo ocular y llegan hasta el

nacleo geniculado lateral, ubicado en el tdlamo, donde se produce el siguiente relevo de la
informacion visual en su viaje hasta la corteza cerebral.

Se pueden distinguir hasta 25 tipos diferentes de células ganglionares en la retina humana
en funcién del tamafio del cuerpo celular, la extensién del arbol dendritico, el patron de
ramificacion del mismo (radial o empenachado) y el nivel dentro de la CPI donde se ramifican. A
pesar de esta aparente heterogeneidad, se pueden resumir en tres tipos: las células ganglionares
difusas grandes, las células ganglionares difusas pequefias y las células ganglionares enanas.
Algunos autores simplifican ain mas esta clasificacion distinguiendo sélo células ganglionares
pequefias o “células de tipo P”, que proyectan hacia las capas parvocelulares del cuerpo

geniculado lateral y células ganglionares grandes o “células de tipo M”, que proyectan hacia las

! Févea: la fovea es una pequefia depresion en la retina caracterizada por la presencia exclusiva de conos. Es el 4rea de
la retina donde se enfocan los rayos luminosos y se produce la maxima agudeza visual.

o4 e



Introduccion

capas magnocelulares del cuerpo geniculado lateral. De este modo, las ganglionares de tipo P
incluirian a las ganglionares enanas y a las ganglionares difusas pequefias, mientras que la clase

de células M estaria conformada por las células ganglionares difusas grandes (Rodieck et al., 1985;
Shapley y Perry, 1986; Dacey y Petersen, 1992; Kolb et al., 2000).
En el ratén se han distinguido tres tipos principales de células ganglionares en funcion del

tamafio del soma y del campo dendritico (Doi et al., 1995). En lineas generales, el tipo | esta
constituido por células con somas y campos dendriticos de gran tamario; el tipo Il por células con
somas pequefios o medianos y campos dendriticos pequefios; y el tipo Il por células con somas
pequefios 0 medianos y grandes campos dendriticos. Cada uno de estos tres tipos puede ser
subdividido en funcién del nivel de la CPI donde finalizan sus dendritas y el patron de

ramificacion de las mismas (Doi et al., 1995).

1.2.2.4.— Células horizontales

El soma de las células horizontales esta ubicado en el borde escleral de la CNI, desde
donde envia sus prolongaciones a la CPE. Estas prolongaciones se extienden horizontalmente
abarcando una gran superficie (Fig. 2).

En humanos se han descrito tres tipos de células horizontales, atendiendo a criterios
morfoldgicos, en preparaciones realizadas siguiendo el método de Golgi (Kolb et al., 1992, 1994;
Ahnelt y Kolb, 1994):

e HI: sus terminales dendriticos finalizan como elementos laterales de sinapsis en cinta
con los pediculos de los conos rojos y verdes. Los pediculos de los conos azules
no reciben mas de uno o dos contactos de los campos dendriticos de las células
HI. El ax6n de estas células contacta con los bastones.

¢ HIl: sus dendritas contactan especialmente con los pediculos de los conos azules y los
inervan en mucha mayor medida en
comparacién a como lo hacen con los conos
rojos y verdes. Los axones de las células Hll

1 |
parecen contactar exclusivamente con conos A b~ yamen

azules. N

\I Toerminal axanico
| del tipo B
s | 3

* HIll: sus campos dendriticos eluden completamente

a los conos azules.

Sin embargo, la retina del raton difiere notablemente

de la retina humana y de otras retinas de mamiferos ya que

. . . . . Figura 6: Célula horizontal de tipo B
s6lo presenta un tipo de células horizontales denominado

en la retina de raton (Modificado de
tipo B portador de axdn (Peichly Gonzalez-Soriano, 1994) (Fig.  Kolb et al., 2000).

6).
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1.2.2.5.— Células amacrinas
Estas células presentan el cuerpo celular
situado en la CNI y sus prolongaciones se extienden
por la CPI (Fig. 2). Tras ser descubiertas por Dogiel, se
pensé que estas células no tenian axén, pero hoy dia
se sabe que algunos tipos de amacrinas presentan
largos procesos que pueden actuar como verdaderos
axones (Kolb et al., 2000).

En base a la tincion de Golgi se han identificado
al menos veinticinco tipos de células amacrinas
diferentes en la retina humana, si bien algunos autores
llegan hasta los cuarenta tipos diferentes, que pueden

clasificarse atendiendo al tamafio del arbol dendritico,

Figura 7: Diferentes tipos morfologicos de
de Golgi

amacrinas. Tincién

(Modificado de Polyak, 1941).

células

las caracteristicas de las ramificaciones y, principalmente, por la estratificacion de sus dendritas

en la CPI (Mariani, 1990; Kolb et al., 1992) (Fig. 7).

1.2.2.6.— Células interplexiformes

Las células interplexiformes estan consideradas
por la mayoria de autores como un tipo especial de
células amacrinas. En general, tienen su soma
ubicado en la CNI y de éste parten una serie de
ramificaciones que se extienden por la CPE. Bien
desde el propio soma celular o desde una de las
ramificaciones primarias salen

procesos que

dendritas
CPI

——

Tincion de Golgi

Figura 8. Célula interplexiforme de gato

(Modificado de Kolb et al., 2000).

ascienden a través de la CNI hasta llegar a la CPE (Gallego,

1971; Kolb y West, 1977; Nakamura et al., 1980; Kolb et al., 1992) (Fig.

8).

1.2.3.- Tipos gliales

En general, en la retina de los mamiferos pueden
identificarse tres tipos de células gliales: las células de
Miiller, los astrocitos y las células de microglia (Fig. 9). En
algunos tipos de retina, como la del conejo, también
pueden encontrarse oligodendrocitos. Sin embargo, ni en
la retina humana ni en la de ratdn esta presente este tipo

glial, ya que los largos axones de las células ganglionares

no estan mielinizados dentro de la retina.

ebe

Membrana Limitante Externa

Células de Miiller —|

Microglia

Astrocitos

Interna

Membrana Limitant:

Figura 9. Tipos y localizacion de las
células gliales.



1.2.3.1.— Células de Miiller

El cuerpo de las células de Miiller se sitla
en la CNI, desde donde envia procesos dirigidos
a ambos extremos de la retina. Estos procesos de
las células de Miller se intercalan entre los
somas de las neuronas en las capas nucleares y
envuelven procesos neurales en las capas
plexiformes.

Una caracteristica de la morfologia de
estas células es la enorme variedad de formas

que se pueden encontrar en funcién de la especie

Introduccion

Rana Carpa Lagarto

Figura 10. Células de Miiller en diferentes especies
(modificado de Kolb et al., 2000).

(Kolb et al., 2000) (Fig. 10). Ademas, dentro de una misma retina se pueden observar variaciones en

la morfologia de las células de Miller, segun la zona concreta donde se encuentren.

En mamiferos, constituyen los limites de la retina al formar las membranas limitantes

externa e interna (MLE y MLI, respectivamente) (Fig. 9). Para formar la MLE se unen procesos

de células de Miller entre si con células fotorreceptoras, a través de desmosomas y zonulas

adherentes. En cuanto a la MLI, ésta se encuentra formada por los pies de las células de Mdller,

pero no se han observado uniones especializadas. Los pies de las células de Miller también

rodean los grandes vasos sanguineos en la superficie interna de la retina (Kolb et al., 2000).

Estas células tienen funciones imprescindibles para la viabilidad y supervivencia neuronal

(Reichenbach y Robinson, 1995; Kolb et al., 2000). Asi, las células de Miiller:

* Son el soporte arquitecténico de la retina, al extenderse radialmente a través del grosor

de la misma.

neuronas.

Proporcionan productos del metabolismo anaerdébico, como combustible para las

Retiran productos de desecho y reciclan los aminoacidos usados en la sinapsis.

* Protegen a las neuronas contra la exposicién a excesos de neurotransmisores (como el

glutamato), usando mecanismos de recaptura y reciclaje. En este sentido, se

caracterizan por la presencia en exclusiva del enzima glutamina sintetasa.

* Parecen estar involucradas en la fagocitosis de desechos neurales y en la liberacion de

sustancias neuroactivas tales como GABA, taurina y dopamina.

* Se piensa que sintetizan acido retindico a partir de retinol (Edwards, 1994).

* Controlan la homeostasis y protegen a las neuronas de los cambios dafiinos en el medio

ionico, al tomar el exceso de K* extracelular y redistribuirlo.

1.2.3.2.— Astrocitos

Los astrocitos se encuentran casi exclusivamente al nivel de la CFNO (Kolb et al., 2000). Se

caracterizan por su cuerpo celular aplanado y una serie de procesos radiales, si bien su

morfologia cambia segun su localizacién, de tal forma que pasan de ser muy elongados a nivel
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de la retina central a una morfologia estrellada en la
retina periférica (Schnitzer, 1998) (Fig. 11).

En cuanto a su distribucion, los astrocitos
alcanzan su pico maximo de densidad en la CNO y
desde la misma a la periferia disminuyen
uniformemente. En la retina humana, los astrocitos no
estdn presentes en la févea avascular ni en la ora
serrata (Kolb et al., 2000).

Los astrocitos se disponen sobre la superficie de
los haces de axones de las células ganglionares
formando un tubo a través del cual discurren dichos

axones. Ademas, estan relacionados con los vasos

sanguineos de la CFNO. Estos dos hechos sugieren

gue los astrocitos constituyen vainas gliales para haces  Figura 11: Astrocitos en la zona central

(arriba) y en la zona periférica de la retina

i ) (abajo) humana. (Modificado de Kolb et al.,
barrera hematoencefélica. Por otra parte, los astrocitos 2000).

axolnicos y vasos sanguineos y que forman parte de la

contienen abundante glucdgeno, por lo que podrian

tener una funcidn nutritiva proporcionando metabolitos a las neuronas. Por (ltimo, se piensa que
los astrocitos pueden intervenir en la homeostasis iénica, contribuyendo a regular los niveles
extracelulares de potasio, y en la regulacion del metabolismo de determinados
neurotransmisores (Hollander et al., 1991; Kolb et al., 2000).

También se ha comprobado que los astrocitos son muy resistentes al estrés oxidativo,
debido a su elevado contenido en anti-oxidantes enzimaticos y no-enzimaticos y su capacidad
para regenerar glutation y ascorbato (Kettenmann et al., 1996; Wilson, 1997). Estas caracteristicas
podrian aumentar la habilidad de los astrocitos para proteger a las neuronas de los radicales
libres (Ridet et al., 1997; Wilson, 1997; ladecola, 1999).

En procesos degenerativos de la retina, como la degeneraciéon macular asociada a la edad
(DMAE), los astrocitos presentan una elevada inmunorreactividad a GFAP y los procesos
penetran en el humor vitreo desde la CFNO (Ramirez et al., 2001). En casos avanzados de
degeneracion, los astrocitos presentan una intensa actividad fagocitica. También en retinas
afectadas de DMAE se han encontrado astrocitos en el humor vitreo, fuera de la retina. La misién
de estos astrocitos podria ser el intercambio de nutrientes y desechos entre el humor vitreo y la

retina (Ramirez et al., 2001).

1.2.3.3.— Células microgliales
Las células de microglia derivan de células precursoras de la médula 6sea y entran en el
sistema nervioso central (SNC) acompafando a los vasos sanguineos durante la embriogénesis

(Grossmann et al., 2002).
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En la retina normal, la microglia esta constituida  Tinci¢n de Golgi 2B pm
por células de morfologia estrellada que rodean a los
vasos sanguineos de la retina interna y que funcionan
como macréfagos residentes (Provis et al., 1995; Gupta et
al., 2003) (Fig. 12).

Cuando se produce una lesion en el SNC,

incluida la retina, las células microgliales se activan y
Figura 12. Células microgliales (Modificado de

migran al area dafiada, donde fagocitan los desechos
Kolb et al., 2000).

celulares generados, denominandose entonces
microglia reactiva (Kolb et al., 2000). Las células microgliales activas tienen un tamafio mayor que en

estado residente y presentan una morfologia redondeada o ameboide (Thanos et al., 1994; Roque et
al., 1996; Kolb et al., 2000, Gupta et al., 2003).
Se ha demostrado que, acompafiando a la muerte de los fotorreceptores, se produce la

proliferacion de células de microglia (Zeiss y Johnson, 2004). También se ha comprobado que las
células de microglia liberan diversas sustancias que podrian afectar al resto de células de la
retina, especialmente cuando ésta sufre un dafio (Harada et al., 2002; Lee et al., 2002). En este Ultimo
caso, se ha puesto de manifiesto que la intervencién de la microglia puede ejercer efectos
opuestos. Por un lado, pueden favorecer la supervivencia de las células fotorreceptoras al liberar
factores neurotréficos como el GDNF y el CNTF, que actlan sobre las células de Miiller,
provocando que éstas Ultimas incrementen su produccion de bFGF, factor que favorece la
supervivencia de los fotorreceptores. Por otro lado, el NGF derivado de la microglia reduce la
produccién de bFGF en las células de Miuller, lo que podria inducir la apoptosis de los
fotorreceptores (Harada et al., 2002). Asimismo, se ha comprobado que la microglia puede secretar
otras moléculas con efectos adversos sobre la supervivencia de las células fotorreceptoras, como
son, entre otras, el Oxido nitrico, algunas especies reactivas de oxigeno, citoquinas pro-

inflamatorias y proteasas (Lee et al., 2002).

1.3.- RED VASCULAR DE LA RETINA

Hay dos fuentes de suministro sanguineo en la retina de los mamiferos. Por un lado, los
vasos sanguineos coroideos y, por otro, la arteria retinal central.

Los vasos coroideos son esenciales para el mantenimiento de la retina externa
(particularmente de los fotorreceptores). Las arterias coroideas penetran en la esclera alrededor
del nervio optico y se diseminan para formar las tres capas vasculares de la coroides: externa, la
mas escleral, medial e interna, la mas cercana a la membrana de Bruch del EP. Los
correspondientes l6bulos venosos drenan en vénulas y venas que discurren hacia el ecuador del
globo ocular para constituir las venas “vortice”. Una o dos de estas venas drenan cada uno de los
cuatro cuadrantes del globo ocular. Las venas vértice penetran en la esclera y se fusionan para

constituir la vena oftalmica (Kolb et al., 2000).
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La arteria retinal central penetra por la cabeza del nervio 6ptico y nutre las capas internas
de la retina. En la retina humana, la arteria central se ramifica en cuatro ramales principales, los
cuales alimentan tres capas de redes capilares: los capilares periféricos radiales, la capa interna
de capilares y la capa externa de capilares.

Los capilares periféricos radiales constituyen la capa mas superficial de capilares y
descansan en la parte interna de la CFNO. La capa interna de capilares se sita en la CCG y
discurre paralela a la anterior. La red externa de capilares se dispone desde la CPI a la CPE,
atravesando la CNI (zhang, 1994). En cuanto al correspondiente retorno venoso, los capilares
venosos drenan en vénulas de mayor didmetro que confluyen para formar la vena retinal central
(Kolb et al., 2000).

2.— FISIOLOGIA DE LA RETINA
2.1.- ORGANIZACION DE LOS TIPOS NEURONALES

La luz debe atravesar todo el espesor de la retina hasta llegar a los segmentos externos de

los fotorreceptores, los cuales convierten la energia luminosa en cambios de potencial de

VIAS TRANSVERSALES VIA CENTRIPETA

Fotorreceptores

Células horizontales

- - i
Células interplexiformes Células bipolares

Células amacrinas

Células ganglionares gﬁhﬁrﬁ

Figura 13: Via vertical y vias horizontales en la transmisiéon y modulaciéon de la senal visual. La informacién visual
viaja desde los fotorreceptores al cerebro recorriendo la llamada via vertical. En este viaje se produce la modulacién

de la sefial, en lo que se conoce como vias horizontales del procesamiento de la sefial visual.
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membrana en un proceso conocido como fototransduccion. La informacion visual pasa a las
células bipolares y de éstas a las células ganglionares, cuyos axones llevan el mensaje visual al
encéfalo (Fig. 13).

En el paso de la informacién desde los fotorreceptores hasta las células ganglionares, el
mensaje visual es modulado. Esta modulacién es ejercida por las células horizontales, amacrinas

e interplexiformes (Fig. 13).

2.2.- LA FOTOTRANSDUCCION

En condiciones de oscuridad absoluta, el potencial de membrana del segmento externo del
fotorreceptor es de unos -30 mV. Esta despolarizacion respecto al potencial de membrana en
reposo de una neurona tipica (-65 mV) esta causada por la entrada constante de Na* a través de
los canales especiales de la membrana del segmento externo. Este movimiento de cargas
positivas a través de la membrana recibe el nombre de corriente en oscuridad. Los canales de
Na" estan regulados por el guanosinmonofosfato ciclico (cGMP), el cual es producido de manera
constante por el enzima guanilatociclasa, lo que mantiene abiertos los canales de Na* (Fig. 14).
La luz disminuye el cGMP, lo que provoca el cierre de los canales de Na' y el potencial de
membrana se vuelve méas negativo. Por consiguiente, los fotorreceptores se hiperpolarizan en

respuesta a la luz (Bear et al., 1998).

Membrana del disco Membrana celular Membrana del disco Membrana celular

/

AL L LLELE
L

LT A R A

Canal de sodio regulado —

el cGMP (ablert Canal de sodio
por (ablerto) .

Figura 14: Cascada bioquimica activada por la luz en un fotorreceptor: A: En la oscuridad, el cGMP regula un canal
de sodio y provoca una corriente de Na* hacia el interior y la despolarizacién de la célula. B: La activacién de la
rodopsina por la energia luminosa hace que la proteina G (transducina) intercambie GDP por GTP, lo que a su vez
activa al enzima fosfodiesterasa. La fosfodiesterasa degrada el ¢cGMP y desactiva la corriente de oscuridad.
(Tomado de Bear et al., 1998).

La respuesta hiperpolarizante a la luz se inicia por la absorcion de la radiacion
electromagnética por el fotopigmento en la membrana de los segmentos externos. El
fotopigmento consta de la proteina opsina y de retinal, un derivado de la vitamina A. La absorcién
de luz provoca un cambio de conformacion en el retinal de modo que activa a la opsina

(fenédmeno conocido tradicionalmente como ‘“blanqueamiento”). El blanqueamiento del
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fotopigmento estimula a una proteina G denominada transducina en la membrana del disco que,
a su vez, activa al enzima fosfodiesterasa que degrada el cGMP presente en el citoplasma en la
oscuridad. La disminucion del cGMP provoca el cierre de los canales de Na“ y la
hiperpolarizacién de la membrana (Fig. 14) (Bear et al., 1998).

Mientras los canales estan abiertos (oscuridad), los terminales axénicos de los
fotorreceptores liberan glutamato. Cuando se cierran en respuesta a la luz, cesa la liberacién de
glutamato.

Los fotopigmentos de conos y bastones no son iguales. El fotopigmento de los bastones se
denomina rodopsina y se diferencia de los presentes en los conos en que éstos necesitan mayor
cantidad de energia para blanquearse. Por otra parte, los conos presentan diferentes tipos de
opsinas, lo que les hace sensibles a diferentes longitudes de onda de la luz. Asi, en la retina de
los mamiferos se encuentran conos “azules” porque su pigmento se excita de forma maxima con
luz de 430 nm de longitud de onda, conos “verdes” cuyo pigmento se excita al maximo con luz de
530 nm y, en primates, conos “rojos”, activados de forma maxima por luz de 560 nm de longitud
de onda (Bear et al., 1998).

La rodopsina de los bastones se activa con un solo fotén, por ello, los bastones son los
responsables de la visibn en condiciones de escasez de luz (visibn escotbpica). Los
fotopigmentos de los conos necesitan mayor intensidad luminica y permiten la visiéon en color

(vision fotdpica).

2.3.- CELULAS BIPOLARES ON Y OFF

Como se acaba de describir, el fotorreceptor se hiperpolariza en respuesta a la luz, con lo
que cesa la liberacién de glutamato. Las células bipolares pueden responder de dos formas, con
una hiperpolarizacion o con una despolarizacién de su membrana. La célula bipolar que se
hiperpolariza al cesar la liberacion de glutamato por parte de los fotorreceptores se denomina
célula bipolar OFF, mientras que la que se despolariza en las mismas condiciones se denomina

célula bipolar ON (werbling y Dowling, 1969; Werbling, 1991) (Fig. 15).

Células bipolares OFF Células bipolares ON
a) Oscuridad b) Luz a) Oscuridad b) Luz
Fotorreceptor Fotorreceptor

glutamato .:' glutamato .

Célula

bipolar r $ mphnlaliapolar ‘ ?

glutamato  «". = glutamato :' -

Figura 15: Esquema del funcionamiento de las células bipolares OFF y ON.
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Las células bipolares OFF dan lugar a lo que se conoce como via OFF en el
procesamiento visual, gracias a la cual se detectan imagenes oscuras sobre fondos claros. Por
su parte, las células bipolares ON dan lugar a la via ON, mediante la cual se detectan imagenes
claras sobre fondos oscuros (Kolb, 2003).

Dentro de las células bipolares que hacen sinapsis con conos las hay tanto de tipo ON
como de tipo OFF. En cuanto al Unico tipo de célula bipolar que hace sinapsis con bastones, las
células bipolares de baston, son siempre células de tipo ON (Boycott y Wassle, 1991).

Todas las células bipolares de tipo OFF presentan sus terminales axdnicos en la mitad
externa (escleral) de la CPI, mientras que las células bipolares ON presentan todos sus
terminales axénicos en la mitad interna (vitreal) de la CPI. Por este motivo, a la CPI se la
subdivide en dos capas: subcapa OFF (externa) y subcapa ON (interna) (Nelson et al., 1978; Peichl y

Wassle, 1981; Boycott y Wassle, 1991; Ghosh et al., 2004) (Fig. 5).

2.4.- CELULAS GANGLIONARES ON Y OFF

La distincion ON-OFF se mantiene en el relevo de informacion entre las células bipolares y
las células ganglionares. Asi, las células bipolares OFF excitan a células ganglionares OFF,
mientras que las células bipolares ON excitan ganglionares ON, a excepcién de las células
bipolares de bastén que, a pesar de corresponder al tipo ON, no hacen relevo directamente con
las células ganglionares, sino que lo hacen a través de las células amacrinas (Kolb et al., 2000).

La respuesta al estimulo luminoso es diferente entre las células ganglionares ON y OFF.
Asi, en presencia de un estimulo luminoso, la célula ganglionar ON se despolariza y envia
potenciales de accién durante el tiempo que dura . .~ ON
el estimulo (Fig. 16). Por el contrario, la célula
ganglionar OFF se hiperpolariza y deja de emitir e
potenciales de accién. Tan pronto como el w
estimulo luminoso desaparece, la célula

400 msec Hartline, 1938

ganglionar OFF se despolariza y emite
Figura 16: Respuesta de las células ganglionares

nuevamente potenciales de accién (Kolb et al., 2000) ON y OFF (Modificado de Kolb et al., 2000)

(Fig. 16).

2.5.- VIAS TRANSVERSALES EN EL PROCESAMIENTO DE LA SENAL VISUAL

2.5.1.- Células horizontales

Las células horizontales reciben sinapsis de fotorreceptores y envian informacién visual de
retorno a los mismos por medio de sinapsis entre ambos tipos neuronales. Las sinapsis con
conos potencian el contraste cromatico (Kolb et al., 2000). No es conocido el papel funcional de las

sinapsis entre células horizontales y bastones (Kolb et al., 2000).
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Las células horizontales también ejercen influencia sobre las células bipolares, la cual

también tiene como objetivo favorecer el contraste (Kolb et al., 2000).

2.5.2.- Células amacrinas

Las células amacrinas no reciben conexiones directas de los fotorreceptores, sélo de
células bipolares y de otras células amacrinas, estableciendo a su vez conexiones con las células
ganglionares y retroalimentando a las células bipolares. Por tanto, forman la via de asociacién
lateral a nivel de la plexiforme interna (Kolb et al., 2000).

Las células amacrinas estan relacionadas con la integracion, modulacién e interposicion de
un dominio temporal al mensaje visual entregado a las células ganglionares (Kolb et al., 2000). En la
retina de los vertebrados, la mayoria de las células amacrinas son neuronas inhibitorias y

contienen como neurotransmisores GABA o glicina (Kolb et al., 2000).

2.6.- ELECTRORRETINOGRAMA DE CAMPO LLENO

El electrorretinograma (ERG) se puede definir como el “registro de superficie de los
cambios de potencial de las células de la retina al ser estimuladas por la luz” (varela, 2002). Una de
sus aplicaciones es el estudio y diagnéstico de las degeneraciones de la retina.

En el ERG de campo lleno se registra la actividad eléctrica de la retina en su conjunto,
para lo cual, la iluminacién debe ser homogénea en toda la superficie de la retina (Marmor et al.,
2004). La funcién resultante es la integral de todos los cambios de potencial que se producen en
los diferentes tipos celulares al ser la retina estimulada por los haces luminosos.

Para la obtencion de este ERG se dispone un electrodo de registro en la superficie corneal
(o bien en la conjuntiva ocular) y otro de referencia en la proximidad de la érbita (o0 en la boca)
(varela, 2002; Marmor et al., 2004) (Fig. 17). Ademas, un tercer electrodo, denominado “de tierra”, se
emplaza en cualquier punto del sujeto (normalmente en la frente o la oreja en caso de pacientes
humanos, o en la base de la cola cuando se trata de animales de experimentacion) (varela, 2002;
Marmor et al., 2004) (Fig. 17).

Electrodo de registro
i Filtrado y I ‘ 3

amplificado T g = Electrodo referenciaT

Electrodo de tierra

Figura 17: Tipos y emplazamiento de los diferentes electrodos en el ERG de campo lleno.
En un trazado electrorretinografico simple pueden distinguirse dos ondas: la onda a y la

onda b. Se define la onda a como el primer potencial negativo que se registra después del
estimulo y la onda b como el potencial positivo que sigue a la onda a (varela, 2002) (Fig. 18).
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Es necesario subrayar que el ERG de campo =,
lleno no proporciona informacion topogréfica sobre la
localizacién de los posibles déficits retinianos y una
lesion puntual es poco probable que haga disminuir

sustancialmente la respuesta luminica (Lam, 2005). En

estos casos son Utiles otros tipos de ERG, como el focal

0 (] &0 100 50 200

o el multifocal (Lam, 2005).

Figura 18: Ejemplo de trazado
electrorretinografico (Modificado de Lam,

2005).

2.6.1.- Respuestas estindar en el ERG de campo lleno y origen fisioldgico

Un electrorretinograma estandar debe incluir cinco trazados (Fig. 19). En condiciones
escotopicas (0jo adaptado a la oscuridad) debe registrarse la sensibilidad de bastones, la
respuesta mixta de conos y bastones y los potenciales oscilatorios; en tanto que en condiciones
fotépicas (ojo adaptado a una luz de fondo) se registran la respuesta de conos y la respuesta a
estimulos repetidos (flicker) (Marmor et al., 2004; Lam, 2005).

En el ERG de campo lleno estandar, el estimulo luminoso es un flash de luz blanca y la

Mixta Potenciales
Bastones (conos/bastones) oscilatorios
iy b ™ b .
Adaptacion a , \ v
la oscuridad A
a
Conos Flicker (30 Hz)

sz b T Y Y
Adaptacion Tt
alaluz '«g\f\h M/\_/\_j\

Figura 19: Trazados del ERG estandar (Modificado de Marmor et al., 2004).

intensidad de este estimulo varia en funcion del trazado que se pretenda registrar; asimismo, en
la iluminacién de fondo para los registros en condiciones fotopicas también se emplea luz blanca
(Marmor et al., 2004; Lam, 2005).

En cada registro, debe medirse la amplitud maxima de cada onda y el tiempo que
transcurre desde la aplicacion del estimulo luminoso hasta el valor minimo (onda a) o0 maximo
(onda b) (tiempo implicito) (Marmor et al., 2004; Lam, 2005) (Figs. 20-24).

2.6.1.1.— Sensibilidad de bastones
La respuesta escotdpica de bastones en el ERG de mamiferos tiene una onda b

prominente, pero no onda a (Lam, 2005). Esto es debido a que la respuesta eléctrica de los
bastones frente al débil estimulo es demasiado pequefia para ser detectada; sin embargo, esta
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sefial de los bastones es amplificada del orden de cien veces por las células bipolares ON

(despolarizantes) especificas de bastones de la retina interna (Falk, 1988; Lam, 2005) (Fig. 20).

250 tiempo implicito de la onda b

-t —

i
200 -
150

amplitud de
100 1 Jaondab

amplitud (V)

50 4

-50 0 50 100 150 200

tiempo (ms)

Figura 20: Registro de la respuesta escotopica de bastones (Modificado de Lam,

2005).

2.6.1.2.— Respuesta mixta maxima de conos y bastones

La respuesta escotopica combinada de conos y bastones tiene ondas a y b prominentes
(Fig. 21). La onda a es debida a la actividad de los fotorreceptores y esta directamente
relacionada con la actividad eléctrica generada por la cascada de fototransduccion (Penny Hagins,
1969; Pugh y Lamb 1993; Qiu et al., 2002; Lam, 2005). Asi, los 14-20 ms iniciales de la respuesta se deben
esencialmente a la actividad de los fotorreceptores sin que haya, virtualmente, contribuciéon por
parte de la retina interna (Jamison et al., 2001; Lam, 2005).

La onda b se debe primariamente a la actividad de las células bipolares ON

(despolarizantes), la cual provoca una liberacién inducida por la luz de potasio que, a su vez,

200 - . tiempo implicito,

i delaondab |
58 tiempo
implicito
100 - ! onda a;
S 50
<
5 Py [—
B flash
E 501 amplitud de
amplitud de laonda b
-100 laondaa
-150 ! onda a
200 s ‘ EEE . : s
-50 V] 50 100 150 200
tiempo (ms)

Figura 21: Registro de la respuesta mixta maxima de conos y bastones
(Modificado de Lam, 2005).
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causa la despolarizacion de las células de Miller, lo que se traduce en un potencial corneal
pOSitiVO (MUIIer y Dowling, 1970; Newman y Odette, 1984; Stockton y Slaughter, 1989; Guervich y Slaughter, 1993,

Lam, 2005).

2.6.1.3.— Potenciales oscilatorios

Los potenciales oscilatorios consisten normalmente en tres wavelets' mayores seguidos
por uno mas pequefio (Fig. 22). Los wavelets se designan en orden de aparicién como OP1,

OP2, OP3y asi sucesivamente (Lam, 2005) (Fig. 22).
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Figura 22: Registro de los potenciales oscilatorios (Modificado de Lam, 2005).

Los potenciales oscilatorios tienen un origen fisioldgico diferente al de las ondas ay b
(Wachmeister, 1980, 1981; Lam, 2005). Los potenciales oscilatorios se deben tanto a la actividad
generada por el sistema de bastones como a la generada por el sistema de conos y pueden ser
registrados tanto en condiciones escotdpicas como fotdpicas; si bien suelen obtenerse filtrando
los componentes de baja frecuencia (generados en fotorreceptores y células bipolares) en el
registro de la respuesta mixta maxima de conos y bastones (Speros y Price, 1981; Liy Yuan 1990; de la
Villa y Blanco, 2004; Lam, 2005).

Como origen de los potenciales oscilatorios se ha propuesto la actividad de circuitos
inhibitorios retroalimentados en la CPI, aunque parece que un mismo mecanismo no puede
aplicarse a todos los potenciales oscilatorios (Lam, 2005). OP1 y OP2 parecen estar mediados
fundamentalmente por el sistema de conos, mientras que OP3 y OP4 lo estarian por el de
bastones; si bien, esto no explica el hecho de que los potenciales oscilatorios puedan registrarse
en todas las condiciones (Janaky et al., 1996; Rousseau y Lachapelle, 1999). En cuanto al origen celular,
los potenciales oscilatorios son generados probablemente por las células amacrinas y
ganglionares, aunque la contribucion de estas Ultimas no esta bien establecida y es motivo de
controversia entre diferentes autores (Wachmeister, 1998; de la Villa y Blanco, 2004; Lam, 2005). Por ultimo,
conviene indicar que los primeros wavelets parecen estar relacionados con la via ON, mientras

que los ultimos lo estarian con la via OFF (Wachmeister, 1998; Lam, 2005).

! Wavelet: un wavelet es un tipo de funcién matematica usada para dividir una funcién dada en diferentes componentes.
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2.6.1.4.— Respuesta de conos

La respuesta de conos fotdpica tiene ondas a y b diferenciables (Fig. 23). La fase inicial de
la onda a es debida a la actividad eléctrica generada por la fototransduccién en los conos (Whitten
y Brown, 1973; Brown et al., 1990; Hood y Birch, 1993, 1995; Lam, 2005). Ademas, la onda a fotdpica recibe
una contribucion significativa de la actividad post-sinaptica de los conos, estando su amplitud
influida por la actividad del resto de la retina, incluyendo a las células bipolares OFF
(hiperpolarizantes) (Bush y Sieving, 1994; Lam, 2005).

200 4

tiempo
implicito
150 4 i onda b ;
itiempo I
—~ 100 A implicito ]
> ionda a !
= I ‘onda b
E 50 1 amplitud
= onda b flash |
S _
01 amplitud’
..onda.a
-50 -+
-100 : . —- — )
-50 0 50 100 150 200

tiempo (ms)

Figura 23: Registro de la respuesta de conos fotopica (flash simple) (Modificado de Lam,
2005).

La onda b fotépica no se debe sé6lo a la actividad de las células bipolares ON
despolarizantes, sino que también estd modelada por la actividad de las células bipolares OFF
hiperpolarizantes y las células horizontales (Sieving et al., 1994; Lam, 2005). Asi, las células bipolares
ON contribuyen positivamente a la amplitud de la onda b, pero las células bipolares OFF ejercen

el efecto contrario y limitan dicha amplitud (Sieving et al., 1994; Lam, 2005).

2.6.1.5.— Respuesta a estimulos repetidos (flicker) de 20Hz

La respuesta fotopica de conos flicker (20Hz) consiste en ondas b debidas a la actividad

de la retina interna en respuesta a la actividad de los conos, si bien la contribucion directa de

100 4 tiempo
.implicitg
< ] : ondab |
> = ‘ |
Z ]
2 o
= amplitud
g onda b
& -50 . .
flash flash flash fiash flash llash Nash Nlash
-100 v T v - r \
-50 0 50 100 150 200 250

tiempo (ms)

Figura 24: Registro de la respuesta de conos fotopica (flicker, 20Hz) (Modificado de
Lam, 2005).

el8 e



\
[
¢

Introduccion

éstos es muy pequefia (Kondo y Sieving 2001, 2002; Lam, 2005) (Fig. 24). Las ondas b del estimulo
flicker estan compuestas de componentes electrorretinograficos ON y OFF, de tal manera que se

cancelan parcialmente unos a otros (Kondo y Sieving 2001, 2002; Lam, 2005).

2.6.2.- Respuesta escotépica umbral.

Ademas de los cinco trazados estandar anteriores, es posible registrar la denominada
respuesta escotopica umbral (STR; scotopic threshold response). En humanos, al emplear
estimulos luminosos muy débiles en condiciones escotopicas es posible registrar un pequefio
potencial de polaridad opuesta a la onda b (Sieving et al., 1986; Sieving y Nino, 1988; Sieving y Wakabayashi,
1991; Bush y Remé, 1992, Saszik et al., 2002; Lam, 2005). ESta respuesta negativa es mas sensible que la
onda b escotépica y se satura con niveles luminicos mas bajos (Saszik etal., 2002). EI STR se
genera mas vitrealmente en la retina que la onda b y se piensa que refleja la actividad de células
amacrinas y ganglionares (Sieving et al., 1986; Frishman y Steinberg, 1989a, 1989b; Naarendorp y Sieving, 1991,
Saszik et al., 2002).

El STR murino est4 compuesto por componentes tanto positivos como negativos y, como
en humanos, es la parte mas sensible del ERG (Saszik et al., 2002) (Fig. 25). Se origina en la region

vitreal de la retina y es muy sensible a la iluminacién de fondo (Saszik et al., 2001, 2002).

©0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000004,

log (cd-s/m?)

®

STR positivo

(log scid s)
-0.57

f

e0cec0c000000000000000000000000000000000000000000 000 T TT"
»
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STR negativo

50 pv
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Figura 25: Respuesta escotdopica umbral (STR). A. Trazados electrorretinogréficos en respuesta a estimulos de
intensidad creciente en condiciones escotépicas. El recuadro seala la parte del STR (modificado de Saszik et al.,
2002). B. Ampliacién de los trazados electrorretinograficos correspondientes al STR (elaboracion propia).
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3.— EL RATON MUTANTE PCD/PCD

La mutacién pcd (Purkinje Cell Degeneration) surgid espontdneamente en la estirpe
C57BR/cdJ del ratén (Mus musculus L. 1758) en los laboratorios Jackson (Bar Harbor, Maine,
EEUU). El gen mutante también se transfiri6 a la estirpe C57BL/6J (Mullen et al., 1976). Esta
mutacién original se denomina pcd™. Ademas, se han identificado 7 alelos mutantes pcd
adicionales que, por convencién, se denominan pcd?®, pcd®, ..., pcd® (Femandez-Gonzalez et al.,
2002; Wang y Morgan, 2007) (Tabla 1).

Nombre del alelo Origen Mutacion genética en nnal
Agtpbp1Pet Espontaneo Desconaocida (posiblemente en la regién reguladora)
Agtpbp1Pet? Espontéaneo Insercion entre los exones 14y 15
Agtpbp1°*® Espontaneo Deleccion de los exones 7, 8y 9.
Agtpbp1P+ Quimicamente inducido Desconocida
Agtpbp1P®® Espontaneo Insercion de un codo de &cido aspartico en el exon 18.
Agtpbp1°*+® Quimicamente inducido Desconocida
Agtpbp1Pet™ Espontaneo Desconocida
Agtpbp1P*# Transgénico (aleatorio, Desconocida

disrupcion génica)

Tabla 1: Caracteristicas de los alelos ped (Modificado de Wang y Morgan, 2007).

La mutacién pcd esta descrita como autosémica recesiva (Mullen et al., 1976; Mullen, 1977). El
locus pcd fue mapeado en un intervalo de 5 cM* (centiMorgan) en el cromosoma 13 (Campbelly
Hess, 1996). Posteriormente, la regién pcd candidata fue refinada a un segmento genémico de 0.61
+ 0.33 Mb (Fernandez-Gonzélez et al., 2002). De los genes identificados en esta regién, uno, nnal se
expresa en el cerebelo (Harris et al., 2000).

El gen murino nnal contiene 25 exones (Wangy Morgan, 2007) (Fig. 26). Se ha comprobado
una drastica reduccion, o alteraciones importantes, en los ARNm de nnal en ratones adultos
homocigotos pcd®, pcd® y pcd® (Fermandez-Gonzalez et al., 2002). Ademas, se conoce la mutacién
génica en el gen nnal en diversos alelos pcd (Wang y Morgan, 2007) (Fig. 26).

La mayor parte de la bibliografia existente acerca del fenotipo pcd hace referencia a
estudios centrados en los efectos producidos por el alelo pcd™. Para llevar a cabo este trabajo de
Tesis, hemos utilizado ratones portadores de este alelo.

En los animales pcd®, el ARNm de nnal es indetectable en todos los tejidos examinados,
excepto en los testiculos, si bien en esta ubicacion el nivel de expresion encontrado presentaba
una reduccion de 20 veces el valor del silvestre (Wang y Morgan, 2007). Ademas, se puede confirmar
la ausencia de la proteina Nnal en extractos de cerebro y testiculos de los ratones pcd™’

(Chakrabarti et al., 2006; Wang y Morgan, 2007) (Fig. 27). En el pcd" se sospecha que la mutacién se

! CentiMorgan (cM): un cM es la unidad de los mapas genéticos de ligamiento realizados por recombinacién en
eucariotas diploides. Equivale a un 1% de frecuencia de recombinacion, o lo que es lo mismo, a 1 unidad de
mapa.
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nnal
AITG TGA
i 3
E5 E10 E15 E20 E25
23
pcd E14 E158 16 S
Insercion gendmica 7.8 kb
TGA codon de parada Corte y empalme alternativo
4
pcd® EQ
Deleccion genémica 12.2 kb
GAC inserci6n
?
pcd® B—E—
Figura 26: Gen nnal y modificaciones conocidas en diferentes alelos pcd
(Modificado de Wang y Morgan, 2007).
localiza en la regién reguladora de nnal Cb pcd® Ch pcd® T pcd®

++ +/- /- +/4+ +H+ -

(Wang y Morgan, 2007).

El gen nnal se expresa a lo largo

del cerebro, la retina y los testiculos. Se

detecta una notable expresién del ARNm  Figura 27: Westtern blot para la proteina Nnal en ratones
pcdV y pedd). Cb: cerebelo, T: testiculo (Modificado de
Wang y Morgan, 2007).

de nnal en las células de Purkinje y de
los granos del cerebelo, en las células
mitrales del bulbo olfatorio, en neuronas del talamo y en los fotorreceptores de la retina. Todos
estos tipos celulares degeneran en el pcd (Harris et al., 2000; Fernandez-Gonzélez et al., 2002; Wang y
Morgan, 2007).

Sin embargo, también se demuestra una prominente expresién de nnal en los ganglios de
la raiz dorsal y en las neuronas CA3 del hipocampo; lugares donde no se han descrito déficits en
los ratones pcd (Wang y Morgan, 2007). Ademas, nnal también se expresa en tejidos y érganos no-
neurales, como el corazon, el masculo esquelético y el rifidén (Harris et al., 2000). Por Gltimo, la
expresion de nnal es elevada en muchas regiones del sistema nervioso central y periférico
durante la etapa embrionaria (Wang y Morgan, 2007). Por tanto, nnal se expresa ampliamente antes
de que los déficits comportamentales o anatdmicos sean evidentes en los ratones pcd y en
regiones que no muestran anomalias en el pcd (wang y Morgan, 2007).

El gen nnal se descubrié en primer lugar por rastreo diferencial del ARNm aislado de la
médula espinal de ratones sometidos a aplastamiento o seccionamiento del nervio ciatico (Harris et
al., 2000). El transcrito de nnal se induce rapidamente en las neuronas motoras afectadas, aunque

la duracién de la expresion es diferente entre los dos modelos experimentales. Los niveles del
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transcrito de nnal disminuyen en las neuronas motoras en 1-2 semanas tras el aplastamiento del
nervio, coincidiendo con la reinervacion de la diana (Harris et al., 2000). Por contra, si la reinervacion
se bloquea por corte o ligamiento del nervio, nnal se expresa continuamente en las neuronas
motoras (Harris et al., 2000). Por ello, se pensé que la funcidon de Nnal era relevante en el proceso
de crecimiento axénico y/o en respuesta a la axotomia. Ademas, el hecho de que nnal se
exprese ampliamente en el sistema nervioso en desarrollo al tiempo de la axogénesis afiadia
argumentos a favor de que la funciéon de Nnal tiene que ver de algin modo con este proceso
(wang y Morgan, 2007). Sin embargo, la funciéon de Nnal sigue sin estar clara ya que estas primeras
pistas sobre su papel biolégico no explican el analisis estructural y su distribucion.

La proteina Nnal contiene

Domino

. . . carboxipeptidasa de Zn
varios dominios y motivos que - i e e @wm
podrian revelar algunos aspectos @' ! ! ! !
sobre su funciéon (Fig. 28). El -l o | ik

o . T T T
dominio mas prominente muestra Sefial Berinio Motivo | Sﬁﬁa'.,

It ; localizacion acidico union ocalizacion

una gran homologia de secuencia - iclear ATPIGTP  nuclear

con un gran numero de

carboxipeptid asas de zinc (Wang y Figura 28: Organizaciéon y funcién potencial de los dominios de la
proteina Nnal (Modificado de Wang y Morgan, 2007).
Morgan, 2007). Ademas, algunos
aminoacidos esenciales para la funciéon catalitica estan conservados entre Nnal y otras
carboxipeptidasas (wang y Morgan, 2007). Por ello, se sospecha que Nnal es una carboxipeptidasa
de zinc, aunque no hay que olvidar que las aminopeptidasas, desuccinilasas y deacilasas
también tienen dominios de unién a zinc (Makarova y Grishin, 1999; Harris et al., 2000; Wang y Morgan, 2007).
Las carboxipeptidasas tienen importantes funciones en el sistema nervioso. Su funcion es
eliminar un aminoacido C-terminal (frecuentemente, un residuo de arginina) de péptidos y
proteinas secretadas, activando o inhibiendo de este modo a estas moléculas (Wangy Morgan,
2007).

Ademas del dominio carboxipeptidasa, Nnal contiene dos sefiales potenciales de
localizacion nuclear (Wang y Morgan, 2007) (Fig. 28). Se ha comprobado la localizacién de Nnal en
el nacleo y el citoplasma (Harris et al., 2000). Una de las sefiales de localizacién nuclear se ubica
dentro del dominio carboxipeptidasa, por lo que su funcionalidad esta en duda. La segunda sefial
se localiza hacia el extremo-N de Nnal (Wang y Morgan, 2007).

Nnal y sus ort6logos en mamiferos, peces y anfibios contienen un sitio consenso de union
a ATP/GTP (wang y Morgan, 2007) (Fig. 28). Ademas, el gen fue nombrado en base a la presencia
de este motivo (agtpbpl: ATP/GTP binding protein 1). Sin embargo, algunas ambigiiedades en la
secuencia entre diversas especies y el hecho de que ningun ortélogo invertebrado posea este
motivo ponen en duda que sea realmente un sitio funcional de unién a ATP/GTP (wang y Morgan,

2007).
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Por ultimo, aunque no es un motivo funcional en si mismo, Nnal contiene una region rica
en aminodacidos acidos (wangy Morgan, 2007) (Fig. 28). Tales regiones son comunes en dominios
de transactivacion de factores de transcripcion y también pueden mediar interacciones proteina-

proteina (Wang y Morgan, 2007).

3.1.- FENOTIPO PCD/PCD

El cerebelo del ratbn mutante pcd/pcd adulto,

sus bulbos olfatorios y el del encéfalo son
significativamente menores que los de sus hermanos
normales (Alcalde, 2003). El peso corporal de los
individuos mutantes es también inferior al de los
normales, incluso antes de los primeros sintomas

neurolégicos (Mullen et al., 1976) (Fig. 29).

La expresion del alelo mutado pcd™ origina la

degeneracion post-natal selectiva de casi la totalidad

de las neuronas de Purkinje del cerebelo (Mullenetal.,
Figura 29: ratén mutante pcd/ped (derecha)
1976; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). La expresion vy control (izquierda).
fenotipica de la mutacién pcd/pcd se manifiesta como
una ataxia moderada a partir de la tercera semana de vida post-natal, lo que permite diferenciar a
simple vista a los individuos normales de los mutantes (Mullen et al., 1976). LoS ratones mutantes
pcd/pcd presentan, ademas, una degeneracién selectiva de las células mitrales del bulbo
olfatorio principal. También degenera el tracto olfatorio lateral, que contiene los axones de las
células mitrales (Mullen et al., 1976; Bartolomei y Greer, 1998; Wang y Morgan, 2007), gran parte de la
comisura anterior (Baker y Greer, 1990; Wang y Morgan, 2007) y zonas selectivas de los nucleos
talamicos (O'Gorman, 1985; O'Gorman y Sidman, 1985; Wang y Morgan, 2007). Ademas, en estos mutantes
existe una degeneracion lenta y progresiva de los fotorreceptores de la retina similar a una
retinosis pigmentaria (Mullen y LaVail, 1975; LaVail et al., 1982; Wang y Morgan, 2007). Los individuos
mutantes machos no son fértiles, presentando esperma anormal, escaso y carente de movilidad.
Las hembras mutantes son fértiles, aunque conciben poca descendencia y tienen dificultades

para su cria (Mullen et al., 1976; Handel y Dawson, 1981; Wang y Morgan, 2007).

3.1.1.- Efectos de la mutacién pcd/vcd en la retina

En el ratébn mutante pcd/pcd, el curso de la degeneracion retiniana es prolongado en el
tiempo (Lavail etal., 1982). A la edad de 18 dias post-natales (p18), las retinas de los ratones con
genotipo pcd/pcd parecen normales, aunque se observa un ligero aumento del nimero de
nucleos de fotorreceptores picnoticos con respecto al silvestre (Blanks et al., 1982). A p25, la muerte

de los fotorreceptores ya es patente y se aprecia desorganizacion en los segmentos externos de
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los fotorreceptores (Blanks et al., 1982; LaVail et al., 1982). La pérdida de células fotorreceptoras
transcurre a lo largo de un afio aproximadamente, acortdndose progresivamente los segmentos
externos de los fotorreceptores que se mantienen. Los segmentos externos de los bastones van
aumentando su diametro ligeramente, lo que puede deberse a la reduccion del nimero de
segmentos externos vecinos como resultado de la muerte celular descrita (Lavail et al., 1982).

El patron temporal de la degeneracion de las células fotorreceptoras en el ratén pcd/pcd es
distinto para conos y bastones (Lavail et al., 1982). Los bastones degeneran considerablemente mas
rapido que los conos. A los 3 meses de edad permanecen el 55% de los bastones, el 20% a los
6,5 meses y tan soOlo queda el 12% a los 10 meses de edad. Los conos presentan una
degeneracion menor: el 75% de los conos esta presente a los 3 meses de edad y el 50% a los
5,5 meses. Este valor se mantiene estable hasta los 10 meses de edad. En animales mas viejos
(16 meses), aun permanece el 43% de los conos (LaVvail et al., 1982).

Existen diferencias en la tasa de degeneracién de los fotorreceptores en distintas regiones
del ojo (Lavailetal., 1982). Las diferencias pueden apreciarse tanto en regiones centrales como
periféricas de la retina, pero son mas marcadas desde la zona central a la periferia, existiendo un
gradiente de degeneracion centro-periférico influido por las diferencias en la degeneracion entre

las mitades dorsal y ventral (LaVail y Batelle, 1975; Carter-Dawson et al., 1978; LaVail et al., 1982).

3.2.- OTROS MODELOS DE DEGENERACION DE FOTORRECEPTORES

3.2.1.- Los ratones rd

Hay varios modelos de ratones rd (retinal degeneration), siendo los mas estudiados los

denominados rd1 y rd10.

3.2.1.1.— Retinal degeneration 1 (rd1)

Los ratones mutantes rd1 sufren una mutacion en la subunidad B de la fosfodiesterasa de
GMPc. La pérdida de fotorreceptores empieza muy pronto (en la segunda semana de vida) y
evoluciona muy rapidamente, observandose una degeneracion casi completa de la CNE tras tres
semanas de vida del animal (Farber y Lolley, 1974; Bowes et al., 1990; Chang et al., 2002).

En la retina de los ratones rd1, los arboles dendriticos y los terminales axdnicos de las
células bipolares de bastén se desarrollan de forma anormal (Strettoi y Pignatelli, 2000; Strettoi et al.,
2002; 2003). Ademas, se ha comprobado que el numero de células bipolares de bastén disminuye
notablemente (Strettoi y Pignatelli, 2000). Por su parte, las dendritas de las células bipolares de cono
sufren un proceso de retraccion progresiva, mientras que sus plexos en la CPE se vuelven cada
vez mas discontinuos (Strettoi et al., 2003).

También se observan alteraciones en los complejos axonicos, las terminales dendriticas y
hasta en el propio soma de las células horizontales y, al igual que ocurre con las células
bipolares de baston, se aprecia una disminucién del nimero de estas células en las retinas rd1

(Strettoi y Pignatelli, 2000; Strettoi et al., 2003).
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Por contra, en las células amacrinas la morfologia general y el nimero estan mas
preservados que en las células bipolares y horizontales (Strettoi et al., 2002).

En cuanto a las células gliales, s6lo se ha descrito el incremento de inmunorreactividad a
GFAP por parte de las células de Miller (strettoi et al., 2003). No se tienen datos acerca de las
poblaciones de astrocitos y otras células gliales en este modelo.

En el electrorretinograma, las principales diferencias observadas consisten en una

reduccion general de la amplitud asociada a cambios en la forma de las ondas (Strettoi et al., 2003).

3.2.1.2.— Retinal degeneration 10 (rd10)

Los ratones rd10 presentan una mutacion en el gen que codifica la subunidad B de la
fosfodiesterasa de bastones. La pérdida de fotorreceptores empieza pronto (alrededor de las tres
semanas de edad) y avanza rapidamente, aunque a menor ritmo que en el ratén rd1. El progreso
de la degeneracidn conduce a la pérdida de la CNE (Chang et al., 2002).

3.2.2.- Larata RCS

Las ratas RCS (Royal College of Surgeons; Bourne et al., 1938) presentan una degeneracion
hereditaria de los fotorreceptores en los primeros tres meses de vida (Dowling y Sidman, 1962). Al
examinar el fondo de ojo se observan depdsitos de pigmento en la retina, disminucién del tamafio
de los vasos retinianos y palidez del disco 6ptico (Herron et al., 1974; Szamier y Berson, 1977; Pagon, 1988;
Milam y Li, 1995).

Ademéas de la degeneracion de los fotorreceptores, con la edad se produce una
degeneracion retrégrada acompafiada de la muerte de las células ganglionares. Esta
degeneracion puede ser debida a la compresién, estrangulamiento y seccion de los axones de
estas células por los vasos retinianos, que se encuentran traccionados hacia las capas mas

externas de la retina por un fenédmeno de neo-vascularizacion retiniana (Villegas-Pérez et al., 1998).

3.2.3.- La rata p23H

Estas ratas presentan una mutacion en el gen de la rodopsina llamada p23H, de la cual
reciben el nombre (Cuenca et al., 2004).

En la rata p23H, la degeneracion en la CNE empieza pronto. Asi, a los 21 dias de edad ya
hay una pérdida sustancial de bastones. Tras 40 dias de vida del animal, tan sé6lo se observan 3-
4 estratos de fotorreceptores en la zona central de la retina, quedando reducidos a una
monocapa en la zona media-periférica. A p270 (dia post-natal 270) s6lo se pueden reconocer
algunos fotorreceptores esporadicos (Cuenca et al., 2004).

Las células bipolares de baston sufren pronto profundas alteraciones. Las arborizaciones

dendriticas son cada vez menos profusas y los terminales axénicos mas cortos, con
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varicosidades terminales cada vez mas pequefias (Cuenca et al., 2004). Ademas, en el transcurso de
la degeneracion pueden observarse procesos dendriticos discurriendo andémalamente por la
CPE, asi como ramificaciones axonales penetrando de manera atipica en la CCG (Cuencaetal.,
2004).

4.— RETINOSIS PIGMENTARIA HUMANA

El término Retinosis Pigmentaria (RP) hace referencia a un grupo heterogéneo de
enfermedades hereditarias que causan la degeneracién de las células fotorreceptoras de la retina
humana (Gutiérrez-Torre, 1995; Milam et al., 1998). La RP es la distrofia retiniana mas frecuente, siendo
la cuarta causa de ceguera en el mundo (Gutiérrez-Torre, 1995).

Los primeros sintomas de la enfermedad, que aparecen con frecuencia en la adolescencia,
son la perturbacion de la vision nocturna y la pérdida del campo visual medio-periférico (Milam et
al., 1998). En la RP, la disfuncion de los bastones, que suele preceder a la de los conos, causa la
temprana pérdida de vision nocturna. La pérdida visual causada por la muerte de los bastones y
conos suele comenzar con frecuencia en la zona medio-periférica; posteriormente, la muerte de
los fotorreceptores ubicados en la macula reduce la vision central. La pérdida de los bastones y
los conos estd acompafiada por cambios en las células del EP, las neuronas de la retina interna,

los vasos sanguineos y la glia (Milam et al., 1998).

4.1.- GENETICA DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA

La RP es genéticamente heterogénea, mostrando herencia autosdmica dominante,
autosémica recesiva (la mas frecuente) o rasgos de herencia recesiva ligada al cromosoma X
(Dryja, 1992; Gutiérrez-Torre, 1995; Milam et al., 1998). La RP también forma parte de mas de 30
sindromes, en la mayoria de los cuales presenta herencia autosémica recesiva. El sindrome
mejor conocido es el sindrome de Usher (Pagon, 1993).

Se han propuesto varios genes candidatos para la RP que, de forma general, se pueden
clasificar en funcién del tipo de proteinas que codifican (valverde, 2001):

* Proteinas de la cascada de transduccién: como, por ejemplo, los genes de la
fosfodiesterasa de bastones (Danciger et al., 1995; Huang et al., 1995; Valverde et al., 1996), la
rodopsina (Dryjay Berson, 1995; Dryja y Li, 1995) y de la subunidad o del canal de GMPc
del segmento externo de los bastones (Dryja et al., 1995).

* Factores de transcripcion: dentro de este grupo se encuentran el gen nrl (neuroretina-
linked leucine zipper) y el gen crx (cone-rod homeobox) (Vvalverde, 2001).

* Proteinas estructurales: destaca en este apartado el gen de la RDS/periferina que
codifica una proteina estructural presente en los segmentos externos de los conos
y bastones (Nichols et al., 1993; Weleber et al., 1993; Wells et al., 1993).
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e Proteinas de transporte: como las pertenecientes a la familia Rab, RPGR (retinitis
pigmentosa GTPase regulator), PDE6D (subunidad & de la fosfodiesterasa) y Rep-
1 (Rab escort protein) (Valverde, 2001).

* Proteinas de funcion desconocida: engloba genes que, por su localizacién en el genoma,
se consideran genes candidatos, aunque no se conoce con exactitud su funcién

(valverde, 2001).

4.2.- HISTOPATOLOGIA DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA HUMANA

Aunque la RP es una enfermedad caracterizada por la pérdida de los fotorreceptores,
también es posible observar variaciones en otras poblaciones celulares de la retina, asi como en

el EP y el sistema vascular.

4.2.1.- Epitelio pigmentario

Tras la muerte de todos los fotorreceptores, las células del EP, a menudo, migran a

regiones perivasculares dentro de la retina interna (Milam et al., 1998).

4.2.2.- Fotorreceptores

El primero y mas notable cambio en las retinas con RP es la degeneracion y desaparicion
de las células fotorreceptoras. La degeneracién afecta primero y es mas acusada en los
bastones; si bien, posteriormente, arrastra también a los conos (Gutiérrez-Torre, 1995; Milam et al.,
1998). La apoptosis parece ser el mecanismo de muerte de los fotorreceptores en las retinas de
pacientes afectados de RP (Li y Milam, 1995; Milam et al., 1998).

La muerte de los bastones comienza normalmente en la retina medio-periférica (ecuatorial)
y progresa con el tiempo hasta afectar a la mécula y la retina mas periférica (Milam et al., 1998). Las
causas de estas diferencias regionales en la muerte de los bastones son desconocidas, aunque
se apunta a los niveles de incidencia luminica en las distintas partes del ojo, especialmente en
las retinosis provocadas por ciertas mutaciones en el gen de la rodopsina (Heckenlively et al., 1991; Li
et al., 1994; Milam et al., 1998). El cambio histopatolégico mas temprano en los bastones es el
acortamiento de sus segmentos externos (Milam et al., 1998). También se ha comprobado que los
bastones periféricos en las retinas con RP presentan largos procesos neuriticos parecidos a
axones que proyectan, de manera anémala, a distancias considerables dentro de la retina interna
(Li et al., 1995a; Milam et al., 1996, 1998). Estas neuritas evitan las dendritas de las células bipolares de
baston y de las células horizontales, las dianas normales, y estan estrechamente asociadas con

procesos hipertroficos de células de Miller que han sufrido gliosis reactiva (Milam et al., 1998).
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La muerte de los bastones en las retinas con RP estd normalmente acompafiada de
cambios en los conos vecinos, incluyendo acortamiento de los segmentos externos, densificacién
citoplasmica, elongacion axonal y, por ultimo, la muerte (Lietal., 1994; Milam et al., 1996, 1998). La
degeneracion de los conos ocurre en todas las formas genéticas de RP (Milam et al., 1998). Los
conos no parecen presentar brotes de neuritas como los bastones, aunque los axones de
algunos conos periféricos estan elongados y parecen proyectar a la CPI (Li et al., 1994; Milam et al.,
1996, 1998).

4.2.3.- Neuronas de la CNI

En las células horizontales se han encontrado procesos anormales que, surgiendo del
soma, se extienden apicalmente para terminar cerca de la MLE (Fariss et al., 2000).

También se han encontrado procesos aberrantes en las células amacrinas, tanto
gabaérgicas como glicinérgicas (Fariss et al., 2000). Asi, se pueden observar procesos positivos a
GABA originados en las células amacrinas entre las células ganglionares y las fibras del nervio
optico y extendiéndose and6malamente a través de la CPE y la CNE, llegando incluso a la MLE
(Fariss et al., 2000). Ademas, un porcentaje elevado de células amacrinas es contactado por las

neuritas originadas en los bastones (Fariss et al., 2000).

4.2.4.- Neuronas de la CCG

Se ha comprobado la reduccion significativa de células ganglionares en las maculas de
pacientes con RP (Stone etal., 1992). La pérdida de células ganglionares es paralela a la pérdida de
los fotorreceptores y es mas severa en las formas de RP con herencia ligada al sexo o
autosémica dominante (Stone et al., 1992).

4.2.5.- Células gliales

Los cambios en las células de Miiller incluyen hipertrofia celular y migracién del ndcleo
desde la CNI a la retina externa (Milam et al., 1998). También se ha comprobado que las células de
Miiller contienen elevadas cantidades de GFAP (Milam et al.,, 1998). En la RP avanzada, los
fotorreceptores degenerados son reemplazados por una capa de gruesos procesos de células de
Muiller (Milam et al., 1998).

Se han encontrado astrocitos inmunorreactivos a GFAP rodeando a vasos sanguineos en
la CFNO (Gariano et al., 1996; Ramirez et al., 1996). También se ha comprobado que en estadios finales
de la RP, cuando se ha producido una muerte significativa de células ganglionares, muchos de
los nucleos de la retina interna pertenecen a astrocitos que han sufrido hiperplasia reactiva (Milam
etal.,, 1998).
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En humanos, no se conoce el papel exacto que juegan las células microgliales en la retina
de pacientes con RP; si bien se ha verificado la presencia de microglia activa en la CNI, CNE y
en el espacio subretinal en la zona donde se produce la muerte de los fotorreceptores (Milam et al.,

1998; Gupta et al., 2003).

4.2.6.- Vasos sanguineos de la retina

Un rasgo distintivo de la RP es la atenuacion de los vasos sanguineos de la retina (Milam et
al., 1998). Se ha observado que las células del EP que han migrado a la retina interna provocan
alteraciones notables en los vasos sanguineos de la misma (Li et al., 1995b; Milam et al., 1998). Una
capa de matriz extracelular se deposita normalmente entre las células del EP emigrantes y las
células endoteliales de la pared de vénulas y capilares (Lietal., 1995b). Estos gruesos depositos
perivasculares, particularmente aquellos ricos en lipidos hidrofébicos y elastina, pueden
comprometer el flujo de nutrientes desde la luz del vaso a las neuronas de la retina interna (Milam

etal., 1998).

4.2.7.- Otras alteraciones

Ademas de las alteraciones descritas anteriormente, también se ha comprobado la
formacion de drusas en la CNO (Milam et al., 1998), la formacién de membranas epiretinianas
(szamier, 1981) y la pérdida de la corio-capilar en las regiones de retina que han perdido los

fotorreceptores (Li et al., 1995b).
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§ Justificacion y objetivos

1.- UN MODELO ANIMAL DE RETINOSIS PIGMENTARIA

Como se menciona en el capitulo de Introduccién, la retinosis pigmentaria es una causa

importante de ceguera en el mundo. Desgraciadamente, todavia no existe un tratamiento eficaz
para esta enfermedad, aunque se estan ensayando estrategias bastante prometedoras, como la
terapia génica y el trasplante de células madre o progenitores neuronales.

Para ensayar estas estrategias y otras de caracter farmacolégico es necesario emplear
modelos animales. La experimentacion en animales, siempre conforme a la normativa vigente en
cuanto al manejo y cuidado de animales de laboratorio, constituye la denominada fase 1 de
cualquier investigacion que tenga como objetivo final la aplicacion de una determinada terapia o
farmaco en humanos. Por ello, es imprescindible caracterizar modelos animales que reproduzcan
lo mas fielmente posible el proceso fisioldgico o patoldgico objeto de estudio.

Los datos obtenidos directamente del procesamiento histoldgico de ojos procedentes de
autopsias de pacientes afectados de retinosis pigmentaria son de una utilidad de indudable valor.
Sin embargo, la mayoria de este material procede de individuos de edad mas o menos
avanzada, cuando la degeneracion de la retina y la pérdida de funcién visual son muy acusadas,
por lo que es dificil caracterizar de este modo los estadios tempranos y el progreso inicial de las
alteraciones de la retina.

Ademas, en los modelos animales se pueden llevar a cabo ensayos que son imposibles de
realizar en humanos. Algunos ejemplos de estas técnicas son la inyeccion de BrdU
(bromodeoxiuridina) para establecer la existencia de divisiones celulares y localizar las células
marcadas procedentes de estas divisiones, la inyeccién de trazadores para el estudio de las vias
nerviosas y sus conexiones, la obtencién de secciones gruesas de tejido fresco para técnicas de
estimulacion, registro y marcaje unicelular, etc.

2.- ELRATON PCD/PCD COMO MODELO DE RETINOSIS PIGMENTARIA

Hasta la fecha, se han utilizado varias especies de animales como modelos de retinosis

pigmentaria. Entre estos modelos cabe destacar a los antes mencionados ratones rd y las ratas
RCS y p23H.

Estos modelos tienen en comun la pérdida mas o menos rapida de las células
fotorreceptoras de la retina. Sin embargo, y a pesar de la heterogeneidad caracteristica de esta
enfermedad, en muchos casos de retinosis pigmentaria, la pérdida de células fotorreceptoras
empieza en torno a la adolescencia y progresa lentamente, pudiendo transcurrir muchos afios
hasta la ceguera total del individuo (Gutiérrez-Torre, 1995; Milam et al., 1998). En este sentido, los
modelos animales mencionados anteriormente no se ajustan al curso temporal de estas retinosis
pigmentarias.

En el ratdn mutante pcd/pcd se ha descrito que la pérdida de fotorreceptores de la retina
empieza a hacerse evidente tras varios meses de vida del animal y progresa con lentitud, de tal
forma que todavia es posible observar células fotorreceptoras en animales viejos. Por tanto, la

degeneracion que se produce en las retinas de animales pcd/pcd transcurre de modo semejante
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al patron temporal observado en un gran ndmero de retinosis pigmentarias humanas. Por este

motivo, se ha escogido este animal como modelo de esta distrofia retiniana.

3.- LINEAS GENERALES DEL TRABAJO DE TESIS

Como ya se ha mencionado, se estan ensayando estrategias terapéuticas como la terapia

génica y el transplante de células madre. No obstante, no es suficiente con obtener nuevas
células fotorreceptoras. También es imprescindible conocer cémo se ven afectadas las siguientes
células en la transmisién de la informacion visual recogida por conos y bastones, esto es, células
bipolares y células ganglionares, asi como de las neuronas encargadas de modular esta
informacion, como son las células horizontales y las amacrinas. Estudios recientes han descrito
pequefias variaciones morfolégicas en las células bipolares y horizontales en algunos modelos
de RP (Hanitzsch et al., 1998; Strettoi y Pignatelli, 2000; Strettoi et al., 2002, 2003; Cuenca et al., 2004). Un
propésito del presente trabajo es aportar nuevos datos acerca de las posibles variaciones
estructurales de las distintas poblaciones neuronales y las capas que ocupan en un modelo
donde las células fotorreceptoras se pierden lentamente.

Ademas, es importante conocer el papel que juegan las distintas poblaciones gliales
durante el proceso degenerativo. Hay evidencias de que los diferentes tipos gliales de la retina
participan activamente, pudiendo favorecer la degeneracién al impedir que las neuronas dafiadas
gue sobreviven puedan regenerar (Giulian y Baker, 1986; Thanos et al., 1995). No obstante, todavia
queda mucho por saber sobre los efectos concretos del concurso de la glia y del modo de
llevarse a cabo. Particularmente llamativo es el caso de las células microgliales, ya que se ha
comprobado que pueden producir y liberar tanto factores positivos como negativos para la
supervivencia neuronal y que la participacion de unos u otros parece depender de interacciones
entre estas células y otros tipos gliales, especialmente células de Miiller (Harada et al., 2002). En
esta Tesis se llevan a cabo estudios estructurales de las poblaciones gliales que pueden afiadir
mas datos sobre el papel de la glia en los procesos de degeneracion de la retina.

Por dltimo, en el que se podria denominar tercer bloque dentro de esta Tesis tras el
estudio de las poblaciones neuronales y gliales, se analizara la funcionalidad de la retina, con

objeto de establecer la relacion entre los cambios estructurales y la pérdida de funcién visual.

4.- OBJETIVOS

4.1.- Poblaciones neuronales

» Establecer el patron de muerte de los fotorreceptores, apoptosis 0 necrosis, en las
retinas de los animales mutantes pcd/pcd.

* Analizar las caracteristicas morfolégicas e inmunocitoquimicas de las poblaciones de
interneuronas y neuronas de proyeccion en las retinas de los ratones pcd/pcd.

* Determinar si en las retinas pcd/pcd se producen cambios en la expresion de proteinas

vinculadas a la sinapsis.
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4.2.- Poblaciones gliales

* Estudiar la respuesta de las células de Miller y astrocitos a medida que progresa la
degeneracion de las células fotorreceptoras en los ratones pcd/pcd. Analizar la
posible proliferacion de estas células, la formacidn de prolongaciones reactivas y la
variacion en la expresién de proteinas y de enzimas.

* Analizar la respuesta de las células microgliales en toda la extension de la retina durante
la degeneracién de los fotorreceptores. Se estudiara la proliferacion celular, los

procesos de migracion y la modificacion de su morfologia.

4.3.- Fisiologia
* Andlisis de las respuestas eléctricas en las retinas de animales pcd/pcd y silvestres.
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1.— ANIMALES

La especie de experimentacién empleada en el presente trabajo ha sido el ratén (Mus
musculus, L. 1758). Hemos empleado la linea C57BL/DBA portadora de la mutacion pcd™ en
homocigosis como objeto de estudio y la misma linea sin mutacién, que sirvi6 como control.

En este estudio se han empleado 10 animales mutantes y 10 silvestres para cada estadio
de edad considerado, que fueron 45, 60, 90, 180 y 270 dias de edad.

Los ratones se mantuvieron hasta su sacrificio en el Servicio de Experimentacién Animal
de la Universidad de Salamanca a temperatura y humedad relativa constantes, con un
fotoperiodo artificial de 12/12 horas.

Todos los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron segun las lineas
establecidas en la directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (86/609/EEC) vy la
Legislacion Espafiola (REAL DECRETO 1201/2005) vigentes para el uso y cuidado de animales

de laboratorio.

2.— GENOTIPADO DE LOS ANIMALES

El genotipo homocigoto pcd/pcd es facil de reconocer por la ataxia acusada que sufren los
ratones portadores. De hecho, el test de la varilla rotatoria (rotarod) fue empleado durante mucho
tiempo para determinar dichos homocigotos. En este test, se dispone al animal sobre un eje al
que se imprimen diferentes velocidades de giro. Los animales pcd/pcd permanecen muy poco
tiempo sobre el eje y caen a velocidades bajas de giro, mientras que el resto es capaz de
permanecer sobre el eje mas tiempo y con velocidades de giro mas altas. Sin embargo, con este
test es muy dificil distinguir entre los genotipos silvestres y los heterocigotos para la mutacion.
Esta distincion es importante no sélo para el estudio comparativo entre animales pcd/pcd y
silvestres, sino también para poder efectuar los cruces adecuados (puesto que, como se anota
en apartados anteriores, los machos pcd/pcd son estériles y los apareamientos deben hacerse
entre individuos +/pcd).

Para solventar este problema en la identificacién, en nuestro laboratorio se ha puesto a
punto una estrategia basada en la amplificacion de los marcadores moleculares adecuados
gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Vvalero, 2006). Debido a que la mutacion
pcd™ se encuentra en una regién reguladora todavia desconocida (ver Introduccién), se tuvo que
recurrir a la amplificaciéon de microsatélites® para el genotipado (valero, 2006). Para ello, en primer
lugar, se cruzaron ratones macho de la estirpe C57BL/6J heterocigotos para la mutacion pcd™
con hembras silvestres de la estirpe DBA/2J. Mediante estos cruces se consiguié asociar el alelo
pcd™ al fondo genético de la linea C57BL/6J y el alelo normal al fondo genético de la estirpe

DBA/2J. Se eligi6 como marcador la regiéon portadora de microsatélites D13Mit250, la cual,

! Microsatélites: Los microsatélites consisten en nucledtidos repetidos en tandem y son abundantes en el genoma
eucariota. Son muy polimorficos, por lo que se utilizan como marcadores moleculares intraespecificos.

e35e



g Material y métodos

aunque esta presente en ambas lineas, tiene un tamano en pares de bases diferente en las dos
estirpes, con lo que se consiguen productos de amplificacion diferenciables al separarlos
mediante electroforesis en gel. Por ultimo, se comprobé que la region elegida estuviese lo
suficientemente cerca del gen portador de la mutacién pcd, para poder aceptar la hipétesis de

una transmision ligada entre el gen pcd y la region portadora del microsatélite (Vvalero, 2006).

2.1.- EXTRACCION DEL ADN

e Seccionar una porcién de cola a cada animal. Para esta operacién se deben utilizar

pinzas vy tijeras estériles. El tejido se conserva a —20° en eppendorfs autoclavados
hasta el siguiente paso.

* Incubar el tejido con el tampon de lisis. Este tampon esta *Sacarosa: 8,56% (p/v)
compuesto por Fornace (90%)(Cuadro 1), * Tris-HCI 1M pH 8.0: 5% (v/v)
sodiododecilsulfato (SDS; 0,9%), EDTA (20mM) y  “KEM: 2B,

*MgCl, 1M: 0,5% (p/v)

proteinasa K (2mg/5ml). Se afiaden 700 pl a cada o H,0 dest.

eppendorf y se deja incubar toda la noche a 55°.

. . L. Cuadro 1: Fornace
 Centrifugar a velocidad maxima durante 30 s.

* Afladir acetato sddico 3M. 70 ul de acetato por eppendorf.

* Extraccion con fenol. Para ello se afiaden 770 pl de fenol en cada eppendorf y se agita
hasta que el contenido queda homogéneo.

* Centrifugar a velocidad maxima durante 5 min. Asi se separan claramente dos fases. El
ADN vy los lipidos quedaran en la fase organica (superior). Tras centrifugar, se
toman 450 pl de la fase organica y se deposita en nuevos eppendorfs estériles. La
fase inferior se desecha.

* Extraccion con cloroformo. Para ello se afiaden 450 ul de una mezcla de cloroformo e
isoamiloalcohol (3-metil-1-butanol). La relacion entre estos dos componentes es de
24:1 (cloroformo:isoamiloalcohol). El contenido de los eppendorfs se agita hasta
quedar homogéneo.

* Centrifugar a velocidad maxima durante 5 min. Con ello aparecen nuevamente dos
fases. Tras centrifugar, se toman 400 pl de la fase superior y se depositan en
nuevos eppendorfs estériles.

* Precipitar con etanol absoluto. Se afiade 1 ml de etanol y se mezcla ligeramente. El ADN
con el etanol se deja un minimo de 2 h a —20°.

* Centrifugar a 8000 rpm. Durante 15 min a 4°. Comprobar que se ha formado precipitado.

* Desechar el etanol absoluto. Con cuidado de no arrastrar el precipitado.

* Afadir etanol de 70°. Se afiaden 600 ul a cada eppendorf y se deja durante 5 min.

* Centrifugar a 13200 rpm. 5 min a temperatura ambiente.
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* Secar el precipitado. El etanol se desecha con especial atenciéon de no eliminar nada del
precipitado. Tras retirar el etanol, se mantiene durante 15 min a temperatura
ambiente.

* Resuspender el precipitado. Se afiaden 200 pl de H,O estéril.

* Congelar. Mantener a —20°C hasta el momento de la PCR.

2.2.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Una vez obtenido el ADN de cada ratén, se procede a « H,0 estéril: 1.9 .
llevar a cabo la PCR. Para ello, se siguidé el siguiente * Tampén 10x: 2.0 yll.
protocolo: ¢ Dimetilsulféxido (DMSO): 1.0 yl.

e Preparar la mezcla de reaccién junto con el ADN * MgCl, 25 mM: 12 .

e dNTP, 10mM: 0.4 yl.
(Cuadro 2). En el control negativo de la « Oligonuclestido I 05l
reaccion se sustituye el ADN por un volumen * Oligonucleétido II: 0.5 yl.
igual de H,O estéril. * Taq polimerasa 5 U/pl: 0.5 pl.
* ADN 2.0 pl.

e Reaccién. Se introducen los eppendorfs en el

termociclador y se lleva a cabo la reaccion Cuadro 2: Mezcla de reaccion de la
. PCR (20 pl x muestra).
usando el ciclo adecuado (Cuadro 3).

* Conservacion. El producto de la PCR se mantiene a Ciclo
—20°C.

Los oligonucleétidos utilizados como cebadores . > minutos
tienen la denominacién D13Mit250 (Genotek) y sus b 1 minuto
secuencias son: 54¢ 1 minuto X 40

729 1,5 minuto
5- ACA CTC ATT TCC ATG CAC GA -3°. 720 10 minutos
5°- AGG TCC TCA AAT CTC ACA AGT AGG -3". e -

Cuadro 3: Ciclos de la PCR.

2.3.- ELECTROFORESIS

Los fragmentos gendmicos obtenidos por PCR se separan mediante una electroforesis en
gel de agarosa. El protocolo seguido consta de los siguientes pasos:

* Preparar el gel de agarosa. En este trabajo se hausado | Tris-base: 0,54 % (pIv).

agarosa especial MS8 (cat. 8065, Pronadisa) al  Acido bérico: 0,27% (p/v).

3% en TBE 0.5X (Cuadro 4). Una vez disuelta la  * EDTA0.5M pH8: 0,02% (v/v).

. . * H,O destilada.
agarosa, se calienta la mezcla en un microondas 2 :

hasta que se vuelve transparente y se afaden 2 cuadro 4: TBE 0,5%.
ul de bromuro de etidio. Se agita, se vierte en el

molde de electroforesis (al que se le han colocado con anterioridad los topes y los
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peines) y se deja solidificar a 4°C entre 30 y

e Sacarosa: 40% (p/v)
45 min. * EDTA 0.5M pH 8: 2% (v/v)
« Preparar la cubeta de electroforesis. El molde con ~ * TAES0X* 2% (V)
L L * Azul de bromofenol: 0.25% (v/v)
el gel solidificado se coloca en su ubicacion .
¢ Xylen cianol: 0.25% (v/v)

dentro de la cubeta de electroforesis, s€  « H,0 destilada.

retiran los topes y los peines y se afiade TBE * TAE 50x:

0.5X hasta el nivel de la cubeta. * Tris-base: 24,2% (p/v)
* Acido acético glacial 5,71% (v/v)
* EDTA 0.5M pH 8.0: 10,0% (v/v)
* H,O destilada.

* Cargar el ADN. Se mezclan 10 yl de ADN con 2 pl

de tampdn de carga (Cuadro 5) y se anade

en los pocillos que deja el peine en el gel. Se
reserva un pocillo para el marcador de peso (nadro 3: Tampdn de carga.
molecular (pBR322 DNA-Msp | Digest; New
England BioLabs), el cual se mezcla también
con 2 ul de tampon de carga.

* Correr a 120-130V.

* Visualizacion de las bandas. Para ello se emplea
una lampara de ultravioleta.

* Fotografia. ElI gel se fotografia en una camara

especial de ultravioleta.

Si el animal es homozigoto silvestre se observa una

++ +/+

banda de unas 116 pares de bases (pb), mientras que si el

animal es homocigoto para la mutacién pcd aparece una

banda de unas 130 pb (Fig. 30). Cuando el animal es
Figura 30: Genotipaje. +/- heterozigoto;

heterozigoto se observan dos bandas, unade 116 pby otra /4 o mezigoto silvestre; -/ homozigoto

de 130 pb (Fig. 30). ped/ped; Pm: marcador de pb.

3.— FIJACI()N, ENCASTRADO Y CORTE
3.1.- FIJACION

* Anestesia del animal. Los animales se anestesian con una inyeccion intraperitoneal de

hidrato de cloral al 5% (10 ul/g de peso del animal).
*Perfusibn. En primer lugar, se inyectan .
¢ Paraformaldehido: 4 % (p/v)

intracardiacamente 90 pl de heparina, tras 1o, Addo i 0,2% (ulv)

cual se introduce la canula en el cono adrtico y  « Tampén fosfato (TF) 0.1M pH 7.4

se comienza la perfusion, primero con solucion -
Cuadro 6: Mezcla fijadora.
salina al 0.9% y posteriormente con la mezcla

fijadora (Cuadro 6).
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 Extraccion de los ojos del animal fijado.

* Post-fijacion. Los ojos se someten a una post-fijacion por inmersién durante 2-4 h a
temperatura ambiente. Para ello, se utiliza el mismo fijador empleado en la
perfusion.

* Lavados. El tejido se lava varias veces con tampén fosfato 0.1M pH 7.4 (TF), para

eliminar los restos de fijador.

3.2.- ENCASTRADO

* Crioproteccioén del tejido. Las muestras se congelan para ser cortadas con un criostato.
Antes de poder congelar el tejido es necesario crioprotegerlo, para evitar que se
formen en su interior cristales de hielo que pueden dafarlo. Para ello, las muestras
se sumergen en una disolucion de sacarosa al 30% en TF durante una noche a
4°C.

* Encastrado. Una vez crioprotegidas, las muestras se embeben en un medio apropiado
para la congelacion (Tissue-Tek® O.C.T.™, Sakura).

* Congelacion. Para llevar a cabo la congelacion, se usa nitrégeno liquido.

* Conservacion. Las muestras asi encastradas se mantienen a —80°C hasta el momento

de su utilizacion.

3.3.- CORTE
Se obtuvieron secciones seriadas de 14-16 ym de grosor usando un criostato (Leyca).
Las secciones se adhirieron a portaobjetos gelatinizados y fueron conservadas a —20°C hasta su

uso.

4.— HISTOLOGIA BASICA
4.1.- TINCION NUCLEAR

Los primeros datos de las retinas estudiadas se obtuvieron empleando dos fluorocromos
que se unen al ADN: 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y yoduro de propidio (IP) (Tabla 2).

Con esta técnica

Compuesto | A absorciéon | A emisibn | Concentracién | Procedencia

determinamos la estructura de
DADPI 350 nm 470 nm 0,01 % Sigma

las capas nucleares de las -
P 536 nm 623 nm 0,05 % Sigma

retinas de los animales silvestres

Tabla 2: Tincion nuclear.

y pcd/ped. Asimismo, la pérdida
de células fotorreceptoras en los ratones pcd/pcd a lo lo largo del intervalo de edades
considerado se evalu6é mediante el recuento de los nucleos positivos a DAPI o IP en la CNE de la

retina de estos animales.
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Ademas, estos marcadores se usaron como contraste nuclear en la técnica de TUNEL y

en la técnica inmunohistoquimica.

4.1.1.- Protocolo

* Secciones. Las secciones fueron descongeladas vy

* Glicina: 0,42% (p/v)
mantenidas a temperatura ambiente durante 1 h.  NaOH: 0,021% (p/v)
* Lavados. Con TF (3 x 10 min). * NaCl: 0,51% (p/v)

* Azida sédica: 0,03% (p/v)
¢ N-propil galato: 5% (p/v)
e Glicerina: 70% (v/v)
cabo usando aldehidos. Se bafaron las secciones ¢ H,O dest.

e Eliminacién de la autofluorescencia del tejido.

Especialmente importante si la fijacion se llevd a

durante 5 min en borohidruro sédico (NaBH,) disuelto ) )
Cuadro 7: Medio de montaje
enTF (5 mg/ml diSO|UCiéI’]). para fluorescencia.
* Lavados. Con TF (3 x 10 min).
* Incubacién con el marcador. Disuelto en TF a la concentracion estipulada segun el
compuesto (Tabla 2). Durante 10 min a temperatura ambiente.
* Lavados. Con TF (3 x 10 min).

* Montaje. Usando un medio con propiedades protectoras de la fluorescencia (Cuadro 7).

5.— MARCAJE TUNEL

La deteccién de cuerpos apoptoéticos se llevd a cabo usando la técnica de TUNEL (marcaje
con dUTP de extremos mellados mediado por la desoxinucleotidil transferasa; terminal dUDP
nick-end labeling). En la muerte celular apoptética, el primer evento bioquimico es la rotura del
ADN de cadena sencilla, seguido por la abertura del ADN de doble cadena en las regiones entre
nucleosomas (Peitch et al., 1993; Oba y Koji, 2000). EI marcaje TUNEL es una técnica molecular usada
para detectar estas roturas en el ADN. Se basa en la adicion repetida de dUTP-biotinado a los
extremos 3’-OH generados en el ADN tisular durante la apoptosis. Esta adicién la lleva a cabo el
enzima deoxinucleotidil-transferasa. Posteriormente, el dUTP se puede localizar gracias a la

molécula de biotina conjugada (Oba y Koji, 2000).

5.1.- PROTOCOLO

* Tratamiento previo de las secciones: con una mezcla de etanol y acido acético en una
proporcion de 2:1 durante 5 min.

* Lavado: con tampon fosfato salino 0.1M pH 7.4 (TFS). 3 lavados de 10 min.

* Permeabilizado: con una solucion de Triton X-100 al 0,2% y citrato de sodio al 0.1%
durante 15 min.

e Lavado: con TFS, 2 lavados de 5 min.
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* Inmersion en tampén TUNEL (Cuadro 8). Durante 30« cqcodilato de sodio: 3% (p/v)
min. ¢ Cloruro de cobalto:  0,023% (p/v)
* Incubacion: durante 1h y 30 min con terminal ¢ Triton X-100: 0,3 % (p/v)

transferasa (800 U/ml)(Roche) y dUTP  °TrissHClO2MpH7.2 15 % (V/v)
biotinado (1 mM) (Roche). Ambos * H20 destilada.

componentes se disuelven en tampon TUNEL. Cuadro 8: Tampén TUNEL.

* Fin de la reaccién: 2 lavados con tampén CSS
(citrato de sodio salino) durante 10 min
(Cuadro 9).

e Lavado: primero con TFS (2 lavados de 10 min) y

¢ Cloruro de sodio: 0,87 % (p/v)
e Citrato de sodio: 0,44 % (p/v)

* H20 destilada.
después con TF (2 lavados de 10 min).

. . . Cuadro 9: Tampén CSS.
* Revelado: incubando con estreptoavidina conjugada P

con la molécula fluorescente cianina (Cy2). La estreptoavidina-Cy2 se disuelve al
0,4% en TF y se lleva a cabo la incubacion durante 1 h y 30 min protegiendo a las
secciones de la luz.

* Contraste nuclear: con yoduro de propidio disuelto al 0,05% en TF durante 10 min.

* Lavado: 3 lavados de 10 min con TF.

* Eliminacion de la autofluorescencia del tejido: tras sumergirlas brevemente en alcohol de
70°, las secciones se banan durante 3 min en una disolucién de sudan negro al 1%
(p/v) en una mezcla de etanol-agua (7:3). Posteriormente, las seccciones se
sumergen de nuevo brevemente en alcohol de 70°.

* Lavado: 6 lavados de 10 min con TF.

* Montaje: usando un medio con propiedades protectoras de la fluorescencia (Cuadro 7).

6.— INMUNOHISTOQUIMICA
6.1.- MARCADORES NEURONALES

6.1.1.- Proteina quinasa C alpha (PKCa)

Esta proteina pertenece a la gran familia de las proteina
quinasas, encargadas de la fosforilacion de otras proteinas con
diversos fines. La proteina quinasa “C” se denomina asi por
ser dependiente de Ca*".

Las mayores concentraciones de PKC se han localizado

en el cerebro, donde, entre otras cosas, fosforila los canales

Figura 31: Inmunorreactividad a

idnicos de las células nerviosas, alterando sus propiedades v,

PKCo en la retina del ratén.

por lo tanto, variando la excitabilidad de la membrana o
(Modificado de Haverkamp vy

plasmatica de las células nerviosas (Alberts et al., 1996). Wiissle, 2000).

o4l e



g Material y métodos

Tanto en la retina humana como en la del ratén, la isoforma a de la PKC es un excelente
marcador de las células bipolares de bastén, aunque también son inmunorreactivas algunas

células amacrinas (Grinert y Martin, 1991; Haverkamp y Wassle, 2000) (Fig. 31).

6.1.2.- Isletl

El factor de transcripcion Islet1 pertenece a la familia de proteinas caracterizadas por la
presencia del homeodominio LIM. El término LIM hace referencia a las iniciales de los tres
grupos prototipos: Lin-11, Isl-1 y Mec-3 (Freyd et al., 1990; Karlsson et al., 1990). La funcidén exacta de
los dominios LIM es todavia desconocida, aunque se sabe que este tipo de moléculas estan
implicadas en la determinacion celular en algunos tipos tisulares (Thor et al., 1991; Ericson et al., 1992;
Arenzana, 2006). Ademas del homeodominio LIM, estas proteinas presentan dos motivos Cys-His
repetidos en tandem (Pfaff et al., 1996).

En mamiferos adultos, se ha detectado la presencia de islet1 tanto en el sistema nervioso
central como periférico (Thoretal., 1991). En la retina de pollo, la proteina islet1 se considera un
marcador especifico de las células ganglionares en la CCG (Austin et al., 1995; Fischer et al., 2002),
comenzando su expresion en dichas células una vez que éstas han finalizado su migracion hasta
la superficie vitreal y comienzan su diferenciacion (Sakagami et al., 2003). En estadios posteriores, el
gen isletl se expresa en células amacrinas colinérgicas (Galli-Resta et al., 1997; Fischer et al., 2002) y en

células bipolares (Fischer et al., 2002).

6.1.3.- RT97

El anticuerpo RT97 se utiliza para marcar una clase de filamentos intermedios, los
neurofilamentos. Concretamente, se utiliza en mamiferos para reconocer las subunidades
fosforiladas de los neurofilamentos de 200 kDa (Wood y Anderton, 1981). Asimismo, detecta, aunque
con menor afinidad, otros neurofilamentos fosforilados de 155 kDa y las marafias de proteina Tau
en la enfermedad de Alzheimer (Anderton et al., 1982, 1983; Ksiezak-Reding et al., 1987; Coleman y Anderton,
1990).

En la retina, el anticuerpo RT97 se ha usado como marcador de los axones de las células
ganglionares (Velasco et al., 2000). También se ha descrito marcaje de las células horizontales en la

retina de la tenca con este anticuerpo (Velasco et al., 2000).

6.1.4.- Calbindina (CB)

Esta proteina fue descrita por primera vez por Wassermann y Taylor, quienes la

encontraron en la mucosa intestinal del pollo y la bautizaron con el descriptivo nombre de
proteina ligante de calcio de 28K inducida por vitamina D (Wassermann y Taylor, 1966).

Posteriormente, recibid la denominacion actual de calbindina D-28K (wWassermann, 1985).

042 e



é Material y métodos

El papel de esta proteina se relaciona con el transporte :
RATON MONO
y tamponado de iones de calcio, regulando de este modo la
concentracién y distribucion del mismo en el interior celular
(Wassermann y Taylor, 1966; Roth et al., 1981). CNE
En la retina del mono, los conos son positivos a CB
(excepto en la fovea) y las células horizontales se marcan N
intensamente. Algunas células amacrinas y bipolares también o%0 %o % CNI
0
son inmunorreactivas a CB, asi como la mayoria de células e
. . . - ...,.,&-t Cotiantinm
ganglionares y la capa de las fibras, que muestran un marcaje
intenso. La CPIl muestra una inmunotincion difusa (Pochet et al., Jesid
: ® @ 02 @® @cce
1991) (Fig. 32). = =
. : o . A Al iy
El patron de inmunorreactividad a CB en el ratén es
Figura 32: Patron de

diferente al que se encuentra en la retina de primates (Fig. . . Lo
inmunorreactividad a calbindina en

32). En la retina del raton, los fotorreceptores y las células ¢ yaton y en el mono. (Modificado de

bipolares no presentan inmunorreactividad a CB, pero las  Pochetetal, 1991).

células horizontales presentan una fuerte inmunorreactividad a este marcador. También son
positivas algunas células amacrinas y ganglionares, asi como la capa de las fibras. En la CPI

aparecen tres bandas inmunorreactivas (Pochet et al., 1991; Haverkamp y Wassle, 2000).

6.1.5.- Calretinina (CR)

Esta proteina se identifico inicialmente en la retina de pollo (Rogers, 1987) y su existencia se
demostrd con posterioridad en otras regiones del sistema nervioso y en el timo (Andressen et al.,
1993; Seto-Oshima, 1994). La CR constituye un sistema tamponador altamente sensible a las bajas
concentraciones intracelulares de calcio (Rogers, 1987).

En la retina humana, los conos se marcan débilmente cerca del disco 6ptico,
incrementandose gradualmente la inmunorreactividad radialmente desde el mismo. En la CNI
aparecen algunas células bipolares débilmente marcadas y una
hilera de células amacrinas intensamente tefidas ubicadas en
de

inmunorreactividad a calretinina la CPI, las células ganglionares

la parte mas vitreal la capa. También presentan
y la CFNO (Nag y Wadhwa, 1999).
En la retina del ratdon son inmunorreactivos a calretinina

muchos tipos diferentes de células amacrinas, las células

amacrinas desplazadas y posiblemente todas las células

Figura 33: Inmunorreactividad a

ganglionares. De modo similar a lo que sucedia con la

calbindina, aparecen marcados tres estratos en la CPI

(Haverkamp y Wassle, 2000) (Fig. 33).

calretinina en la retina del raton.
(Modificado de
Wisssle, 2000).

Haverkamp y
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6.1.6.- Sintaxina

Las sintaxinas han sido caracterizadas como proteinas de anclaje, que se unen a la
superficie citoplasmatica de la membrana celular y se asocian a varias proteinas involucradas en
la exocitosis de vesiculas sinapticas para que puedan llevar a cabo su funcién con eficacia
(Bennett et al., 1993; Yamaguchi y Akagawa, 1994; McMahon y Siidhof, 1995).

En la retina humana adulta, la sintaxina esta presente en ambas capas plexiformes, si bien
en la CPE aparece solo como una delgada banda tefiida. Ademas, se observa una débil
inmunorreactividad por parte de algunas células amacrinas y de algunos cuerpos celulares de
células horizontales proximas a la CPE (Nagy Wadhwa, 2001). El mismo patrén de tincion se

observa en la rata (Greenlee et al., 2001).

6.1.7.- Sinapsina

Las sinapsinas son fosfoproteinas asociadas a las vesiculas sinapticas que regulan la
exocitosis de dichas vesiculas y que podrian estar involucradas en la sinaptogénesis (Melloniy
DeGennaro, 1994; Hosaka y Siidhof, 1998).

Tanto en la rata como en el mono, los mayores niveles de expresion se han encontrado en
ambas capas plexiformes. En condiciones normales, en la retina de la rata, la inmunorreactividad
a sinapsina queda reducida a la CPI, pero en ambientes muy ricos en estimulos también aparece
fuerte inmunorreactividad en la CPE (Pinaud et al., 2002, 2003).

6.1.8.- Bassoon

Bassoon es una proteina que se localiza en las terminales nerviosas pre-sinapticas,
concentrandose en los sitios opuestos a las densidades post-sinapticas (tom Dieck et al., 1998; Richter
et al., 1999; Winter et al., 1999). Bassoon ha sido clonado y caracterizado en rata y ratén (tom Dieck et al.,
1998), asi como en humanos (Winter et al., 1999).

En base a la secuencia de aminoacidos, se ha predicho que la proteina bassoon contiene
dos dedos de zinc, tres regiones “hélice enrollada” y dos dominios poli-glutamina (tom Dieck et al.,
1998); no obstante, no ha podido ser incluida en ninguna familia de proteinas conocida.

En cuanto a la funcién de esta proteina, se piensa que interviene en la organizacion
estructural y funcional del ciclo de las vesiculas sinapticas y en la disposicién del citoesqueleto
en el lugar de liberacion del neurotransmisor (tom Dieck et al., 1998; Richter et al., 1999; Winter et al., 1999).

En la retina de los vertebrados se ha encontrado una intensa inmunorreactividad a
bassoon en ambas capas plexiformes (Brandstatter et al., 1999). En la CPE, bassoon se localiza en
las sinapsis “en cinta” formadas por conos y bastones, pero esta ausente en los contactos
sinapticos basales de los conos. En la CPI, se ha encontrado inmunorreactividad a bassoon en
las sinapsis GABAérgicas inhibitorias llevadas a cabo por las células amacrinas; mientras que no
se ha demostrado su presencia en las sinapsis “en cinta” efectuadas por las células bipolares
(Brandstatter et al., 1999).

e44 e



é Material y métodos

6.2.- MARCADORES GLIALES
6.2.1.- Proteina acida fibrilar glial (GFAP)

La GFAP fue descrita por primera vez en 1971 como el principal componente de los
filamentos intermedios en los astrocitos (Engetal., 1971). Desde entonces se ha encontrado sobre
todo en astrocitos (Dahl y Bignami, 1973; Hajés y Kalman, 1989; Schmidt-Kastner y Szymas, 1990), aunque
también se ha detectado en ependimocitos y glia radial (Dahly Bignami, 1973; Hajés y Kalman, 1989;
Cardone y Roots, 1990; Monzén-Mayor et al., 1990; Schmidt-Kastner y Szymas, 1990; Velasco, 1992).

En la retina adulta son inmunorreactivos a GFAP los astrocitos, los cuales se encuentran
asociados con los vasos a lo largo de toda la CFNO y en la porcion mas interna de la CPI.
También son inmunopositivos los pies vitreales de las células de Miller (Karimetal., 1996). Esta
ultima afirmacion es motivo de controversia puesto que algunos autores opinan que, en
condiciones normales, las células de Miiller del raton no expresan GFAP, o lo hacen en bajas
cantidades (Sarthy et al., 1991; Sarthy y Egal, 1995).

6.2.2.- Transportador de aminoacidos excitatorios 4 (EAAT-4)

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro. En humanos se han
clonado cinco transportadores de glutamato: GLAST (EAAT-1), GLT1 (EAAT-2), EAAC1 (EAAT-
3), EAAT-4 y EAAT-5 (Danbolt et al., 1998; Seal y Amara, 1999; Ward et al., 2004). Los homdlogos en ratas
de los transportadores EAAT1-4 también han sido clonados (Kanaiy Hediger, 1992; Pines et al., 1992;
Stork et al., 1992; Ward et al., 2004). Estos transportadores juegan un papel critico en la reducciéon de
las concentraciones extracelulares potencialmente toxicas de glutamato, mediante una rapida
recaptura en los terminales nerviosos y las células gliales (Dunlop et al., 1999; Levenson et al., 2002;
Rodriguez-Kern et al., 2003; Petralia et al., 2004; Pignataro et al., 2005). Cada transportador demuestra una
afinidad variable por el glutamato y presenta una ruta de sefializacion distintiva (Ward et al., 2004).

EAAT-4 fue localizado primariamente en las células de Purkinje del cerebelo (Fairmanetal.,
1995; Nagao et al., 1997; Dehnes et al., 1998; Pignataro et al., 2005). Ademas, se ha descrito la expresién de
este transportador en el cortex, el tronco del encéfalo y en el hipocampo (Furuta et al., 1997; Massie et
al, 2001). En la retina se ha descrito la expresion de EAAT-4 en los astrocitos presentes en la

CFNO (Ward et al., 2004).

6.2.3.- S100

Las proteinas S100 constituyen una familia de proteinas ligantes de calcio que engloba 20
miembros conocidos (humanos), cada uno codificado por un gen particular (Salama et al., 2007). Las
proteinas S100 se han descrito Unicamente en vertebrados (Donato, 2003; Salama et al., 2007). El
primer miembro de esta familia fue identificado en 1965 por Moore, que dio el nombre de “S100”
a una fraccion subcelular procedente de cerebro bovino porque era soluble en sulfato de amonio

100% saturado (Moore, 1965; Zimmer et al., 1995). La nomenclatura de estas proteinas era muy
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compleja, ya que cada proteina individual se conocia con diversos nombres; pero, este defecto
ha sido debatido y corregido recientemente (revisado en Salama et al., 2007).

Las proteinas S100 pertenecen a la superfamilia de proteinas ligantes de Ca* con motivo
“‘mano E-F” y tienen habilidad para formar homodimeros, heterodimeros y oligdmeros (Salama et
al., 2007).

Estas proteinas realizan numerosas funciones, tanto intracelulares como extracelulares.
Dentro de las funciones intracelulares se encuentra la regulacion de diferentes procesos como la
fosforilacién de proteinas, la actividad de ciertos enzimas, la homeostasis del calcio y la dinamica
de los componentes del citoesqueleto (interacciona con los microtubulos, flamentos intermedios
y microfilamentos) (Donato, 1999; Salama et al., 2007). A nivel extracelular, algunos miembros de la
familia actuan como quimioatrayentes de leucocitos, activadores de macrofagos y moduladores
de la proliferacion celular (Devery et al., 1994; Lau et al., 1995; Cornish et al., 1996; Yen et al., 1997; Hiratsuka et
al., 2006; Salama et al., 2007). Por ultimo, también se le ha asignado a S100 un papel en la
modulacién del aprendizaje y la memoria, asi como en procesos inflamatorios y de coagulacién
sanguinea (Donato, 1999).

En la retina humana se ha encontrado inmunorreactividad a S100 en astrocitos y células
ganglionares (Karim e Itoh, 1997). En la retina murina se ha localizado inmunorreactividad a S100 en
la CNI, células ganglionares, CPl y CPE y en los cuerpos celulares de las células gliales del

nervio Optico (Das et al., 1984).

6.2.4.- Glutamina sintetasa (GS)

La GS es el enzima que cataliza la amidacion del glutamato a glutamina en una reaccion
que conlleva un gasto energético.

Esta actividad enzimatica fue descrita por primera vez por Noremberg (1979) en astrocitos.
Los astrocitos que poseen GS captan el L-glutamato liberado por las neuronas y lo transforman
en glutamina, la cual se exportara de nuevo a las neuronas para su transformaciéon nuevamente
en L-glutamato o en acido y-aminobutirico (GABA). Otra de las
funciones de la GS en el cerebro y en el resto de tejidos es la
detoxificacion del idbn amonio (Noremberg y Martinez-Hernandez,
1979).

En la retina, las unicas células dotadas con el enzima
GS son las células de Miiller (Linser y Moscona, 1979; Lewis et al.,

1988). El ratobn no es una excepcidon y la GS marca

exclusivamente a las células de Miiller en toda su extension,

con los cuerpos celulares en el centro de la CNI y con  Figura 34: Inmunorreactividad a

. . lutamina sintetasa en la retina del
procesos radiales que terminan en la MLE y MLI (Haverkampy & o
ratén. (Modificado de Haverkamp y

Wassle, 2000) (Fig. 34). Wissle, 2000).
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6.2.5.- Iba-1

El factor inflamatorio del aloinjerto-1 (AIF-1 o Iba1; allograft inflammatory factor-1) es una
proteina citoplasmatica de unién a calcio inducida por citoquinas (Deininger et al., 2002). Esta
proteina se descubridé por primera vez en aloinjertos cardiacos en ratas con rechazo crénico
(Utans et al., 1995). Iba1 se expresa en tejidos humanos relacionados con la inmunidad y juega un
papel importante en la activacion y funciéon de los macréfagos (Neville y Campbell, 1999; Kuschel et al.,
2000).

Iba-1 estd presente en microglia residente, activada y fagocitica (Graeber et al., 1998; Ito et al.,
1998; 2001; Nakajima et al., 1998). En la retina normal, la inmunorreactividad a iba-1 se observa en
células microgliales presentes en las capas internas de la retina (Harada et al., 2002). En retinas
dafiadas, se han localizado células microgliales positivas a iba-1 tanto en las capas internas

como externas (Harada et al., 2002).

6.2.6.- CD68 (ED1)

CD68 es una glicoproteina que se expresa predominantemente en la membrana lisosomal
de las células mieloides. El antigeno es expresado por los macréfagos y, débilmente, por los
granulocitos de la sangre periférica (Dijkstra et al., 1985; Damoiseaux et al., 1994; Bauer et al., 1994).

CD68 también es un marcador intracelular de microglia activada “in vivo” (Graeber et al.,
1990). En retinas normales, todas las células positivas a Iba-1 son negativas a CD68 (Harada et al.,
2002). Sin embargo, en condiciones de dafio de la retina, casi todas las células microgliales
presentes en la retina externa presentan doble tincion Iba1/CD68, mientras que las ubicadas en

las capas mas internas permanecen negativas a CD68 (Harada et al., 2002).

6.2.7.- Oxido nitrico sintasa inducible (NOSi)

La produccion de oxido nitrico se lleva a cabo por las denominadas sintasas del oxido
nitrico (NOS).

Se han identificado tres isoformas principales de la NOS, catalogadas en funcién del tejido
donde se localizan: NOS neuronal (NOSn), NOS endotelial (NOSe) y NOS inmunoldgica (NOSI).
Las isoformas NOSn y NOSe se expresan de manera constitutiva, mientras que la isoforma NOSi
es de expresion inducible (Dawson y Snyder, 1994; Knowles y Moncada, 1994; Masters, 1994; Griffith y Stuehr,
1995). Todas las isoformas de la NOS tienen las mismas propiedades cataliticas, pero la
regulacién de cada una de ellas es diferente (Kroncke et al., 1995; Kone et al., 2003).

En el SNC, la NOSi se induce en las células microgliales y astrocitarias ante determinadas
condiciones patologicas (Loihl y Murphy, 1998; Heneka y Feinstein, 2001; Sardén et al., 2004). Asimismo, se
ha comprobado la produccién de 6xido nitrico en las células de microglia de retinas que han

sufrido dafos (Lee et al., 2002).
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6.3.- RESUMEN

En la tabla 3 se resumen los marcadores proteicos empleados en base a las poblaciones
celulares que marcan.

Marcadores neuronales

Células bipolares PKCa
Células ganglionares Calbindina, calretining, islet1, 5100, RT97
Células horizontales Calbindina, RT97

Células amacrinas Calbindina, calretining, islet1

Proteinas relacionadas con la

. . Sintaxina, sinapsina, bassoon
smapsis

Marcadores gliales

Células de Miiller GFAP, GS, 5100, EAAT4
Astrocitos GFAP, 5100, EAAT4
Células de microglia Ibat, CD68, NOSi

Tabla 3: Marcadores proteicos en funcion de la poblacion celular.

6.4.- ANTICUERPOS

En la tabla 4 se recoge la informacion referente a los anticuerpos primarios empleados

para detectar las neuronas y células gliales.

En ninguno de estos casos el anticuerpo primario estaba marcado en modo alguno, por lo
que se usaron anticuerpos secundarios unidos a diferentes moléculas. Estos, sus propiedades y
la concentracién a la que fueron usados se exponen en la tabla 5.

6.5.- PROTOCOLO
6.5.1.- Método Avidina-Biotina Peroxidasa (ABC)

* Secciones. Para la realizacion de la técnica inmunohistoquimica segun el método ABC,

las secciones fueron descongeladas y mantenidas a temperatura ambiente al

menos durante 1 h.

* Lavados. En tampon fosfato salino 0.1M pH 7.4 (TFS) (3 x 10 min).

* Eliminacién de la actividad peroxidasa endégena del tejido. Para ello se somete a las
muestras a un bafio de 5 min en H,O, al 0.03% diluido en metanol.

* Lavados. En TFS (3 x 10 min).

* Preincubacion. Durante 1 h con un medio compuesto por TFS, Triton®X-100 (Tx-100) al
0,2% (v/v) y suero albumina bovina (BSA) al 2% (p/v).

* Incubacion con el anticuerpo primario. Diluido en el mismo medio en el que se llevo a

cabo la preincubacion (ver concentraciones en tabla 3). Esta incubacion transcurrié

a temperatura ambiente durante 12 h.
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Anticuerpo Tipo Donador Concentracién Procedencia
Anti-PKCao, Policlonal Conejo 1:5000 Sigma
Anti-islet1 Monoclonal Ratén 1:500 Hibridoma Bank
RT97 Monoclonal Rata 1:1000 Dr. Wood
Anti-calbindina Policlonal Conejo 1:1000 Swant
Monoclonal Ratén 1:5000 Swant
Anti-calretinina
Policlonal Conejo 1:10000 Schwaller
Anti-sintaxina Policlonal Conejo 1:400 Santa Cruz
Anti-sinapsina Policlonal Cabra 1:400 Santa Cruz
Anti-bassoon Monoclonal Ratén 1:200 Stressgen
Anti-GFAP Monoclonal Ratén 1:400 Sigma
Anti-EAAT4 Policlonal Conejo 1:100 Alpha diagnostic
Anti-5100 Policlonal Conejo 1:1000 Dako
Anti-GS Monoclonal Ratén 11000 Chemicon
Anti-lbat Monoclonal Ratén 1:400 Santa Cruz
Anti-CD68 Monoclonal Ratén 1:200 Serotec
Anti-NOSi Monoclonal Ratén 1:150 Transduction
Anti-H5A5 Monoclonal Ratén 1:200 Hibridoma Bank
Anti-MHC Il Monoclonal Ratén 1:200 Hibridoma Bank
Tabla 4: Anticuerpos primarios empleados.
Anticuerpo Donador Marca Concentracion Procedencia
Anti-lgG de cobaya Cabra Biotina 11000 Vector
Anti-lgG de ratén Caballo Biotina 1:200 Vector
Anti-lgG de conejo Cabra Biotina 1:200 Vector
Anti-lgG de cabra Conejo Biotina 1:200 Jackson
Anti-lgG de ratén Cabra Molécungth&c;rescente 1:200 Jackson
Anti-lgG de conejo Cabra Molécula flucrescente 1:200 Jackson

Cy™5

Tabla 5: Anticuerpos secundarios empleados.

* Lavados. Con TFS (3 x 10 min).

* Incubacién con el anticuerpo secundario. Durante 1 h a temperatura ambiente con el

anticuerpo secundario correspondiente (ver tabla 4) disuelto en una solucion
compuesta por TFS, Tx-100 al 0,2% (v/v) y BSA al 2% (p/v).
* Lavados. Con TFS (3 x 10 min).

* Incubacién con el complejo ABC (Vector). Las secciones se incuban durante 1 h a

temperatura ambiente con el complejo ABC diluido hasta una concentracion de
1:200 en TFS y Tx-100 al 0,2% (v/v).
* Lavados. Con TFS (3 x 10 min).
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* Lavado. Con tampdn tris-clorhidrico 0.1M pH 7.6 (TTC) (1 x 10 min).

* Revelado. Con una mezcla compuesta por TTC, 3,3 -diaminobencidina (DAB) al 0,02%
como cromoégeno y H,O, al 0,003%.

* Lavados. La reaccion de revelado se controla bajo el microscopio y se detiene lavando
las secciones con TTC (1 x 10 min). Posteriormente, las secciones se lavan en
TFS (2 x 10 min).

* Deshidratacion y montaje. Las secciones se deshidratan en una bateria de alcoholes de

graduacion creciente, se aclaran en xilol y se montan con Entellan.

Se realizaron diferentes tipos de controles negativos con el fin de determinar la
especificidad de los anticuerpos utilizados:
* Eliminacion del anticuerpo primario en la primera incubacion, para determinar la
presencia de uniones inespecificas entre los anticuerpos secundarios y el tejido.
* Eliminacion del anticuerpo secundario, con el fin de analizar la posible interaccion entre
el complejo ABC y los anticuerpos primarios.
* Eliminacién del complejo ABC, para poner de manifiesto posibles peroxidasas

enddgenas en el tejido.

6.5.2.- Marcaje fluorescente y doble marcaje fluorescente

* Secciones. Al igual que en el caso anterior, las secciones fueron descongeladas y
mantenidas a temperatura ambiente al menos durante 1 h.

e Lavados. Con TF (3 x 10 min).

* Eliminacién de la autofluorescencia del tejido. Especialmente importante si la fijacion se
llevd a cabo usando aldehidos. Se bafaron las secciones durante 5 min en
borohidruro sédico (NaBH,) disuelto en TF (5 mg/ml disolucion).

Lavados. En TFS (3 x 10 min).

* Preincubacion. Al igual que en el método ABC, las secciones se incubaron durante 1 h
en una solucién compuesta por TFS, Tx-100 al 0.2% y suero de bloqueo al 2% (v/
V).

* Incubacién con el anticuerpo primario. La incubacién transcurre durante una noche
(aprox. 12 h) con el anticuerpo primario (marcaje simple) o los anticuerpos
primarios (marcaje doble) disueltos a la concentracion adecuada (tabla 3) en un
medio de igual composicién al usado en la preincubacion.

* Lavados. Con TFS (3 x 10 min); para eliminar los anticuerpos excedentes.
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* Incubacion con el anticuerpo secundario. La incubacién transcurre durante 1 h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario fluorescente (marcaje
simple), o los anticuerpos secundarios (marcaje doble) disueltos a Ia
concentracion estipulada (tabla 4) en un medio compuesto por TFS y suero de
bloqueo al 2% (v/v).

e Lavados. Con TFS (3 x 10 min) para eliminar los anticuerpos secundarios que no se
hayan unido.

* Montaje. Las secciones se montan sin deshidratar, usando un medio protector de la
fluorescencia (Cuadro 7). Posteriormente se sella el cubreobjetos para evitar que

el medio de montaje se pierda.

Al igual que en el método ABC, hemos llevado a cabo diferentes tipos de controles
negativos para asegurar la especificidad del marcaje obtenido:
e Eliminacién de la incubacién con el anticuerpo primario, para determinar la presencia
de uniones inespecificas entre los anticuerpos secundarios y el tejido.
e Eliminacién de la incubacién con el anticuerpo secundario, para determinar la

presencia de autofluorescencia en el tejido.

7.— MARCAJE CON Tx-100 E IgG ANTI-IgG DE RATON

Esta técnica constituye un método sencillo para identificar mielina, microglia y los vasos
sanguineos (Weruaga et al., 1998).

El Tx-100 es un detergente que se utiliza en histoquimica e inmunohistoquimica para que
los reactivos usados en estas técnicas puedan penetrar a través de las membranas bioldgicas.
Ademés, se ha comprobado que el Tx-100 ayuda a reducir la tincion no-especifica. Las
concentraciones a las que se usa el Tx-100 cuando se aplica la técnica inmunohistoquimica en
muestras de sistema nervioso central varian entre 0,01% y 0,2%.

Se ha descrito que el empleo de anticuerpos secundarios anti-IgG de raton diluidos en el
medio de incubacion con elevadas concentraciones de Tx-100 (entre 0,2 y 2,5%), y sin ningun
antisuero primario especifico, permite distinguir tres elementos: los vasos sanguineos, las
vainas de mielina y las células microgliales; elementos que no aparecen si se elimina el Tx-100
del medio de incubacion (Weruaga et al., 1998). Por tanto, el marcaje es resultado de la union
inespecifica de anti-inmunoglobulinas secundarias originado por la adicion de elevadas
concentraciones de Tx-100 al medio de incubacion (Weruaga et al., 1998). EI marcaje de mielina se
piensa que es debido a fuertes interacciones hidrofébicas con los componentes de la misma.
En cuanto al marcaje de microglia, se ha descrito una acumulacion selectiva de IgGs en células
con forma de microglia en el cerebro del ratén, la cual no parecia ser consecuencia de la
fagocitosis no-selectiva del fluido extracelular, ya que la seroalbumina no fue detectada en

aquellas células microgliales (Fishman y Savitt, 1989; Weruaga et al., 1998). Por otra parte, se ha
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demostrado la presencia de receptores para la fraccion Fc en la superficie de las células
microgliales de roedores. En cualquier caso, el marcaje parece deberse mas bien a las IgG
presentes en las células que a la unidn del fragmento Fc al receptor respectivo (Weruaga et al.,

1998).

7.1.- PROTOCOLO

* Secciones. Las secciones fueron descongeladas y mantenidas a temperatura ambiente
durante, al menos, 1 h.

* Lavados. Con TF (3 x 10 min).

* Inhibicion de las peroxidasas enddgenas del tejido. Sometiendo las secciones a un bafo
de 5 min en una disolucién de H,0, al 0,03% en metanol.

* Lavados. Con TFS (3 x 10 min).

* Incubacién. En un medio compuesto por TFS y Tx-100 al 1% (v/v). La incubacién se
llevé a cabo a temperatura ambiente durante 2 h.

e Lavados. Con TFS (3 x 10 min).

* Incubacién con el complejo ABC (Vector). Las secciones se incuban durante 3 h a
temperatura ambiente con el complejo ABC diluido hasta una concentraciéon de
1:200 en TFS y Tx-100 al 0,2% (v/v).

e Lavados. Con TFS (3 x 10 min).

* Lavado. Con tampén tris-clorhidrico 0.1M pH 7.6 (TTC) (1 x 10 min).

* Revelado. Con una mezcla compuesta por TTC, 3,3 -diaminobencidina (DAB) al 0,02%
como cromégeno, niquel amonio sulfato' al 0,16% (p/v) y H20- al 0,003% (v/v).

* Lavados. La reaccion de revelado se controla bajo el microscopio y se detiene lavando

las secciones con TTC (1 x 10 min). Posteriormente, las secciones se lavan en
TFS (2 x 10 min).

Deshidratacién y montaje. Las secciones se deshidratan en una bateria de alcoholes de

graduacion creciente, se aclaran en xilol y se montan con Entellan.

8.— CUANTIFICACION DE CELULAS

En primer lugar, se eligieron secciones transversales de 14 um de grosor obtenidas de la
region media de la retina (Fig. 35). Para contar el niumero de células positivas a los diferentes
marcadores se tomaron imagenes en dichas secciones con una camara digital (DP70; Olympus).

Posteriormente se uso el software ImageJ para definir campos rectangulares cuyo lado paralelo

' Niquel amonio sulfato: este compuesto se usa para intensificar el revelado.
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al eje longitudinal de la seccién de retina fuese de 200 um (Fig. 35). Escogimos como parametro
fijo el lado longitudinal en vez del area del campo porque el espesor de la retina no es constante
entre las retinas de animales silvestres y las retinas de animales pcd/pcd, ni entre retinas de
animales pcd/pcd de diferentes edades, por lo que no es posible verificar un valor fijo para el lado
transversal del campo. Por ultimo, se empled el mismo software ImageJ para contar el numero

de células marcadas en cada caso (Fig. 35).

'lz ! ; i % 200 um %
3:",' @ :: mhﬁewgwmk
o900 o o : S AP

' —Imaged . At

200 pum

Figura 35: A. Esquema de la estrategia empleada para contar el nimero de células positivas a los diferentes

marcadores. B. Ejemplo de la cuantificacién de células horizontales positivas a calbindina.

Para cada seccién estudiada se delimitaron 3 campos con las caracteristicas descritas y
se hallo el valor medio del niumero de células marcadas por campo.

En el andlisis estadistico posterior se compararon los valores obtenidos en animales
silvestres y pcd/pcd de cada grupo de edad con ayuda del programa informatico SPSS 15.0. Tras
comprobar la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Levene, se aplico el test de
la t de Student. Se consideraron los valores de p < 0,05 como diferencias moderadamente

significativas, p < 0,01 como significativas y p < 0,001 como altamente significativas.

9.— REGISTRO ELECTRORRETINOGRAFICO

En el presente estudio se us6é la técnica de registro
electrorretinografico de campo completo. Esta técnica requiere una

iluminacién homogénea (iso-luminante) de toda la retina del animal % @

donde se va a realizar el registro. Para obtener dicha iluminacién se
utilizaron dos fuentes de luz:
* Diodos de emisiéon de luz (Light Emision Diode, LED):

debido al pequefio tamafio del ojo del ratén, la

utilizacion con LEDs permite una iluminacion  Figura 36: LED.
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homogénea de toda la retina (Viswanathan et al., 2001) (Fig. 36). Se emplearon LED de
la firma comercial RS-Amidata (rf. 310-6707), alimentados por una fuente disefiada
por la casa CIBERTEC S.A. Los LEDs son dispositivos electrénicos que emiten
una cantidad de luz proporcional a la corriente eléctrica que circula por sus polos.
La iluminacién proporcionada por los LEDs fue medida con un fotdmetro (Mavo
Monitor USB, Gossen, Nirnberg) y ajustada a las necesidades de cada protocolo

experimental.

* Pantalla de Ganzfeld: consiste en una semiesfera o cupula como campo de
estimulacion que proporciona una luz homogénea en los 120° centrales de la retina
(Dieterle y Gordon, 1956) (Fig. 37). La estructura esférica de
la pantalla permite que la iluminacién del fondo de la
misma se distribuya de forma homogénea por todo su

interior. La iluminacion del interior de la esfera se

consiguié gracias a la utilizacién de LEDs (Kooijman y
Damhof, 1980) cuya intensidad se calibré Figura 37: Pantalla de

convenientemente. Ganzfeld.

9.1.- PROTOCOLO

* Adaptacién a la oscuridad. Los animales permanecian en oscuridad absoluta un minimo
de 12 h.

* Anestesia. Intraperitoneal, con una mezcla de ketamina (70 mg/kg) y xylazina (7 mg/kg)
diluidos en solucion salina (NaCl, 0.9% en agua destilada).

* Caja de Faraday. El animal se introduce en una caja de

Faraday, donde se llevan a cabo el resto de las tareas ' (

preparatorias y el registro electrofisiolégico (Fig. 38). |

Dentro de la caja, los animales son mantenidos a una

temperatura corporal de 37°C mediante una manta

calefactora (Hot-Cold, Pelton-Sherpherd Industries, CA, USA).

El efecto caja de Faraday provoca que el campo

electromagnético en el interior sea nulo, anulando

interferencias debidas a campos electromagneéticos gura 38: Caja de Faraday.
externos.

* Dilatacion de la pupila. Antes de realizar el registro se aplicaron 2 gotas de colirio de
tropicamida (Colircusi Tropicamida, Alcon Cusi, SA) al 1% en el ojo a registrar.

e Preservacion de la cornea. Para optimizar el registro electrofisiolégico y preservar la
superficie corneal de la desecacién, se administré tépicamente Methocel (Ciba Vision

AG) al 2% en cada ojo.
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* Colocacion de los electrodos. En cada caso se colocaron 3 electrodos de registro:

1. Electrodo de tierra: conectado a una aguja subcutanea colocada en la cola del

animal.

2. Electrodo de referencia: conectado a una

placa de oro, dispuesto en la boca
del animal (Fig. 39).

3. Electrodo corneal: electrodo comercial

(Burian-Allen, Hansen Ophthalmic
Development Lab, Coralville, IA)

fabricado en metacrilato

transparente y oro (Fig. 39). Este

electrodo se dispone en el eje - i )
Figura 39: Electrodos corneal y de referencia.
visual a =5 mm de la cérnea.

* Registro. Una vez colocados los tres electrodos y con el animal en absoluta oscuridad,
se comienza el registro de las respuestas electrorretinograficas. Segun el protocolo
a realizar, o bien se introducia el animal en la pantalla de Ganzfeld o se disponia el
LED de iluminacioén en la proximidad del electrodo corneal, orientado al eje visual.

Las tareas de anestesia, instilacion ocular y disposicion de los electrodos se realiza bajo

una iluminacién monocromatica roja (= 650 nm) tenue.

9.2.- APARATAJEY SOFTWARE

Mediante la utilizacion de un estimulador eléctrico disefiado especificamente para el
control de las fuentes de iluminacién (CIBERTEC S.A.) se procede a alimentar los dispositivos
luminosos, consiguiendo intensidades luminicas de entre =5 y 3 log cd-s/m?. Las intensidades
luminicas aplicadas en cada caso se determinaron con un fotdmetro (Mavo Monitor USB, Gossen,

Nirnberg, GE). La sefial electrofisioldgica registrada fue después amplificada y filtrada con un

Alimentador/regulador
de corriente

Tarjeta digitalizadora

I I «————— | 7000 oooo
Amplificador/Filtro | ooog
i @ Fuente del
Electrodos estimulo
P o
Loy :\T

Figura 40: Disposicion del aparataje utilizado en los registros electrorretinograficos.
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amplificador (CP511 AC amplifier, Grass Instruments, Quincy, MA) y digitalizada a 10 KHz con una tarjeta
de adquisiciéon de datos PowerLab (ADInstruments Ltd., Oxfordshire, Reino Unido). La sefial fue
finalmente representada en la pantalla de un ordenador PC-compatible. Tanto para la
representacion grafica de las sefales registradas como para el control del estimulador luminoso
se empled el software comercial Scope v6.4 del PowerLab.

En la figura 40 se muestra de forma esquematica el equipamiento utilizado en la

realizacion de los registros electrorretinograficos.

9.3.- PROTOCOLOS DE ESTIMULACION

Para la realizacion de los protocolos se ha procurado normalizar los registros

electrorretinograficos en animales de experimentacién, siguiendo las mismas normas dictadas
para los registros electrorretinograficos en pacientes humanos (Marmor et al., 2004; www.iscev.org).
Siguiendo dichas normas, se han obtenido las 5 respuestas electrorretinograficas estandar
descritas, esto es, respuesta de bastones, respuesta mixta, potenciales oscilatorios, respuesta de
conos y respuesta flicker. Ademas, una vez puesta a punto, anadimos a los 5 registros anteriores
la respuesta escotépica umbral (STR).

9.3.1.- Respuesta escotdpica umbral (STR)

Se obtuvo, tras mas de 12 h de adaptacion a la oscuridad, utilizando la pantalla de
Ganzfeld. Se aplicaron estimulos de entre —5 y —4,3 log cd-s/m? (Fig. 41). Tras 100 ms de registro
basal, se aplicaron estimulos de entre 1.0 y 3.0 ms de duracién para, a continuacion, registrar
durante 500 ms la respuesta retiniana (Fig. 41). Durante la realizacion del registro se utilizé un
filtro de paso alto de 1Hz y de paso bajo de 1000Hz. Se promediaron un total de 100 respuestas

con un intervalo entre estimulos de entre 3y 10 s.

STR positivo
log cd-s/m? %0
75
-5.0 %60
b=
3 45
=
£
<

5 -4,7 43

Log(cd-s/m?)

STR positive STR negativo

TR negativo 75

W =
0 T

-5 -4,7 -4.3
100ms

Amplitud (uV)
IS
&

Log(cd-s/m?)

Figura 41. Puesta a punto del registro de la respuesta escotépica umbral (STR).
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Para nuestro estudio, comparamos las respuestas obtenidas en las retinas pcd/pcd y

control en los diferentes estadios considerados empleando una intensidad luminica de —4.3 log

cd-s/m?.

9.3.2.- Respuesta de bastones

La respuesta de los bastones en las retinas pcd/pcd y control se obtuvo en condiciones
escotdpicas y con el animal dentro de la pantalla de Ganzfeld. Aplicamos estimulos luminosos
con una intensidad comprendida entre —4,0 y —2.1 log cd-s/m? (Fig. 42). Tras 100 ms de registro
basal, se aplicdé un estimulo de 5 ms de duracién para, a continuacion, registrar durante 500 ms
la respuesta de la retina (Fig. 42). Durante la realizacion del registro se utilizé un filtro de paso
alto de 1Hz y de paso bajo de 1000Hz. Se promediaron un total de 60 respuestas, con un
intervalo entre estimulos de entre 5y 10 s.

Para nuestro estudio, comparamos las respuestas obtenidas en las retinas pcd/pcd y
control en los diferentes estadios considerados empleando una intensidad luminica de —2.1 log
cd-s/m? (sombreado Fig. 42), tras comprobar que obteniamos el maximo de respuesta sin

estimular también a los conos.

log cd-s/m?®
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Figura 42. Puesta a punto del registro de la onda b escotopica (bastones).
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9.3.3.- Respuesta escotopica mixta

Este registro se obtiene tras haber obtenido la respuesta de bastones, manteniendo las
condiciones escotdpicas. En primer lugar, aplicamos estimulos luminosos comprendidos entre
-1,64 y 3,22 log cd-s/m? (Fig. 43). Los estimulos comprendidos entre —1,64 y —1.01 se obtienen
empleando la pantalla de Ganzfeld, mientras que los estimulos de mayor intensidad se
consiguen usando un LED en la disposicion descrita en apartados anteriores. Al final, la
intensidad luminica escogida para comparar las ondas a y b escotdpicas mixtas en nuestras
retinas de estudio fue 2,71 log cd-s/m?, ya que por debajo de esta intensidad no se conseguia la
respuesta maxima y por encima se saturaba la respuesta (sombreado, Fig. 43).

log cd-s/m?
M\
LT — \ _
_——-—"_“"’-__Fr_’
ﬁ-..._,.._--——--y_..-—"'d_.‘f-_
{J“'
101 o B
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132 e 300
1\.'1 N 250
i; 200
\{ 3 150
Ly E‘ 100
50
2,19 R | ’_w___,r*“"ﬂ-ﬂw%%w ° 164 1,01 ‘ 13 ‘ 219 ‘ 2,71
ll'J\J al log cd-s/m?
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Ondaa l 21450
L P W T 2 20
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Figura 43. Puesta a punto del registro de las ondas a y b escotopicas (mixtas).

Como en el caso anterior, tras 100 ms de registro basal, se aplicé un estimulo de 5 ms de
duracion para, a continuacion, registrar durante 500 ms la respuesta de la retina. Durante la
realizacion del registro se utilizé un filtro de paso alto de 1 Hz y de paso bajo de 1000 Hz y se

promediaron un total de 60 respuestas con un intervalo entre estimulos de 30 s.
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9.3.4.- Potenciales oscilatorios

El registro de los potenciales oscilatorios se efectia con el animal dentro de la pantalla de
Ganzfeld y manteniendo las condiciones escotopicas. Se emplea una intensidad luminica de
—1,01 log cd-s/m?. Al igual que en los registros anteriores, tras 100 ms de registro basal se aplica
un estimulo de 5 ms de duracién para, a continuacion, registrar durante 500 ms la respuesta
retiniana (Fig. 44). Para medir los potenciales oscilatorios se filtra la sefal utilizando un filtro de
paso alto de 30 Hz y de paso bajo de 10000 Hz. Se promediaron un total de 60 respuestas con

un intervalo entre estimulos de 15 s.

log cd-s/m? Potenciales oscilatorios
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Figura 44. Puesta a punto del registro de los potenciales oscilatorios.

9.3.5.- Respuesta de conos

Finalizados los registros en condiciones escotépicas, se expone al animal de
experimentacion a una iluminacién basal de 30 cd/m?durante 5 min, con el fin de adaptar la

retina a la luz (condiciones fotdpicas). El registro de las respuestas de conos se llevoé a cabo
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Figura 45. Puesta a punto del registro de la respuesta de conos.
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mediante iluminaciéon con LEDs. Para ello, una vez adaptada la retina a la luz, aplicamos
estimulos luminosos de intensidad comprendida entre —0,62 y 3,22 log cd-s/m? (Fig. 45).

Tras 100 ms de registro basal, se aplicé un estimulo de 5 ms de duracién para, a
continuacion, registrar durante 500 ms la respuesta de la retina (Fig. 45). Para realizar el registro
se utilizé un filtro de paso alto de 1 Hz y de paso bajo de 1000 Hz y se promediaron un total de
60 respuestas con un intervalo entre estimulos de 1 s. Durante la duracién de la prueba se
mantiene la iluminacién basal, lo que permite conservar el estado de adaptacién a la luz.

Para nuestro estudio comparativo, se consideré6 una intensidad Iuminica de
2,71 log cd-s/m?; tras comprobar que con menor intensidad no se obtenia la maxima respuesta y

que intensidades superiores no aumentaban la amplitud de la respuesta (Fig. 45).

9.3.6.- Flicker

Manteniendo las condiciones de adaptacion a la luz, se aplican estimulos luminosos de
intensidad 2,71 log cd-s/m? de 5 ms de duracién cada 50 ms (es decir, con una frecuencia de 20
Hz) de forma continuada (Fig. 46).

Se promediaron un total de 60 ciclos de 1,2 s de duracién con un intervalo entre uno y otro
de 1 s. Durante la realizacién del registro se utilizé un filtro de paso alto de 1 Hz y de paso bajo
de 1000 Hz.
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Figura 46. Puesta a punto del registro de la respuesta flicker.

9.4. ANALISIS DE DATOS

Los valores obtenidos en los registros electrorretinograficos se trataron estadisticamente

de igual forma a la descrita para la cuantificacion de células.
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" Resultados

1.- FOTORRECEPTORES

La retina de los animales silvestres presenta 14-15 hileras de células fotorreceptoras en la
CNE (Iconografia, Fig. 47A); un espesor que se conserva en todos los estadios de edad
considerados.

En la retina de los animales mutantes pcd/pcd, la CNE pierde progresivamente filas de
fotorreceptores (Fig. 47B-D), si bien hasta p90 no tiene un reflejo histolégico evidente (Fig. 47E).
No obstante, en el intervalo de edades considerado, p45-270, la CNE nunca llega a desaparecer
completamente en las retinas pcd/pcd, pudiéndose observar entre 2 y 3 estratos de células
fotorreceptoras a p270 (Fig. 47F).

El recuento de nucleos positivos a yoduro de propidio muestra una progresiva reduccién
del nimero de células fotorreceptoras en las retinas de animales pcd/pcd respecto a los animales
silvestres (Grafica 1). A partir de p90 esta disminucion es significativa, siendo mucho mas notable
a los 270 dias, donde la diferencia es altamente significativa y se conserva solamente el 13,25%

de las células fotorreceptoras en la CNE respecto al valor obtenido en los animales controles.
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2.— MUERTE CELULAR

La presencia de apoptosis en la retina tanto de los animales silvestres como de los
mutantes pcd/pcd fue evaluada mediante la técnica de TUNEL. En las retinas controles no
hemos encontrado células positivas a TUNEL en ninguna de las secciones estudiadas (Fig. 48A-
C).
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Por contra, las retinas de los animales pcd/pcd presentan células positivas a TUNEL en
todos los estadios de edad considerados (Fig. 48D-O). En las secciones de retinas pcd/pcd
estudiadas, todas las células apoptoticas visualizadas se localizaron en la CNE, sin que hayamos
observado la presencia de células positivas a TUNEL en ninguna otra capa nuclear de la retina
en el intervalo p45-270 (Fig. 48D-0O). El numero de células apoptéticas contabilizadas se
mantiene constante entre los cinco grupos de edad objeto del estudio, alcanzando valores entre

1-2 células positivas a TUNEL por campo (200 um x 160 um de seccion transversal de retina).

3.— POBLACIONES NEURONALES
3.1.- CELULAS BIPOLARES

3.1.1.- Inmunorreactividad a proteina quinasa C a (PKCa)

En las retinas de los animales silvestres, la poblacién de células bipolares de bastén
muestra una fuerte inmunorreactividad para este marcador (Figs. 49A y 50A-B). Estas células
presentan abundantes penachos dendriticos marcados en la CPE (Figs. 49A y 50A). Asimismo,
los terminales axdnicos de estas células bipolares tienen varicosidades bien definidas e
intensamente inmunorreactivas a PKCa localizadas en la sublamina 5 de la CPI (Figs. 49A y
50B).

Las retinas de los animales pcd/pcd conservan sus poblaciones de células bipolares de
bastén en lo que al numero de dichas células se refiere(Grafica 2). Asi, no hemos encontrado
variaciones significativas en el numero de células bipolares positivas a PKCa entre las retinas de
los animales silvestres y los animales pcd/pcd, en ninguno de los grupos de edad considerados
en este estudio.
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No obstante, a medida que avanza la degeneracion de los fotorreceptores en las retinas
pcd/pcd, es posible apreciar cambios morfolégicos en las prolongaciones de las células bipolares
de baston (Figs. 49B-F y 50C-J). En el intervalo de p45 a p90, las células bipolares de bastén de
las retinas pcd/pcd no presentan cambios morfolégicos evidentes en sus penachos dendriticos,
respecto a los animales silvestres (Fig. 49C y 50C-E); pero a partir de p90, sufren la retraccién
progresiva de sus dendritas; las cuales llegan casi a desaparecer a p270 (Fig. 49G y 50G-I). En
cuanto a los terminales axonicos, las células bipolares de baston de las retinas pcd/pcd
presentan una morfologia normal, con varicosidades grandes e intensamente tefiidas, entre p45
y p60 (Fig. 50D). En estadios posteriores, se observan terminales axénicos con varicosidades de

menor tamafio y menor inmunorreactividad que en los animales silvestres (Fig. 50F,H,J).

3.2.- CELULAS GANGLIONARES

3.2.1.- Inmunorreactividad a islet-1

En la retina de los animales silvestres se observan nitidamente células ganglionares
positivas a islet-1 (Fig. 51A). En estas células, el marcaje se localiza exclusivamente en el soma
sin que se haya encontrado ningun proceso inmunorreactivo para islet-1 en ninguna de las
secciones estudiadas (Fig. 51A). Entre las células ganglionares marcadas existe una ligera
variacion en la intensidad de la tincién (Fig. 51A).

El patréon de inmunorreactividad a islet-1 que presentan las retinas pcd/pcd entre p45 y
p270 es esencialmente idéntico al que acabamos de describir para las retinas de animales
silvestres (Fig. 51B). Asimismo, no hemos encontrado diferencias significativas en el nimero de
células ganglionares positivas a islet-1 entre retinas de animales pcd/pcd y silvestres en ninguno

de los estadios de edad considerados en este estudio (Gréfica 3).

20 5 mSilvestres @ ped/ped

e NS NS NS NS NS
315
3
Q
0
‘—g 10 4
3
3 5
-
0 J
p45 p60 p90 p180 p270
Edad (dias) Grafica 3. Namero de células
45 60 % 180 270 ganglionares marcadas con
P P P P P islet-1. En la tabla se adjunta el
S'IVeStreS 9,00 + 10,33 + 11,83 + 11,75 * 11,50 * valor medio y la desviacidén
361 121 2,21 0,99 1,52 estandar de la media. Test de la
pcd/pcd 9,33 £ 11,00 = 10,17 = 13,00 = 10,92 = T de Student (NS: no
2,07 2,90 2,79 2,53 1,36 significativo).

e63e



" Resultados

3.2.2.- Inmunorreactividad a RT97

En la retina de los animales silvestres, las fibras del nervio 6ptico se tifien intensamente
con Rt97. La inmunorreactividad aumenta desde la periferia hacia el centro como consecuencia
de la progresiva convergencia de axones de células ganglionares en busca de la CNO (Fig. 52A).

Al igual que en los animales silvestres, los axones de las células ganglionares de las
retinas pcd/pcd se tifien intensamente con anticuerpos Rt97 (Fig. 52B). Estos axones convergen
formando haces y salen de la retina por la CNO, sin que hayamos encontrado diferencias
aparentes en los animales pcd/pcd respecto a los animales silvestres en el intervalo p45-270
(Fig. 52B).

3.2.3.- Inmunorreactividad a calbindina v calretinina

En la CCG de las retinas de animales silvestres, numerosas células presentan
inmunorreactividad al emplear anticuerpos contra las proteinas ligantes de calcio calbindina y
calretinina (Figs. 53A y 54A respectivamente). No obstante, con estos dos marcadores proteicos
no es posible diferenciar a las células ganglionares de las células amacrinas desplazadas.

A pesar de este inconveniente, conviene destacar que no hemos encontrado
modificaciones en el patrén de inmunorreactividad a calbindina y calretinina en la CCG de las
retinas de animales pcd/pcd respecto a lo descrito en los animales silvestres en ninguno de los

grupos de edad estudiados (Figs. 53B-F y 54B-F, respectivamente).

3.3.- CELULAS HORIZONTALES

3.3.1.- Inmunorreactividad a calbindina

En la retina de los animales silvestres, las células horizontales positivas presentan un
soma intensamente tenido ubicado muy préximo al limite, o en el mismo limite, con la CPE (Fig.
53A). Numerosos procesos de estas células presentes en la propia CPE también se tifien
intensamente (Fig. 53A). Estos procesos se disponen paralelos a las capas de la retina (Fig.
53A).

El patréon de inmunorreactividad a calbindina en las células horizontales de las retinas de
los animales mutantes pcd/pcd es similar al descrito en las retinas silvestres (Fig. 53B-F).
Asimismo, no hemos encontrado procesos de células horizontales que, de manera andémala,
penetren en las capas nucleares externa e interna. Sin embargo, en las retinas de los animales
pcd/pcd si es posible apreciar una ligera disminucién de la inmunorreactividad a calbindina en los
procesos de las células horizontales ubicados en la CPE en relacion a los animales silvestres.
Esta reduccion se observa desde p45, si bien no se aprecia que dicha disminucién se incremente
notablemente en los siguientes estadios de edad (Fig. 53B-F). Ademas, en las retinas de
animales pcd/pcd de 180 y 270 dias de edad aparecen somas de células horizontales en

posiciones mas esclerales de lo habitual, incluso en la misma CNE (Fig. 53G-H).
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Al efectuar el recuento de células horizontales positivas a calbindina, no hemos encontrado
variaciones significativas en el nimero de estas células entre animales silvestres y pcd/pcd en el
intervalo p45-270 (Gréafica 4).
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3.3.2.- Inmunorreactividad a RT97

En la retina de los animales silvestres, los procesos de las células horizontales son
positivos a Rt97, apareciendo intensamente tefiidos a lo largo de toda la extensién de la retina
(Fig. 52C).

En las retinas de los animales mutantes pcd/pcd no hemos encontrado diferencias
respecto a los animales silvestres en la inmunorreactividad a Rt97 que presentan los procesos de

las células horizontales (Fig. 52D).

3.4.- CELULAS AMACRINAS

3.4.1.- Inmunorreactividad a calbindina

En la retina de los animales silvestres se puede observar una nutrida hilera de somas de
células amacrinas positivos a calbindina en la porcidn vitreal de la CNI (muy proximos a la CPI)
(Fig. 53A). En la propia CPI, y de manera anéloga a lo descrito al emplear anticuerpos contra
calretinina, los procesos inmunorreactivos de estas células forman tres bandas paralelas entre si
y longitudinales al eje mayor de la retina (Fig. 53A).

En las retinas de los animales pcd/pcd también es posible observar células amacrinas

positivas a calbindina en la CNI, asi como las tres bandas inmunorreactivas de la CPI, en todo el
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intervalo de edades considerado en este estudio (Fig. 53B-F). Sin embargo, se observa que la
intensidad de esta tincion es inferior en las retinas pcd/pcd que en los controles (Fig. 53A-F).
Esta modificacion es evidente en secciones de retina de animales pcd/pcd de 45 dias (Fig. 53B),
y puede constatarse igualmente en el resto de grupos de edad considerados en este estudio (Fig.
53C-F).

Sin embargo, aunque la pérdida de intensidad en la inmunorreactividad es visible en todo
el intervalo temporal, sélo se demuestra una reduccion significativa del numero de células
amacrinas positivas a calbindina en las retinas pcd/pcd respecto al silvestre en los dos ultimos

estadios, esto es, p180 y p270 (Gréfica 5).
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3.4.2.- Inmunorreactividad a calretinina

En las retinas de los animales silvestres, la CNI presenta numerosas células amacrinas
positivas a calretinina en la mitad vitreal de la capa, estando mas intensamente tefidas las mas
préximas a la CPI (Fig. 54A). Ademas, en la propia CPI se observan fuertemente marcadas tres
bandas longitudinales paralelas entre si, que corresponden a las ramificaciones inmunorreactivas
de las células amacrinas (Fig. 54A). En la CCG, hay muchas células positivas a calretinina, si
bien, como se menciond con anterioridad, no es posible distinguir en este caso las células
amacrinas desplazadas de las células ganglionares (Fig. 54A).

En las retinas de los animales pcd/pcd, el patron de inmunorreactividad a calretinina es
similar al que presentan los animales silvestres (Fig. 54B-F). De este modo, en todos los estadios
de edad considerados, es posible identificar células amacrinas intensamente tefiidas en la CNI,

asi como las tres bandas longitudinales marcadas de la CPI (Fig. 54B-F).
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Al realizar el conteo de las células amacrinas positivas a calretinina en la CNI no se han
hallado diferencias significativas entre las retinas de los animales mutantes respecto a los

silvestres en ninguno de los estadios de edad considerados (Grafica 6).
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3.4.3.- Doble marcaje calretinina/calbindina

Tanto en las retinas de los animales silvestres como en las de los ratones pcd/pcd pueden
distinguirse tres subpoblaciones de células amacrinas en base a la expresion que presentan de
estos marcadores: CR*/CB’, CR/CB" y CR*/CB" (las menos numerosas) (Fig. 55A-B).

3.5.- MARCADORES DE SINAPSIS

3.5.1.- Inmunorreactividad a sintaxina

En los animales silvestres, la CPI muestra una intensa inmunorreactividad a sintaxina a lo
largo de toda la extension de la retina (Fig. 56A). Dentro de la propia CPI, destaca la tincién en la
sublamina 5, claramente superior al resto (Fig. 56A). Ademas de la CPI, en las retinas de los
animales silvestres también presenta inmunorreactividad a este marcador la CPE, si bien en este
caso de forma ténue (Fig. 56A).

En las retinas de los animales pcd/pcd no se aprecian modificaciones en la
inmunorreactividad a sintaxina, respecto a los animales controles durante el intervalo p45-180.

Sin embargo, en animales pcd/pcd de 270 dias se aprecia una evidente disminucion de la
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inmunorreactividad en ambas capas plexiformes (Fig. 56B). Asi, apenas si llega a observarse
tincion en la CPE, mientras que la intensidad de aquella esta reducida en la CPI (Fig. 56B). A
pesar de esta disminucion, la sublamina 5 sigue apareciendo como la zona mas destacada
dentro de la CPI (Fig. 56B).

3.5.2.- Inmunorreactividad a sinapsina

La inmunorreactividad a sinapsina en la retina de los animales silvestres se localiza en la
CPI, la cual se tifie en toda su extensién, aunque de manera mas intensa en la sublamina 5 (Fig.
57A-B).

Las retinas de los animales pcd/pcd presentan un patrén de inmunorreactividad a
sinapsina muy similar al de los animales silvestres entre p45 y p180. Sin embargo, en animales
pcd/pcd de 270 dias de edad es posible observar un ligero, pero nitido, incremento de la
inmunorreactividad a sinapsina en la sublamina 1 de la CPI, en relacion a la misma zona de la
retina de animales silvestres (Fig. 57C). No obstante, este aumento en la intensidad de la tincion
en la sublamina 1 no es apreciable en toda la extension de las retinas pcd/pcd, ya que en la
periferia de estas retinas esta zona de la CPl no destaca especialmente, mostrando una

intensidad de tincién similar a la que se observa en las retinas silvestres (Fig. 57D).

3.5.3.- Inmunorreactividad a bassoon

En la retina de los animales silvestres ambas capas plexiformes presentan
inmunorreactividad para bassoon, observable como un punteado, si bien el marcaje es
visiblemente mas intenso en la CPI (Fig. 58A). Asimismo, también es posible observar algunos
puntos inmunorreactivos entre las células mas vitreales de la CNI (Fig. 58A).

En los tres primeros estadios de edad considerados (p45-60-90), las retinas de los
animales pcd/pcd muestran idéntica inmunorreactividad en ambas capas plexiformes a la que se
observa en las retinas silvestres. Por contra, en animales pcd/pcd de 180 dias, es posible
apreciar una ligera disminucion de la inmunorreactividad a bassoon en la CPE de la retina en
relacion a los animales silvestres de la misma edad. La reduccién del marcaje en esta capa es
aun mas evidente en las retinas de animales pcd/pcd de 270 dias de edad (Fig. 58B). Sin
embargo, en la CPIl de estas mismas retinas pcd/pcd (p180-270) no hemos encontrado
modificaciones visibles en la inmunorreactividad a este marcador en comparacién con las retinas

de los respectivos animales controles (Fig. 58B).
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4.— POBLACIONES GLIALES
4.1.- CELULAS DE MULLER Y ASTROCITOS

4.1.1.- Inmunorreactividad a GFAP

En la retina de los animales silvestres, la inmunorreactividad a GFAP se localiza en los
astrocitos ubicados en la CFNO y en un numero reducido de procesos transversales localizados
en la periferia (Fig. 59A-B). Los procesos marcados de estos astrocitos estan en estrecho
contacto con los vasos sanguineos, observandose alguno de estos procesos penetrando
ligeramente en la retina acompafando a algun vaso sanguineo. En las retinas estudiadas, los
elementos marcados en la CFNO se concentran en la zona central, sobre todo cerca de la CNO.
En cuanto a los procesos transversales tefiidos en la periferia, éstos tienen su origen,
probablemente, en las células de Mdller.

En la retina de los animales pcd/pcd, la inmunorreactividad a GFAP aumenta de forma
notable respecto a las retinas silvestres a medida que progresa la degeneracion de los
fotorreceptores (Fig. 59C-H). Este incremento es evidente tanto en la CFNO, donde aparecen
mayor cantidad de procesos marcados, como en la periferia de la retina, donde se tifien
numerosos procesos transversales (Fig. 59C-H). El numero de estos procesos transversales
positivos a GFAP aumenta progresivamente a medida que los animales pcd/pcd envejecen,
verificandose un gradiente periferia — centro (Fig. 59C-H).

Esta gliosis reactiva se verifica en las retinas pcd/pcd en todos los grupos de edad
considerados (p45-270), aumentando el marcaje en la CFNO, asi como el numero de procesos
transversales inmunorreactivos, a medida que la edad del animal pcd/pcd aumenta.

Ademas, a partir de p90, en la retina de los ratones pcd/pcd aparecen astrocitos
intensamente tefiidos en el interior de la CPI (Fig. 59C,E,G). Estos astrocitos se concentran
mayoritariamente en la retina central. Morfolégicamente, destacan por su gran tamafio y por
presentar numerosos procesos largos e intensamente inmunorreactivos. Parte de estos procesos
se dirige vitrealmente y contacta o bien con los vasos sanguineos localizados en la CFNO, o bien
con la MLI (Fig. 59C,E,G). Asimismo, otra parte de los procesos de estos grandes astrocitos
discurre tangencialmente dentro de la CPI (Fig. 59C,E,G).

Por otra parte, el entrelazado que forman los procesos astrocitarios positivos a GFAP en la
CFNO es mas denso en los animales pcd/pcd que en los silvestres, observandose un incremento
del niumero de “celdillas” formadas por los procesos astrocitarios en las retinas de los ratones
mutantes (Fig. 63A,C,D,F).

4.1.2.- Inmunorreactividad a EAAT-4

El patron de inmunorreactividad a EAAT-4 en las retinas de los animales silvestres es muy
parecido al descrito para la GFAP. Asi, es posible observar astrocitos marcados en la CFNO vy
un numero muy reducido de procesos transversales inmunorreactivos en la periferia de la retina
(Fig. 60A-B).
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En las retinas de los animales pcd/pcd se aprecia un incremento de la inmunorreactividad
a EAAT-4 a medida que progresa la degeneracion de las células fotorreceptoras, analogo al
observado al estudiar la inmunorreactividad a GFAP, aunque con menor extensién e intensidad
(Fig. 60C-H). Este incremento es evidente en la CFNO, donde hay un aumento visible del
numero de elementos marcados (Fig. 60C,E,G). Asimismo, en la periferia de la retina de los
animales pcd/pcd puede apreciarse un numero progresivamente mayor de procesos
transversales tenidos (Fig. 60D,F,H). La aparicion de procesos inmunorreactivos en la periferia
de las retinas pcd/pcd verifica un gradiente periferia — centro.

Al igual que en el caso de la GFAP, el incremento de inmunorreactividad a EAAT4
respecto al silvestre es apreciable en las retinas pcd/pcd en todos los grupos de edad
considerados, incrementandose la tincion en la CFNO y el nimero de procesos transversales
inmunorreactivos en la periferia a lo largo del intervalo p45-270.

Por otra parte, en contra de lo observado con anticuerpos contra GFAP, no se han
encontrado astrocitos positivos a EAAT-4 en la CPI en ninguna de las secciones de retinas pcd/

pcd estudiadas.

4.1.3.- Inmunorreactividad a S100

En la retina de los animales silvestres presentan inmunorreactividad a S100 algunas
células de Miiller y los astrocitos de la CFNO (Fig. 61A).

Los somas de las células de Miiller positivos a S100 se hallan en la CNI, ubicados al
mismo nivel dentro de la capa (hacia la mitad de la misma o ligeramente esclerales). Como
consecuencia de esta disposicidon, en una seccion transversal de retina, puede observarse una
hilera ordenada de cuerpos de células de Miller inmunorreactivos que se disponen
longitudinalmente a la CNI (Fig. 61C). Del soma de las células de Mdller parten, en sentidos
opuestos, dos procesos inmunorreactivos a S100, ambos perpendiculares al eje mayor de la
retina.

En la retina de los animales silvestres, la MLI aparece intensamente tefiida (Fig. 61E). Por
contra, se aprecia poca inmunorreactividad en las capas externas de la retina, por lo que la MLE
presenta escaso o nulo marcaje (Fig. 61A).

Por su parte, los astrocitos de la CFNO demuestran una intensa inmunorreactividad a
S100, tanto en su cuerpo celular como en sus numerosos procesos. Estos procesos astrocitarios
forman una malla y presentan una estrecha relacion con los vasos sanguineos que discurren por
la zona (Figs. 62A y 63B-C).

De forma general, las retinas de los animales pcd/pcd conservan el patréon de
inmunorreactividad que acabamos de describir para los animales silvestres. Asi, en las retinas
pcd/pcd se marcan con S100 algunas células de Miller y los astrocitos de la CFNO (Fig. 61B).

No obstante, es posible apreciar algunas diferencias en el mismo.
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La modificacion mas evidente es la disposicion alterada de los cuerpos celulares de las
células de Miiller que, en una seccidn transversal de retina pcd/pcd, no aparecen como aquella
ordenada hilera longitudinal de cuerpos celulares positivos a S100 vista en los animales
silvestres (Fig. 61E), sino que se disponen a diferentes niveles dentro de la CNI, generalmente
mas esclerales de lo habitual (Fig. 61D). Ademas, en las retinas pcd/pcd se observa un ligero
incremento de la inmunorreactividad a S100 en los procesos de estas células en las capas CNI y
CPI (Fig. 61B y D).

En cuanto a la poblacion astrocitaria, la malla que forman los procesos de estas células en
la CFNO es mas densa en las retinas de los animales pcd/pcd que en su contrapartida silvestre
(Figs. 61F, 62B y 63E-F). La inmunorreactividad a S100 en esta capa es especialmente intensa
alrededor de los vasos sanguineos (Fig. 62B).

El patrén temporal que siguen estas alteraciones en la inmunorreactividad a S100 en las
retinas pcd/pcd es similar al descrito en los casos de las proteinas GFAP y EAAT4; esto es, un

progresivo incremento a medida que la edad de los animales pcd/pcd aumenta.

4.1.4.- Inmunorreactividad a glutamina sintetasa (GS)

En la retina de los animales silvestres, la practica totalidad de las células de Miuller
muestra inmunorreactividad a GS, tanto las ubicadas en la zona central de la retina como las que
estan localizadas en la periferia de la misma (Fig. 64A-B). En estas células, la tincion aparece
tanto en el cuerpo celular como en sus extensas prolongaciones.

Los cuerpos celulares de las células de Miller positivos a GS se hallan en la CNI,
localizados todos ellos al mismo nivel dentro de esta capa (hacia la mitad de la misma o
ligeramente esclerales). Debido a esta disposicion, en una seccion transversal de retina se
observa una ordenada hilera de cuerpos celulares marcados que recorre longitudinalmente la
CNI (Fig. 65A).

Del cuerpo de las células de Miiller parten, en sentidos opuestos, dos procesos positivos a
GS, ambos perpendiculares al eje mayor de la retina. Uno de estos procesos discurre por las
capas mas internas de la retina y alcanza la MLI; mientras que el otro discurre por las capas
externas de la retina hasta alcanzar la MLE. La inmunorreactividad a GS en estos procesos no es
homogénea en toda la longitud de los mismos, pudiéndose observar tramos donde la tincion es
especialmente débil o, incluso, nula. En la retina de los animales silvestres, ambas membranas
limitantes se tifien de manera intensa (especialmente la MLI) en toda su extensioén (Fig. 65C).

Por ultimo, conviene destacar que, en las retinas de los animales silvestres, los procesos
esclerales de las células de Muller se ramifican lateralmente en la CPE. Como consecuencia de
ello, en secciones transversales de retina es posible observar una banda inmunorreactiva a GS
que recorre longitudinalmente la CPE (Fig. 65E).

Las retinas de los animales pcd/pcd conservan sus poblaciones de células de Miller

positivas a GS, tanto en la zona central de la retina como en la periferia de la misma (Fig. 64C-
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D). A este respecto, no hemos encontrado diferencias significativas en el niumero de células de
Muller marcadas con GS entre retinas de animales silvestres y pcd/pcd en ninguno de los

estadios de edad considerados en este trabajo de Tesis (Grafica 7).
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Gréfica 7. Numero de células
p4s p60 P90 p180 p270 de Miiller marcadas con GS.
Silvest 23,67+ 2300+ 2400+ 2467+ 2400+ || Enla tablase adjunta el valor
tivestres 1,53 2,00 3,00 1,53 2,00 medio y la desviacién estandar
2500+ 24,33+ 2450+ 2417+ 2433+ |de la media Test dela T de
ped/ped 2,00 1,53 1,50 1,89 2,52 Student (NS: no significativo).

No obstante, es posible observar algunas modificaciones en el patrén de
inmunorreactividad a este marcador en las retinas de animales pcd/pcd respecto a lo descrito
para los animales silvestres. Estas variaciones son evidentes a partir de p90 (verificandose un
patron de tincién muy similar entre animales silvestres y pcd/pcd en el intervalo p45-60) y, al igual
que en los casos anteriores, se acentuan a medida que los ratones pcd/pcd envejecen.

Un cambio particularmente notorio es la disposicidén alterada de los cuerpos de las células
de Muiller dentro de la CNI. Asi, en una seccion transversal de retina pcd/pcd ya no se observa
una hilera longitudinal de cuerpos celulares positivos a GS, sino que éstos se disponen a
diferentes niveles dentro de la CNI, generalmente mas esclerales de lo habitual (Fig. 65B).

También se observan ligeras variaciones en el patrén de tincion de los procesos esclerales
de las células de Miiller. En este sentido, la diferencia mas notable es la menor presencia de
ramificaciones laterales inmunorreactivas a GS en torno al limite entre las capas CNI y CPE, con
lo cual deja de observarse la nitida banda inmunorreactiva descrita en las retinas de animales
silvestres (Fig. 65F).

Por ultimo, en las retinas pcd/pcd, la tinciéon de la MLE no es homogénea en toda su
extension. Asi, mientras que unas zonas presentan una intensa inmunorreactivad en la MLE, en

otras apenas se observa marcaje en dicha membrana (Fig. 65D).

o720



" Resultados

4.2.- CELULAS DE MICROGLIA

4.2.1.- Marcaje con Tx-100 e IgG anti-IgG de ratén

En las retinas de los animales silvestres se observan células microgliales ramificadas, con
procesos delgados y numerosos, morfologia tipica de las células microgliales no activadas
(Fig.66A). Estas células microgliales se ubican en ambas capas plexiformes y nunca aparecen
entre los nucleos y segmentos de los fotorreceptores (Fig. 66B).

Las retinas de los animales pcd/pcd también presentan numerosas células microgliales
tefiidas distribuidas en ambas capas plexiformes (Fig. 66C,E,G). Estas células de microglia
conservan la apariencia estrellada, con procesos celulares en disposicion radial (Fig. 66C,E,G).
Ademas de las emplazadas en las capas plexiformes, en las retinas de los animales pcd/pcd
destaca la presencia de células microgliales entre los nucleos y segmentos de los fotorreceptores
(Fig. 66D,F,H). Esta subpoblacion de células de microglia se tife de forma intensa y se
caracteriza morfolégicamente por un cuerpo celular de gran tamafio, asi como por
ramificaciones cortas y robustas que se disponen entre los segmentos de los fotorreceptores
(Fig. 66D,F,H). La presencia de células microgliales en las capas mas externas de la retina se
aprecia ya en animales pcd/pcd de 45 dias, manteniéndose en estos animales a lo largo del

intervalo temporal considerado en este trabajo.

4.2.2.- Inmunorreactividad a Iba 1

El marcaje con anticuerpos contra la proteina iba1 muestra un patrén muy similar al que se
describe en el apartado anterior. De este modo, en la retina de los animales silvestres aparecen
células microgliales inmunorreactivas a ibal en ambas capas plexiformes (Fig. 67A). Estas
células microgliales se caracterizan por su morfologia estrellada, con largos procesos en
disposicion radial (Fig. 67A). No hemos encontrado inmunorreactividad a iba1 entre los nucleos y
segmentos de los fotorreceptores en ninguna de las secciones de retinas silvestres estudiadas.

Por su parte, las retinas de los animales mutantes pcd/pcd presentan células microgliales
positivas a ibal en ambas capas plexiformes y entre los nucleos y segmentos de los
fotorreceptores (Fig. 67B-F). En las capas plexiformes, las células microgliales marcadas
muestran procesos largos en disposicion radial; mientras que las ubicadas en las capas mas
externas de la retina se caracterizan por un cuerpo celular intensamente inmunorreactivo y por
ramificaciones cortas y robustas distribuidas entre los segmentos de los fotorreceptores (Fig.
67B-F). La presencia de células de microglia positivas a iba1l en las capas CNE y SF es una
constante en los animales pcd/pcd desde p45, pudiéndose observar en secciones de retina de
todos los grupos de edad considerados en este estudio (Fig. 67B-F).

Aunque no hemos realizado el recuento de células microgliales marcadas con iba1l, se
puede apreciar un incremento del numero de células de microglia inmunorreactivas en las capas

plexiformes de las retinas pcd/pcd en relacion a la de los animales silvestres.
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4.2.3.- Inmunorreactividad a CD68. Doble marcaje CD68/ibal

En las retinas de los animales silvestres no se aprecian células inmunorreactivas a CD68,
un marcador proteico usado para localizar células de microglia activada (Fig. 68A-B). Esta
ausencia de marcaje en los animales silvestres se confirma en todo el intervalo de edades
considerado en este estudio.

Por contra, las retinas de los animales pcd/pcd si presentan células positivas a CD68 (Fig.
68C,E,G). Estas células se localizan entre los nucleos y segmentos de los fotorreceptores, sin
que hayamos podido demostrar su existencia en otras capas de la retina en ninguno de los
estadios de edad considerados (Fig. 68D,F,H).

Las células positivas a CD68 lo son también a iba1, lo que confirma la naturaleza
microglial de las mismas (Fig. 68D,F,H). No obstante, la co-localizacién de los dos marcadores
no se demuestra en toda la extension de estas células.

La presencia de células de microglia positivas a CD68 (activadas) en las capas mas
externas de la retina es constatable en los animales pcd/pcd de 45 dias de edad y es una

constante en estos animales en el intervalo de p45 a p270 (Fig. 68C-H).

4.2.4.- Inmunorreactividad a NOSi

Las retinas de los animales silvestres no demuestran inmunorreactividad a la isoforma
inducible de la o6xido nitrico sintasa (Fig. 69A). Esta ausencia de marcaje en los animales
silvestres se verifica en todos los grupos de edad considerados.

Al contrario que en los animales silvestres, en las retinas de los animales pcd/pcd es
posible observar con claridad células positivas a NOSi entre los nucleos y segmentos de los
fotorreceptores (Fig. 69B-F). La presencia de células y procesos marcados en las capas externas
de la retina es detectable en los animales pcd/pcd a lo largo de todo el intervalo p45-270 (Fig.
69B-F). Ademas, en la CPE llegan a apreciarse algunas células y procesos inmunorreactivos al
marcador en los ultimos estadios de edad considerados (p180-270)(Fig. 69E-F). Por contra, no
hemos encontrado elementos inmunorreactivos a NOSi en las capas mas internas de estas

mismas retinas en ninguno de los grupos de edad.

4.2.5.- Otros marcadores: inmunorreactividad a HsAs y MHC_II

Ademas de los marcadores anteriores, se emplearon anticuerpos contra HsAs y MHC_lI
para localizar las células microgliales. El patrén espacial y temporal de marcaje con estos dos
tipos de anticuerpos es idéntico al descrito en el caso de la inmunorreactividad a iba1, tanto para

los animales silvestres como los pcd/pcd.
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9.— ELECTRORRETINOGRAMA
5.1.- RESPUESTA ESCOTOPICA UMBRAL (STR)

5.1.1.- STR positivo
En los animales silvestres, la amplitud del STR positivo presenta cierto grado de

variabilidad, aunque se puede distinguir un valor maximo a p90 y una moderada disminucién con
el envejecimiento (Fig. 70A; Grafica 8). El tiempo implicito permanece constante en torno a los
100-110 ms (Fig. 70A; Grafica 8).

En los animales mutantes pcd/pcd, lo primero a destacar es la presencia de respuesta en
todos los estadios de edad considerados, lo que supone que las retinas de los ratones pcd/pcd
conservan la capacidad de responder a estimulos luminosos de muy baja intensidad, incluso
cuando la pérdida de células fotorreceptoras es mas que notable (p270) (Fig. 70B; Grafico 8). La
amplitud de la respuesta a p45 en los ratones pcd/pcd es practicamente idéntica a su
contrapartida silvestre (Fig. 70B; Gréfico 8). A partir de este estadio, la amplitud del STR en las
retinas pcd/pcd disminuye progresiva y linealmente, permaneciendo siempre por debajo del valor
de las retinas silvestres (Fig. 70B; Grafico 8). En los ratones pcd/pcd no hemos encontrado
variaciones significativas en el momento de aparicion de la respuesta (tiempo implicito) en
comparacioén con los animales silvestres (Fig. 70B; Grafico 8).

A m silvestres O pcd/ped B
90 -
NS 160 -
75 — 140 - NS NS NS NS
T
Seo| _NS NS NS £ 1204 l\ T
2 2 100 | T \flff\i
2 45 = 80|
s E
g 30 - S 60 -
15 1 5 401
F 204 _4 silvestres pcd/ped
01 0 : : : : : ‘
p45 p90 p180 p270 0 50 100 150 200 250 300
Edad Edad
p45 p90 p180 p270
Amplitud Silvestres 30,39 + 22,27 47,41 £ 32,02 20,77 £1,72 31,02 + 23,60
(V) pcdipcd  27,43+12,27 19,65+ 13,77 12,88 + 4,40 10,85 + 4,95
Tiempo Silvestres 116,81 +19,77  107,15+5,24 111,08 + 6,54 95,38 + 8,26
implicito (Ms)  pcdjpcd 113,318,661  110,13+2097 120,13+ 10,43 97,75+ 13,08

Graifica 8. STR positivo. A. Amplitud de la respuesta. B. Tiempo implicito de la respuesta. En la tabla se
adjunta el valor medio y la desviacion estandar de la media. Test de la T de Student (NS: no significativo).
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5.1.2.- STR negativo

El patron del STR negativo es muy similar al descrito en el STR positivo. Asi, los animales
silvestres presentan un maximo de amplitud a p90 y una cierta disminucion con el envejecimiento
(Fig. 70A; Grafica 9). El tiempo implicito se sitia en torno a 200 ms, con ligeras variaciones por
encima y por debajo de este valor (Fig. 70A; Grafica 9).

A 70 ~ msilvestres @ pcd/pcc B 250 . NS NS NS NS
%01 = @ 200 L] ;
< 5] Ns NS ns € T S
20| S 150 - L
E] =
S 30 4 E 100
€ a
<< 20 +
% 50 -
10 | =
——silvestres pcd/pcd
04 0 T T T T T 1
p45 p90 p180 p270 0 50 100 150 200 250 300
Edad Edad
p45 p90 p180 p270
Amplitud Silvestres 23,05 + 14,47 33,41 +2514 18,89 + 8,51 25,35+ 17,97
(nv) pcd/ipcd 24,50 + 14,83 19,03 + 16,47 16,37 + 2,07 14,37 + 8,56
Tiempo Silvestres 212,13 +£23,27 196,60 + 17,50 208,58 + 17,67 188,69 + 13,57
implicito (MS)  cd/ped  200,31+27,34  206,29+30,23 209,13 + 11,14 179,75 + 22,63

Graéfica 9. STR negativo. A. Amplitud de la respuesta. B. Tiempo implicito de la respuesta. En la tabla se
adjunta el valor medio y la desviacién estandar de la media. Test de la T de Student (NS: no significativo).

Las retinas pcd/pcd presentan respuesta STR negativa en todos los estadios de edad
considerados (Fig. 70B; Grafica 9). Al igual que sucedia con el STR positivo, la amplitud de la
respuesta a p45 en los ratones pcd/pcd es practicamente idéntica a la de los animales silvestres
de la misma edad. A partir de este estadio, la amplitud del STR negativo disminuye progresiva y
linealmente con la edad, siendo siempre inferior al valor que muestran los animales silvestres
(Fig. 70B; Grafica 9).

No hemos encontrado diferencias significativas en el tiempo implicito entre animales
silvestres y animales mutantes pcd/pcd (Fig. 70B; Grafica 9).

5.2.- RESPUESTA DE BASTONES

En los animales silvestres, la amplitud de la respuesta de bastones muestra un patron
similar al descrito para la respuesta STR, con un maximo en p90 y una moderada disminucién en
estadios de edad mas avanzados (Fig. 71A; Grafica 10). El valor del tiempo implicito se sitia en
torno a los 100 ms, con ligeras variaciones por encima y por debajo de este valor (Fig. 71A,;
Gréfica 10).
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Las retinas de los animales pcd/pcd presentan respuesta en todos los estadios de edad
estudiados, incluido p270, edad a la que se ha descrito una pérdida sustancial de bastones (Fig.
71B; Grafica 10). A p45, la amplitud de la respuesta es practicamente idéntica en animales
silvestres y mutantes. A partir de este estadio, la amplitud de la respuesta de bastones disminuye
con la edad en los ratones pcd/pcd, hallandose valores inferiores a los que se verifican en las
retinas de los animales silvestres; si bien, tan solo en el estadio de p90 la diferencia alcanza la
significancia estadistica (Fig. 71B; Grafica 10).

Por otra parte, la disminucion de amplitud de la onda b de bastones en los ratones pcd/pcd
no es tan lineal como la observada en el STR en estos mismos animales.

No se han encontrado modificaciones significativas en el valor del tiempo implicito entre

animales silvestres y mutantes pcd/pcd (Fig. 71B; Grafica 10).
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p45 p90 p180 p270 0 50 100 150 200 250 300
Edad Edad
p45 p90 p180 p270
Amplitud Silvestres 238,83 £ 86,53 391,33 £76,28 186,27 + 39,08 214,24 + 83,62
(nV) pcd/pcd 221,55+ 94,09 226,25+ 101,21 109,69 + 11,22 132,27 + 80,18
Tiempo Silvestres 111,19+ 7,34 92,95 + 6,14 104,00 = 5,07 97,06 £ 8,68
implicito (M) pedfped  107,75£520  100,63+17,42 107,75 + 3,89 99,33+7,73

Grafica 10. Respuesta de bastones. Onda b. A. Amplitud de la respuesta. B. Tiempo implicito de la
respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la desviacién estandar de la media. Test de la T de Student
(NS: no significativo; *: p < 0,05).

5.3.- RESPUESTA ESCOTOPICA MIXTA
5.3.1.-Ondaa

En los animales silvestres, la amplitud de la onda a escotépica sigue el patron descrito con
anterioridad, esto es, un valor maximo a p90 y una ligera disminucién en los estadios de edad
mas avanzados (Fig. 72A; Grafica 11). El valor del tiempo implicito se situa en torno a 20 ms, sin

que se demuestren variaciones con el envejecimiento (Fig. 72A; Gréfica 11).
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Las retinas de los ratones pcd/pcd de todas las edades consideradas fueron capaces de
generar ondas a escotopicas medibles (Fig. 72B; Grafica 11). Sin embargo, contrariamente a los
casos anteriores, la amplitud de la onda ya es sensiblemente inferior en el ratén pcd/pcd respecto
al silvestre en el primer estadio de edad considerado (p45) (Fig. 72B; Grafica 11). En los
animales pcd/pcd la amplitud de la onda a escotopica disminuye progresiva y linealmente con la
edad, situandose su valor siempre por debajo del valor que muestran los animales silvestres (Fig.
72B; Grafica 11). Las diferencias en la amplitud de la onda a escotépica mixta entre ambos tipos
de animales son significativas estadisticamente en todos los estadios de edad considerados
(Grafica 11).

En cuanto al tiempo implicito de la onda a escotopica, no hay diferencias significativas en

su valor entre animales mutantes pcd/pcd y su contrapartida silvestre (Fig. 72B; Grafica 11).
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Amplitud ~ Silvestres  206,33+29.96  259,92:4685 172702119 172,58 + 15,04
(uv) pcdiped  123,19£3541 92,40 + 47,48 71,09 + 6,68 49,44 + 12,29
Tiempo Silvestres 20,19+ 2,74 20,20 + 1,50 22,00 + 2,84 20,00 + 3,86
implicito (ms)  cd/pcd 2331464  21,13£3,50 24,38 + 0,53 20,75+ 0,43

Graéfica 11. Respuesta escotépica mixta de conos y bastones. Onda a. A. Amplitud de la respuesta. B.
Tiempo implicito de la respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la desviacion estandar de la media.
Test de la T de Student (NS: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).

5.3.2.-Ondab

De nuevo, en los animales silvestres, el maximo valor de amplitud se registra a p90,
midiéndose valores ligeramente inferiores en estadios de edad posteriores (Fig. 72A; Grafica 12).
El tiempo implicito de la onda b escotépica mixta se sitia en torno a 85 ms, con ligeras
variaciones por encima y por debajo de este valor (Fig. 72A; Grafica 12).

Las retinas de los ratones pcd/pcd presentan ondas b escotdpicas medibles en todas las
edades de estudio (Fig. 72B; Grafica 12). La amplitud de la onda b escotdpica mixta disminuye

progresiva y cuasi-linealmente en estos animales a partir de p45 (la linearidad se rompe entre
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p180 y p270, ya que en estos dos estadios el valor de la amplitud es muy similar) (Fig. 72B;
Grafica 12).

A lo largo de todo el intervalo p45-270 se observa una reduccion del valor de la amplitud
de esta onda en las retinas pcd/pcd, respecto a su contrapartida silvestre; si bien, solo se alcanza
la significancia estadistica en el estadio p90. Por contra, no hemos encontrado variaciones

significativas en el valor del tiempo implicito entre animales silvestres y pcd/pcd (Grafica 12).
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Amplitud ~ Silvestres  35270£7567 398039557  277,60+93,60 289,84 6541
(nV) pcd/pcd 268,12 £ 139,05 226,38 + 88,03 153,33 £ 24,15 185,48 + 38,81
Tiempo Silvestres 91,00 + 17,52 82,80 + 9,88 85,08 + 8,39 80,50 + 12,34
implicito (M) peg/pcd 96,69+ 13,46 87,08 £ 15,16 96,00 + 4,95 85,42 +5,19

Graéfica 12. Respuesta escotopica mixta de conos y bastones. Onda b. A. Amplitud de la respuesta. B.
Tiempo implicito de la respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la desviacién estandar de la media.
Test de la T de Student (NS: no significativo; *: p < 0,05).

5.4.- POTENCIALES OSCILATORIOS

En las retinas de los animales silvestres, la maxima amplitud de los potenciales oscilatorios
se registra en el estadio de edad p90 (Fig. 73A; Grafica 13). En estadios posteriores, la amplitud
disminuye sensiblemente (Fig. 73A; Gréfica 13).

En los ratones pcd/pcd es posible el registro de los potenciales oscilatorios en todas las
edades consideradas (Fig. 73B; Grafica 13), aunque se aprecia que la amplitud de la respuesta
disminuye progresiva y linealmente con la edad (Fig. 73B; Grafica 13).

Por otra parte, el valor de la amplitud maxima de los potenciales oscilatorios es inferior en
las retinas pcd/pcd respecto a los animales controles en todos los grupos de edad estudiados,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa a p90 (Gréfica 13).
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Grafica 13. Potenciales oscilatorios. A. Amplitud de la respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la

desviacién estandar de la media. Test de la T de Student (NS: no significativo; **: p < 0,01).

5.5.- RESPUESTAS DE CONOS

5.5.1.- Onda a fotdpica

En los animales silvestres, el registro de la onda a fotépica rompe el patrén descrito en los

trazados electrorretinograficos anteriores. Asi, el valor de la amplitud no muestra cambios

significativos en funcion de la edad, situandose en torno a los 20-21 uV (Fig. 74A; Grafica 14).

Tampoco hemos encontrado influencia significativa de la edad sobre el tiempo implicito de la

onda, cuyo valor esta comprendido en todos los casos entre 22-24 ms (Fig. 74A; Grafica 14).

A W silvestres O pcd/ped B 35
407 NS NS
NS NS NS NS - 30 - :|:
30 1 E 25| I _I
: R
) 8 20 |
el o
2 209 E 15
£ g
< 10 4 g 10
F o5
—e—silvestres
04 0 T T T T 1
p45 p90 p180 p270 0 50 100 150 200 250 300
Edad Edad
p45 p90 p180 p270
Amplitud ~ Silvestres 21,75 9,01 20,59 + 9,21 14,71 +7,98 21,70 + 10,35
(nV) ped/ped 2226+4,83 18,05+ 12,19 7,53 3,32 10,64 + 4,04
T Silvestres 22,38 +4,25 22,30 + 0,51 24,58 + 3,96 24,50 + 4,01
implicito (ms)  peq/ped 2431577 2550+ 194 26,88 + 1,59 23,83 0,52

Graifica 14. Respuestas de conos. Onda a fotopica. A. Amplitud de la respuesta. B. Tiempo implicito de la
respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la desviacién estandar de la media. Test de la T de Student
(NS: no significativo; **: p < 0,01).
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Los ratones pcd/pcd presentan ondas a fotdpicas medibles en todos los grupos de edad
considerados (Fig. 74B; Grafica 14). Entre p45 y p90, el valor de la amplitud es esencialmente
idéntico entre ratones pcd/pcd y silvestres. A partir de estos estadios, la amplitud de la onda a
fotépica decae sensiblemente en los animales pcd/pcd, mostrando valores inferiores respecto a
los animales silvestres (Fig. 74B; Grafica 14).

En cuanto al tiempo implicito de la onda a fotdpica, se observa un cierto retraso de la
respuesta en los animales pcd/pcd de 90 y 180 dias de edad (Fig. 74B; Grafica 14).

5.5.2.- Onda b fotdpica

En el registro de la onda b fotdpica de los ratones silvestres volvemos a encontrar una
amplitud maxima a los 90 dias de edad del animal y una disminucién de dicha amplitud en
estadios posteriores (Fig. 74A; Grafica 15). El tiempo implicito de la respuesta toma valores
comprendidos entre 78-80 ms, sin que se hayan verificado variaciones significativas en funcién
de la edad (Fig. 74A, Grafica 15).

En los ratones pcd/pcd, la maxima respuesta se registra a p45 y a partir de esta edad se
produce una disminucién progresiva, lenta y lineal de la amplitud de la onda b fotdpica (Fig. 74B;
Grafica 15). A pesar de que el valor de la amplitud es inferior en los ratones pcd/pcd respecto al
silvestre en todos los estadios de edad considerados, estas diferencias son poco acusadas (Fig.
74B; Grafica 15). La mayor distancia entre los dos grupos de animales se observa a p90, edad a
la cual la disminucion del valor de la amplitud de la onda b fotépica en los ratones pcd/pcd

A

W silvestres @ pcd/pcd

200 - NS * 120 -
175 4 ~ 100 | NS NS NS NS
150 - = ¢
S e NS NS S 0] %R?_’/ I
[ 1 5 E=
S 100 | 3 60
= E
E 75 2 404
50 | £
25 | F 209
o 0 +‘silvestres‘ ‘pcd/pcd ‘ ‘ ‘
p45 p90 p180 p270 0 50 100 150 200 250 300
Edad Edad
p45 p90 p180 p270
Amplitud  Silvestres 137,80 £44,65 144,52 + 24,01 87,34 £ 40,39 91,30 + 26,18
(nv) pcd/pcd 120,00+ 31,77 96,84 + 38,98 71,80 £ 16,85 75,94 + 21,82
Tiempo Silvestres ~ 78,19+12,54  7875+5,36 77,67 + 8,80 80,94 + 7,96
implicito (MS)  pegped 79,63+ 14,76 81,40 + 13,11 90,13 + 5,48 78,67 £2,74

Grafica 15. Respuestas de conos. Onda b fotopica. A. Amplitud de la respuesta. B. Tiempo implicito de la
respuesta. En la tabla se adjunta el valor medio y la desviaciéon estandar de la media. Test de la T de Student
(NS: no significativo; *: p < 0,05).
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respecto al control es significativa estadisticamente (Grafica 15).

El tiempo implicito de la respuesta es practicamente idéntico en los ratones pcd/pcd y
silvestres en todos los estadios de edad, a excepcion de p180 donde se observa un ligero retraso
de la onda en los ratones pcd/pcd, si bien estas diferencias no son significativas (Fig. 74B;
Grafica 15).

5.5.3.- Respuesta flicker (20 Hz)

El patron de la amplitud de la respuesta flicker en funcion de la edad es ciertamente
irregular, tanto en los animales silvestres como en los mutantes pcd/pcd, sin que hayamos
podido establecer una tendencia clara en ninguno de los dos grupos de animales (Fig. 75A-B;
Gréfica 16).

En cualquier caso, es necesario destacar que los ratones pcd/pcd presentan respuesta
flicker en todos los estadios de edad estudiados (Fig. 75B; Grafica 16). Ademas, el valor de la
amplitud se mantiene constante para cada onda en cada registro en las retinas pcd/pcd; dicho de

otro modo, las ondas no sufren atenuaciones en los ultimos flashes (Fig. 75B).

A msilvestres @ pcd/ped
90 - NS NS

75 NS NS

60 - pd5  p90  pl80  p270

. 62,69+ 4889+ 3842+ 46,38+
Silvestres  og

Amplitud (uV)
i
(&

30 | > 85 1358 2165 1914
=
15 | < 3246+ 4670+ 2604+ 37,04t
pedfped 4536 2696 8,72 423
0 1
p45 p90 p180 p270
Edad

Grafica 16. Respuestas de conos. Flicker (20Hz). A. Amplitud de la respuesta. En la tabla se adjunta el valor
medio y la desviacion estandar de la media. Test de la T de Student (NS: no significativo).
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FIGURA 47. ESTRUCTURA DE LA RETINA: Tincién nuclear con yoduro de propidio. A.
Seccion transversal de una retina de un animal silvestre. B-F. Secciones transversales de retinas de
animales pcd/pcd de edades comprendidas entre 45 y 270 dias post-natales. En las retinas pcd/pcd 1la CNE
sufre una progresiva pérdida de células fotorreceptoras. Barra de escala 50 pum.
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FIGURA 48. CELULAS APOPTOTICAS: Técnica de TUNEL. A-C. Seccién transversal de una
retina de animal silvestre. En las retinas de los animales silvestres no se han encontrado células positivas
a TUNEL. D-O. Secciones transversales de retinas de animales pcd/pcd de diferentes edades. En las
retinas pcd/ped es posible identificar células positivas a TUNEL en todos los estadios de edad estudiados.

Las células apoptoticas se localizan en la CNE (flechas). Barra de escala 25 pm.
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FIGURA 49. CELULAS BIPOLARES (I): Inmunorreactividad a PKCa. A. Seccion transversal de
retina de un animal silvestre. Las células bipolares de baston muestran una intensa inmunorreactividad a
PKCa. B-F. Secciones transversales de retina de animales ped/pcd de 45 a 270 dias. Al igual que en las
retinas silvestres, las células bipolares de baston se marcan intensamente en las retinas pcd/pcd en todos
los estadios de edad considerados. Barra de escala 50 pum.
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FIGURA 50. CELULAS BIPOLARES (II). Inmunorreactividlad a PKCoa. Seccién
transversal de retina de animal silvestre (A-B) y mutantes de diferentes edades (C-J). Detalle
del limite de la CPE/CNI (A,C,E,G,I) y CPI (B,D,F,H,J). En los animales pcd/pcd, las células
bipolares de baston pierden progresivamente sus penachos dendriticos (cabezas de flecha). Las
varicosidades axdnicas (asteriscos) son paulatinamente de menor tamafio en estos animales.
Barra de escala 25 pm.
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FIGURA 51. CELULAS GANGLIONARES: Inmunorreactividad a
Isletl. A. Seccion transversal de retina de animal silvestre. Se observan
células ganglionares positivas a isletl (cabezas de flecha). Ligeras diferencias
en la intensidad de la tincion entre las diferentes células ganglionares
marcadas. B. Seccién de retina de animal pcd/pcd. Las células ganglionares
(cabezas de flecha) muestran un patron de inmunorreactividad a isletl similar

al de los animales silvestres. Barra de escala 50 um.
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FIGURA 52. INMUNORREACTIVIDAD A RT97. Retinas “in toto”. Fibras del nervio 6ptico
cerca de la CNO en la retina de un animal silvestre (A) y mutante (B). No se aprecian diferencias
sensibles en la inmunorreactividad a Rt97 en las fibras del nervio éptico entre las retinas de los animales
ped/ped y sus respectivos controles. C. Procesos de células horizontales en la CPE en la retina de un
animal silvestre y ped/pcd (D). No se observan variaciones en el patron de marcaje de los procesos de las
células horizontales en las retinas pcd/pcd en relacidn a su contrapartida silvestre. Barras de escala: 40 um.
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FIGURA 53. CELULAS HORIZONTALES Y AMACRINAS. Inmunorreactividad a calbindina.
A. Seccidn transversal de retina de un animal silvestre. Células horizontales intensamente tefiidas, tanto

en el soma (flechas) como en sus procesos (cabezas de flecha). Células amacrinas marcadas en la CPI (¥).
B-F. Secciones transversales de retinas de animales pcd/pcd de p45 a p270. Las células horizontales
conservan la intensa tincién del soma (flechas); sin embargo, se aprecia una ligera disminucion en la
inmunorreactividad en sus procesos (cabezas de flecha). Somas de células horizontales en posiciones
anormalmente esclerales (detalles G y H) en los animales pcd/pcd de mayor edad. Pérdida de tincién en
las células amacrinas (*) en todas las edades. Barra de escala: A-F 50 ym, G-H 10 um.
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FIGURA 54. CELULAS AMACRINAS (I). Inmunorreactividad a calretinina. A. Seccion

transversal de retina de un animal silvestre. En la CNI aparecen numerosos somas de células amacrinas

marcados (flechas). En la CPI se pueden observar tres bandas longitudinales positivas (cabezas de

flecha). B-F. Secciones transversales de retina de animales pcd/pcd. Las células amacrinas conservan el

patron de inmunorreactividad a calretinina, tanto en el soma (flechas) como en la CPI (cabezas de

flecha) en todo el intervalo de edades. Barra de escala 25 pm.
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FIGURA 55. CELULAS AMACRINAS (II) Doble marcaje
calbindina/calretinina. A: Retina de un animal control. B: Retina de un

raton pcd/ped. Se pueden distinguir tres tipos de células amacrinas: CB*/CR”
(cabezas de flecha), CB/CR" (flechas) y CB*/CR* (asteriscos). Barra de
escala: 50 um.
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FIGURA 56. MARCADORES DE SINAPSIS (I). Inmunorreactividad
a sintaxina. A. Seccidon transversal de una retina de animal silvestre.

Inmunorreactividad a sintaxina en ambas capas plexiformes, especialmente

intensa en la CPI. Dentro de ésta, destaca la sublamina 5. B. Seccion

transversal de una retina de un animal pcd/pcd de 270 dias. Evidente

disminucién en la intensidad del marcaje en ambas capas plexiformes. Barra

de escala 25 um.
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FIGURA 57. MARCADORES DE SINAPSIS (II). Inmunorreactividad a sinapsina. A-B.
Secciones de la zona central (A) y periferia (B) de la retina de un animal silvestre de 270 dias.
Inmunorreactividad a sinapsina en la CPI, especialmente intensa en la subldmina 5. C-D. Secciones
de la zona central (C) y periferia (D) de la retina de un animal pcd/pcd de 270 dias. Ligero incremento
del marcaje con sinapsina en la sublamina 1 de la CPI respecto a los animales silvestres de la misma
edad (cabezas de flecha) en la zona central de la retina. Sin embargo en la periferia el patron de tincion
es muy similar entre retinas pcd/pcd y silvestres. Barra de escala 25 um.
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FIGURA 58. MARCADORES DE SINAPSIS 11D).
Inmunorreactividad a bassoon. A. Seccion transversal de retina de un
animal silvestre. En estas retinas, ambas capas plexiformes presentan
inmunorreactividad a bassoon. B. Secciéon de retina de un animal ped/ped de
270 dias. En los animales pcd/ped de 270 dias, el marcaje disminuye
visiblemente en la CPE. Por contra, el patréon de inmunorreactividad a
bassoon en la CPI no varia en las retinas pcd/pcd en relaciéon a lo observado

en las retinas de animales silvestres. Barra de escala 50 pm.
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FIGURA 59. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (I). Inmunorreactividad a GFAP. A-
B. Secciones transversales de la zona central (A) y periferia (B) de la retina de un animal silvestre.
Inmunomarcaje a GFAP localizada en los astrocitos de la CFNO (cabeza de flecha) y en un nimero
muy reducido de procesos transversales en la periferia (flecha). C-H. Secciones transversales de la zona
central (C,E,G) y periferia (D,F,H) de animales pcd/pcd de entre 90 y 270 dias. Mayor
inmunorreactividad en la CFNO (cabezas de flecha) y un incremento sustancial del numero de procesos
transversales marcados en la periferia (flechas). En el interior de la CPI aparecen grandes astrocitos
intensamente tefiidos (¥). Barra de escala 50 ym.
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FIGURA 60. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (II). Inmunorreactividad a EAAT-4.
A-B. Secciones transversales de la zona central (A) y periferia (B) de la retina de un animal silvestre.
Astrocitos positivos a EAAT4 localizados en la CFNO (cabeza de flecha) y en un numero muy
reducido de procesos transversales en la periferia (flecha). C-H. Secciones transversales de la zona
central (C,E,G) y periferia (D,F,H) de animales pcd/pcd de entre 90 y 270 dias. Incremento de
inmunorreactividad a EAAT4 en la CFNO (cabezas de flecha) y del niumero de procesos transversales
marcados en la periferia (flechas). Barra de escala 50 pm.
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FIGURA 61. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (III). Inmunorreactividad a S100.
A-B: Secciones de retina de un animal silvestre (A) y pcd/pcd (B). C-D: Detalle de la CNI en una retina
control (C) y mutante (D). Disposicion en hilera de los somas de las células de Miiller positivas en los
animales silvestres (linea de puntos). Traslocacion del nucleo de las células de Miiller (flecha) y
procesos de estas células inmunorreactivos (asteriscos) en las retinas pcd/pcd. E-F: Detalle de las capas
CCG/CFNO en la retina de animales silvestre (E) y mutante pcd/pcd (F). Inmunotincion en la CFNO
(cabezas de flecha). Barra de escala: 50 um.
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FIGURA 62. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (IV).
Inmunorreactividad a S100 en retinas “in toto”. A-B: inmunotincién de la
poblacién astrocitaria de la CFNO en retinas control (A) y pcd/pcd (B).
Aumento de las “celdillas” (asteriscos) formadas por los procesos de los
astrocitos en las retinas de los ratones mutantes respecto al control. VS: vaso
sanguineo. Barra de escala: 50 pum.
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FIGURA 63. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (V). Doble marcaje GFAP/S100 en
retinas “in toto”. A-C: inmunotincion de la poblacion astrocitaria de la CFNO en retinas control. D-F:
inmunotincién de los astrocitos de la CFNO en una retina pcd/ped. Aumento del numero de “celdillas”
(asteriscos) formadas por los procesos astrocitarios en los ratones mutantes respecto al silvestre;

observable con ambos marcadores. Barra de escala: 20 um.
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FIGURA 64. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (VI). Inmunorreactividad a GS. A-B.
Seccion transversal de la zona central (A) y periferia (B) de una retina de un animal silvestre. Las células
de Miller muestran una intensa inmunorreactividad a GS. C-D. Secciones transversales de la zona
central (C) y periferia (D) de una retina de animal pcd/pcd. Al igual que en las retinas silvestres, las
células de Miiller se marcan intensamente a lo largo de toda la extension de las retinas pcd/pcd en todos
los estadios de edad considerados. Barra de escala 25 pm.
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FIGURA 65. ASTROCITOS Y CELULAS DE MULLER (VII). Inmunorreactividad a GS. A-
B: Detalle de la CNI en las retinas control (A) y pcd/pcd (B). En las retinas pcd/ped es posible observar
mas de una hilera de somas de células de Miiller (lineas de puntos). C-D: Detalle de la MLE y MLI en
la retina de un animal control (C) y mutante (D). Intensa tincion en la MLI (flechas) y menos notoria en
la MLE (cabezas de flecha). E-F: Detalle de la CPE en la retina de animales silvestres (E) y mutantes
ped/ped (F). Disminucion de la inmunotincion en la CPE (cabezas de flecha) en los ratones mutantes

respecto a su contrapartida silvestre. Barra de escala: 25 yum.
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FIGURA 66. CELULAS DE MICROGLIA (I). Marcaje con Tx100+IgG anti-ratén. A,C,E,G:
Secciones de retina de animales silvestres (A) y pcd/ped (C,E,G). B,D,F,H: Detalle de las capas
externas de la retina en animales control (B) y mutantes ped/pcd (D,F,H). Células de microglia de

aspecto estrellado en las capas plexiformes (cabezas de flecha). Células microgliales entre los nucleos y

segmentos de los fotorreceptores en las retinas pcd/pcd (flechas). Barra de escala: 50 pm.
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FIGURA 67. CELULAS DE MICROGLIA (II). Inmunorreactividad a Ibal. A. Seccion
transversal de retina de un animal silvestre. Células microgliales positivas a ibal en ambas capas
plexiformes. B-F. Secciones transversales de retinas de animales pcd/pcd entre p45 y p270. Ademas de las
ubicadas en ambas capas plexiformes, destaca la presencia de células microgliales positivas a ibal en las

capas mas externas de la retina (cabezas de flecha). Barras de escala 50 um.
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FIGURA 68. CELULAS DE MICROGLIA (III). Doble marcaje CD68/Ibal. A-B. Seccion
transversal de una retina de animal silvestre. En estas retinas no se ha podido constatar la presencia de
células positivas a CD68 en ninguna de las secciones estudiadas. C-H. Secciones de retinas pcd/pcd
entre p45 y pl180. Células positivas a CD68 entre los nucleos y segmentos de los fotorreceptores
(cabezas de flecha). El doble marcaje con ibal confirma la naturaleza microglial de estas células. Barra
de escala 50 pum.
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FIGURA 69. CELULAS DE MICROGLIA (IV). Inmunorreactividad a NOSi. A. Secciéon
transversal de una retina de animal silvestre. En los animales silvestres no se aprecian células positivas a
NOSi en ninguno de los grupos de edad considerados. B-F: Secciones transversales de retinas de
animales pcd/pcd. En estas retinas aparecen células positivas a NOSi entre los segmentos de los
fotorreceptores (cabezas de flecha) en todos los grupos de edad. En los animales de mayor edad se
observan células y procesos inmunorreactivos (flechas) en la CPE. Barra de escala 25 um.

o105 e



1y

)
\- Iconografia
p

Silvestres pdc/ped

p270 it et N T T

FIGURA 70. RESPUESTA STR. A: Animales silvestres. B: Animales pcd/pced. La STR es
registrable en los animales pcd/pcd a lo largo de todo el intervalo de edades; si bien la amplitud, tanto

del componente positivo como del negativo, disminuye paulatinamente a medida que avanza la
degeneracion de los fotorreceptores.
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FIGURA 71. RESPUESTA DE BASTONES. A: Ratones controles. B: Ratones pcd/pcd. La onda

b de bastones nunca llega a extinguirse en las retinas de los ratones ped/pcd.
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FIGURA 72. RESPUESTA ESCOTOPICA MIXTA. Registro en los animales controles (A) y
pcd/ped (B) en el periodo p45-270. Las retinas de los animales pcd/pcd muestran ondas a y b medibles
en todas las edades consideradas. No obstante, la amplitud de estas respuestas disminuye

progresivamente a medida que avanza la degeneracion de los fotorreceptores; en especial, la onda a.
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FIGURA 73. POTENCIALES OSCILATORIOS. Registro de la sefial en los ratones silvestres
(A) y pcd/pcd (B). La amplitud méaxima de los potenciales oscilatorios disminuye a medida que los

ratones pcd/pcd envejecen. Sin embargo, la respuesta nunca llega a desaparecer en las retinas de estos
animales.
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FIGURA 74. RESPUESTA FOTOPICA DE CONOS (I). Flash simple. A: Animales controles.
B: Animales mutantes. Las retinas pcd/pcd presentan ondas a y b fotopicas medibles en todos los
grupos de edad considerados en este estudio. A medida que progresa la degeneraciéon de las células
fotorreceptoras, el valor de amplitud de estas ondas disminuye (aunque nunca llega a ser 0).
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FIGURA 75. RESPUESTA FOTOPICA DE CONOS (II). Flicker (20Hz). Trazados
electrorretinograficos correspondientes a la respuesta flicker de 20Hz en ratones silvestres (A) y
pcd/ped (B). Conservacion de la capacidad de respuesta a estimulos luminosos muy proéximos
temporalmente en las retinas de los animales mutantes pcd/pcd en todos los grupos de edad
considerados.
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1.—- DEGENERACION DE FOTORRECEPTORES
1.1.- HISTOLOGIA

En la retina de los animales mutantes pcd/pcd, la pérdida de las células fotorreceptoras
transcurre lentamente a lo largo de la ontogenia del animal. El proceso degenerativo, descrito
inicialmente por LaVail y cols. (1982), cursa de modo distinto para los dos tipos de
fotorreceptores, comprobandose que los bastones degeneran considerablemente mas rapido que
los conos. Un patron temporal semejante se ha descrito en pacientes afectados con retinosis
pigmentaria (Milam et al., 1998).

La pérdida de los fotorreceptores en los ratones mutantes pcd/pcd transcurre de manera
intermedia entre la rapida degeneracién de las células de Purkinje del cerebelo y las células CA3
del hipocampo, donde no se han descrito déficits, a pesar de que estas células expresan nnal en
los ratones silvestres (Wang y Morgan, 2007). No se sabe el por qué de estas diferencias en la tasa
de degeneracion entre los distintos tipos celulares que expresan nnal. En las poblaciones que
presentan mejor conservacion cabe pensar en una menor dependencia de Nna1, en la existencia
de posibles mecanismos compensatorios o en una influencia beneficiosa del conjunto de células
gliales.

En cuanto al patrén espacial, se ha comprobado que la degeneraciéon de las células
fotorreceptoras en las retinas pcd/pcd sigue un gradiente centro-periferia y ventro-dorsal (LaVail et
al., 1982). Un claro gradiente centro-periferia se observa también en la degeneracion de los
fotorreceptores en los animales rd1 (Strettoi et al., 2003); y en los rd10, donde se ha descrito un
retraso evidente en la desaparicion de hileras en la CNE en la periferia respecto a la zona central
de la retina (Gargini et al., 2007). Asimismo, la retinosis pigmentaria humana comienza normalmente
en la retina medio-periférica y progresa hasta afectar a la macula (Milam et al., 1998). Las causas de
estas diferencias regionales son desconocidas, aunque se especula con los diferentes niveles de
intensidad luminica que reciben las distintas partes del 0jo (Heckenlively et al., 1991; Li et al., 1994; Milam
etal., 1998).

Por otra parte, en ninguna de las retinas pcd/pcd estudiadas en este trabajo se habian
perdido completamente los fotorreceptores. Asi, en el estadio de mayor edad considerado (p270)
hemos detectado la presencia de entre 2 y 4 estratos en la CNE. Esto parece ser una diferencia
importante entre el ratén pcd/pcd y otros modelos de degeneracion de fotorreptores. En este
sentido, en los ratones rd1 se verifica la pérdida total de las células fotorreceptoras de la retina
en tan solo 3 semanas (Farber y Lollely, 1974; Bowes et al., 1990; Strettoi y Pignatelli, 2000; Chang et al., 2002;
Strettoi et al., 2002, 2003; Otani et al., 2004); mientras que en los ratones rd10 solo se observa una capa
de fotorreceptores a p45, constituida principalmente por conos aberrantes (Gargini et al., 2007). Asi
también, en las ratas p23H la CNE se reduce a 3-4 estratos en sélo 40 dias, mientras que a p270

sélo es posible reconocer algun fotorreceptor esporadico (Cuenca et al., 2004).

o112 e



i) = Discusion

1.2.- MUERTE POR APOPTOSIS

Mediante la técnica de TUNEL hemos detectado la existencia de fendmenos apoptéticos
en las retinas de animales pcd/pcd. Las células positivas a TUNEL se localizaron solo en la CNE,
lo que, en principio, lleva a pensar que en estas retinas soélo se pierden células fotorreceptoras.

En los ratones mutantes rd10 se ha demostrado que los fotorreceptores en degeneracion
son positivos a marcadores de apoptosis (FluoroJade y TUNEL), observandose una tincién
maxima entre p20 y p25 y la existencia de un gradiente centro-periferia (Gargini et al., 2007).

Asimismo, la apoptosis se ha postulado como el mecanismo de muerte de los
fotorreceptores en las retinas de pacientes afectados de retinosis pigmentaria (Li y Milam, 1995;
Milam et al., 1998).

2.— VIA CENTRIPETA
2.1.- CELULAS BIPOLARES

El empleo de anticuerpos contra PKCa ha puesto de manifiesto cambios morfolégicos en
las células bipolares de bastdn en nuestro modelo experimental, de forma similar a lo descrito en
los ratones rd1 (Strettoi y Pignatelli, 2000; Strettoi et al., 2003), rd10 (Gargini et al., 2007), crx” (Pignatelli et al.,
2004) y la rata P23H (Cuenca et al., 2004). Dichos cambios siguen, con algunas excepciones, un
patrén comun en todos estos modelos, consistente en una pérdida de los penachos dendriticos y
en una reduccidon mas o menos acusada de las arborizaciones y terminales axoénicas.

La atrofia progresiva de los penachos dendriticos de las células bipolares de baston es
muy similar en todos los modelos; si bien la rapidez con la que estas células pierden
completamente sus dendritas es proporcional a la velocidad a la que degeneran las células
fotorreceptoras en los modelos animales citados. Se ha propuesto que la pérdida de la sefal
procedente de las células fotorreceptoras es la causa de la degeneracion del arbol dendritico de
las células bipolares de bastdn (Strettoi et al., 2003).

Las modificaciones en las arborizaciones axoénicas y la pérdida de las varicosidades
terminales en las células bipolares de bastén son bastante semejantes en los ratones rd1 (Strettoi
et al, 2002, 2003) y las ratas P23H (Cuenca et al., 2004). En ambos modelos, las arborizaciones
axénicas que presentan estas células en la CPE son cada vez mas simples y las varicosidades
terminales mas pequefias (llegando incluso a desaparecer) respecto a los animales silvestres.
Por contra, en los ratones rd10 no se han observado cambios evidentes en la morfologia, tamafo
y complejidad de los arboles axonicos de estas células (Gargini et al., 2007).

En las retinas pcd/pcd también se aprecia una inmunorreactividad ligeramente inferior en
las arborizaciones axénicas y una disminucidon del numero de varicosidades terminales en las
células bipolares respecto a las retinas controles; sin embargo, esta degeneracion es mas suave
que la descrita en los ratones rdl y las ratas p23H. La explicacién a estas diferencias podria
residir en la mayor velocidad de degeneracion de la CNE que presentan los animales rd1 y P23H

respecto a nuestro modelo experimental y en la permanencia de humerosos conos y un cierto
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numero de bastones incluso en los estadios de degeneracion mas avanzados (de los
considerados en este estudio) en las retinas pcd/pcd. A este respecto, se ha observado que los
terminales axoénicos de las células bipolares de bastéon de las retinas rdl presentan
caracteristicas ultraestructurales tipicas de terminales inmaduros, tales como la presencia de
perfiles tubulares y cintas sinapticas anormalmente pequefias (Strettoi et al., 2003). Este fenotipo
puede ser debido a que la rapida degeneracién de los fotorreceptores en estos ratones impide el
normal desarrollo y maduracion de las células bipolares. Por contra, las retinas de los animales
pcd/pcd llegan a alcanzar la madurez estructural y funcional. Asi, el recuento de nucleos
positivos a yoduro de propidio en la CNE y los valores de los diferentes pardmetros
electrorretinograficos en los animales pcd/pcd de 45 dias son practicamente idénticos a los
obtenidos en los animales silvestres de la misma edad. Esto no contradice el que, a medida que
progresa la degeneracién de los fotorreceptores en los ratones pcd/pcd, la pérdida de la sedal
procedente de estas células provoque la atrofia paulatina de los penachos dendriticos en las
células bipolares.

Por otra parte, no hemos encontrado una disminucion en el numero de células bipolares de
baston en las retinas pcd/pcd respecto al silvestre en ninguno de los grupos de edad
considerados. Este dato contrasta con la notoria pérdida de estas células que se ha observado
en las retinas de los ratones rd1 y rd10. Asi, en los ratones rd1 se contabiliza una reduccion de
hasta el 30% en el numero de células bipolares de baston en los primeros 90 dias de vida (Strettoi
y Pignatelli, 2000); mientras que la disminucion alcanza el 20% en los animales rd10 durante el
mismo periodo (Gargini et al., 2007). Asimismo, en las ratas p23H se ha descrito una reduccion del
numero de células bipolares positivas a PKCa entre p150 y p270, si bien no se ha cuantificado la

magnitud de esta pérdida (Cuenca et al., 2004).

2.2.- CELULAS GANGLIONARES

El marcaje con anticuerpos Rt97 y anti-islet1 pone de manifiesto que las retinas de los
animales pcd/pcd conservan integramente la poblacion de células ganglionares en todos los
grupos de edad considerados, sin que se observen variaciones numéricas significativas respecto
a los animales silvestres. Tampoco hay modificaciones morfoldgicas aparentes en los axones de
estas células en los animales mutantes respecto a los silvestres.

Ademas de con islet-1 y Rt97, las células ganglionares también se marcan con otros
anticuerpos empleados en este trabajo, tales como las proteinas ligantes de calcio calbindina,
calretinina y S100. Sin embargo, estos anticuerpos también pueden tefir algunas células
amacrinas desplazadas presentes en la CCG, por lo que no se han considerado marcadores
diferenciales de células ganglionares. En cualquier caso, el patrén de expresidon de estas

proteinas no presenta cambios aparentes en las retinas pcd/pcd respecto a las retinas silvestres.
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En las retinas de los ratones mutantes rd, la poblacién de células ganglionares tampoco
presenta variaciones significativas en comparacion con los respectivos controles (Radner et al.,
2002); mientras que en las ratas transgénicas P23H, las células ganglionares todavia no han sido
estudiadas en detalle.

Por otra parte, en las ratas RCS (Villegas-Pérez et al., 1998) y en algunos pacientes afectados
de retinosis pigmentaria, especialmente en la forma ligada al cromosoma X (que es la forma
menos frecuente, pero a su vez, la que presenta peor prondstico)(Stone et al., 1992) si se aprecia
una significativa reduccién del numero de células ganglionares. En las ratas RCS, esta
disminucién es consecuencia de la compresion que sufren los axones de las células ganglionares
por parte de algunos vasos sanguineos, lo que acaba provocando la muerte de la célula como
resultado de la interrupcion del transporte axonal (Villegas-Pérez et al., 1998). Para explicar la pérdida
de células ganglionares en las retinas de pacientes con retinosis pigmentaria, se ha sugerido que
la muerte de estas células es el resultado de una degeneracién transneuronal como
consecuencia de la pérdida de los fotorreceptores (Milam et al., 1998). No obstante, otros autores
han propuesto la migracion de células del epitelio pigmentario a espacios perivasculares en la
retina interna, lo que provoca alteraciones en el aporte sanguineo a las neuronas, como posible

causa de muerte de las células ganglionares en estas retinas (Li et al., 1995).

3.— VIAS TRANSVERSALES
3.1.- CELULAS HORIZONTALES

En las retinas de los animales mutantes pcd/pcd no se advierten variaciones en el nimero
de células horizontales marcadas con anticuerpos contra calbindina respecto a los animales
silvestres. Sin embargo, en las retinas pcd/pcd si es posible apreciar una ligera disminucion de la
inmunorreactividad a este marcador en los procesos de estas células presentes en la CPE. No
obstante, esta variacién parece menos acusada que la que presentan los penachos de las
células bipolares de baston. Ademas, en los grupos de edad mas avanzados (p180 y p270), es
posible observar en secciones de retinas pcd/pcd somas de células horizontales ubicados en
posiciones mas esclerales de lo habitual.

En las ratas P23H, el estado de las células horizontales es similar al que acabamos de
describir para nuestro modelo animal. Asi, en los mutantes P23H no se han encontrado
modificaciones ni en el numero ni en el tamafo de los somas de las células horizontales
marcadas con anticuerpos contra calbindina, aunque si se ha observado una ubicacion
ligeramente mas escleral de los mismos y una pérdida de procesos marcados en el transcurso de
la degeneracion (Cuenca et al., 2004). Se desconoce el motivo por el cual el soma de las células
horizontales se desplaza a posiciones mas esclerales en nuestro modelo, el ratéon pcd/pcd, y en
las ratas P23H.

Al contrario que en los mutantes pcd/pcd y P23H, la poblacion de células horizontales

sufre acusadas modificaciones en las retinas de los ratones mutantes rd. Asi, se ha verificado la
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pérdida del 18% de estas células en los 3 primeros meses de vida en los animales rd1 (Strettoi y
Pignatelli, 2000) y del 19% en los ratones rd10 durante el mismo intervalo (Gargini et al., 2007). Ademas
de estas variaciones numericas, se ha observado que las células horizontales muestran
ramificaciones orientadas radialmente que penetran de forma anémala en la CNI de las retinas
rd1 (Strettoi et al., 2003), fendbmeno que no se produce en las retinas de los animales rd10 (Gargini et
al., 2007). Tanto en los ratones rd1 como rd10 se ha comprobado que los complejos axénicos
crecen paulatinamente para ser cada vez mas gruesos (a la vez que van perdiendo los procesos
mas delgados), que los somas de estas células se hipertrofian y se situan irregularmente a través
de la retina y que se van perdiendo las dendritas mas delgadas (Strettoi y Pignatelli, 2000; Strettoi et al.,
2003; Gargini et al., 2007).

En nuestro modelo no hemos observado procesos de células horizontales fuera de la CPE;
por lo que no hemos encontrado procesos orientados radialmente penetrando en la CNI o en la
CNE, a pesar de que algunos somas de estas células ocupen una posicion mas escleral de lo
habitual.

Por su parte, en la retina de pacientes afectados de retinosis pigmentaria si se han llegado
a identificar procesos anormales, que surgen del soma de las células horizontales y se extienden
apicalmente para alcanzar posiciones préximas a la MLE (Fariss et al., 2000). Sin embargo, se

desconoce si en estas retinas se verifica una pérdida en el numero de células horizontales.

3.2.- CELULAS AMACRINAS

En el caso de las células amacrinas, observamos diferencias notables en los resultados de
dos de los marcadores empleados en este estudio: calretinina y calbindina. Usando anticuerpos
contra calretinina no hemos encontrado variaciones significativas, ni en el numero de células
amacrinas marcadas ni en el patrén espacial de expresion, entre las retinas de los animales
pcd/pcd y los silvestres. Por contra, es evidente la disminucién en el nimero de células
amacrinas positivas a calbindina, asi como en la intensidad de la tincion, en las retinas pcd/pcd
respecto a las retinas de animales silvestres. El doble inmunomarcaje con anticuerpos contra
calbindina y calretinina pone de manifiesto la existencia de tres subtipos de células amacrinas en
relacion a estos marcadores: CB*/CR’, CB/CR" y CB*/CR" por lo que no existe contradiccion
entre la conservacion del nimero de células amacrinas positivas a calretinina y la pérdida de
amacrinas positivas a calbindina. En cualquier caso, la disminucion del niumero de células
amacrinas en los ratones pcd/pcd resulta llamativa, maxime cuando el recuento de células
bipolares de bastén no ha mostrado diferencias significativas entre animales silvestres y
mutantes, y podria reflejar diferentes sensibilidades ante la pérdida de las sefales pre-sinapticas
en ambos tipos celulares. A este respecto, se han descrito hasta 40 tipos diferentes de células
amacrinas (Mariani, 1990; Kolb et al., 1992), por lo que es probable que tengamos que recurrir a
marcadores con mayor poder de discriminacion entre unos tipos y otros para poder establecer en

nuestro modelo animal posibles diferencias en subtipos concretos de células amacrinas.
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En el resto de modelos animales de degeneracién de fotorreceptores, hay diferencias en el
grado de conservacion de la poblacion de células amacrinas. Asi, no se han descrito variaciones
significativas en los ratones rd (Strettoi et al., 2003; Gargini et al., 2007), el ratdn crx”" (Pignatelli et al., 2004)
y el cerdo mutante P347L (Peng et al., 2000). Por contra, en las ratas mutantes P23H se ha
comprobado que el nimero de células amacrinas All disminuye a medida que avanza la
degeneracion, a la vez que sus apéndices lobulares desaparecen progresivamente (Cuenca et al.,
2004). Ademas, los procesos dendriticos de las células All se vuelven mas delgados y mas
numerosos, perdiendo su patron normal de estratificacion en la CPl (Cuenca et al., 2004). La
explicacion a estas modificaciones en las poblaciones de células amacrinas podria estar en
relacién con las reorganizaciones sinapticas en las vias visuales de conos y bastones
observadas en este modelo, o bien podrian ser el resultado directo de la pérdida de la sefal
procedente de los bastones via células bipolares de cono (Cuenca et al., 2004).

En retinas humanas con retinosis pigmentaria se ha observado el desarrollo anormal de
procesos en células amacrinas gabaérgicas y glicinérgicas (Fariss et al., 2000). Ademas, se han
encontrado procesos pertenecientes a células amacrinas entre las células ganglionares y las
fibras del nervio éptico, y otros que se extienden a través de la CPE y la CNE, llegando incluso a
alcanzar la MLE (Fariss et al., 2000). Se desconoce la razén de estas modificaciones, asi como si las

alteraciones morfolégicas van acompafiadas de una disminucion del nimero de células.

4.— MARCADORES RELACIONADOS CON LA SINAPSIS

En las retinas pcd/pcd se observa una sensible disminucion de la inmunorreactividad a
sintaxina en relacion con los animales silvestres. Por contra, la inmunorreactividad a sinapsina no
sélo no disminuye en las retinas pcd/pcd respecto a las retinas de animales silvestres, sino que
aumenta ligeramente en la sublamina 1 de la CPI.

El signo contrario encontrado en las variaciones en los patrones de expresion de estos dos
marcadores relacionados con la sinapsis pudiera ser debido a reajustes sinapticos en las retinas
de los ratones pcd/pcd durante el transcurso de la degeneracion de las células fotorreceptoras.

La idea de reorganizaciones sinapticas en las vias visuales también se ha propuesto en la
rata P23H para explicar algunas modificaciones encontradas en la poblacién de células
amacrinas (Cuenca et al., 2004). En la sublamina 1 de la CPI (donde hemos encontrado un aumento
en la inmunorreactividad a sinapsina en las retinas pcd/pcd) extienden sus ramificaciones
algunos tipos de células amacrinas, incluyendo a las células amacrinas positivas a tiroxina
hidroxilasa (Dacey, 1990).

En cuanto a la inmunorreactividad a bassoon, hemos apreciado una disminucion de
marcaje en la CPE en las retinas pcd/pcd respecto a las retinas controles en los dos ultimos
estadios de edad considerados (p180 y p270). Esta reduccion de inmunotincion es consecuente
con la pérdida de células fotorreceptoras que sufren los animales pcd/pcd, ya que la proteina
bassoon se localiza en las sinapsis “en cinta” establecidas por conos y bastones (Brandstatter et al.,
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1999). Por contra, el patron de inmunomarcaje en la CPl es muy similar en las retinas silvestres y
pcd/pcd a lo largo de todo el intervalo p45-270.

En las ratas p23H se ha observado una disminucién en la inmunorreactividad a bassoon
asociada a bastones desde p21. Esta reduccién progresa hasta que a p270 solo se observan en
la CPE grupos desorganizados de puntos inmunomarcados. Ademas, la inmunorreactividad a
bassoon también disminuye paulatinamente en la CPI de la retina de estos animales (Cuenca et al.,
2004).

También se han encontrado modificaciones en otras proteinas relacionadas con la
sinapsis. Asi, se ha descrito una disminucién en la inmunorreactividad para el receptor de
glutamato mGIuR6 en los ratones rdl (Strettoi et al., 2003) y rd10 (Gargini et al., 2007) y en la rata
transgénica P23H (Cuenca et al., 2004). Esta pérdida de inmunotincién esta acompafada por
cambios en la distribucion de la proteina, apareciendo marcaje positivo en la membrana del soma
y del axén de las células bipolares de baston (Strettoi et al., 2003; Cuenca et al., 2004; Gargini et al., 2007).
Por otra parte, en retinas humanas afectadas de retinosis pigmentaria se ha observado una
menor inmunorreactividad a sinaptofisina (una glicoproteina que se une al calcio que forma parte
de la membrana de las vesiculas sinapticas) en la CPE (Fariss et al., 2000).

En resumen, parece que ante situaciones de pérdida de fotorreceptores se producen
reajustes sinapticos en las vias visuales. Sin embargo, se conoce muy poco de esas posibles
reorganizaciones ni del objetivo de las mismas.

5.— CELULAS GLIALES
5.1.- CELULAS DE MULLER
5.1.1.- Expresion de GFAP

En las retinas de los animales silvestres, las células de Miller son poco inmunorreactivas
para GFAP. Sdlo en la periferia, algunos procesos de estas células son positivos a este
marcador.

Por contra, en las retinas de los animales pcd/pcd, el nUmero de procesos de células de
Muller positivos a GFAP aumenta notablemente a medida que envejece el animal y progresa la
degeneracion de las células fotorreceptoras. Se observa un claro gradiente periferia — centro en
este incremento en la inmunorreactividad a GFAP por parte de las células de Miiller; un resultado
especialmente llamativo si se tiene en cuenta que la degeneracion de las células fotorreceptoras
sigue un gradiente centro — periferia (LaVvail et al., 1982).

Esta reaccion de las células de Miller es una caracteristica habitual en otros modelos de
retinopatias. Asi, también se ha descrito un incremento de expresién de GFAP por parte de las
células de Mdller en los ratones rd (Strettoi et al., 2002; 2003; Gargini et al., 2007), en la rata RCS (Villegas-
Pérez et al., 1998) y en numerosos ejemplos mas de distrofias retinianas (Sheedlo et al., 1992; de Raad et
al., 1996; Rungger-Brandle et al., 2000). Ademas, en la retina de los pacientes afectados de retinosis
pigmentaria también se observa un fuerte incremento en la expresién de GFAP a lo largo del
citoplasma de estas células (Milam et al., 1998).
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Teniendo en cuenta que la GFAP tiene funciones estructurales, se puede pensar que las
células de Miiller aumentan la expresion de esta proteina con el fin de asegurar la arquitectura de
la retina (Fariss et al., 2000; Kolb et al., 2000). Asi, el soporte estructural que confieren a la retina los
procesos radiales de las células de Miller podria verse reforzado gracias a un citoesqueleto mas

robusto.

5.1.2.- Expresion de EAAT-4

La inmunorreactividad a EAAT-4 que presentan las células de Mdiller muestra un patrén
espacial muy parecido al descrito para la GFAP, tanto en las retinas de animales silvestres como
en las de animales pcd/pcd. Asi, en los ratones silvestres, las células de Miller tan solo
presentan unos pocos procesos radiales positivos a EAAT-4 en la periferia de la retina. Por
contra, en las retinas de ratones pcd/pcd, el nimero de procesos de células de Miller positivos a
EAAT-4 aumenta de manera acusada a medida que progresa la degeneracion de los
fotorreceptores. Al igual que en el caso de la GFAP, este incremento de inmunorreactividad
demuestra un gradiente periferia -> centro, si bien la extensién de retina donde aparecen
procesos radiales marcados es menor en el caso del marcaje con EAAT-4 respecto al marcaje
con GFAP.

La funcién principal de la familia de transportadores a la que pertenece la proteina EAAT-4
es reducir las concentraciones potencialmente téxicas de glutamato mediante la captura de este
neurotransmisor en los terminales nerviosos y las células gliales (Dunlop et al., 1999; Levenson et al.,
2002; Rodriguez-Kern et al., 2003; Petralia et al., 2004; Pignataro et al., 2005). Por tanto, el aumento de
expresion de EAAT-4 en las poblaciones gliales de los ratones pcd/pcd puede mejorar la
capacidad de estas células para evitar acumulos peligrosos de glutamato en las retinas de estos
animales. Por otro lado, el transportador EAAT-4 se caracteriza por su elevada permeabilidad al
cloro (Ward et al., 2004); por lo que su expresion en las células de Miiller podria contribuir en el
papel que juegan estas células en el mantenimiento de la homeostasis i6nica del medio
extracelular. En este sentido, se ha llegado a especular con la posibilidad de que, en las células
de Purkinje, la proteina EAAT-4 pueda actuar mas como un canal de iones cloro que como un
transportador de glutamato (Ward et al., 2004).

La existencia de transportadores de glutamato en la retina es un hecho conocido desde
hace tiempo (Rauen et al., 1996, 1998; Eliasof et al., 1998). Sin embargo, la presencia de la proteina
EAAT-4 en la retina fue demostrada por primera vez en el afio 2004, localizandose en la
poblacion astrocitaria de la CFNO de la rata (ward et al, 2004). A partir de entonces, se ha
observado expresion de este transportador en los astrocitos y el epitelio pigmentario de la retina
de gato (Fyk-Kolodziej et al., 2004) y en los segmentos externos de conos y bastones de retinas
humanas y en los segmentos externos e internos en retinas de raton y ardilla (Pignataro et al., 2005),
si bien es importante indicar que en este estudio se sefala la falta de expresion de EAAT-4 en

cualquier otra capa de estas retinas). Ademas, se ha comprobado la presencia de ARNm de la
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proteina EAAT-4 en células bipolares de bastén en retinas de macaco (Hanna y Calkins, 2007). Por
otra parte, en modelos de dafo en la retina, solo se tienen datos sobre la expresién del
transportador EAAT-4 en ratas SD con diabetes inducida (Ward et al., 2005). En la retina de estas
ratas se ha observado un ligero incremento en la expresion de esta proteina respecto a los
valores controles, aunque estas diferencias no alcanzan la significancia estadistica (ward et al,,
2005).

En este trabajo hemos demostrado, por primera vez, la presencia de EAAT-4 en la
poblacion de astrocitos de la CFNO en retinas de ratones silvestres. Ademas, hemos
comprobado el incremento de expresion de este transportador de glutamato en los astrocitos, asi
como la aparicion de inmunorreactividad en las células de Miller, en respuesta al proceso de

degeneracion de las células fotorreceptoras que sufren las retinas de los ratones pcd/pcd.

5.1.3.- Expresion de GS

Las células de Miller muestran una inmunorreactividad a GS muy similar en las retinas de
animales silvestres y en aquellas de animales pcd/pcd. No obstante, si es posible apreciar
algunas diferencias entre ambas.

En las retinas de los animales silvestres, los cuerpos de las células de Miller positivas a
GS se situan a la misma altura dentro de la CNI, conformando una hilera simple en las secciones
transversales de retina. Esta ordenada disposicion se pierde en las retinas de los ratones
pcd/pcd, donde es posible observar cuerpos de células de Miller marcados con GS situados a
diferentes niveles dentro de la CNI, algunos muy proximos a la CPE.

En las retinas humanas afectadas de retinosis pigmentaria también se ha descrito la
migracién del nucleo de las células de Miller desde la CNI a zonas mas externas (Milam et al.,
1998). No se conoce cual es el motivo del movimiento del nucleo de las células de Mdller hacia
zonas mas externas, pero podria estar relacionado con la capacidad de estas células para
fagocitar desechos neurales (Milam et al., 1998).

Otra diferencia apreciable entre las retinas pcd/pcd vy silvestres en cuanto a la tinciéon con
GS la encontramos en la CPE. En la retina de los ratones pcd/pcd se ha observado una sensible
disminucién de la inmunorreactividad a GS en la CPE respecto a los animales silvestres. Es
l6gico pensar que la pérdida de células fotorreceptoras en las retinas pcd/pcd tenga como
consecuencia inmediata la menor liberacion de glutamato a los espacios sinapticos en la CPE
(un hecho que podria considerarse en linea con la disminucion en la inmunorreactividad a
sintaxina que se observa también en esta capa en las retinas pcd/pcd). La menor cantidad de
glutamato en la CPE vy, por ende, la menor necesidad de transformacion enzimatica del mismo
por parte de las células de Miller, podria justificar la menor presencia de GS en esta zona. Por
otra parte, podria tratarse de un mero reajuste estructural en las prolongaciones de las células de

Mdiller paralelo a la paulatina reduccion del grosor de la CPE en las retinas pcd/pcd.
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No se han documentado variaciones significativas en el patréon de inmunorreactividad a GS
en otros modelos animales de degeneracion de fotorreceptores, como son el raton rd1 (Strettoi et

al., 2003) y el raton rd10 (Gargini et al., 2007).

5.1.4.- Expresion de S100

El marcaje con anticuerpos contra la proteina S100 confirma el desplazamiento del nicleo
de las células de Muller a posiciones mas esclerales en los ratones pcd/pcd. Ademas, se aprecia
un incremento de inmunorreactividad a S100 en las prolongaciones de estas células dirigidas a la
MLI en los animales pcd/pcd respecto a los silvestres.

Las proteinas S100 cumplen numerosas funciones, tanto intracelulares como
extracelulares. Entre las funciones intracelulares se incluye la regulacion de diferentes procesos
como la fosforilacion de proteinas, la actividad de algunos enzimas, la homeostasis del calcio y la
dindamica de los componentes del citoesqueleto (Donato, 1999; Salama et al., 2007). A nivel
extracelular, algunos miembros de la familia S100 actian como quimioatrayentes de leucocitos,
activadores de macréfagos y moduladores de la proliferacion celular (Devery et al., 1994; Lau et al.,
1995; Cornish et al., 1996; Yen et al., 1997; Hiratsuka et al., 2006; Salama et al., 2007).

En vista del incremento de inmunomarcaje para esta proteina en las células de Mlller y en
los astrocitos de los ratones pcd/pcd, puede pensarse que esas funciones estan potenciadas en
estos animales. En concreto, un mejor control sobre los iones de calcio (S100) y cloro (EAAT-4)
pueden potenciar la capacidad de las células de Mdller para asegurar el mantenimiento de la

homeostasis idnica en las retinas pcd/pcd.

5.2.- ASTROCITOS

En los animales mutantes pcd/pcd, los astrocitos reaccionan de manera sensible ante la
degeneracion que sufren las células fotorreceptoras en la retina.

Un primer signo de esta reaccion es el aumento evidente en la inmunorreactividad a GFAP
en la poblacién astrocitaria de las retinas pcd/pcd respecto a las silvestres. Asi, es posible
observar un incremento del niumero de “celdillas” que forman los procesos astrocitarios positivos
a este marcador en la CFNO en la retina de nuestro modelo; dicho de otro modo, la malla que
conforman las prolongaciones de los astrocitos es mas densa en los ratones pcd/pcd que en los
controles. El inmunomarcaje con anticuerpos contra la proteina S100 muestra un patrén idéntico
al observado en el caso de la GFAP, confirmando el incremento de la complejidad del entramado
astrocitario en la CFNO de los animales pcd/pcd.

Ademaés, en los animales mutantes pcd/pcd aparecen grandes astrocitos positivos a
GFAP en la CPI (una ubicacion anémala para este tipo glial, que no hemos observado en ningun
caso en animales silvestres). No podemos precisar el papel que tienen los astrocitos en esta

inusual posicién, pero podria estar relacionado, entre otras funciones, con la homeostasis idnica,
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la regulacién del metabolismo de neurotransmisores o el metabolismo energético (a este
respecto, conviene recordar que los astrocitos constituyen un reservorio de glucosa en forma de
glucégeno (Hsllander et al., 1991; Kolb et al., 2000)).

En otros modelos de pérdida de fotorreceptores, tales como los ratones rd1 y rd10 y las
ratas RCS y P23H, no se conocen las posibles modificaciones que experimenta la poblacion de
astrocitos en respuesta a la degeneracion de la retina.

En casos de degeneracién macular asociada a la edad (DMAE), los astrocitos también
presentan una elevada inmunorreactividad a GFAP y se comprueba que procesos astrocitarios
penetran al humor vitreo desde la CFNO (Ramirez et al., 2001). En estas retinas afectadas de DMAE
es posible encontrar no solo procesos sino astrocitos enteros dentro del humor vitreo, fuera de la
retina (Ramirez et al., 2001). La mision de estos astrocitos podria ser el intercambio de nutrientes y
desechos entre el humor vitreo y la retina (Ramirez et al., 2001). Por ultimo, en estadios avanzados
de DMAE se ha comprobado que los astrocitos muestran una actividad fagocitica muy intensa
(Ramirez et al., 2001).

En la retina de pacientes afectados de retinosis pigmentaria se ha comprobado la
proliferaciéon y migracién de astrocitos. Asi, se ha observado la proliferacién de astrocitos fibrosos
en la superficie de la CNO, que después migran a través de roturas en la MLI para formar
membranas epirretinianas que se extienden sobre la regién peripapilar y la macula, llegando con
el tiempo a alcanzar zonas mas periféricas de la retina (Milam et al., 1998). Estas membranas suelen
estar formadas por varias capas de células aplastadas y, a menudo, contienen pies de células de
Muiller (Milam et al., 1998). También se sabe que en estadios avanzados de la enfermedad, cuando
se ha producido una pérdida acusada de células ganglionares, hay una notoria presencia de
astrocitos en la retina interna, aunque tampoco se ha descrito la funcién exacta de estas células
en esa ubicacion (Milam et al., 1998).

En las retinas pcd/pcd, también se aprecia un incremento en la inmunorreactividad de los
astrocitos para la proteina EAAT-4, si bien este aumento no es tan acusado como el que se
acaba de describir para el caso de la GFAP. Ademas de lo expuesto en apartados anteriores al
tratar las funciones de este transportador, se ha propuesto que la captura del glutamato por los
astrocitos de la retina podria ser importante para la regulaciéon de la comunicacion dentro de la
CFNO vy la proteccion de los axones de las células ganglionares de la excitotoxicidad inducida
por glutamato (ward et al., 2004). Estas funciones podrian estar potenciadas en las retinas pcd/pcd
al comprobarse que la poblacién astrocitaria presenta mayor cantidad de transportadores de

glutamato como el EAAT-4.

5.3.- CELULAS DE MICROGLIA

En las retinas de los ratones silvestres encontramos células microgliales con morfologia
tipica de microglia en estado residente, esto es, células de morfologia estrellada en estrecha

relacion con los vasos sanguineos de las capas internas de la retina (Provis et al., 1995; Gupta et al.,
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2003). En ninguin caso se han encontrado células microgliales entre las células fotorreceptoras en
las retinas de animales silvestres.

Por contra, en las retinas de los ratones pcd/pcd aparecen numerosas células microgliales
entre los nucleos y segmentos de los fotorreceptores. Estas células presentan un cuerpo celular
notablemente mas grande que el habitual y procesos muy densos e inmunorreactivos. La
presencia de células microgliales en las capas CNE y SF en las retinas pcd/pcd se detecta ya en
el primer estadio de edad considerado (p45) y es una constante a lo largo del envejecimiento de
estos animales.

La localizacion de células microgliales en las capas mas externas de la retina es comun en
otros modelos de degeneraciéon de fotorreceptores, como las ratas RCS (Thanos y Ritcher, 1993;
Thanos et al., 1995; Roque et al., 1996), los ratones rd (Zeiss y Johnson, 2004) y en casos de dafio retiniano
inducido por exceso de luz (Harada et al., 2002). En el propio ratéon pcd/pcd, LaVail y colaboradores
(1982) ya apuntaron la presencia de células con aspecto macrofagico en las capas CNE y SF de
la retina. Asimismo, en las retinas de pacientes afectados de retinosis pigmentaria se ha
observado la presencia de microglia activa en la CNI, CNE y en el espacio subretinal (Gupta et al.,
2003).

La proliferacion y migracion de las células microgliales a las capas mas externas de la
retina parece estar desencadenada por la apoptosis de las células fotorreceptoras (Zeiss y Johnson,
2004). En este sentido, se ha apuntado que el estimulo mas efectivo para la activacion de la
microglia es la muerte celular (Aloisi, 2001). En el presente trabajo, gracias a la técnica de TUNEL,
hemos observado la existencia de apoptosis en la CNE de las retinas de animales pcd/pcd.

La funcién caracteristica de las células microgliales activadas es la de fagocitar los
desechos celulares generados durante la muerte de las células fotorreceptoras (Kolb et al., 2000; Ng
y Strelein, 2001, Gupta et al., 2003). Ademas de esta funcién, se ha comprobado que las células de
microglia activada secretan moléculas que afectan a las células adyacentes. Hay estudios que
apuntan a que esta intervencion de la microglia tiene efectos perjudiciales sobre las neuronas
normales que rodean a las que estan degenerando, ocasionando un efecto “penumbra” (Streit,
2001; Williams y Hickey, 2002). Entre las moléculas secretadas por la microglia con efectos adversos
para la supervivencia neuronal se incluyen el 6xido nitrico, algunas especies reactivas de
oxigeno, citoquinas pro-inflamatorias, aminoacidos excitatorios, proteasas y el factor de necrosis
tumoral o (Lee et al.,, 2002). En las ratas RCS se ha comprobado que si se bloquea la migracion de
las células de microglia a la retina externa, la supervivencia de los fotorreceptores mejora (Thanos
etal., 1995). Por ultimo, se ha descrito que el medio condicionado por microglia activada provoca la
muerte de los fotorreceptores in vitro (Roque et al., 1999).

En este sentido, en nuestro estudio hemos observado la presencia en las capas mas
externas de las retinas pcd/pcd de células microgliales que se marcan con anticuerpos contra
CD68 (marcador de microglia activada) y contra la isoforma inducible de la sintasa del 6xido
nitrico. Sin embargo, la lentitud con la que degeneran las células fotorreceptoras, asi como el

grado de conservacion del resto de poblaciones neuronales y de la funcionalidad de la retina en
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los animales pcd/pcd a lo largo del intervalo estudiado, nos lleva a pensar que la actividad de
estas células microgliales no resulta tan nociva para la supervivencia neuronal como la descrita
en otros casos de dafio en la retina (Thanos et al., 1995; Roque et al., 1999; Lee et al., 2002).

Asimismo, a pesar de todas las evidencias que apuntan a que la microglia activada tiene
un efecto nocivo para las poblaciones neuronales, se ha puesto de manifiesto que las células
microgliales también pueden ejercer el efecto opuesto; esto es, pueden favorecer la
supervivencia de las células fotorreceptoras (Harada et al., 2002). Asi, las células de microglia
pueden liberar factores neurotréficos como el GDNF y el CNTF; estas moléculas actian sobre las
células de Miller que reaccionan incrementando su produccion de bFGF, un factor que favorece

la supervivencia de los fotorreceptores (Harada et al., 2002).

6.— RESPUESTA ELECTRORRETINOGRAFICA

En los animales pcd/pcd, las respuestas electrorretinogréaficas de la retina sufren una
paulatina atenuacion a medida que avanza la pérdida de células fotorreceptoras. No obstante, en
ningun caso llegan a extinguirse totalmente a lo largo del intervalo p45-270.

En otros modelos animales de degeneracion de fotorreceptores, la pérdida de
funcionalidad de la retina es mucho mas rapida. Asi, en los ratones rdl, el ERG mediado por
bastones no llega a ser normal a ninguna edad (Strettoi et al., 2003); mientras que en los ratones
rd10, las respuestas electrorretinograficas pueden ser registradas entre p14 y p28, para, a partir

de esta edad, atenuarse hasta ser indetectables (Gargini et al., 2007).

6.1.- RESPUESTA ESCOTOPICA UMBRAL (STR)

El trazado electrorretinografico correspondiente a la respuesta STR obtenido en la retina

de los animales silvestres consta de un primer componente positivo (pSTR) seguido de un
componente de polaridad negativa (nSTR), presentando una forma muy similar a la descrita en el
primer trabajo que demuestra la existencia de STR en las retinas murinas (Saszik et al., 2002).
Asimismo, los valores de tiempo implicito de los componentes pSTR y nSTR medidos en
nuestras retinas silvestres son practicamente iguales a los obtenidos por Saszik y cols. (110 ms y
200 ms respectivamente) (Saszik et al., 2002).

La respuesta STR se genera en las capas internas de la retina y se piensa que es
consecuencia de la actividad de las células amacrinas y ganglionares (Sieving et al., 1986; Frishman y
Steinberg, 1989a,b; Naarendorp y Sieving, 1991; Saszik et al., 2002).

En los animales pcd/pcd destaca la presencia de respuesta STR en todos los estadios de
edad considerados, lo que supone que las retinas de los ratones pcd/pcd conservan la capacidad
de respuesta a estimulos luminosos de muy baja intensidad, incluso cuando la pérdida de
fotorreceptores es acusada (p180-270). No obstante, la amplitud, tanto del componente positivo
como del componente negativo, sufre una progresiva atenuacion a medida que la pérdida de
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células fotorreceptoras avanza en estas retinas. Esta disminucion de amplitud no va acompafada
de retrasos en la aparicion de la respuesta, obteniéndose valores de tiempo implicito muy
similares en todos los estadios de edad a los medidos en las retinas de los correspondientes
animales silvestres.

En otros modelos animales de degeneracién de fotorreceptores, como los ratones rdl y
rd10 y las ratas p23H y RCS, no se tienen datos acerca del STR, quizas porque esta respuesta
eléctrica de la retina no esta incluida dentro de los cinco trazados estandar del ERG de campo
lleno (Marmor et al., 2004; Lam, 2005).

6.2.- RESPUESTA DE BASTONES

La respuesta escotopica de bastones en el ERG de mamiferos presenta una onda b

prominente, pero no onda a (Lam, 2005). Esto se debe a que la respuesta eléctrica de los bastones
frente al débil estimulo empleado es demasiado pequefa para ser detectada; sin embargo, esta
senal de los bastones es amplificada de forma notable por las células bipolares ON
(despolarizantes) especificas de bastones (Falk, 1988; Lam, 2005).

Las retinas de los animales pcd/pcd muestran respuesta de bastones en todo el intervalo
de edad considerado; incluido p270, edad en la que se ha descrito una pérdida de hasta el 85%
de estas células (Lavail et al., 1982). Como cabria esperar, la amplitud de la respuesta disminuye
progresivamente en las retinas pcd/pcd en el intervalo p45-270, si bien, como se ha dicho
anteriormente, nunca llega a extinguirse. Asimismo, no hemos encontrado diferencias en el valor
del tiempo implicito entre las retinas pcd/pcd y sus correspondientes controles en el intervalo de
edades considerado. Estos datos sugieren que, en las retinas de los animales pcd/pcd, el
conjunto del sistema de bastones (incluidos los propios bastones remanentes) funciona con
normalidad. Un menor numero de bastones lleva aparejado una menor despolarizacion de
células bipolares de bastén, lo que se traduce en una onda b de menor amplitud.

En este sentido, el ratén pcd/pcd contrasta de manera notable con los ratones rd1, un
modelo donde no puede registrarse el ERG mediado por bastones a ninguna edad (Strettoi et al.,
2003). En los ratones rd10, la retina presenta respuestas electrorretinograficas entre p14 y p28,
observandose una reduccion de la amplitud de la onda b respecto al silvestre para cualquier
intensidad del estimulo luminoso (Gargini et al., 2007). Por su parte, en las ratas p23H se ha puesto
de manifiesto una importante reduccién de la onda b de bastones en estadios tan tempranos
como p23, siendo esta respuesta indetectable a partir de p150 (Cuenca et al., 2004).

6.3.- RESPUESTAS ESCOTOPICAS MIXTAS
6.3.1.-Onda a

Las retinas de los ratones pcd/pcd generan ondas a escotdpicas medibles en todo el
intervalo p45-270. No obstante, la amplitud de esta onda a es significativamente menor en las

retinas pcd/pcd respecto al control en todos los grupos de edad, incluido el primero (p45).
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El perfil de la onda a esté directamente relacionado con la actividad eléctrica generada por
la cascada de fototransduccion (Penn y Hagins, 1969; Pugh y Lamb, 1993; Lam, 2005). Asi, se considera
que los 14-20 ms iniciales de la respuesta se deben exclusivamente a la actividad de los
fotorreceptores, sin que haya una contribucion significativa desde la retina interna (Jamison et al.,
2001; Lam, 2005).

Se ha descrito que, en las retinas pcd/pcd, la pérdida de células fotorreceptoras es patente
desde p25 (Blanks et al., 1982; LaVail et al., 1982). Asimismo, en este trabajo de Tesis se ha puesto de
manifiesto la presencia de células apoptéticas en la CNE de las retinas pcd/pcd en todo el
intervalo p45-270.

Por tanto, la reduccién de la amplitud de la onda a escotépica en los animales pcd/pcd es
un reflejo directo del menor nimero de células fotorreceptoras presentes en las retinas de estos
animales. En estadios tempranos, la pérdida de amplitud de la onda a se debera
fundamentalmente a la pérdida de bastones; mientras que, a medida que el animal pcd/pcd
envejece, la disminucion de amplitud de la onda a escotdpica se debera a la pérdida tanto de
bastones como de conos.

La onda a escotdpica mixta presenta menor amplitud en los ratones rd10 que en los
correspondientes silvestres en estadios muy tempranos (las diferencias ya son acusadas a p18 y
aumentan rapidamente a partir de esta edad). Ademas de esta reduccion de amplitud, también
se aprecia que la onda a escotdpica es mas lenta y muestra un mayor tiempo implicito en los
ratones rd10 respecto al control (Gargini et al., 2007).

Los datos de nuestro modelo también contrastan notablemente con los obtenidos en las
ratas p23H. En estos animales, la onda a escotdpica mixta se extingue totalmente a p38 (Cuenca

etal., 2004).

6.3.2.- Onda b

La onda b escotopica mixta es registrable en los ratones pcd/pcd en todo el intervalo p45-
270, aunque la respuesta es menor a medida que la edad del animal aumenta. La amplitud de
esta onda b muestra valores inferiores en las retinas pcd/pcd respecto a los correspondientes
ratones silvestres en todos los estadios de edad; si bien las diferencias entre los dos grupos de
animales no son tan acusadas como las observadas en el caso de la onda a escotdpica mixta.

La onda b es generada primariamente por la actividad de las células bipolares ON
(despolarizantes) (Miller y Dowling, 1970; Newman y Odette, 1984; Stockon y Slaughter, 1989; Guervich y
Slaughter, 1993; Lam, 2005).

En los ratones pcd/pcd de menor edad, la disminucion de amplitud de la onda b podria
deberse principalmente al menor niumero de células bipolares de bastén activadas (todas las
cuales pertenecen a la categoria ON), reflejo del menor nimero de bastones presentes.

A medida que los ratones pcd/pcd envejecen, a la pérdida de bastones se suma la de

conos, con lo que la disminucién de amplitud de la onda b sera reflejo del menor niumero de
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células bipolares de baston y bipolares ON de cono activadas. No obstante, la consecuencia
indirecta de la pérdida de conos en la disminucién de amplitud esta matizado por el hecho de que
los conos no sélo hacen sinapsis con células bipolares de tipo ON, sino también con células
bipolares de tipo OFF (hiperpolarizantes) (Boycott y Wassle, 1991); dicho de otro modo, la pérdida de
conos que sinaptan con células bipolares OFF contribuira de manera escasa o nula a la
disminucién de la onda b escotdpica mixta.

Esta respuesta esta profundamente alterada en otros modelos de degeneracion de
fotorreceptores. Asi, la amplitud de la onda b escotépica mixta disminuye considerable y
rdpidamente en los ratones rd10 en relacion a los silvestres en el corto intervalo p18-26.
Asimismo, ademas de la pérdida de amplitud, se observa un claro aumento del tiempo implicito
de la onda; si bien, esta anomalia es menos evidente si se emplean estimulos de elevada
intensidad (Gargini et al., 2007). Por otra parte, en las ratas p23H de 23 dias de edad, la amplitud de
la onda b escotdpica mixta muestra una reduccion de =79% respecto al valor obtenido en los
animales controles (Cuenca et al., 2004). A partir de esta edad, la amplitud sigue disminuyendo hasta
p150, donde se obtiene un valor que permanece estable hasta p250 y al que solo contribuyen los
conos. Paralelo a la pérdida de amplitud, en las retinas p23H se observa un paulatino incremento

del tiempo implicito de la respuesta (Cuenca et al., 2004).

6.4.- POTENCIALES OSCILATORIOS

En los animales pcd/pcd es posible el registro de los potenciales oscilatorios en todas las
edades consideradas; si bien el valor de la amplitud maxima disminuye progresiva y linealmente
a medida que estos animales envejecen. Por otra parte, la amplitud de esta respuesta siempre es
sensiblemente inferior en los animales pcd/pcd respecto a su contrapartida silvestre.

El origen celular de los potenciales oscilatorios se ha establecido en las células amacrinas
y, con menor certeza, en las células ganglionares (Wachmeister, 1998; de la Villa y Blanco, 2004; Lam,
2005). A este respecto, algunos autores afirman que el ERG de campo lleno no recibe
contribuciones desde las células ganglionares puesto que estas células siguen el modelo “todo o
nada” de génesis de potenciales de accién y su actividad se evalla con otro tipo de pruebas
electrofisiolégicas, como el ERG patron (pattern ERG) (Lam, 2005).

En cualquier caso, la disminucion de amplitud de los potenciales oscilatorios observada en
los ratones pcd/pcd puede deberse a una menor actividad inducida en los circuitos que
establecen las células amacrinas en la CPI de la retina de estos animales.

Un modelo de degeneracion de fotorreceptores donde los potenciales oscilatorios se ven
muy afectados lo constituye la rata p23H. En este modelo, los potenciales oscilatorios no han
podido ser registrados en animales mayores de 23 dias, y ya a esta edad presentan una pérdida
de amplitud de mas del 85% respecto al valor obtenido en las ratas silvestres (Cuenca et al., 2004).
Es méas que probable que el deterioro y degeneracion de las células amacrinas, en particular las
del tipo All, que sufren las ratas p23H estén en la base de las profundas alteraciones que

presenta dicha respuesta (Cuenca et al., 2004).
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Del mismo modo, las alteraciones en las poblaciones de células amacrinas que hemos

observado en los ratones pcd/pcd (particularmente la disminucion del nimero de estas células

positivas a calbindina) podrian justificar, en parte, la disminucion de amplitud de los potenciales

oscilatorios en su retina.

6.5.- RESPUESTAS DE CONOS

6.5.1.- Onda a fotdpica

Los ratones pcd/pcd presentan ondas a fotdopicas medibles en todos los grupos de edad
considerados. A p45, la amplitud de la onda a fotdpica es practicamente idéntica entre animales
pcd/pcd y silvestres. A partir de esta edad, la amplitud de la onda a disminuye en los ratones
pcd/pcd, mostrando valores inferiores respecto a los ratones controles.

La fase descendente inicial de la onda a fotdpica se debe a la actividad eléctrica generada
por la fototransduccion en los conos (Whitten y Brown, 1973; Brown et al., 1990; Hood y Birch, 1993, 1995; Lam,
2005).

En el primer estadio de edad considerado (p45) no existen diferencias significativas en el
numero de conos entre animales silvestres y pcd/pcd (Lavail et al., 1982). Es por ello que el valor de
amplitud de la onda a fotépica es practicamente idéntico en los animales pcd/pcd vy silvestres a
esta edad. A partir de p45, las retinas de los ratones pcd/pcd pierden conos de manera
progresiva; si bien, a un ritmo mas lento que el observado en el caso de los bastones (LaVail et al.,
1982). Esta pérdida de conos tiene su reflejo directo en la disminuciéon de amplitud de la onda a
fotdpica que se observa en los animales pcd/pcd; la cual se magnifica a medida que estos
animales envejecen.

En los ratones rd1l solo se obtienen respuestas fotépicas medibles en el breve intervalo
p13-16. A pesar de ello, las retinas de los animales rd1 de 14 dias muestran valores de amplitud
de la onda a fotdpica muy parecidos a los registrados en los animales silvestres de la misma
edad (Strettoi et al., 2003).

6.5.2.- Onda b fotdpica

La onda b fotopica no se debe solo a la actividad de las células bipolares ON
despolarizantes, sino que también estd modelada por la actividad de las células bipolares OFF
hiperpolarizantes y las células horizontales (Sieving et al., 1994; Lam, 2005). De este modo, la onda b
fotépica puede ser explicada por un modelo de “tirar-empujar’, con las células bipolares ON
despolarizantes “tirando hacia arriba” de la fase ascendente de la onda b y con las células
bipolares OFF hiperpolarizantes limitando la amplitud de la onda (Sieving et al., 1994; Lam, 2005).

En los ratones pcd/pcd, la maxima respuesta se registra a p45 y, a partir de esta edad, se
produce una disminucion progresiva, lenta y lineal de la amplitud de la onda b fotépica. A pesar

de que el valor de la amplitud es inferior en los ratones pcd/pcd respecto al silvestre, las
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diferencias son poco acusadas. Asimismo, el tiempo implicito de la respuesta es practicamente
idéntico en los animales pcd/pcd y su contrapartida silvestre en todos los estadios de edad.

Este elevado grado de conservacion de la amplitud de la onda b fotdpica en los ratones
pcd/pcd podria justificarse por la relativamente alta tasa de supervivencia de los conos en la
retina de estos animales en el intervalo de edad estudiado (LaVail et al., 1982). Asimismo, conviene
recordar que los conos hacen sinapsis tanto con células bipolares ON como con células bipolares
OFF (Boycott y Wassle, 1991). De este modo, en los ratones pcd/pcd, la amplitud final de la onda b
fotopica estara condicionada tanto por la pérdida de elementos que “tiran hacia arriba” de la fase
ascendente de esta onda (cuando se pierdan conos que sinaptan con células bipolares ON
despolarizantes), como por la pérdida de elementos que limitan dicha amplitud (caso de la
degeneracion de conos que sinaptan con células bipolares OFF hiperpolarizantes).

La amplitud de la onda b fotdpica es considerablemente menor en los ratones rd1 de 14
dias en comparacion con los silvestres de la misma edad. Ademas, la atenuacion de la respuesta
estd acompanada por el aumento del tiempo implicito de la misma (Strettoi et al., 2003). Por su
parte, las ratas p23H muestran una fuerte atenuacion de la onda b fotépica en relacién a los
animales silvestres desde p23. Esta diferencia entre ratas mutantes y controles se magnifica
paulatinamente a lo largo del intervalo p23-250, a la vez que se verifica un progresivo retraso en
la aparicion de la respuesta en las retinas distréficas (especialmente acusado entre p150 y p250)

(Cuenca et al., 2004).

6.5.3.- Respuesta flicker (20z)

La respuesta flicker (20Hz) de conos consiste en ondas b generadas por la retina interna
en respuesta a la actividad de los conos, si bien la contribucion directa de estas células es muy
pequena (Kondo y Sieving, 2001, 2002; Lam, 2005). Estas ondas b estan compuestas por componentes
tanto de tipo ON como de tipo OFF en diferente fase, de tal manera que se cancelan
parcialmente unos a otros (Kondo y Sieving, 2001, 2002; Lam, 2005).

El patrén de la amplitud de esta respuesta en funcién de la edad es ciertamente irregular,
tanto en los ratones silvestres como en los pcd/pcd, sin que hayamos podido establecer una
tendencia clara en ninguno de estos grupos de animales. En cualquier caso, los ratones pcd/pcd
presentan respuesta flicker (20Hz) en todos los estadios de edad considerados en este estudio,
lo que significa que el sistema de conos de la retina de estos animales conserva la capacidad de
responder a estimulos luminosos de alta frecuencia. Por otra parte, el valor de la amplitud de las
diferentes ondas se mantiene constante en cada registro en las retinas pcd/pcd; dicho de otro
modo, las ondas b constituyentes de la respuesta flicker no sufren atenuaciones en los ultimos
flashes del estimulo luminoso.

La conservacion de la respuesta flicker (20Hz) en los ratones pcd/pcd a lo largo de todo el
intervalo p45-270 contrasta con los datos obtenidos en otros modelos de degeneracién de

fotorreceptores. Asi, esta respuesta se extingue casi totalmente a los 14 dias en los ratones rd1
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(Strettoi et al., 2003), @ p26 en los animales rd10 (Gargini et al., 2007) y en torno a los 23 dias de edad

en las ratas p23H (Cuenca et al., 2004).

6.6.- CONSIDERACIONES FINALES

En resumen, puede afirmarse que los ratones pcd/pcd muestran un grado de conservacion
de la funcionalidad de la retina, valorada ésta en base a los distintos parametros
electrorretinograficos, mucho mayor y durante mas tiempo que los modelos rd1, rd10 y p23H.

Por su parte, las respuestas del ERG sufren una progresiva atenuacion en pacientes
humanos con RP (Berson et al., 1969; Berson y Kanters, 1970; Massof et al., 1986; Berson, 1993; Hood y Birch,
1996; Granse et al., 2004; Robson et al., 2006; Gerth et al., 2007). Las modificaciones que presentan las
respuestas electrorretinograficas en la mayoria de estos pacientes siguen un curso temporal muy
similar al que hemos descrito en la retina de nuestro modelo.

Otro dato que debe resaltarse es la practica ausencia de retraso en las respuestas
eléctricas en las retinas pcd/pcd; lo que contrasta con el aumento del tiempo implicito, a veces de
forma notable, de las diferentes ondas a y b en los modelos animales anteriormente citados. Esta
diferencia cobra especial importancia si se tiene en cuenta que el tiempo implicito de la onda b
puede proporcionar una medida de la sensibilidad de los fotorreceptores (Lam, 2005). Dicho de otro
modo, la disminucion de amplitud observada en las respuestas eléctricas de las retinas pcd/pcd
puede ser consecuencia directa e indirecta de la pérdida de células fotorreceptoras, sin que, a
priori, deba sospecharse de la integridad de los fotorreceptores remanentes. En cambio, en
aquellos modelos donde la atenuacién de la respuesta va acompafada por un aumento del
tiempo implicito, puede pensarse que las variaciones en el ERG se deban, ademas de a la
pérdida efectiva de fotorreceptores, a que la viabilidad de cada célula visual individual esta
comprometida (Strettoi et al., 2003; Cuenca et al., 2004; Gargini et al., 2007). Asi, se ha sugerido que las
anormalidades en el ERG de conos en pacientes afectados de RP se deben en parte a la
disminucién de la capacidad de absorcion cuantica por parte de los segmentos externos de los
conos (Sandberg et al., 1981; Gouras y Mackay, 1989; Berson, 1993; Hood y Birch, 1996).

Por otro lado, en los ratones silvestres empleados en este estudio se ha observado una
moderada atenuacién de muchas de las respuestas electrorretinograficas en los estadios de
edad mas avanzados (p180-p270). Este fendmeno también se ha observado en la rata SD
silvestre, donde se ha verificado una reduccion de la amplitud, tanto de la onda a como de la
onda b, a medida que el animal envejece (Machida et al., 2000; Cuenca et al., 2004). La pérdida de
bastones relacionada con la edad y el paulatino acumulo de pequefos dafios en la retina
provocados por la luz se han propuesto como posibles causas del efecto del envejecimiento

sobre los trazados electrorretinograficos (Sullivan et al., 2003; Cuenca et al., 2004).
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7~ EL RATON PCD/PCD COMO MODELO DE DEGENERACION DE
FOTORRECEPTORES

La degeneracion en las retinas pcd/pcd se caracteriza por:

a.— Un periodo inicial donde los parametros estructurales y funcionales son esencialmente
idénticos a los observados en los animales silvestres.

b.- Una pérdida de células fotorreceptoras lenta y progresiva. Ademas, se verifica que la
degeneracion en los bastones empieza antes y progresa mas rapidamente que en
los conos.

c.- Un elevado grado de conservacion del resto de poblaciones neuronales.

d.- Una reaccién glial moderada, que no parece ejercer un efecto especialmente nocivo
sobre las poblaciones neuronales, y que intenta mantener la homeostasis de la
retina.

e.- Una disminucion progresiva de la amplitud de las ondas a y b en el ERG, si bien
ninguna respuesta electrorretinografica llega a extinguirse totalmente en el
intervalo p45-270. Por otra parte, no se aprecian modificaciones significativas en el
tiempo implicito de dichas respuestas.

En base a estas caracteristicas consideramos que las retinas de los ratones pcd/pcd
constituyen un buen modelo para el estudio de las enfermedades que cursan con degeneracién
de fotorreceptores, con especial interés en la retinosis pigmentaria humana.

Por extension, nuestro modelo es util para evaluar posibles terapias encaminadas a
combatir dichas enfermedades. A este respecto, creemos que p90 es un buen punto temporal,
puesto que a esta edad ya se aprecian cambios significativos en el nimero de fotorreceptores y

en algunos parametros electrorretinograficos.
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Conclusiones

1. En los animales pcd/pcd la muerte por apoptosis ocurre en la CNE a nivel de los
fotorreceptores a lo largo del intervalo p45-270. Sin embargo, el estudio mediante la técnica de
tunel demuestra que en este modelo de retinosis no se produce apenas muerte celular en las

regiones internas de la retina.

2. En lineas generales, las retinas de los animales pcd/pcd presentan un elevado grado
de conservacion de sus poblaciones de interneuronas y neuronas de proyeccion en todos los

estadios de edad considerados en este trabajo de Tesis con pequefias medicaciones.

3. La progresiva disminucién de la inmunorreactividad a sintaxina y basoon, asi como las
reduccion de las dendritas de las bipolares de bastén indican variaciones en los procesos
sinapticos en la CPE de los ratones pcd/pcd a medida que progresa la degeneracion de las
células fotorreceptoras. Por otro lado, en la CPl de estas retinas parece ocurrir una
reorganizaciéon sindptica en base a las variaciones de inmunorreactividad de los marcadores

sindpticos considerados en este estudio.

4. Las retinas de los ratones pcd/pcd sufren gliosis reactiva. El aumento de expresion de
marcadores como GFAP, EAAT4 y S100 es evidente desde los primeros estadios de edad y se
magnifica a medida que envejece el animal. También son patentes variaciones en la localizacion
de los astrocitos o la translocacion del nicleo de las células de Miller a posiciones mas

esclerales de lo normal por lo que pudiera influir en los procesos degenerativos de la retina.

5. La apoptosis de los fotorreceptores parece atraer a la microglia hacia las capas mas
externas de la retina. El tiempo de maxima actuacion comienza a los 45 dias postnatales y se
mantiene a lo largo de todo el intervalo temporal estudiado. Estas células presentan

caracteristicas de microglia activada.

6. Los ratones pcd/pcd conservan el STR y todas las respuestas eléctricas del
electrorretinograma de campo lleno estandar, tanto en condiciones escotopicas como fotopicas,
en todo el intervalo p45-270. No obstante, se verifica una progresiva pérdida de amplitud en las
respuestas a medida que progresa la pérdida de fotorreceptores en las retinas de estos

animales.

7. Por todo lo anterior, consideramos que las retinas de los animales pcd/pcd constituyen
un buen soporte para el ensayo de terapias encaminadas al tratamiento de la retinosis
pigmentaria debido a su semejanza con la enfermedad en humanos. A este respecto, creemos
que los datos aportados en este trabajo pueden ser Utiles para evaluar la eficacia de dichos

ensayos.
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