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RESUMEN

Se ha documentado que la seccion del nervio 6ptico induce la degeneracion
y muerte de aproximadamente el 40% de la poblacién de las células ganglionares de
la retina de la rata adulta a los 7 dias de la lesién y de mas del 80% de estas células
a los 14 dias de la lesion. Al menos una parte de las células ganglionares de la retina
que mueren como consecuencia de la seccion del nervio éptico lo hacen por
apoptosis. Después de la seccion del nervio éptico se produce una activacion de las
células de microglia de la retina, que fagocitan los desechos de las células
ganglionares muertas como consecuencia de la lesion. Se ha documentado que el
empleo de diversas neurotrofinas y de algunos péptidos que intervienen en la
apoptosis o0 en la activacién de las células microgliales induce un aumento transitorio
de la supervivencia de las células ganglionares de la retina tras la seccién del nervio
Optico. '

Se postula que la fagocitosis de las neuronas degeneradas no es la Unica
funcion de las células de microglia en la retina de mamifero durante la lesion. Este
hecho se ve apoyado tanto porque su inactivacion aumenta la supervivencia de las
células ganglionares de la retina después de la seccién del nervio dptico, como por la
capacidad que tienen estas células para secretar neurotrofinas a la vez que
sustancias que inducen la muerte celular, y por presentar receptores para factores
neurotréficos, como han documentado diversos autores. Por ello, en el presente
trabajo el principal objetivo fue el estudio de la implicacion de las células de microglia
de la retina de la rata adulta en la supervivencia de las células ganglionares de la
retina tras la seccidn del nervio 6ptico y tras la administracién de diversas sustancias:
factores neurotréficos, sustancias antiapoptéticas y una sustancia que impide la
activacion de los macréfagos. |

Para el estudio de las células de microglia pusimos a punto dos técnicas
para el marcaje de las células de microglia: la técnica enzimo-histoquimica de la
NDPasa y el marcaje con fluorogold.

I

La técnica de la NDPasa fue empleada para el marcaje de las células de
microglia de la retina en un primer grupo de animales (grupo ). En este grupo
estudiamos la localizacién de las células de microglia en las diferentes capas de la
retina en condiciones normales, entre 7 y 40 dias después de la seccién del nervio



optico izquierdo y entre 7 y 30 dias después de la seccién del nervio éptico izquierdo
y administracion intravitrea de varias sustancias: PBS, MIF, NGF, BDNF y NT3.

El analisis cualitativo y cuantitativo de las retinas del grupo | nos permitio

documentar los siguientes hallazgos:

1.- Las células de microglia NDPasa+ de la retina de la rata adulta se localizan en la
capa de fibras nerviosas (CFN), capa de células ganglionares (CCG), capa plexiforme
interna (CPI) y capa plexiforme externa (CPE), teniendo en cada capa una morfologia
y distribucién caracteristica, siendo la densidad de células de microglia NDPasa+ de
la CCG y CPI de la retina de la rata adulta un rasgo caracteristico de cada animal.

2.- Tras la seccion del nervio ptico se produce un aumento de la densidad de células
de microglia NDPasa+ en la CFN desde los 7 a los 30 dias después de la seccién del
nervio 6ptico y en la CCG y CPI durante todo el periodo de estudio (40 dias).

3.- Tras la seccion del nervio 6ptico se mantiene la distribuciéon de las células de
microglia NDPasa+ de la CCG y CPI en forma de mosaico regular, sin que se
produzcan solapamientos entre los procesos de células situadas en la misma capa o

en ambas capas.

3.- La puncién simple del globo ocular o la administracioén intravitrea de vehiculo, MIF,
NGF, BDNF o NT3 induce un incremento de la densidad de células de microglia
NDPasa+ en la CCG y CPI de las retinas contralaterales o controles.

4 - La administracién intravitrea de algunas sustancias induce diferentes cambios en
la poblacién de células de microglia NDPasa+ de la CFN, CCG y CPI. Asi, la
administracion de MIF disminuye significativamente las densidades de células de
microglia NDPasa+ de la CCG y CPI a los 7 dias de la seccién del nervio 6ptico. La
administracion de BDNF disminuye el incremento de densidad de las células de
microglia NDPasa+ de la CFN a los 7 dias de la seccién del nervio 6ptico, mientras
que la administracion de NT3 disminuye la activacion de las células de microglia de la
CFN a los 7 y 14 dias de la lesion. Ademas, la administracion de NT3 aumenta la
densidad de células de microglia NDPasa+ de la CCG y CPI a los 7 dias de la
seccion del NO.

En un segundo grupo de animales (grupo IlI) se marcaron las células
ganglionares de la retina mediante la aplicacion del trazador neuronal fluorescente
fluorogold en ambos coliculos superiores. A los 7 dias, se seccion6 el nervio 6ptico
izquierdo de todos los animales e, inmediatamente después, algunos fueron tratados



con diferentes sustancias, administradas por Via intravitrea (MIF, BDNF, NGF, PIH,
IGF-1, IGF-1+NT3, PIH+NT3, Bcl-xL, Bcl-xS, Bcl-2, Z-DEVD-cmk) o subcutanea (PIH).
Estos animales fueron procesados 7 o 14 dias después de la seccion del nervio
optico y en ellos se determinaron las densidades de células ganglionares
supervivientes y también las densidades de células microgliales que, como
consecuencia de la fagocitosis de las células ganglionares muertas, se habian

marcado.

El analisis cualitativo y cuantitativo de las retinas del grupo Il nos permitié

documentar los siguientes hallazgos:

1.- En las retinas derechas o controles se observaban escasas células de microglia
marcadas con fluorogold, lo que sugiere que algunas células ganglionares de la retina
proyectan al ojo contralateral y a su vez envian proyecciones colaterales al coliculo

superior.

2.- En las retinas experimentales se observaba un descenso de las densidades de
células ganglionares de la retina marcadas con fluorogold que aumentaba a medida

que lo hacia el intervalo de supervivencia.

3.- En las retinas experimentales se observaban abundantes células de microglia
marcadas con fluorogold, aumentando las densidades de las mismas segun lo hacia

el intervalo de supervivencia.

4 .- Las células de microglia marcadas con fluorogold se localizaban en las retinas
experimentales en la CFN, CCG y CPI, siendo la morfologia de las mismas

sensiblemente diferente en cada una de las capas.

5.- En las retinas experimentales, existia una correlacion entre las densidades de
células de microglia marcadas con FG y los porcentajes de muerte de CGR a los 7
dias de la seccion del nervio 6ptico, pero no 14 dias después de la seccion.

6.- La aplicacién intravitrea de BDNF, Z-DEVD-cmk, IGF-1+NT3, PIH o Bcl-xL, o la
administracion subcutanea de PIH aumentaban la supervivencia de las células
ganglionares de la retina a los 7 dias de la secciébn del nervio Optico, y la
administracién intravitrea de BDNF, Z-DEVD-cmk, MIF y NGF o la administracion
subcutanea de PIH aumentaban la supervivencia de las células ganglionares de la

retina a los 14 dias de la seccién del nervio éptico.



7.- En las retinas experimentales de los énimales tratados que mostraban un
incremento de la supervivencia de las células ganglionares de la retina, las
densidades de células de microglia fagocitica eran menores que en animales no
tratados, mientras que en los que mostraban una disminucion de la supervivencia de
las células ganglionares de la retina, las densidades de células de microglia eran
mayores que en los animales no tratados, por lo que las densidades de células de
microglia marcadas con fluorogold en animales tratados estaban relacionadas con los
~ porcentajes de muerte de células ganglionares y esto podia ser demostrado por
métodos estadisticos al menos a los 7 dias después de la seccion del nervio 6ptico.
Estos resultados indicaban que los tratamientos utilizados no modificaban la
respuesta de las células de microglia sino la supervivencia de las células

ganglionares.

8.- En dos grupos experimentales, los que recibieron tratamiento intravitreo con NGF
y Z-DEVD-cmk, no se observaba una relacion entre los porcentajes de muerte de
células ganglionares y las densidades de células de microglia marcadas con
fluorogold. El tratamiento con NGF producia un incremento de la densidad de células
de microglia marcadas con fluorogold que, al menos a los 14 dias de la seccion del
nervio optico, no estaba relacionado con el porcentaje de muerte de | células
ganglionares en estas retinas. El tratamiento con Z-DEVD-cmk producia una
disminucion de la densidad de células de microglia fagocitica que tampoco estaba
" relacionada con el porcentaje de muerte de células ganglionares de la retina a los 7
dias de la seccion del nervio 6ptico. Estos resultados sugieren que el NGF y el Z-
DEVD-cmk pueden tener una acciéon directa sobre la actividad fagocitica de las

células de microglia.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AA Aminoacido

ADN Acido desoxirribonucleico

AMPc Adenosin-monofosfato ciclico \

Apaf Del inglés, Apoptotic protease activator factor, factor activador de la
proteasa apoptotica

ARNm Acido ribonuc|eic6 mensajero

ATPasa Enzima Adenosin-trifosfatasa

BDNF Del inglés, Brain Derived Neurotrophic Factor, factor de crecimiento
derivado del cerebro

bFGF Del inglés, basic-Fibroblast Growth Factor, Factor basico de
crecimiento de los fibroblastos

Ca®' I6n Calcio

CCG Capa de células ganglionares

CFN Capa de fibras nerviosas

CGR Células ganglionares de la retina

ChAT Del inglés, Cholin-Acetil Transferase, acetil colina transferasa

CNE Capa nuclear externa

CNI Capa nuclear interna

CPE Capa plexiforme externa

CPI Capa plexiforme interna

DMSO Dimetil sulféxido

FasL Ligando Fas

FG Fluorogold (trazador neuronal fluorescente)

HDNF Del inglés, Hippocampal-Derived Neurotrophic Factor, Factor de
crecimiento derivado del hipocampo

iv. Intra-vitrea

ICE Del inglés, Interleukin-I Converting Enzime, enzima convertidor de la
interleucina-1 |

IFNy Interferon gamma

IGFBPs Del inglés, Insulin-like Growth Gactor Binding Protein, proteinas
ligadoras del factor de crecimiento similar a la insulina

IGF-I Del inglés, Insulin-like Growth Factor-I, factor de crecimiento similar a
insulina-1

IGF-IR Del ingles, Insulin-like Growth Factor-I Receptor, Receptor del factor

de crecimiento similar a insulina-l
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HALLAZGOS ORIGINALES

El desarrollo de este trabajo nos ha permitido documentar una serie de
hallazgos originales relativos a las células de microglia de la retina de la rata adulta
normal y después de la seccién del nervio 6ptico, asi como de los efectos de diversas
sustancias sobre la supervivencia de las células ganglionares de la retina tras la
seccion del nervio o6ptico y sobre las densidades de células de microglia que
fagocitan los desechos de las células ganglionares de la retina que mueren tras la

lesion.

CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS:

1. Este estudio es el primero que cuantifica las densidades de células de
microglia NDPasa+ de la retina de la rata adulta en la CCG y CPI.

2. Este estudio documenta que la densidad de células de microglia NDPasa+ de
la CCG y CPI de la retina de la rata adulta es un rasgo caracteristico de cada
animal.

3. Este estudio documenta que la poblacién de células de microglia NDPasa+ de
la retina control o derecha no sufre cambios cuando se secciona el nervio
6ptico de la retina experimental o izquierda y que, sin embargo, su densidad
aumenta cuando se lleva a cabo una puncién del globo ocular izquierdo.

4. Este es el primer estudio que documenta los cambios sufridos por las células

de microglia NDPasa+ de la CFN, CCG y CPI de la retina de la rata adulta
tras la seccion del NO. Asi, este estudio documenta que:

4.1 Se produce un incremento en el marcaje y la densidad de las
células de microglia NDPasa+ de la CFN y de la CCG y CPI a
partir de los 7 dias de la lesion, que ha sido el primer periodo de
supervivencia investigado en este estudio.

4.2 Estos incrementos comienzan a disminuir a partir de los 22 dias de
la lesion en la CFN, mientras que en la CCG y CPI se mantienen
hasta los 40 dias, que ha sido el ultimo periodo de supervivencia

investigado en este estudio.
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4.3 El aumento en la densidad de células de microglia NDPasa+ de la
CCG y CPI no altera el mantenimiento de los territorios de
proyeccion de estas células, de forma que siguen sin producirse
solapamientos ni entre procesos de células de una misma capa ni
entre procesos de células situadas en ambas capas.

Este es el primer estudio que documenta que la administracién intravitrea de
las neurotrofinas BDNF o NT3 o del factor inhibidor de macréfagos (MIF),
modifican la respuesta de las células de microglia NDPasa+ entre 7 y 30 dias
después de la seccion del nervio optico. Asi, este estudio documenta que:

5.1 La administracién intravitrea de BDNF disminuye la activacion de
las células de microglia bipolar NDPasa+ de la CFN a los 7 dias de
la seccion del NO.

5.2 La administracién intravitrea de NT3 disminuye la activaciéon de las
células de microglia bipolar NDPasa+ de la CFN a los 7 y 14 dias
de la seccién del NO.

5.3 La administracién intravitrea de NT3 aumenta las densidades de
células de microglia NDPasa+ en la CCG y CPI de las retinas
experimentales a los 7 dias de la seccion del nervio 6ptico, de
forma que las densidades de células en ambas capas eran
mayores a los 7 dias en las retinas tratadas con NT3 que en las
retinas.con seccidn simple del nervio 6ptico.

5.4 La administracion intravitrea de MIF induce una disminucién en la
respuesta de las células de microglia NDPasa+ de la CCG y CPI
que se traduce en un descenso significativo de la densidad de las
células NDPasa+ en las citadas capas a los 7 dias de la seccién
del NO.

Este es el primer estudio que documenta que la seccién del NO en la rata
adulta induce la apariciéon de células de microglia fagocitica en la retina
contralateral, lo que sugiere que existen CGR que proyectan en la retina
contralateral y envian también proyecciones colaterales al coliculo superior.
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Este estudio documenta que la seccién del NO induce en la retina lesionada la
aparicion de células de microglia fagocitica, y que las densidades de estas
células aumentan entre 7 y 14 dias después de la seccion del nervio 6ptico,
que es el periodo estudiado, siendo la densidad menor a los 7 que a los 14
dias de la lesién. También documenta que existe una correlacion significativa
entre las densidades de células de microglia fagocitica y los porcentajes de
muerte de CGR a los 7 dias de la seccién del NO, pero no a los 14 dias de la
lesion.

Este estudio documenta que la administracion de diversas sustancias
aumenta la supervivencia de las CGR tras la seccion del NO, y que modifica
las densidades de células de microglia fagocitica en estas mismas retinas.

8.1 La administracion de BDNF rescata la totalidad de la poblacion de
CGR a los 7 dias de la seccion del NO, y por tanto, impide casi
totalmente la aparicion de células de microglia fagocitica en estas
retinas. Si consideramos que el BDNF no impedia la activacion de
las células de microglia NDPasa+ de la CFN, CCG y CPl a los 7
dias de la seccién del NO, nuestros resultados documentan por
primera vez qué la activacion de las células de microglia NDPasa+
de la retina de la rata adulta producida como consecuencia de la
lesion retiniana no iﬁduce la transformacién de estas células de
microglia en fagociticas, mientras que esta lesién no provoque la
muerte de las CGR.

8.2 Este es el primer estudio que documenta que la administracion de
PIH muestra efectos neuroprotectores sobre las CGR cuando se
administra intravitrea o subcutaneamente después de la seccion
del NO, siendo este efecto mucho mayor a los 7 que a los 14 dias
de la lesion.

8.3 La administracion intravitrea de NGF muestra un efecto
neuroprotector sobre las CGR a los 14 dias de la seccion del NO
pero no a los 7 dias.

8.4 La administracion de diversas sustancias intravitrea o
subcutanemente no modifica la relacién entre las densidades de
células de microglia fagocitica y los porcentajes de muerte de las
CGR, nialos 7 ni a los 14 dias de la seccion del NO.
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8.5 La administracion de NGF induce un aumento en las densidades
de células de microglia fagocitica a los 7 y 14 dias de la seccién
del NO que no esta relacionado con la supervivencia de las CGR
en estas retinas, sobre todo a los 14 dias de la secciéon del NO.
Estos resultados documentan que el incremento de la densidad de
células de microglia fagocitica inducido por el NGF en estas retinas
no disminuye la supervivencia de las CGR.

8.6 La administracion de Z-DEVD-cmk induce una disminucién en las
densidades de células de microglia fagocitica a los 7 dias de la

seccion del NO.
CONTRIBUCIONES TECNICAS:
1. Este es el primer estudio que ha puesto a punto la técnica enzimo-

histoquimica de la NDPasa para caracterizar y cuantificar las células de
microglia en montajes globales de retina de rata adulta. Para ello hemos
introducido modificaciones personales a la técnica enzimo-histoquimica
desarrollada por Novikoff y Goldfischer (1961), y modificada por Murabe y
Sano (1982), conducentes a potenciar la penetracion de la reacciéon en todas
las capas de la retina. El procesamiento de las retinas por medio de esta
técnica nos ha permitido conocer: la distribucion de las células de microglia
NDPasa+ en la retina de la rata adulta, las densidades de las mismas en CCG
y CPI , los cambios cualitativos y cuantitativos sufridos por las células de
microglia NDPasa+ tras la seccién del nervio 6ptico y los efectos de la
administracion intravitrea de diversas sustancias en la respuesta de las
células de microglia NDPasa+ a la seccion del nervio éptico.

2. Este es el primer estudio que ha utilizado el fluorogold como marcador de las
células de microglia fagocitica de la retina de la rata adulta tras la seccién del
NO. Para ello se aplicaba dicho trazador neuronal en ambos coliculos
superiores y tras seccionar el nervio 6ptico, se producia el marcaje de las
células de microglia fagocitica porque estas englobaban el trazador de las
células ganglionares de la retina muertas. Este marcaje nos permitia observar
el cuerpo celular y algunos procesos de las células de microglia, y mediante
el mismo pudimos saber: la localizacion de las células de microglia marcadas
con fluorogold en la retina de la rata adulta después de la seccién del nervio

vi
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optico, las densidades de células de microglia fagocitica a los 7 y 14 dias de
la seccion del nervio éptico, que fueron los dos periodos de tiempo analizados
y los efectos de la administraciéon intravitrea o subcutanea de diversas
sustancias en las densidades de las células de microglia fagocitica a los 7 o
14 dias de la seccién del nervio 6ptico.
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1. INTRODUCCION

1.1 EL SISTEMA VISUAL DE LA RATA ADULTA

1.1.1 EL GLOBO OCULAR

El érgano de la vision de la rata, el ojo, como eh el resto de los mamiferos,
se encarga de recibir el estimulo luminoso, transformarlo y conducirlo hasta centros
superiores del cerebro, donde la informacién se procesa y se produce la percepcion
visual. Esencialmente, el globo ocular de la rata es sihilar al del resto de los
mamiferos, aunque presenta ciertas peculiaridades. Esta constituido por tres capas:
la tinica externa, la capa intermedia o uvea y la mas interna o retina.

La tunica externa en su parte anterior es transparente y esta formada por la
coérnea, que en la rata es muy grande en relacion al tamafio total del globo ocular,
mientras que en su parte posterior estad formada por la esclera, que es opaca y se

recubre de la conjuntiva.

La Gvea esta formada en su parte mas externa por la coroides, que se
encarga de la nutricion del tercio mas externo de la retina, y en su parte mas anterior
por el cuerpo ciliar, que contiene el musculo ciliar, que en la rata es muy fino (Janes y
Bounds, 1955) y el iris. El cuerpo ciliar se une al cristalino por medio del ligamento
suspensor del cristalino, que en la rata estd muy desarrollado (Janes y Bounds,
1955). Este cristalino en la rata es casi esférico y de gran tamanio. El iris, la estructura
mas anterior de la Uvea, en la rata es muy delgado y cubre practicamente toda la cara
anterior del cristalino. En las ratas albinas Sprague-Dawley utilizadas en esta tesis, el
iris no esta pigmentado y se pueden observar por transiluminacion los vasos del iris.
La pupila en la rata tiene un didmetro pequefio, aunque varia segun la iluminacion
ambiental y se contrae como consecuencia de la iluminacién directa (reflejo fotomotor
directo) o por iluminacién del otro ojo (relfejo fotomotor consensual).

La retina es la capa mas interna del ojo y por tanto, la mas préxima al vitreo.
En ella comienza el procesamiento del estimulo visual. Dada la importancia de la
retina para este estudio, pasaremos a desarrollarla en el siguiente apartado.

1.1.2 LA RETINA

La retina de la rata, como en el resto de los mamiferos, es la capa sensible
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1.1.1 EL GLOBO OCULAR

El 6rgano de la vision de la rata, el ojo, como en el resto de los mamiferos,
se encarga de recibir el estimulo luminoso, transformarlo y conducirlo hasta centros
superiores del cerebro, donde la informacion se procesa y se produce la percepcion
visual. Esencialmente, el globo ocular de la rata es similar al del resto de los
mamiferos, aunque presenta ciertas peculiaridades. Esta constituido por tres capas:

la tinica externa, la capa intermedia o Uvea y la mas interna o retina.

La tlnica externa en su parte anterior es transparente y esta formada por la
cérnea, que en la rata es muy grande en relaciéon al tamafio total del globo ocular,
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recubre de la conjuntiva.

La Gvea estd formada en su parte mas externa por la coroides, que se
encarga de la nutricion del tercio més externo de la retina, y en su parte mas anterior
por el cuerpo ciliar, que contiene el musculo ciliar, que en la rata es muy fino (Janes y
Bounds, 1955) y el iris. El cuerpo ciliar se une al cristalino por medio del ligamento
suspensor del cristalino, que en la rata esta muy desarrollado (Janes y Bounds,
1955). Este cristalino en la rata es casi esférico y de gran tamafio. El iris, la estructura
mas anterior de la Uvea, en la rata es muy delgado y cubre practicamente toda la cara
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La pupila en la rata tiene un diametro pequefio, aunque varia segun la iluminacion
ambiental y se contrae como consecuencia de la iluminacion directa (reflejo fotomotor

directo) o por iluminacién del otro ojo (reflejo fotomotor consensual).

La retina es la capa mas interna del ojo y por tanto, la mas proxima al vitreo.
En ella comienza el procesamiento del estimulo visual. Dada la importancia de la

retina para este estudio, pasaremos a desarrollarla en el siguiente apartado.

1.1.2 LA RETINA

La retina de la rata, como en el resto de los mamiferos, es la capa sensible
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gen 1: Representacion grafica de un corte de retina, en el que se muestran los distintos tipos
are y se sefialan las diez capas que se pueden distinguir en la misma, desde la membrana limitante
na (MLI) hasta el epitelio pigmentario (EP) (Modificado de Rodieck, 1998).

del ojo y se considera una prolongacion sensorial del SNC dentro del globo ocular.
Est4d formada por diversos tipos de neuronas y células no neuronales, que se
distribuyen a lo largo de 10 capas, que ordenadas desde la superficie més interna, es
decir, aquella en contacto con el vitreo, hasta la mas externa o escleral, son las

siguientes:

1. Membrana limitante interna: es la capa que contacta con el vitreo

y esta formada por los procesos internos de las células de Miiller.

2. Capa de fibras nerviosas (CFN): Esta formada por los axones de
las células ganglionares de la retina (CGR) en su trayecto hasta

llegar al disco optico.

3. Capa de células ganglionares (CCG): Esta constituida por las

CGR y las células amacrinas desplazadas.
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4. Capa plexiforme interna (CPI): Esta formada por los procesos de
las células ganglionares y las amacrinas y por los axones de las

células bipolares.

5. Capa nuclear interna (CNI): Estd formada por los cuerpos
celulares de células amacrinas, bipolares, interplexiformes, de

Mdller y de las células horizontales.

6. Capa plexiforme externa (CPE): Esta formada por los pies de los
fotorreceptores y los procesos de las células bipolares,

horizontales e interplexiformes.

7. Capa nuclear externa (CNE): Esta formada por los cuerpos

celulares de los fotorreceptores.

8. Membrana limitante externa (MLE): Separa el cuerpo celular de
los fotorreceptores del segmento externo de los mismos y es el

limite externo de los pies de las células de Miller.

9. Capa de los fotorreceptores: Estd formada por el segmento

externo de estas células.

10. Epitelio pigmentario (EP): Esta formado por una monocapa de
células del EP, limita con la coroides y en las ratas albinas, ya
gue este epitelio no contiene granulos de melanina, permite ver a

su través la circulaciéon coroidea.

La percepcion visual comienza cuando el estimulo luminoso que llega a la
retina es recibido por los segmentos externos de los fotorreceptores, que estan
situados en la segunda capa mas externa de la retina. Los fotorreceptores transmiten
la sefial luminosa a través de otras células retinianas a las CGR, las cuales, a través
de sus axones, que forman el nervio 6ptico (NO), van a llevar el estimulo hasta los
centros nerviosos superiores. Los principales territorios de proyeccion cerebrales de
las CGR en la rata son el coliculo superior (CS) y el ndcleo geniculado dorsolateral
(nGDL) (Linden y Perry, 1983; Dreher y cols., 1984 y 1985; Martin, 1986).

Para nuestro estudio es de relevancia el conocimiento de las CGR de la rata
y de sus proyecciones en el cerebro, por lo que pasamos a describirlos a

continuacion.
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1.1.2.1 Las células ganglionares de la retina de la rata adulta

Las CGR son neuronas cuyos cuerpos celulares se localizan en la CCG y
sus axones forman el NO. En la retina de la rata existe una zona central con mayor
densidad de CGR denominada area centralis (Sefton y Dreher, 1985). De hecho, se
ha documentado que la distribucion de los somas de las CGR en la retina de la rata
sigue un gradiente de densidad, de forma que la zona de retina englobada en un area
de 3 mm alrededor del disco éptico posee una densidad media de CGR alrededor de
2500 células/mm? (Perry, 1981; Vidal-Sanz y cols., 1988; Peinado-Ramén y cols.,
1996), mientras que en la periferia la densidad desciende hasta 1600 células/mm?
(Perry, 1981). La retina de la rata adulta posee en total entre 109.000 y 115.000 CGR
(Fukuda, 1977; Perry, 1981; Perry y Linden, 1982; Potts y cols., 1982; Perry y cols.,
1983; Dreher y cols., 1984).

Atendiendo al tamafio y extensién de sus campos dendriticos, en la retina de

la rata adulta se distinguen tres tipos de CGR:

1) Las CGR grandes constituyen el 1% de la poblacion total de estas
células, y se caracterizan por tener un soma grande, arboles dendriticos
extensos, y axones gruesos (Fukuda, 1977; células tipo I-Perry, 1979;
Dreher y cols., 1984, 1985).

2) Las CGR medianas representan el 28% del total de la poblacion de CGR
y se caracterizan por tener somas y campos dendriticos de tamafo
medio (Fukuda, 1977; células tipo ll-Perry, 1979; tipo Illa de Ni y Dreher,
1981) y por encontrarse cercanas al disco Optico. Ni y Dreher (1981)
describieron un segundo subtipo de estas células medianas, las células
Ilb, que poseen somas pequefios o medianos, axones finos y campos

dendriticos pequefios.

3) Las CGR pequenias representan el 67% del total de esta poblacién y se
caracterizan por tener cuerpos celulares medianos y pequefios y campos
dendriticos extensos (Fukuda, 1977; células tipo llI-Perry, 1979; tipo llla-
Ni y Dreher, 1981), y se distribuyen a lo largo de toda la retina. Ni y
Dreher (1981) nombraron como células tipo lllb a las células pequefias
gue tienen somas y axones de tamafio medio y campos dendriticos

extensos.
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1.1.3 LOS TERRITORIOS DE PROYECCION DE LAS CGR DE LA RATA ADULTA

Los axones de las CGR convergen en el disco éptico y forman, a su salida
del globo ocular, el NO. En la rata albina el NO contiene mas de 100.000 axones
(Fukuda y cols., 1982; Lam y cols., 1982; Sefton y Lam, 1984), en concordancia con
las densidades de CGR. La posicidn relativa de los axones que provienen de los

cuatro cuadrantes retinianos se mantiene dentro del NO (Yamadori, 1981).

Los NOs de los dos ojos confluyen en el quiasma Optico, donde se produce
la decusacion de aproximadamente el 98% de los axones que forman el NO (Lund,
1965; Dreher y cols., 1985), de forma que a partir del quiasma la mayor parte de las
fibras procedentes de cada ojo discurriran por el tracto 6ptico contralateral. Por tanto,
en la rata la mayor parte de la informacion visual recibida por un ojo va a ser
procesada por el hemisferio cerebral contralateral. Menos del 2 6 3% de las CGR de
la rata albina proyectan ipsilateralmente (Lund, 1965; Dreher y cols., 1985; rev.
Sefton y Dreher, 1985). Las fibras que proyectan ipsilateralmente proceden
fundamentalmente de la zona infero-temporal de la retina (Jeffery y cols., 1981;
Dreher y cols., 1985; Moriya y Yamador, 1993), y el 1% de éstas envian proyecciones

colaterales al tracto Optico contralateral (Jeffery y cols., 1981).

La informacion procedente de las CGR de rata y conducida a través de los
tractos opticos, proyecta fundamentalmente en dos nucleos cerebrales: el CS vy el
nGDL (Linden y Perry, 1983; Dreher y cols., 1984; Martin, 1986). Aproximadamente
un 95% de las CGR de la rata proyectan al CS (Linden y Perry, 1983; Dreher y cols.,
1984, 1985), mientras que alrededor del 35% lo hacen también en nGDL (Dreher y
cols., 1985; Martin, 1986). Por ello se piensa que algunos axones de las CGR se
dividen para proyectar al CS y al nGDL. Se ha documentado que las CGR cuyos
axones no decusan en el quiasma Optico proyectan fundamentalmente al nGDL
(Moriya y Yamador, 1993).

La mayor parte de las neuronas del nGDL proyectan en las areas 17, 18ay

18b de la corteza cerebral homolateral a través de las radiaciones Gpticas.

No todas las CGR de la rata adulta tienen proyecciones en el cerebro. Asi,
existe un escaso numero de CGR de rata cuyos axones no salen de la retina, y que
se denominan células ganglionares de asociacion (Drager y cols., 1984). Por otra
parte, un 1% de las CGR de la rata adulta establecen conexiones retino-retinianas, es
decir, su territorio de proyeccion es la retina contralateral (Muller y Hollander, 1988).

No se ha podido documentar en la rata que estas CGR que proyectan sus axones a
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la retina contralateral envien proyecciones colaterales a CS (Miller y Hollander,
1988).

En la rata adulta se ha documentado que existen diferencias en las
proyecciones de las CGR a CS y nGDL entre los distintos tipos de CGR (rev. Sefton y
Dreher, 1985). Asi, las células grandes, es decir, las células de tipo I, transmiten la
informacién recibida por los bastones hasta el CS y nGDL (Fukuda, 1977). Las
células tipo Il (Perry, 1979) o lla (Ni y Dreher, 1981) envian la informacién a nGDL y/o
a CS (Martin, 1986). Sin embargo, las células de tipo Ilb (Ni y Dreher, 1981; Martin,
1986) proyectan al CS. Las células tipo Illa (Ni y Dreher, 1981), transmiten la
informacién que procede de los conos fundamentalmente hasta el CS aunque
también proyectan a nGDL (Cleland y Levick, 1974). Por ultimo, las células tipo Ilib
(Niy Dreher, 1981), transportan la informacién hasta el CS y nGDL (Martin, 1986).
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1.2 EFECTOS DE LA LESION DEL NERVIO OPTICO SOBRE LAS CELULAS
GANGLIONARES DE LA RETINA

1.2.1 RESPUESTA DE LAS NEURONAS CENTRALES A LA LESION AXONAL

La interrupcion del axén de una neurona induce por una parte, la
degeneracién anterograda del axdn separado del cuerpo neuronal, conocida como
degeneracién Walleriana (rev. Lieberman, 1971), y por otra, la aparicion de una serie
de cambios histolégicos y metabdlicos en el segmento del axén unido al soma
neuronal y en el mismo soma neuronal, que en ocasiones acaban por producir la
degeneracién y muerte de la neurona. A este Ultimo proceso se la ha denominado
degeneracioén retrégrada o reaccion axonal. La diferencia entre la lesion neuronal en
el sistema nervioso central (SNC) y en el sistema nervioso periférico (SNP) es que,
tras una secuencia de cambios neuronales comdn en los dos sistemas (Barron,
1989), las neuronas centrales, salvo excepciones (Barron, 1983a y b), terminan por
degenerar y morir, mientras que las neuronas del SNP son capaces en su mayoria de
sobrevivir a la lesién, regenerar y restablecer su conectividad y sus funciones

normales (rev. Lieberman, 1971; Barron, 1989).

Una de las hipétesis que se barajan como posible causa de la degeneracion
del soma neuronal tras la rotura de conexion entre soma y axoén, es la pérdida de
aporte trofico que los territorios diana o territorios de proyeccion de su axon realizan
sobre la neurona antes de ser lesionada (Hendry, 1975a; Bray y cols., 1992). Esta
hipétesis se ve apoyada por diferentes estudios en los que se ha documentado el
aumento en la supervivencia de neuronas centrales lesionadas tras la administracion
de diversos factores neurotréficos (Hendry, 1975b; Yip y cols., 1984; Williams y cols.,
1986; Otto y cols., 1987; Mey y Thanos, 1993; Mansour-Robaey y cols., 1994;
Peinado-Ramén y cols., 1996; DiPolo y cols., 1998; rev. Levin, 1999). La importancia
de los factores neurotréficos en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso, y
su papel en la supervivencia y regeneracion axonal tras la lesion, seran expuestos en

el apartado 1.3 de esta Introduccion.

Las alteraciones del soma neuronal que tienen lugar como consecuencia de
la degeneracion retrograda de las neuronas tras la axotomia, y que conducen a la
muerte de las neuronas del SNC, se han identificado a través de diversos cambios
histologicos, como son la translocacion del nucleo, que se desplaza a posiciones
excéntricas, el aumento del tamafio del soma, la existencia de cambios cromatoliticos

citoplasmaéticos y, finalmente, la muerte de las células (rev. Lieberman, 1971; Barron,
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1989). Estos cambios histologicos, junto con los observados ultraestructuralmente
(rev. Lieberman, 1971), son en algunos casos compatibles con los descritos en
células que mueren por apoptosis (rev. Wyllie, 1981; rev. Wyllie y cols., 1981). En
concreto, se ha documentado que la muerte de las CGR tras la seccion de su axén
ocurre, al menos en parte, por apoptosis (Berkelaar y cols., 1994; Garcia-Valenzuela
y cols., 1994; Quigley y cols., 1995). Las caracteristicas de este proceso seran

descritas en el apartado 1.5 de este capitulo.

1.2.2 RESPUESTA DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA A LA
SECCION DEL NERVIO OPTICO

Para cuantificar el nimero de CGR que sobreviven tras la seccién del NO en
animales de experimentacion se han empleado técnicas de marcaje retrogrado de
estas células con trazadores neuronales fluorescentes, que permiten distinguir las
CGR de las células amacrinas desplazadas. Estos trazadores pueden aplicarse, bien
en el mufion del NO tras la seccién (Vidal-Sanz y cols., 1988), o bien en el CS, que

como hemos visto es el principal territorio de proyeccion de las CGR en la rata adulta.

La seccion del NO en mamiferos induce en pocos dias la degeneracion y
muerte de parte de la poblacion de CGR, y las células no mueren inmediatamente
tras la lesion sino que siguen muriendo durante meses después de la lesion (Madison
y cols., 1984; Barron y cols., 1986; Thanos, 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993). El
estudio de los patrones de muerte de las CGR tras la seccion del NO a su salida del
globo ocular en la rata adulta ha permitido conocer que dicha lesién induce una fase
de muerte rapida durante las dos semanas siguientes a la seccion del NO, en la que
se pierde el 80% de la poblacion de las CGR, y posteriormente una fase de muerte
mas lenta que afecta a las neuronas que sobrevivieron en la primera fase. Esta fase
de muerte parece detenerse a los 6 meses ya que un 5% de CGR sobreviven entre 6

y 20 meses después de la lesion (Mey y Thanos, 1993; Villegas-Pérez y cols., 1993).

Aunque la seccién del NO induce siempre la degeneracion retrégrada de una
parte de las CGR, se ha documentado que en la rata adulta los porcentajes de
muerte neuronal tras la lesibn del NO varian, para los mismos periodos de
supervivencia, dependiendo de la distancia a la que se seccione el NO con respecto
al globo ocular (Domenici y cols., 1991b; Villegas-Pérez y cols., 1988; rev. Vidal-
Sanz, 1990). Asi, la seccién a 0,5 mm del ojo induce mayor porcentaje de muerte que
la seccién a 3 mm del ojo, cuando se comparan periodos de supervivencia iguales

(Villegas-Pérez y cols., 1993).
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En la rata adulta, el 5% de CGR sobreviven a las dos fases de muerte que
se observan después de la seccion del NO a 0,5 mm del ojo. El que un 5% de la
poblacion de CGR sobrevivan entre 6 y 20 meses después de esta lesion ha llevado
a algunos autores a postular que puede tratarse de una poblacion de CGR con
requerimientos tréficos diferentes a las demas, o que sobreviven por el aporte tréfico
proveniente de la propia retina (Giestal de Araujo y Linden, 1993; Gao y cols., 1997;
rev. Soy Yip, 1998)

En la actualidad se postula que el dafio retiniano inducido por lesién del NO
de un ojo produce cambios relacionados con la muerte en la retina contralateral. A
este respecto, Bodeutsch y cols. (1999) han documentado que el aplastamiento del
NO de la rata adulta induce en la retina contralateral la expresién del factor de
transcripcién c-jun por parte de las CGR, asi como la aparicibn de un moderado
anabolismo y la expresion por parte de las células de microglia de la retina del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y del receptor del complemento tipo 3
(RC3), lo que generalmente se observa cuando las células de microglia se activan
(ver apartado 1.4 de esta Introduccion). Una de las hipétesis que se barajan para
explicar los cambios ocurridos en la retina contralateral, es la existencia de una
pequefia proporcion de CGR que proyectan sus axones en la retina contralateral
(Muller y Hollander, 1988), y que ser verian afectadas por el aplastamiento del NO.
También se postula que puede ser consecuencia de una lesion de la
microvasculatura inducida por el aplastamiento del NO (Bodeutsch y cols., 1999). En
la actualidad no se conoce si también existe respuesta de las CGR del ojo

contralateral tras la seccion del NO.

1.2.2.1 Factores que median las diferentes respuestas de las CGR tras la

seccion del nervio 6ptico

Se postula que existen diversas causas que determinan la aparicion de las
dos fases de muerte de las CGR de la rata adulta, asi como las diferencias en la
supervivencia de las CGR de rata tras la lesién segun la distancia de la misma al
globo ocular. Asi, mientras que para la fase de muerte lenta se ha postulado que la
causa fundamental puede ser la interrupcién definitiva del aporte de factores tréficos
provenientes de los territorios diana (Bray y cols., 1992), se ha postulado que la fase
inicial rapida de muerte neuronal puede producirse porque la lesion neuronal induzca
otras alteraciones que resulten letales para las neuronas, como son: el aumento del
Ca*"intracelular (Strautman y cols., 1990), la liberacién excesiva al medio extracelular

de amino acidos excitotéxicos (Rothman y Oltney, 1987) o la liberacion de citocinas
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por parte de los macrofagos circundantes a la lesion (Berkelaar y cols., 1991).

1.2.2.2 Mecanismos de muerte de las células ganglionares de la retina tras la

seccion del nervio 6ptico

Se ha documentado que al menos una parte de las CGR que mueren tras la
seccion del NO en mamiferos adultos lo hacen por apoptosis (Berkelaar y cols., 1994;
Garcia-Valenzuela y cols., 1994; Rabacchi y cols., 1994; Quigley y cols., 1995;
Porciatti y cols., 1996). A este respecto, Isenman y cols. (1997) han documentado
gue la lesion del NO en la rata adulta da lugar a la aparicion de cuerpos apoptéticos
en la CCG a partir del cuarto dia tras la seccion del NO, y que la densidad maxima de
dichos cuerpos apoptéticos se alcanza a los 7 dias de la lesiéon (Isenman y cols.,
1997). La apoptosis de las CGR inducida por la seccién del NO en la rata adulta esta
mediada por la via de las caspasas (Chaudhary y cols., 1999; Kermer y cols., 1999a
b) y por genes que intervienen en el proceso (Isenman y cols., 1997; rev. Nickels,
1999), y en retina de gato se ha documentado la implicacion del glutamato en la
muerte de las CGR tras la seccion del NO (Russelakis-Carneiro, y cols., 1996).
Ademaés, se postula que podria deberse a la formacion de especies de oxigeno
reactivo como consecuencia de la lesién. Asi, se ha documentado el aumento de
expresion de la ceruloplasmina en la CCG de la retina tras el aplastamiento del NO
(Levin y Geszvain, 1998; rev. Levin, 1999), proteina plasmatica que inhibe la
formacion de especies de oxigeno reactivo, 0 que se interpreta como un mecanismo

de proteccion de las CGR tras la lesion del NO.

1.2.2.3 Estrategias para aumentar la supervivencia de las CGR tras la seccion

del nervio 6ptico

Todos los estudios realizados en animales de experimentacién encaminados
a impedir la muerte de las CGR tras la lesién del NO han conseguido aumentar la
supervivencia de las CGR tan solo durante un periodo de tiempo limitado. En la
actualidad se ensayan métodos para prolongar el rescate de CGR por encima de las
dos semanas de la lesion, asi como para promover la regeneracion y recuperacion
funcional de las CGR. Las estrategias de trabajo desarrolladas a tal fin han sido,
entre otras: la administracion de factores neurotréficos que suplen la pérdida de
aporte tréfico desde los territorios de proyeccion; la realizacién de injertos de nervio
periférico, en retina o0 muiidén del NO, que tienen como misién crear las condiciones
ambientales adecuadas para que los axones de las CGR regeneren y restablezcan

sus conexiones; la inhibicion de la actividad de los macrofagos que responden en el

10
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lugar de la lesion, concretamente de las células de microglia, a fin de impedir los
posibles efectos citotoxicos de las mismas sobre las CGR, tales como la produccion
de proteasas, 6xido nitrico, etc.; por ultimo, el empleo de inhibidores de caspasas que
bloguean el mecanismo de muerte por apoptosis en estadios tempranos del proceso.
Todos estos temas van a ser tratados en otros apartados de esta Introduccion, por lo

gue no los revisaremos aqui.

11
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1.3 FACTORES TROFICOS

1.3.1 NEUROTROFINAS

1.3.1.1 Breve revision historica

Las Neurotrofinas (NT) son macromoléculas originadas en el microambiente
de las neuronas, que juegan un papel fundamental en la supervivencia y
diferenciacién de las neuronas del SNC y del SNP (rev. Ebadi y cols., 1997) y en la
formacién de las conexiones sinapticas durante el desarrollo del sistema nervioso
(rev. Purves, 1988). De hecho, muchas neuronas dependen durante el desarrollo
para su supervivencia del aporte neurotréfico procedente de sus territorios de
inervacion (Levi-Montalcini, 1987; Openheim, 1991a; Yip y Johnson, 1984; rev.
Macaya, 1996). Ademas de estas funciones durante el desarrollo, las NTs intervienen
también en la supervivencia de las neuronas y en el mantenimiento y plasticidad de
las conexiones sinapticas del sistema nervioso adulto (rev. Purves, 1988; rev.
Thoenen, 1991; Hefti y cols., 1989).

La primera NT que se aislo6 e identifico fue el Factor de Crecimiento Nervioso
(Nerve Growth Factor, NGF; Levi-Montalcini y Hamburger, 1951; Cohen, 1960; rev.
Angeletti y Bradshaw, 1971; rev. Levi Montalcini y Angeletti, 1968), a partir de
glandula submaxilar de raton, tejido en el que se encuentra en altas concentraciones.
En el afio 1968, Levi-Montalcini y Angeletti describieron las caracteristicas quimicas
del NGF vy los efectos biologicos de esta NT. Posteriormente, se han aislado otros
factores neurotroficos de caracteristicas bioquimicas y de efectos biolégicos similares
al NGF, que ademas comparten con este Ultimo aproximadamente el 50% de su
secuencia de aminodcidos, y que por ello se han agrupado en la denominada “familia
de las neurotrofinas” (rev. von Barthled, 1999). Forman parte de esta familia: el Factor
de Crecimiento Derivado del Cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF;
Barde y cols., 1982; Leibrock y cols., 1989); la Neurotrofina 3 (NT-3; Hohn y cols.
1990; Maisonpierre vy cols., 1990a, Rosenthal y cols., 1990) o Factor Neurotréfico
Derivado del Hipocampo (HDNF; Ernfors y cols., 1990a), la Neurotrofina 4/5 (NT-4/5;
Hallbddk y cols., 1991; Berkemeier y cols., 1991), la Neurotrofina 6 (NT-6; Gotz y
cols., 1994) y la Neurotrofina 7 del pez cebra (zNT-7; Nilsson y cols., 1998).
Profundizaremos tan solo en el conocimiento del NGF, BDNF y NT3, por ser éstas

las NTs empleadas en nuestro estudio.

12
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1.3.1.2 Caracteristicas de las Neurotrofinas

Todas las NTs tienen una estructura proteica muy similar. Asi, en humanos
las secuencias de aminoacidos del BDNF y de la NT3 son idénticas en un 50% a la
del NGF. Ademaés, dicha estructura proteica se ha conservado a lo largo de la
evolucién, por lo que existe gran similitud entre las mismas NTs de diferentes
especies (Halbook y cols., 1991; Go6tz y cols., 1992). Los aminoacidos que las
distintas NTs comparten se encuentran concentrados en dominios conservados que
incluyen seis residuos de cisteina. Estos, a su vez, forman puentes disulfuro que son
necesarios para el mantenimiento de la estructura tridimensional de la proteina que, a
su vez, es fundamental para su actividad biolégica (rev. Thoenen, 1991). La
especificidad de sus funciones depende de los dominios de aminoacidos
conservados, cuya posicion puede variar dentro de la estructura proteica (Hohn y

cols., 1990), y de su unioén con receptores especificos.

A pesar de su similitud, las distintas NTs ejercen su accidon sobre
poblaciones celulares diferentes (Hohn y cols., 1990; Maisonpierre y cols., 1990b;
Rosenthal y cols., 1990; Kaisho y cols., 1990; Ernfors y cols., 1990a) y su expresion
varia tanto con la edad, como con el tejido donde se sintetizan (Ip y cols., 1992). Asi,
la expresion de la NT3 es abundante en regiones del cerebro en desarrollo y
disminuye con la maduracion, contrariamente a lo que ocurre con la expresion del
BDNF.

1.3.1.3 Receptores para Neurotrofinas

1.3.1.3.1 Tipos

El efecto biolégico de todas las NTs estd mediado por la unién de las
mismas a receptores de membrana existentes en las células que responden a las
mismas, de los cuales se han identificado dos tipos, segin su constante de
disociacién: receptor de baja afinidad (p75), que se puede unir al NGF, BDNF y NT3
con afinidades muy bajas pero similares (Rodriguez-Tébar y cols., 1990, 1992;
Ernfors y cols., 1992; Hallbdok y cols., 1991; rev. Meakin y Shooter, 1992; rev. Glass
y Yancopoulos, 1993; rev. Ebadi y cols., 1997), por lo que su unién no es especifica;
y receptores de alta afinidad tirosina quinasa (TrK), de los cuales se han identificado
tres distintos: el TrKA, el TrKB y el TrKC. Estos ultimos receptores son mucho mas
especificos en cuanto a su union a las distintas NTs (Kaplan y cols., 1991a; rev.
Meakin y Shooter, 1992; rev. Glass y Yancopoulos, 1993). Todas las NTs tienen
capacidad para unirse al receptor p75 (Johnson y cols., 1986; Rodriguez-Tébar y
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cols., 1990, 1992), mientras que son mucho mas selectivas en su union a los
receptores TrK (rev. Ebadi y cols., 1997). Ademas, la unién de las NTs NGF, BDNF y
NT3 con los receptores TrK parece ser mas especifica para sus efectos sobre las
neuronas que su union al receptor p75. Asi, mientras que su union a receptores TrK
promueve diferenciacién y supervivencia neuronal, los efectos de su union al receptor

p75 no estan bien definidos (-ver mas adelante- rev. Glass y Yancopoulos, 1993).

El receptor de baja afinidad o p75 (Radeke y cols., 1987) es un receptor de
membrana que se expresa en todas aquellas neuronas que responden al NGF,
incluyendo las neuronas colinérgicas sensoriales, simpaticas y de encéfalo anterior
(Buck y cols., 1987; Patil y cols., 1990), asi como en neuronas de hipocampo de rata
en cultivo (Cheng y Mattson, 1991). Sin embargo, también se expresa en células no
neuronales, como las células de melanoma humano y las células de Schwann, las
cuales no se ha demostrado que respondan al NGF (rev. Barker y Murphy, 1992). EI
receptor p75 ha sido identificado como una glicoproteina de 75kDa (Chao y cols.,
1986; Radeke y cols., 1987) que pertenece a la familia de receptores del factor de

necrosis tumoral.

Se han identificado tres receptores de alta afinidad o TrK, todos ellos
derivados del proto-oncogen TrK, conocidos como receptores TrKA, TrKB y TrKC.
Son proteinas localizadas en la membrana celular, que presentan un dominio
extracelular y un dominio citoplasmatico (Barbacid y cols., 1991). Estos receptores
son mas especificos en su unién a las NTs que el p75, pero alguno de ellos se puede

unir a varias NTs, como veremos a continuacion.

El TrKA (Martin-Zanca y cols., 1989) es una glicoproteina de
aproximadamente 140kDa (Cordén-Cardo y cols., 1991; Kaplan y cols., 1991a,b),
gue se une especificamente al NGF (Martin-Zanca y cols., 1989; Kaplan y cols.,
1991ay b; Ip y cols., 1993), aunque también puede unirse a la NT3 (Cordén Cardo y
cols., 1991), la NT4/5 (Kumar y cols., 1993) y la zNT7 (Nilsson y cols., 1998), si bien

la afinidad para unirse a la NT3 es menor que para unirse al NGF.

El TrKB es una glicoproteina de 145 kDa (Klein y cols., 1991b; Soppet y
cols., 1991; Squinto y cols., 1991), que se une al BDNF y a la NT4/5 con la misma
afinidad, y con menor afinidad a la NT3 (Berkemeier y cols., 1991; Klein y cols., 1991

b; Soppet y cols., 1991; Squinto y cols., 1991; Ip y cols., 1993).

El TrKC es una glicoproteina de 145 kDa, que se une especificamente a la
NT3 (Lamballe y cols., 1991; Ip y cols., 1993).
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1.3.1.3.2 Mecanismo de accién de las Neurotrofinas, mediado por su unién a

receptores

Los efectos biologicos que muestran las NTs se producen como

consecuencia de la union de las mismas a sus receptores de alta y baja afinidad.

Asi, los efectos biolégicos del NGF se producen por la unién de esta NT al
p75 y al TrKA (Kaplan y cols., 1991a y b). El BDNF ejerce sus efectos biolégicos
cuando se une al p75y al TrKB (Klein y cols., 1991b; Soppet y cols., 1991; Squinto y
cols., 1991). Por ultimo, la NT3 actla a través de la unién con el p75 y con el TrKC,
aungue también se puede unir a TrKA y TrKB, requiriéndose en estos dos Ultimos
casos para que tenga efecto una concentracién mayor de la NT3 que para su unién a
TrKC (Lamballe y cols., 1991; Soppet y cols., 1991; Tsoulfas y cols., 1993).

Se postula que una vez que la NT se ha unido al receptor de membrana que
media en su efecto bioldgico, el complejo NT-receptor es englobado y transportado
retrbgradamente a lo largo del axén hasta el soma de la neurona, como se ha
demostrado en embrién de rata (Watson y cols., 1999) y pollo (von Bartheld y cols.,
1996; rev. Beck, 1994). Es a nivel del nucleo celular donde las NTs, regulando la
expresion de genes, ejercen sus efectos neurotréficos (Segal y Greenberg, 1996;
Castellano y cols., 1998). Se postula que el NGF es producido en los terriotorios
diana de las neuronas y transportado retrogradamente hasta el cuerpo celular de las
mismas (Thoenen y cols., 1987; Whittemore y Seiger, 1987; Hefti y cols., 1989; rev.
Beck, 1994), mientras que el BDNF puede actuar de esta forma o de manera
autocrina, es decir, ser sintetizado por las propias neuronas sobre las que actla, que
ademas, expresan receptores TrKB (Hofer y cols., 1990; Phillips y cols., 1990;
Wetmore y cols., 1990; Klein y cols., 1991b; rev. Beck, 1994). Se ha documentado
también que la unién de las NTs a los receptores TrK induce la estimulacién de la
actividad tirosina-quinasa intrinseca de estos receptores, lo que a su vez da lugar a la
aparicion en el dominio citoplasmatico del receptor de puntos de anclaje con
proteinas intracelulares que pueden actuar como transductoras de la sefial de las
NTs (Schelessinger y Ullrich, 1992).

1.3.1.3.2.1 Efectos mediados por la unidon de neurotrofinas a receptores de baja

afinidad

Una de las hip6tesis mas apoyadas en la actualidad respecto al papel que
juega el p75 en las funciones de las NTs es la intervencién del mismo en las uniones

de las NTs a sus receptores TrK. Asi, se postula que una de las funciones del p75
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seria la de asegurar la especificidad de la union de cada NT a su correspondiente
receptor de alta afinidad (Hempstead y cols., 1990, 1991; Ip y cols., 1993; rev. Glass
y Yancopoulos, 1993). A este respecto, se postula que el receptor p75 ayuda a la
discriminacién de las distintas NTs (Rodriguez-Tébar y cols., 1992) en su union a los
receptores de alta afinidad, pues a pesar de ligarse a NGF, BDNF y NT3 con la
misma afinidad, la constante de disociacién de estas uniones es diferente para las
tres NTs, de forma que se disocia mas rapidamente de NGF, seguido de BDNF y por
ultimo de NT3 (Rodriguez-Tébar y cols., 1992). Esta circunstancia influiria en la
disponibilidad de las tres NTs para su union a los receptores de alta afinidad TrK.
Ademas, el p75 actla como receptor de presentacion del NGF a su receptor de alta
afinidad (Taniuchi y cols., 1988) e interviene en el transporte retrdgrado del NGF
(Johnson y cols., 1986) y del BDNF (von Bartheld y cols., 1996) hacia los lugares de

unién a sus receptores TrK.

Se ha postulado también que el p75 interviene modulando la actividad de los
receptores de alta afinidad (Ragsdale y Woodgett, 1991; Chao, 1992; Mc Donald y
Chao, 1995). Asi, por ejemplo, se ha observado que al unirse al NGF induce un
aumento de la sefal de transduccién del receptor TrKA (Verdi y cols., 1994); Por otra
parte, se postula que es necesaria la expresion simultanea de los receptores p75 y
TrK en la misma célula para que las NTs se unan a sus receptores de alta afinidad
(Hempstead y cols., 1990, 1991), requiriéndose para ello una relacién de 10 a1l enla
expresion de p75 respecto de TrK. Estas observaciones concuerdan con los niveles
de ambos receptores encontrados in vivo en las neuronas sobre las que actuan las
NTs, y con estudios que han documentado que para que el NGF manifieste efectos
neurotroficos sobre neuronas derivadas de hipocampo de rata es necesario que estas
neuronas expresen el receptor p75 (Shigeno y cols., 1991). Ademas, se ha
documentado que las neuronas sensoriales y simpaticas (Lee y cols., 1994)
dependientes del NGF, pueden sobrevivir sin receptores p75 si se administra
exégenamente NGF, aunque para ello haya que afiadir al medio cantidades muy
superiores de NGF a las que se necesitarian si existieran dichos receptores (Davies y
cols., 1993; Lee y coals., 1994), lo que hace postular a algunos autores que el papel
del p75 es el de potenciar la respuesta de las neuronas a esta NT (Davies y cols.,
1993; Barbacid, 1995).

En cuanto a los efectos que la expresion del p75 induce en las neuronas se
ha documentado que el p75 interviene en el desarrollo y crecimiento axonal de
neuronas simpaticas (Lee y cols., 1992). Ademas, algunos estudios sugieren que

puede regular la muerte neuronal durante el desarrollo (Rabizadeh y cols., 1993; Yeo
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y cols., 1997) y, de hecho, se ha documentado que en retina de pollo en desarrollo
interviene en la muerte neuronal fisiolégica de las CGR a través de su unién con el
NGF (Frade y cols., 1996; Frade y Barde, 1999) y que in vitro puede inducir muerte
celular por apoptosis en cultivos de neuronas de cerebelo (Rabizadeh y cols., 1993)

en ausencia de NGF.

1.3.1.3.2.2 Efectos mediados por la unidn de neurotrofinas a receptores de alta

afinidad

Los efectos de la union de las NTs a los receptores de alta afinidad estan
ligados fundamentalmente al desarrollo y diferenciacion neuronal, asi como a la
supervivencia neuronal tras diferentes tipos de lesién y son responsables de las
distintas funciones desempefiadas por las NTs sobre diferentes poblaciones
neuronales. Ademas, dichos efectos son complejos en cuanto a las interacciones que
pueden existir entre las NTs y los tres receptores tirosina quinasa. Por ello, hemos

desarrollado este tema en el siguiente apartado.

1.3.1.4 Funciones de las Neurotrofinas en el sistema nervioso

1.3.1.4.1 Papel de las Neurotrofinas sobre las neuronas en desarrollo

Los primeros estudios encaminados a conocer los efectos de las NTs sobre
distintas poblaciones celulares se desarrollaron in vitro, y permitieron documentar que
ciertas poblaciones neuronales dependian de las NTs para su supervivencia. Los
efectos in vivo de las NTs en distintas poblaciones neuronales durante el desarrollo
se han documentado recientemente, cuando la biologia molecular ha permitido la
produccién de animales transgénicos con defectos genéticos, como la ausencia de
expresion de genes para las NTs 0 sus receptores, 0 la sobre-expresion de los
mismos. Asi, se ha documentado que ratones homozigéticos carentes de NGF y
TrKA manifiestan pérdida masiva de neuronas en ganglio cervical superior (Crowly y
cols., 1994), asi como afectacién de nociceptores y termoceptores, lo cual indica la
especificidad de accion del NGF sobre determinadas poblaciones neuronales
responsables de estimulos sensoriales; sin embargo, aquellos ratones que carecen
de la expresiéon de la NT3 o TrKC presentan reducida a la mitad la poblacién de
neuronas de ganglio cervical superior con respecto a los ratones normales (Ernfors y
cols., 1994b; Farifias y cols. 1994). Se ha documentado que la expresion de los
MRNAs para NGF y BDNF aumenta a medida que progresa el desarrollo (Whittemore
y cols., 1986; Ernfors y cols., 1990b; Maisonpierre y cols., 1990b), por lo que se
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postula que el NGF y el BDNF intervendrian en etapas del desarrollo menos

tempranas que otras NTs.

El NGF fue la primera NT que se identifico como pieza clave del desarrollo
normal del sistema nervioso (Cohen, 1960; rev. Johnson y Deckwerth, 1993). Asi, se
ha documentado que el NGF es fundamental para el desarrollo y supervivencia de:
neuronas simpaticas periféricas (Cohen, 1960, Thoenen y Barde, 1980; Levi-
Montalcini, 1987), neuronas sensoriales derivadas de cresta neural, como las
neuronas de ganglio dorsal raquideo (Johnson y cols., 1980; rev. Ebadi y cols., 1997;
rev. Johnson y Deckwerth, 1983) y neuronas colinérgicas del encéfalo anterior (Hefti,
1986).

El BDNF promueve durante el desarrollo la supervivencia de neuronas de
ganglio dorsal raquideo, de neuronas sensoriales primarias derivadas de cresta
neural y placoda ectodérmica (Lindsay y cols., 1985; Davies y cols., 1986; Hofer y
Barde, 1988; Sieber-Bloom, 1991; rev. Ebadi y cols., 1997) y de neuronas de
hipocampo (Collazo y cols., 1992). Por otra parte, aumenta in vitro la supervivencia y
crecimiento neuritico de neuronas colinérgicas basales del encéfalo anterior
(Alderson y cols., 1990; Knisel y cols., 1991), de neuronas dopaminérgicas de
mesencéfalo ventral (Hyman y cols., 1991; Knisel y cols., 1991; Beck y cols., 1992,
1993a; rev. Beck, 1994) y de motoneuronas espinales y craneales (Oppenheim y
cols., 1992; Sendtner y cols., 1992; Yan y cols., 1992).

La NT3 juega un papel importante en la supervivencia y diferenciacion
neuronal en etapas tempranas del desarrollo cerebral, ya que es cuando se
encuentran los niveles mas altos de expresion de su mRNA (Ernfors y cols., 1990b;
Maisonpierre y cols., 1990b), y asi, interviene durante el desarrollo en la
supervivencia de neuronas sensoriales viscerales y propioceptivas que no responden
al NGF (Hohn y cols., 1990). También favorece la supervivencia de neuronas
espinales sensoriales y simpéticas derivadas de cresta neural, de neuronas de
ganglio nodoso derivadas de la placoda, de neuronas de ganglio dorsal raquideo y de
neuronas parasimpaticas (Barde y cols., 1982; Maisonpierre y cols., 1990a; Hohn y
cols., 1990; Rosenthal y cols., 1990; rev. Ebadi y cols. 1997).

Se postula que los efectos de las NTs sobre poblaciones neuronales en
desarrollo pueden ser complejos. Asi, se ha documentado que la respuesta maxima
de las neuronas de ganglios dorsal, nodoso y raquideo a la administracién de una
sola de las tres NTs es diferente, a pesar de que las tres NTs tienen efecto sobre

estas células. Esto sugiere que pueden existir en estas estructuras sub-poblaciones
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celulares con distinta sensibilidad a las tres NTs (Maisonpierre y cols., 1990b; Hohn y
cols., 1990; Rosenthal y cols., 1990; rev. Ebadi y cols., 1997). Asi, cuando se
administran conjuntamente BDNF y NGF, promueven la supervivencia del 100% de la
poblacion de neuronas disociadas de ganglio dorsal raquideo embrionario de pollo,
mientras que cuando se administra Unicamente el BDNF rescata tan solo el 50% de
dicha poblacion (Lindsay y cols., 1985). Esto indica que ambas NTs ejercen su efecto
sobre diferentes poblaciones de neuronas (rev. Ebadi y cols., 1997). Por otra parte, la
NT3 es capaz de promover la supervivencia de casi el 60% de estas mismas
neuronas en pollo (Maisonpierre y cols, 1990a; Rosenthal y cols., 1990), por lo que se
postula que la sub-poblaciéon neuronal que responde a la NT3 lo hace también al
BDNF o al NGF.

Ademas, se ha documentado que los efectos de distintas NTs enddgenas en
la misma zona de SNC pueden ser antagonistas (McAllister y cols., 1997), que la
expresion de las citadas neurotrofinas y sus correspondientes receptores no es
simultanea en las distintas neuronas que responden a ellas y depende de la fase del
desarrollo en la que se encuentren (Ernfors y cols., 1990b), y que es posible que
determinadas poblaciones neuronales expresen receptores para ciertas NTs de las
cuales dependen para su supervivencia, mientras que neuronas circundantes

expresan dichas NTs (Schecterson y Bothwell, 1992).

Algunas NTs, como el BDNF y la NT3, pueden intervenir también en la

maduracion funcional de las sinapsis (Wang y cols., 1995).

1.3.1.4.2 Efectos de las Neurotrofinas en las neuronas del sistema nervioso
adulto normal y en la supervivencia y regeneracion de las neuronas tras la

lesion

El papel que las NTs juegan en el cerebro adulto no se conoce con
exactitud, pero para el NGF se postula que interviene en el funcionamiento normal del
mismo a través de la modulacion de la sintesis de neurotransmisores y de la

estructura neuronal del sistema nervioso adulto (Jones y Reichardt, 1990).

Sin embargo, si estan caracterizados algunos de los efectos de ciertas NTs
sobre distintas poblaciones neuronales de cerebro lesionado. Asi, por ejemplo, se ha
documentado que la administracion crénica de BDNF protege a las neuronas
serotoninérgicas de cerebro de rata adulta del dafio neurotdéxico (Mamounas y cols.,
1995), promoviendo el crecimiento axonal de dichas neuronas (Mamounas y cols.,

2000). Se postula que este efecto es consecuencia de la unién del BDNF al TrKB.
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Ademas, se ha documentado in vitro que la administacion de BDNF impide el dafio
neurotoxico sobre las neuronas dopaminérgicas del cerebro de la rata (Hyman y
cols., 1991; Beck y cols., 1992), y que la administracion de BDNF in vivo protege de
la muerte a las CGR tras la seccion del NO (Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-
Ramoén y cols., 1996; DiPolo y cols., 1998).

Estos hechos hacen que se postule que las NTs intervienen en la muerte o
supervivencia de las neuronas adultas tras diversos tipos de lesién, y que pueden ser
responsables, al menos en parte, de la diferente respuesta a la axotomia del SNC y
del SNP.

La seccién axonal produce en el SNC la degeneracion y muerte de la
mayoria de los grupos neuronales axotomizados. Se ha postulado que esta muerte
neuronal inducida por seccién de los axones de las neuronas en las proximidades de
sus somas se debe a la pérdida del aporte tréfico neuronal proveniente de los
territorios diana de sus axones y de las células gliales que rodean a las proyecciones
de las neuronas axotomizadas (Purves y Nja, 1976; Varon y Adler, 1981). La
interrupciéon de aporte trofico neuronal provoca alteraciéon en la expresion de ciertos
genes que intervienen en la apoptosis (Martin y cols., 1990; rev. Johnson y
Deckwerth, 1993), siendo ésta una de las causas por las que esta lesion induciria la
muerte neuronal. Por esta razon, el aporte exdégeno de NTs aumenta la supervivencia
de algunas poblaciones de neuronas axotomizadas del SNC, aunque este efecto
neuroprotector esta limitado en el tiempo, salvo que se restablezcan las conexiones
con los territorios diana (So y Yip, 1998), y de hecho, cuando dicho aporte externo
cesa, muchas de estas neuronas mueren (Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-
Ramoén y cols., 1996; DiPolo y cols., 1998). No se conoce el motivo por el cual el
efecto neuroprotector de las NTs sobre diversas poblaciones neuronales lesionadas
es transitorio, pero se postula que puede ser debido a una disminucion en la
expresion de los receptores por parte de las neuronas que tienen gque responder a
ellas, como se ha documentado in vitro en neuronas de hipocampo de rata (Frank y
cols., 1996), o a la aparicion de radicales libres que dafian irreversiblemente a las

células, como se ha documentado en la retina de rata adulta (Klocker y cols., 1998).

Sin embargo, en SNP se produce una escasa muerte neuronal tras la
axotomia. Se postula que esto es debido, al menos en parte, a la produccion de
factores troficos por las células de Schwann. Asi, tras seccionar el nervio ciatico, se
ha observado un aumento en la expresion del NGF y del BDNF en las células de
Schwann en las zonas por debajo de la lesion (Meyer y cols., 1992; Funakoshi y
cols., 1993). Se postula que el NGF enddgeno producido por las células de Schwann
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se une al receptor p75, también existente en estas células, presentandose de esta
forma ante los axones lesionados, los cuales a su vez tienen aumentada la sintesis
del receptor TrKA. EI NGF pasa a unirse entonces al receptor de alta afinidad,
internalizandose. Esta podria ser una manera de sefialar el camino que debe seguir
el axén en su regeneracion (Castellano y cols., 1998) y de impedir la muerte neuronal
en el SNP ya que se ha documentado que el aporte externo de BDNF tras la seccién
del nervio ciatico evita algunas alteraciones fenotipicas que aparecen en las
motoneuronas de rata tras la citada lesion, como la pérdida de la actividad acetil-
colin-transferasa (ChAT), y produce a su vez un aumento en la re-expresion del
receptor p75 en el nucleo retrodorso-lateral (Friedman y cols., 1995; rev. Ebadi y
cols., 1997).

1.3.1.5 Neurotrofinas en el sistema visual: localizacion y efectos

1.3.1.5.1 Localizacién de las neurotrofinas en la retina

Se ha documentado la presencia de diversas NTs, asi como sus receptores
de alta y baja afinidad, en la retina de diversas especies, tanto durante el desarrollo
como en tejido adulto y se ha observado que, tanto para las NTs como para sus
receptores, existen diferencias en cuanto a los niveles de expresion y a su
localizacion dependiendo del grado de desarrollo del animal. Asi, existen NTs que se
expresan practicamente en niveles similares en retina de rata en desarrollo y adulta,
como el BDNF (Pérez y Caminos, 1995), siendo en ambos casos los niveles de
expresion bajos (Maisonpierre y cols., 1990a y b), mientras que la NT3 no se expresa
en retina de embrién de rata (Ernfors y cols., 1992; rev. Von Bartheld, 1998), aunque
si lo hace en retina de rata post-natal y adulta (Chakrabarti y cols., 1990;

Maisonpierre y cols., 1990b; Vecino y cols., 1998a).

A continuacién vamos a resumir lo que se conoce sobre la localizacién de
las NTs y sus receptores en la retina de rata ya que son datos relevantes para este

trabajo.

Se ha documentado expresion del NGF en retina de rata en desarrollo y
adulta en las siguientes capas: capa de fibras nerviosas (CFN), capa de células
ganglionares (CCG), capa plexiforme interna (CPI), capa plexiforme externa (CPE),
membrana limitante interna (MLI), membrana limitante externa (MLE) y mitad interna
de la capa nuclear interna (CNI) (Caminos, 1998; Chakrabarti y cols., 1990; Vecino y
cols., 1998a).
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Del BDNF se ha documentado expresion en retina de rata en desarrollo y
adulta localizada en las siguientes capas: CFN, CCG, CNI y CPE (Caminos, 1998;
Chakrabarti y cols., 1990; Jelsma y cols., 1993; Pérez y Caminos, 1995; Vecino y
cols., 1998a).

De la NT3 se ha documentado expresion en retina de rata en desarrollo y
adulta localizada en las siguientes capas: CFN, CCG, CNI, CNE, CPE, epitelio
pigmentario, segmentos externos de fotorreceptores y MLE (Caminos, 1998; Pérez y

Caminos, 1995; Vecino y cols., 1998a).

En cuanto a la expresion de las distintas NTs en las CGR, se ha
documentado que las CGR de rata neonatal y adulta expresan NGF y su mRNA
(Chakrabarti y cols., 1990; Zanellato y cols., 1993; Vecino y cols., 1998a), BDNF
(Cellerino y Kohler, 1997; Vecino y cols., 1998a), y NT3 (Vecino y cols., 1998a).

1.3.1.5.2 Localizacién de los receptores de neurotrofinas en retina

Diversos estudios han documentado la expresion de los receptores de alta y
baja afinidad para las NTs en diversas capas de la retina de animal en desarrollo y

adulto, asi como en las CGR.

Asi, se ha documentado que el receptor de baja afinidad p75 es el que més
se expresa en retina de rata en desarrollo (Allendoerfer y cols., 1994), localizdndose
Su expresion en retina de rata en desarrollo y adulta en la CCG (Yan y Johnson,
1988; Carmignoto y cols., 1991; Zanellato y cols., 1993; Ugolini y cols., 1995) y

procesos de las células de Miiller (Caminos, 1998).

Sin embargo, los receptores TrK se expresan en diversas capas de la retina, y
asi, se ha documentado expresiéon de los mRNA para los tres receptores TrK en

retina de embrion de rata (Ernfors y cols., 1992).

En retina de rata neonatal y adulta se ha encontrado expresion de TrKA en
las siguientes capas: CFN, CCG, CPI, CNI, MLE, NO, EP, segmentos internos de los
fotorreceptores y procesos de las células de Miller (Caminos, 1998; Chakrabarti y
cols., 1990; Carmignoto y cols., 1991; Ernfors y cols., 1992; Zanellato y cols., 1993;
Pérez y Caminos, 1995; Rickman y Brecha, 1995; Ugolini y cols., 1995; Vecino y
cols., 1998a).

En retina de rata adulta y en desarrollo se han localizado receptores TrKB en

las siguientes capas: CFN, CCG, CPI, CNI, MLE, segmentos externos e internos de
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fotorreceptores, NO y procesos de las células de Miller (Ernfors y cols., 1992; Jelsma
y cols, 1993; Pérez y Caminos, 1995; Rickman y Brecha, 1995; Ugolini y cols., 1995;
Cellerino y Kohler, 1997; Vecino y cols., 1.998a).

En retina de rata en desarrollo y adulta se han localizado receptores TrKC en
CFN, CCG, CPI, CNI, CPE, MLE, CNE, segmentos internos de los fotorreceptores y
procesos de las células de Miller (Caminos, 1998; Ernfors y cols., 1992; Ugolini y
cols., 1995; Vecino y cols.,1998a).

En lo que se refiere a la expresidon de los distintos receptores en las CGR, se
ha documentado expresion de TrKA (Jelsma y cols., 1993; Zanellato y cols., 1993;
Rickman y Brecha, 1995; Vecino y cols., 1998a) y TrKB (Jelsma y cols., 1993;
Zanelatto y cols., 1993; Cellerino y Kohler, 1997; Vecino y cols., 1998a) en las CGR
de rata neonatal. En retina de raton en desarrollo se ha documentado la expresion del
receptor p75 en CGR (Frade y Barde, 1999). En retina de rata adulta, aunque en
principio se postulaba que la expresion del receptor p75 en CCG era debida a la
presencia del receptor en las CGR (Carmignoto y cols., 1991), estudios recientes han
documentado que el p75 se expresa realmente en los procesos de las células de
Miller (Caminos, 1998; Hu y cols., 1998; Vecino y cols., 1998a). Se ha documentado
también expresion del receptor p75 en retina de rata adulta tras lesion experimental
(Maffeiy cols., 1992).

1.3.1.6 Funciones de las NTs en el sistema visual

En principio se pensaba que el efecto de las NTs sobre las CGR, durante el
desarrollo o en tejido adulto, se producia por transporte retrégrado de las mismas
desde sus territorios diana hasta el soma de dichas células (Beer y cols., 1993), como
ocurre para la mayoria de las neuronas que dependen de las NTs para su
supervivencia, y que la supervivencia de las CGR dependia del aporte tréfico
proveniente de sus territorios diana. A este respecto, diversos autores han
documentado la capacidad de las CGR de rata adulta y en desarrollo para transportar
retrogradamente, aunque también anterégradamente, el receptor p75 (Carmignoto y
cols., 1991); también se ha documentado el transporte retrégrado del BDNF desde
CS y techo 6ptico hasta las retinas de rata adulta (Fournier y cols., 1997) y de
embrién de pollo (Herzog y von Bartheld, 1997) respectivamente. Posteriormente se
ha postulado que aun admitiendo que exista transporte retrogrado desde los
territorios de proyeccion, pueden existir otras vias a través de las cuales las NTs
llegan a los lugares donde actuan. Asi, el hecho de que existan receptores de alta y

baja afinidad en distintas células de la retina en diferentes especies, hace que se
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postule que algunas de estas células, como por ejemplo, las CGR, pueden depender
de un aporte tréfico autocrino o proveniente de células vecinas (Giestal-de Araujo y
Linden, 1993; Mansour-Robaey y cols., 1994; Ugolini y cols., 1995; Pérez y Caminos,
1995), y no solo del procedente de sus territorios diana. A este respecto, se ha
documentado que la expresion de mRNA para BDNF aumenta en la CCG de la retina
de rata adulta tras el aplastamiento del NO (Gao y cols., 1997), tras la administracién
intravitrea de NMDA (Vecino y cols., 1999), y tras la isquemia transitoria retiniana
(Vecino y cols., 1998a), mientras que las CGR de la rata adulta pueden responder a
esta NT porque expresan receptores TrKB (Jelsma y cols., 1993; Pérez y Caminos,
1995).

También se postula que la dependencia de factores tréficos por parte de las
CGR puede variar segun el estadio de desarrollo de la retina, de forma que durante el
desarrollo y mientras que no realizan conexiones sinapticas dependerian de factores
tréficos producidos por células retinianas, para pasar posteriormente a depender del
aporte tréfico de los territorios diana (Armson y cols., 1987) y que, quizas tras la
lesién pasarian a depender nuevamente, al menos de forma transitoria, de factores
tréficos producidos en la retina (Giestal-de Araujo y Linden, 1993; Mansour-Robaey y
cols., 1994; Ugolini y cols., 1995; Pérez y Caminos, 1995; Gao y cols., 1997; Vecino y
cols., 1999).

1.3.1.6.1 Funciones de las NTs sobre las células ganglionares de la retina y el

sistema visual en desarrollo

Diversos estudios han documentado la importancia de las NTs en el
desarrollo del sistema visual. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el BDNF:
aumenta in vitro la supervivencia de las CGR de rata embrionaria y neonatal
(Johnson y cols., 1986; Castillo y cols., 1994; Ary-Pires y cols., 1997); promueve in
vitro la elongacién de las neuritas de las CGR de rata post-natal (Bosco y Linden,
1999), por lo que puede intervenir en la diferenciacion de la morfologia neuritica de
estas células; modula in vivo la arborizacion axonal de las CGR de Xenopus (Cohen-
Cory, 1999); promueve el crecimiento neuritico in vitro y el crecimiento axonal in vivo
de las CGR de embrién de ratdon (Atkinsons y cols., 1999) interviniendo por tanto, en
el desarrollo axonal de estas células; promueve in vitro la supervivencia de las CGR
de embrién de pollo (Rodriguez-Tébar y cols., 1989). Ademas, se ha documentado
que interviene en la formacion de las columnas de dominancia ocular en la rata
(Castrén y cols., 1992; Meyer-Franke y cols., 1995; rev. Thoenen, 1995; rev. Von
Barthled, 1998) y el gato (Cabelli y cols., 1995). Se postula también que el BDNF
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puede producirse en los territorios diana de las CGR de rata neonatal (Leibrock y
cols., 1989; Isenmann y cols. 1999) y que su sobre-expresion en estos territorios, si
bien no aumenta la supervivencia de las CGR en el periodo de muerte neuronal
fisiologica, si facilita el establecimiento de conexiones topograficas adecuadas de las
CGR con sus territorios diana, por lo que se postula que el BDNF interviene en la
seleccién de las CGR que deben ser eliminadas durante el periodo de muerte

neuronal fisiolégica (Isenmann y cols., 1999).

Respecto al papel que el NGF juega en retina en desarrollo y en la
estructuracion del sistema visual, se ha documentado que el NGF induce in vitro el
crecimiento neuritico en explantes retinianos de pollo (Hallb66k y cols., 1996b).
Ademas, Frade y Barde (1999) han documentado que esta NT interviene en la
muerte de neuronas retinianas de retina de raton en desarrollo en el periodo de
muerte neuronal fisioldgica a través de su unién al receptor de baja afinidad p75, por
lo que se postula que interviene en la seleccion de las neuronas que deben
sobrevivir. También se han encontrado valores altos de expresion del citado receptor
en CGR y en sus axones en retina de rata en desarrollo durante el periodo de muerte
neuronal fisiolégica (Yan y Johnson, 1988; Carmignoto y cols., 1991), por lo que se
postula que el NGF tendria un papel similar en retina de rata en desarrollo. Algunos
autores han documentado la intervencion del NGF en la formacion de las columnas
de dominancia ocular (Maffei y cols., 1992; Cellerino y Maffei, 1996; rev. Gu, 1995) en
sistema visual de rata en desarrollo Sin embargo, otros autores discuten la
intervencion del NGF en la formacion de las columnas de dominancia ocular por no
encontrar expresién de receptores para esta NT en cortex visual (Vazquez y Ebendal,
1991; Castrén y cols., 1992; Cabelli y cols., 1995). Por otra parte, se ha documentado
la capacidad del NGF para mantener la funcionalidad de las CGR de rata en
desarrollo tras deprivar de la visién a estos animales, siendo efectiva en este sentido
tanto la administracion intraventricular en dosis repetidas (Domenici y cols., 1991b;
Maffei y cols., 1992), como la administracién en cortex visual de dosis repetidas de
esta NT (Domenici y cols., 1991b), postulando estos autores una accion directa del
NGF sobre las CGR (Domenici y cols., 1991b).

En cuanto a la NT3, se ha documentado que promueve la diferenciacion y
supervivencia de las células amacrinas y de las CGR de embrion de pollo (De la
Rosa y cols., 1994a), e interviene en el desarrollo de la retina de este animal
(Bovolenta y cols., 1996), a través de su union al receptor. Sin embargo, no tiene
efecto en el crecimiento neuritico o axonal de CGR de embrion de raton, tanto in vitro

como in vivo (Atkinsons y cols., 1999), lo que sugiere que no interviene en el
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desarrollo axonal de dichas células en mamiferos. También se postula que interviene
en el desarrollo de las columnas de dominancia ocular en mamiferos, ya que su
receptor de alta afinidad TrKC se expresa en mamiferos en nicleo geniculado lateral
y cortex visual (Chao, 1992) en el periodo en que se forman las citadas columnas de

dominancia ocular.

Se postula que las NTs y sus receptores juegan un papel importante en la
maduracién de las conexiones sinapticas en el sistema visual durante el desarrollo.
Asi, la falta de estimulos visuales durante el desarrollo provoca una disminucién en la
sintesis de BDNF y TrKB en corteza visual de rata adulta mientras que la exposicion
a la luz aumenta nuevamente dicha sintesis (Castrén y cols., 1992), y en retina de
pollo la ausencia de luz produce una disminucion de la regulacién de los receptores
TrKB y TrKC mientras que la exposicion a la luz produce un aumento en la regulaciéon
de los mismos, fundamentalmente en las CGR y en las capas de fotorreceptores
(Okazawa y cols., 1994).

1.3.1.6.2 Funciones de las NTs sobre las células ganglionares de la retina adulta

normal y lesionada

El BDNF promueve in vitro la supervivencia de las CGR de rata adulta
(Johnson y cols., 1986; Thanos y cols., 1989; Mittal y cols., 1994) y manifiesta in vivo
efectos neuroprotectores sobre las CGR de la retina de rata adulta tras la lesion del
NO (Mey y Thanos, 1.993; Mansour-Robaey y cols., 1.994; Peinado Ramoén y cols.,
1.996; DiPolo y cols., 1998; Isenmann y cols., 1998) o isquemia (Unoki y La Vail,
1.994). También tiene un efecto neuroprotector sobre las CGR después de una
isquemia retiniana en la rata, ya que cuando se administra dos dias antes de inducir
la isquemia (Unoki y LaVail, 1994), en el mismo momento de la isquemia (Sellés-
Navarro y cols., 2000), el dia primero o tercero después de producir la isquemia
retiniana (Unoki y LaVail, 1994), o inmediatamente después de la reperfusion

(Kurokawa y cols., 1999), aumenta la supervivencia de las CGR tras la citada lesion.

Se ha documentado la elevacion transitoria de la expresién en retina de rata
de la citada NT y su receptor TrKB observada tras isquemia seguida de reperfusién
(Vecino y cols., 1998a). También aumenta la expresion del BDNF tras lesion inducida
por aplastamiento del NO en células de la CCG de la retina de la rata adulta (Gao y
cols., 1997) asi como en CGR de rata adulta inmediatamente después de la
administracion intravitrea de NMDA (Vecino y cols., 1999), por lo que se postula que

esta NT actia como neuroprotector endégeno de la retina (Vecino y cols., 1999).
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Ademas de aumentar la supervivencia de las CGR tras diversos tipos de
lesion, la administracion intravitrea del BDNF estimula in vivo el crecimiento axonal
de las CGR que regeneran tras la seccion del NO (Sawai y cols., 1996), asi como la
regeneracion in vitro de los axones de CGR de retinas axotomizadas de ratas adultas
(Thanos y cols., 1989). Se postula que la capacidad del BDNF para inducir la
regeneracion de las CGR es limitada y, a este respecto, se ha documentado que el
BDNF induce el crecimiento de los axones de las CGR dentro del ojo mas que hacia
injertos de nervio periférico colocados en el nervio 6ptico, por lo que se postula que
serian necesarias otras moléculas distintas a los factores tréficos para dirigir el
crecimiento axonal hacia sus territorios de proyeccion (Mansour-Robaey y cols.,
1994; rev. Jelsma y Aguayo, 1994). De hecho, se ha documentado que la
administracion intraocular del BDNF durante la seccion del NO no induce un aumento
en la expresion de las tubulinas en las CGR, mientras que este aumento si se
produce en las CGR que regeneran sus axones a través de injertos de nervio
periférico colocados en el muiién del NO tras la seccion del mismo (Fournier y
McKerracher, 1997).

Aunque las vias a través de las cuales el BDNF ejerce su accion
neuroprotectora sobre las CGR pueden ser diversas, en la actualidad no estan
totalmente identificadas, pudiendo ser distintas segun el tipo de lesion inducida en
retina. Asi, se postula que los efectos neuroprotectores del BDNF sobre las CGR
lesionadas con NMDA pueden ser debidos a su intervencidon en el proceso de
apoptosis, o la neutralizacién de los efectos lesivos de las especies de oxigeno
reactivo (Vecino y cols., 1999), mientras que en el dafio producido por isquemia
transitoria en CGR de rata adulta, se postula que los efectos neuroprotectores del
BDNF sobre las CGR estan relacionados con la supresion de la expresion de la
caspasa 2 en las citadas células (Kurokawa y cols., 1999), o con el bloqueo de la

produccién de glutamato (Tomita y cols., 1999).

Los efectos neuroprotectores del BDNF sobre las CGR tras la axotomia no
son absolutos, y se ha documentado que tanto administrado intravitreamente en una
dosis Unica como en inyecciones repetidas intravitreas, o con administracion
mantenida mediante transfeccion de células de Miiller con adenovirus productores de
BDNF en retina de rata (Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-Ramén y cols.,
1996; DiPolo y cols., 1998) se produce un aumento en la supervivencia de las CGR
axotomizadas durante un periodo limitado de tiempo, disminuyendo el efecto
neuroprotector entre los dias décimo y decimosexto de la lesion. No se conocen los

motivos por los cuales el efecto neuroprotector del BDNF sobre las CGR es
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transitorio, pero algunos autores han documentado que una de las causas podria ser
la aparicién de radicales libres, que dafaran irreversiblemente a las CGR y anulasen

de esta forma el efecto neuroprotector del BDNF (Klocker y cols., 1998).

En cuanto al NGF, Carmignoto y cols. (1989) documentaron que dosis
intravitreas repetidas de NGF aumentan la supervivencia de las CGR de rata tras la
seccion del NO. Asi mismo, el NGF administrado intravitreamente en dosis repetidas
durante 30 dias, rescata de la muerte y mantiene la funcionalidad de las CGR de gato
adulto tras isquemia retiniana, prolongandose este efecto hasta los 12 meses tras la
lesion (Siliprandi y cols., 1993). En retina de conejo, se ha documentado una
elevacion de los niveles de NGF en humor vitreo cuando se produce aumento
experimental de la tension intraocular (Lambiase y cols., 1997), teniendo tanto la
expresion endégena como la administracion exdgena de NGF efectos
neuroprotectores sobre las CGR en este tipo de lesiéon (Lambiase y cols., 1997). Se
postula que el incremento enddgeno de NGF es debido a la produccion de dicha NT

por células gliales retinianas (Lambiase y cols., 1997).

En cuanto a los mecanismos a través de los cuales el NGF aumenta la
supervivencia de las CGR, se han estudiado tan solo en algunos tipos de lesion, y
asi, en isquemia retiniana algunos autores postulan que los efectos neuroprotectores
exhibidos por el NGF pueden ser debidos a que esta NT impide la entrada de Ca** en
las CGR de gato (Siliprandi y cols., 1993), mientras que otros estudios realizados en
retina de rata adulta (Tomita y cols.; 1999) documentan que la administracion de NGF
evita la disminucion de la enzima glutaminasa fosfato-activada, que interviene en la
formacion de glutamato y cuyos niveles disminuyen en retina de rata tras la isquemia
(Watanabe y cols., 1995), considerandose éste un mecanismo de proteccion natural
contra los efectos de la isquemia. En otros tipos de lesion, como la hipertensién
ocular, se postula que el NGF podria actuar directamente sobre las CGR inhibiendo

la apoptosis (Lambiase y cols., 1997).

En cuanto a los efectos neuroprotectores de la NT3, no se ha podido
documentar que esta NT ejerza un efecto neuroprotector sobre las CGR tras la
seccion del NO (Peinado Ramén y cols., 1996) ni tampoco que promueva el
crecimiento y regeneracion axonal o dendritica de estas células tras la lesion en

retina de mamifero (Sawai y cols., 1996).
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1.3.1.6.3 Funciones de las NTs sobre otras células de la retina adulta normal y

lesionada

Algunas NTs ejercen efectos protectores sobre otras poblaciones de células
retinianas distintas a las CGR. Por ejemplo, el BDNF rescata fotorreceptores en ratas
RCS que presentan una degeneracién hereditaria y en las que ademas se ha
producido lesién retiniana por sobre-exposicion a la luz (LaVail y cols., 1992). La NT3
tiene un efecto discreto en cuanto al rescate de estas células en la misma lesién (La
Vail y cols., 1992), mientras que para el NGF no se ha podido probar que aumente la
supervivencia de las mismas (LaVail y cols., 1992). En ratones rd, que presentan una
mutacién recesiva que induce la degeneracion retiniana, con pérdida inicial de
bastones y posteriormente de conos, se ha documentado un incremento en la
expresion de receptores de alta afinidad, concretamente de TrkA y TrKC, en diversas
capas de la retina (CPE, CNI, CPl y CCG), con respecto a la que aparece en ratones
no mutantes. Este aumento de expresion se interpreta como un mecanismo de
defensa ante la degeneracién de los fotorreceptores (Llamosas y cols., 1997) y, de
hecho, en este modelo experimental la administracion intravitrea de NGF disminuye
la muerte de los fotorreceptores (Lambiase y Aloe, 1996). En estos mismos ratones
rd se ha documentado un incremento en la expresion del receptor de baja afinidad
p75 en la CPE, coincidiendo con el periodo en el que se produce muerte masiva de
fotorreceptores por apoptosis (Chang y cols., 1993; Llamosas y cols., 1997)
postulando algunos autores que la expresion de p75 podria tener un efecto

antiapoptético (Llamosas y cols., 1997).

1.3.1.7 Interacciones entre las Neurotrofinas y las células de microglia

Diversos estudios sugieren que una parte de los efectos neuroprotrectores
gue exhiben las NTs, tanto en SNC en desarrollo como en adulto, asi como su
intervencion en la citoarquitectura del SNC, pueden estar mediados por sus
interacciones con las células de microglia. Concretamente, podrian actuar regulando
las funciones de las células de microglia o las relaciones entre éstas y las neuronas.
Esta hipoétesis estaria en concordancia con la capacidad de las células de microglia
para expresar distintos receptores para NTs. Asi, se ha documentado in vitro la
expresion de p75 en células de microglia procedentes de embrién humano (Heese y
cols., 1998a) y de cerebro de rata neo-natal (Nakajima y cols., 1998; Newmann y
cols., 1998). También se ha documentado in vitro la expresion de TrKA, TrKB y TrKC
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en células de microglia de cerebro de rata neo-natal (Miwa y cols., 1997; Elkabes y
cols., 1998) y de TrKB en algunas poblaciones de células de microglia de cerebro de
rata embrionaria (Miwa y cols., 1997). Ademas, las células de microglia de cerebro de
rata embionaria y neonatal activadas in vitro e in vivo con excitotoxicidad por acido
kainico o lipolisacéarido, expresan p75, TrKA, TrKB y TrKC (Mallat y cols., 1989;
Junier y cols., 1994; Elkabes y cols., 1998; Heese y cols., 1998b; Nakajima y cols.,
1998), mientras que sufren una disminucion en la expresion de TrKA (Elkabes y cols.,
1998). Por tanto, las células de microglia, al menos las procedentes de cerebro en
desarrollo, expresan los distintos receptores para las NTs, por lo que pueden
responder a las mismas, y ademas, su activacion modifica selectivamente la
expresion de los distintos receptores de NTs y, por lo tanto, la respuesta de las

células de microglia a las mismas.

En algunos tipos de lesion, las NTs que actian sobre las células de
microglia son producidas por las neuronas lesionadas. Asi, cuando se lesiona el
talamo con kainato, se expresa el NGF en las neuronas lesionadas, mientras que una
subpoblacién de células de microglia ve incrementada su expresion del receptor de
baja afinidad p75 (Junier y cols, 1994), lo que sugiere que esta NT puede mediar en
la supervivencia de las neuronas dafiadas por favorecer las relaciones entre éstas y

las células de microglia.

En cuanto a los efectos de las NTs sobre las células de microglia, mediados
por los receptores de alta y baja afinidad, se han documentado diferencias segun la
NT, la lesion inducida, etc. En algunos casos, las NTs modifican la produccion de
sustancias por parte de las células de microglia. En otros casos, inducen proliferaciéon
o desplazamientos de las células de microglia. A este respecto, se ha documentado
gue las células de microglia en cultivo son capaces de producir proteasas como la
elastasa y el activador del plasmindgeno (rev. Kohsaka y cols., 1996) y que la adicién
de las NTs BDNF, NT3 y NGF a cultivos de células de microglia de cerebro de rata
neonatal aumentan la produccién microglial de plasminégeno y activador de
uroquinasa tipo plasmindgeno, asi como su actividad especifica de la fosfatasa acida,
y disminuyen la produccién microglial de 6xido nitrico, tanto basal como la inducida
por la activacion de las células de microglia con lipolisacarido (Nakajima y cols.,
1998), siendo el BDNF la NT que muestra mayor efecto inhibidor de la produccion de
oxido nitrico. Estos hechos han llevado a estos autores a postular que dichas NTs
intervendrian en la citoarquitectura del SNC durante el desarrollo, al menos en parte,

a través de sus interacciones con las células de microglia (Nakajima y cols., 1998).

Por otra parte, cuando se afiaden al medio de cultivo de hipocampo de rata
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neonatal las neurotrofinas NT3 y NGF se produce disminucion de la expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (CMH-II) por parte de las células de
microglia (Newmann y cols., 1998), estando mediado este efecto por la union de las
citadas NTs al receptor de baja afinidad p75 existente en dichas células. Esto
indicaria que ambas NTs regulan la actividad presentadora de antigenos que exhiben
las células de microglia tras diferentes procesos lesivos o degenerativos del SNC
(Newmann y cols., 1998), por lo que de alguna forma, mediarian en las relaciones

entre SNC y sistema inmunitario.

Ademés de los efectos anteriormente citados, se ha documentado que la
NT3 induce la proliferacion in vitro de las células de microglia de cerebro de rata
postnatal, incrementando ademas la actividad fagocitica de las mismas (Elkabes y
cols., 1996).

Por dltimo, se ha documentado la capacidad de la neurotrofina NGF para
inducir desplazamientos de las células de microglia en cultivo hacia las fuentes de
produccion de la misma, tras lo cual internalizan la NT (Gilad y Gilad, 1995). Se
postula que este efecto determina que las células de microglia medien en la

disponibilidad del NGF por parte de las neuronas lesionadas.

A pesar de todos los efectos descritos de las NTs sobre las células de
microglia, en la actualidad no se conoce el papel que estas interacciones juegan en el

efecto neuroprotector de las NTs.

1.3.2 OTROS FACTORES TROFICOS UTILIZADOS EN ESTA TESIS

Los factores troficos o de crecimiento, entre los cuales se encuentran las
Neurotrofinas —ver apartado 1.3.1 de esta Introduccion), son proteinas que juegan un
papel importante en los procesos de proliferacion y diferenciacién celular. Algunos de
los factores de crecimiento se ha demostrado que pueden intervenir también en el
crecimiento y diferenciacion neuronal, y dentro de éstos nos vamos a interesar por la
pro-insulina humana (PIH) y el factor de crecimiento similar a Insulina-1 (Insuline-like

growth factor-I; IGF-I), ya que los hemos utilizado en nuestro estudio.

1.3.2.1 PROINSULINA HUMANA

La pro-insulina humana (PIH), es una pro-hormona producida por el
pancreas de estructura semejante a la insulina (Xie y Tsou, 1993). Sus efectos

biologicos se producen por la unién de la misma al receptor de la insulina, union para
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la que la PIH muestra menor afinidad que la insulina (rev. Hadjidakis y Raptis, 1992),
lo que determina que los efectos de la PIH sobre los niveles de glucosa en sangre
sean muy inferiores a los de la insulina (Podlecki y cols., 1982; rev. Hadjidakis y
Raptis, 1992)

La PIH, ademas de tener leves efectos sobre la glucemia, es un factor
neurotroéfico, ya que se ha documentado que promueve la diferenciacion y
proliferaciéon de células neuroepiteliales de embrién de pollo (de la Rosa y cols.,
1994b; Hernandez-Sanchez y cols., 1995) y que incrementa la proliferacién y
diferenciaciéon de las CGR de embrién de pollo en cultivo (Herndndez-Sanchez vy
cols., 1995). Ademas, regula el proceso de muerte neuronal fisioldgica de las CGR de
pollo durante el desarrollo (Diaz y cols., 2000), e impide la muerte de células de
embriéon de pollo en suspension a través del mantenimiento de los niveles de la
proteina de trauma por calor 70 (del inglés heat-shock 70; Hsc70s), que normalmente

desciende en las células que sufren apoptosis (de la Rosa y cols., 1998b).

1.3.2.2 FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA-I

El Factor de crecimiento similar a la insulina-1 (Insulin-like growth factor-I 6
IGF-I), también denominado somatomedina C, es un péptido producido en el higado y
purificado a partir de suero humano, cuya estructura es similar a las de la PIH y la
insulina humana (Rinderknecht y Humbel, 1978), y muestra grandes similitudes en

cuanto a sus efectos metabdlicos con la insulina (rev., Stewart y Rotwein, 1996).

Los efectos del IGF-I son consecuencia de la unién del péptido a su receptor
especifico IGF-IR, el cual contiene un dominio tirosina-quinasa responsable de la
fosforilacion de proteinas inductoras de sefiales de transduccion intracelulares (Ullrich
y cols., 1986; De Pablo y cols., 1990; Singleton y cols., 1996a y b; rev. Czech y cols.,
1989), aunque también se une a receptores de membrana tirosina-quinasa para
insulina (De Pablo y cols., 1990; Sara y Hall, 1990). Ademas, la unién del IGF-I a su
receptor es modulada por proteinas de unién de alta afinidad, (IGF binding-proteins;
IGFBPs; Clemmons, 1990; Jones y Clemmons, 1995; rev. Clemmons y cols., 1995;
rev. Cohen y Rosenfeld, 1994).

Se ha documentado que el IGF-I es un importante factor neurotréfico para el
SNC en desarrollo, ya que promueve la neurogénesis, diferenciacion y supervivencia
de neuronas de SNC de rata (Beck y cols., 1988; Rotwein y cols., 1988; rev. Beck y
cols., 1994, rev. Stewart y Rotwein, 1996) y de células neuroepiteliales de embrién de
pollo (de la Rosa y cols., 1994b; Herndndez-Sanchez y cols., 1995; Frade y cols.,
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1996), asi como la diferenciacion, supervivencia y proliferacion de neuronas
dopaminérgicas y colinérgicas procedentes de cerebro de embrion de rata (Knusel y
cols., 1990; Bozyczko-Coyne y cols., 1993; rev. Beck, 1994). El IGF-I también
promueve el crecimiento de células de neuroblastoma humano (Sumantran y
Feldman, 1993; rev. Feldman y cols., 1997), el crecimiento neuritico de neuronas
humanas (Kim y Feldman, 1997) asi como la movilidad de su cono de crecimiento y
la extension axonal (Kim y cols., 1997a). Ademas, se ha documentado in vitro que
aumenta la supervivencia y la sintesis mielinica de los oligodendrocitos (Mozell y
McMorris, 1988; Barres y cols., 1992).

Estos efectos documentados para el IGF-I sobre neuronas en desarrollo
estan en concordancia con los niveles de expresién de esta proteina en cerebro de
rata, donde se expresa abundantemente en estadios tempranos del desarrollo para
disminuir gradualmente su expresion a medida que avanza el mismo hasta los bajos
niveles observados en el adulto (Rotwein y cols., 1988). Ademas, el hecho de que se
produzca expresion transitoria del IGF-I en neuronas de proyeccién durante la
sinaptogénesis hace postular a algunos autores que el IGF-I interviene en la

formacion y estabilizacion de las conexiones sinapticas (Bondy, 1991).

Ademas de los efectos sobre neuronas durante el desarrollo, el IGF-I
también ejerce efectos neurotréficos sobre algunas poblaciones neuronales
lesionadas, y asi, se ha documentado que disminuye la apoptosis en neuronas de
hipocampo de rata tras isquemia y reperfusion (Tagami y cols., 1997b), aumenta la
supervivencia de neuronas hipotaldmicas y de neuronas primarias cerebelares de
rata tras inducciébn de estrés oxidativo (Heck y cols., 1999), y promueve la
regeneracion de motoneuronas de nervio ciatico de rata adulta tras crio-lesion
(Sjoberg y Kanje, 1989).

Se ha documentado la expresion de IGF-lI en retina de rata adulta y en
desarrollo, asi como en retina de embrion de pollo (Danias y Stylianopoulou, 1990;
Burren y cols. 1996; Calvaruso y cols., 1996). Concretamente, se ha documentado
expresion del mMRNA para el IGF-I en CGR de la retina de rata adulta (Burren y cols.,
1996), mientras que se ha documentado expresion del mRNA para su receptor IGF-
IR en la CCG y otras capas retinianas (Burren y cols., 1996). Ademas, se ha
documentado la expresiéon de proteinas de union a IGF-I de alta afinidad (IGFBPSs),
que modulan la unién del IGF-1 a su receptor, en retina de pollo en desarrollo (De la

Rosa y cols., 1994b) y en CCG de la retina de rata adulta (Burren y cols., 1996).

El IGF-1 ejerce efectos troficos y neuroprotectores sobre las CGR. Asi, se ha
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documentado que aumenta la supervivencia de CGR de rata neonatal en cultivo
(Meyer-Franke y cols., 1995), estimula la proliferacion y la diferenciacion de CGR de
embrion de pollo en cultivo (Hernandez-Sanchez y cols., 1995), y aumenta la
supervivencia de las CGR de rata adulta cuando se administra intravitreamente en

dosis repetidas tras seccionar el NO (Kermer y cols., 2000).

En cuanto a las vias a través de las cuales puede actuar el IGF-I, existen

diversas hipotesis:

1.- Disminuyendo el incremento del enzima Oxido-nitrico sintetasa que se
produce en ciertas lesiones, como en la lesiébn de médula espinal en ratas (Sharma y
cols., 1998). El tratamiento previo con IGF-I en este tipo de lesién previene a través

de esta via la formacién de 6xido nitrico.

2.- Actuando sobre la actina y ciertas proteinas de adhesiéon y lipidos
fundamentales para el crecimiento neuritico. Esta via seria la responsable de los
efectos tréficos y de neuritogénesis inducidos por la administracion de IGF-I en
cultivos de neuronas (rev., Feldman y cols., 1997), asi como de los efectos
regeneradores del IGF-I sobre motoneuronas de nervio ciatico criolesionado (Sjoberg
y Kanje, 1989).

3.- Aumentando la transcripcion del ADN. Se postula que el aumento de
supervivencia inducido por la administracion del IGF-I en ciertas poblaciones
neuronales puede estar mediado por el aumento de la transcripcion del ADN inducido
por el IGF-1 a través de sus efectos sobre el factor nuclear NF-Kappa-B (Heck y cols.,
1999), factor de transcripcion del que se ha documentado que previene la apoptosis

de neuronas (Mattson y cols., 1997).

4.- Inhibiendo la apoptosis. Se postula que la estimulacién de receptores
IGF-I durante un breve periodo de tiempo inhibe el proceso de muerte celular
programada en células de neuroblastoma humano manteniendo los niveles de
transcripciéon del gen bcl-2 e impidiendo la activacion de la caspasa 3, mientras que la
estimulaciéon crénica de estos receptores inhibe el proceso de apoptosis en las
mismas células a través del aumento de las concentraciones celulares de Bcl-xL
(Singleton y cols., 1996a). Por tanto, se postula que el IGF-1 puede regular el proceso
de apoptosis a través de sus interacciones con genes y proteinas que intervienen en

el mismo (rev. Feldman y cols., 1997).
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1.4 LAS CELULAS DE MICROGLIA

1.4.1 INTRODUCCION

Las células de microglia fueron descritas por del Rio Hortega como un tipo
de glia del sistema nervioso central (SNC) diferente a los astrocitos y
oligodendrocitos (del Rio-Hortega, 1932). Este autor no solamente describié las
células de microglia sino que ademas definié la que entonces se creia funcién
principal de las mismas, que consiste en la fagocitosis de desechos y restos celulares
en el SNC. En la actualidad se sabe que las células de microglia constituyen
aproximadamente el 20% del total de la poblacion de células gliales del SNC de los
mamiferos (del Rio-Hortega, 1932; Cammermeyer, 1970a; Perry y Gordon, 1988;
Lawson y cols., 1990c; Banati y Graeber, 1994; rev. Barron, 1995; rev. Kreutzberg,
1995) y que en el cerebro se encuentran tanto en materia gris como en materia
blanca, aunque son mas abundantes en la primera (del Rio-Hortega, 1920, 1921a y
1932; Innocenti y cols., 1983; Perry y cols., 1985; rev. Perry y Lawson, 1992; rev.
Perry, 1993; rev. Kreutzberg, 1995). Por su morfologia, el periodo de desarrollo en
que aparecen y su funcién, se distinguen tres tipos de células de microglia:

ameboide, ramificada y reactiva.

La microglia ameboide se asemeja en su morfologia a los macrofagos
periféricos, ya que posee un cuerpo celular grande, del que pueden partir un pequefio
namero de procesos, aunque también puede carecer de éstos. Como los macrofagos,
la microglia ameboide posee capacidad migratoria (Rieske y cols., 1989) y de
adhesion a superficies (Frei y cols., 1988; Giulian y Baker, 1986; Suzumura y cols.,
1987). Ultraestructuralmente, la microglia ameboide se diferencia de la microglia
ramificada, que veremos a continuacién, no solamente por su morfologia sino
también por contener en su citoplasma numerosas vacuolas y lisosomas densos (del
Rio-Hortega, 1932; Vaughn y Peters, 1968; Stensaas y Reichert, 1971; Ling, 1976a;
Imamoto y Leblond, 1978; Murabe y Sano, 1982b; Fujimoto y cols., 1987; Ashwell,
1990, 1991; Wu y cols., 1994; Dalmau y cols., 1997). Este tipo de célula microglial es
muy abundante en cerebro en etapas tempranas de desarrollo, y sobre todo, durante
el proceso de muerte neuronal fisiolégica. Se postula que el elevado nimero de
células ameboides que se observan durante esta etapa del desarrollo, se debe a la

capacidad de proliferacion de las mismas (rev. Castellano y Gonzélez, 1996).

El papel fundamental que desempefian las células de microglia ameboide en
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el periodo de muerte neuronal fisiolégica es el de limpieza del tejido nervioso,
eliminando los desechos de las neuronas que degeneran (Ling, 1976; Murabe y
Sano, 1982b; Hume y cols., 1983; Innoccenti y cols., 1983; Perry y cols., 1985;
Fujimoto y cols., 1987; Ashwell, 1989, 1990, 1991; Ashwell y cols., 1989; Cuadros y
cols., 1993); sin embargo, también se ha postulado que en este periodo pueden
intervenir en sinaptogénesis y gliogénesis por secretar NTs y factores de crecimiento
(rev. Nakajima y Kohsaka, 1993).

Con la progresién del desarrollo del SNC, la microglia ameboide desaparece
(rev. Barron, 1995; rev. Ling y Wong, 1993), y es sustituida por la microglia
ramificada. Esta se caracteriza por presentar cuerpo celular pequefio y numerosos
procesos, que suelen estar profusamente ramificados. Ultraestructuralmente, a
diferencia de la microglia ameboide, la microglia ramificada carece de vacuolas,
cuerpos densos y fagosomas (Peter y cols., 1976; Fujimoto y cols., 1987). Aunque no
se ha podido demostrar para la totalidad de la microglia ramificada, se postula que al
menos una parte de ella deriva de la microglia ameboide, y de hecho, coincide la
desaparicion de esta ultima con la aparicién y aumento en densidad de las células de
microglia ramificada (Ling y Tan, 1974; Torvick, 1975; Ling, 1976; Imamoto y Leblond,
1978; Ling y cols., 1980; Murabe y Sano, 1982b; Perry y cols., 1985; Giulian y Baker,
1986; Fujimoto y cols., 1987; Jordan y Thomas, 1988; Kaur y Ling, 1991; Ling y
Wong, 1993; Cuadros y cols., 1994; Wu y cols., 1994; Dalmau y cols., 1997; rev.
Barron, 1995; rev. Castellano y Gonzalez, 1996). Ademas, estudios recientes in vitro
han podido secuenciar la transformacion de microglia ameboide en microglia
ramificada (cultivos de hipocampo de rata en desarrollo; rev. Castellano y Gonzélez,
1996), comprobando que el proceso se completa en un periodo de tiempo
comprendido entre los 7 y 14 dias. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
estudios realizados in vivo, en cerebro de rata en desarrollo, en los que se observa
gue al principio de la tercera semana del periodo post-natal comienzan a desaparecer
las células de microglia ameboide y aparecen células de microglia ramificadas (Ling y
Tan, 1974; rev. Ling y Wong, 1993).

Hace solamente unos afios se postulaba que la microglia ramificada se
encontraba en parénquima nervioso como microglia inactiva, al menos en lo referente
a sus funciones de migracion, proliferacion y fagocitosis (Peters y cols., 1976; rev.
Perry y Lawson, 1992; rev. Thomas, 1990), por lo que estas células se denominaron
células de microglia quiescente o residente. Sin embargo, recientemente se ha
documentado in vitro que este tipo de célula microglial posee cierta capacidad de

endocitosis y pinocitosis (Glenn y cols., 1991; Ward y cols., 1991), por lo que se le
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atribuye la funciéon de limpieza de sustancias del espacio extracelular (Fabian vy
Aronson, 1978; Pow y cols., 1989). También se ha documentado la capacidad de
este tipo de célula microglial para realizar cortos desplazamientos, mediante
acortamiento y alargamiento de sus procesos (Ward y cols., 1991; rev. Thomas,
1990). Ademas, ante determinados estimulos medioambientales lesivos o en
enfermedades degenerativas, las células de microglia ramificada sufren cambios
morfoldgicos, concretamente la retraccién de sus procesos, transformandose asi en
células con perfil redondeado o de bastén (Murabe y cols., 1981), semejantes a los
macrofagos. Ademas, también se producen en ellas cambios moleculares,
comenzando a expresar diversas moléculas caracteristicas de macréfagos (rev.
Thomas, 1992; rev. Ling y Wong, 1993; rev. Garcia-Segura y cols., 1996), como los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase | y Il (Matsumoto y cols.,
1986; Kiefer y Kreutzberg, 1991) o la vimentina (Graeber y cols., 1988h). Estas
células también producen citocinas, igual que lo hacen los macrofagos de linea
monocitica, como las interleucinas (Dickson y cols., 1993; Banati y Graeber, 1994), el
factor de necrosis tumoral (Sawada y cols., 1989; Dickson y cols., 1993; Kiefer y
cols., 1993), el factor estimulante de la colonizacién de macréfagos (Raivich y cols.,
1996; Liu y cols., 1994) y el factor de transformacién del crecimiento (rev. Kiefer y
cols., 1995). Ademas, estas células pueden adquirir capacidad fagocitica y de
secrecion de sustancias citotoxicas, como los intermediarios de oxigeno reactivo,
aminodacidos excitatorios y el acido quinoleico (Colton y Gilbert, 1987; Giulian y cols.,
1993; rev. Kreutzberg, 1996; rev. Streit, 1996).

Todos los cambios que acabamos de describir, y que ocurren en las células
de microglia ramificada ante estimulos lesivos o en enfermedades degenerativas,
determinan que la célula ramificada se convierta en el tercer tipo de célula microglial,
denominada microglia reactiva (Del Rio-Hortega, 1932; Torvick, 1975; Graeber y
cols., 1988b; Jordan y Thomas, 1988; Schnitzer y Scherer, 1990; Gehrman y
Kreutzberg, 1991; Nakagawa y cols., 1996; rev. Streit y cols., 1988). Estas células de
microglia reactiva son un tipo celular transitorio, que se observa en tejido nervioso
adulto dafiado. Estas células son capaces de fagocitar a las neuronas degeneradas,
y ultraestructuralmente se asemejan a las células de microglia ameboide (Murabe y
cols., 1981; rev. Jordan y Thomas, 1988), si bien pueden exhibir morfologia
ramificada, similar a la descrita en las células de microglia residente (rev. Barron,
1995). Se ha identificado este tipo de célula microglial en lesiones naturales y
experimentales, asi como en diversas enfermedades degenerativas del SNC (Fujita y
Kitamura, 1976; Murabe y Sano, 1982a; Matsumoto y cols., 1986; Jordan y Thomas,
1988; Gras y cols., 1990; Weinstein y cols., 1990; Dickson y cols., 1991; Gehrman y
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cols., 1992; Thomas, 1992; McGeer y cols., 1993; Banati y cols., 1995; rev.Barron,
1995; rev. Kreutzberg, 1995; rev. Moore y Thanos, 1996).

Algunos autores distinguen también un cuarto tipo de célula microglial: la
microglia perivascular (Graeber y Streit 1990; Streit y Graeber, 1993; rev. Moore y
Thanos, 1996). Este tipo celular se ha localizado, o por fuera de la membrana basal
de los vasos sanguineos, o englobado dentro de ésta, extendiendo desde ahi sus

procesos hacia el parénquima nervioso.

Se postula que las células de microglia ramificada pueden transformarse en
microglia reactiva, y viceversa, en presencia de adecuados estimulos
medioambientales (rev. Jordan y Thomas, 1988; rev. Streit y cols., 1988). De hecho,
se ha documentado in vitro una gran capacidad de las células de microglia para
modificar su morfologia (Giulian y Baker, 1986; Suzumura y cols., 1990 y 1991). En
cualquier caso, los tres primeros tipos morfoldgicos descritos tienen funciones
distintas en SNC.

En el cerebro adulto no lesionado se ha documentado la existencia de dos
de los cuatro tipos microgliales: las células de microglia ramificada y las células
perivasculares. Las células de microglia ramificada de cerebro adulto pueden tener
morfologia diferente dependiendo del tejido en el que se encuentran y por ello se
postula que su fenotipo depende de las caracteristicas histolégicas del tejido que las
circunda (Lawson, 1990; Vela y cols., 1995; rev. Perry y Gordon, 1991). En la
sustancia gris del SNC maduro, las células de microglia ramificada tienen morfologia
estrellada y adquieren una disposicion caracteristica, formando un mosaico regular
en el que los procesos de cada célula no se solapan con los de células vecinas
(Innocenti y cols., 1983; Lawson y cols., 1990c; Castellano y cols., 1991b y c; Perry y
Lawson, 1992; Cuadros y cols., 1994; Vela y cols., 1995b). El espacio que ocupa
cada célula se ha denominado territorio de proyeccién, siendo el area del mismo y la
distancia entre células vecinas factores constantes en cada tejido (Innocenti y cols.,
1983; Cuadros y cols., 1994). Se ha postulado que los territorios de proyeccién tienen
su origen en un mecanismo de inhibicién por contacto, regulado a su vez por enzimas
proteoliticos producidos por estas células (Giulian y cols., 1986). La densidad de las
células microgliales varia mucho de un tejido a otro, y en la actualidad no se conoce
con certeza las causas que justifican su patrén de distribucion; sin embargo, se han
propuesto diferentes hipétesis, como su relacion con el desarrollo de la
vascularizacion (Hume y cols., 1983 —retina-; Perry y cols., 1985; Fujimoto y cols.,
1987), con la presencia de determinados neurotransmisores (Castellano y cols.,

1990, 1991c; rev. Castellano y Gonzalez, 1996) o con la maduracion de la barrera
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hemato-encefalica (Boya y cols., 1987; Perry y Gordon, 1988; Lawson, 1990c;
Cuadros y cols., 1993, 1994 y 1997; Navascués y cols., 1994 y 1995; Perry, 1997;
Dalmau y cols., 1997). También se postula que existe un paralelismo en los patrones
de distribucion de las células de microglia y de los astrocitos (rev. Castellano y
Gonzéalez, 1996).

1.4.2 ORIGEN DE LAS CELULAS DE MICROGLIA

Existen algunas discrepancias entre diferentes autores en cuanto al origen
de las células de microglia y los precursores de los que derivan. Actualmente existen
dos teorias: una que apoya el origen mesodérmico de estas células, y otra que

propone para las mismas un origen neuroectodérmico.

La teoria mesodérmica postula que las células de microglia pueden derivar
de las meninges (Boya y cols., 1979; Matthews, 1974), del plexo coroideo (Sturrock,
1978; Murabe y Sano, 1982b; Matsumoto e lkuta, 1985), de monocitos sanguineos
(Ling y cols., 1980; Hume y cols., 1983 —retina-; Perry y cols., 1985; Matsumoto y
Fujiwara, 1987; rev. Castellano y Gonzélez, 1996) o de pericitos (Baron y Gallego,
1972; Stensaas, 1975; Gallego, 1976). Segun esta teoria, precursores mesodérmicos
penetrarian en el parénquima cerebral en los primeros estadios del desarrollo
embrionario y se diferenciarian en microglia ameboide. Posteriormente, al finalizar el
desarrollo del SNC, la microglia ameboide se transformaria en microglia ramificada
gue se integraria en el tejido nervioso. Concuerda con esta hipétesis el hecho de que
las células de microglia exhiban antigenos de superficie comunes a macrofagos
periféricos (rev. Nakajima y Kohsaka, 1996), que tengan capacidad fagocitica y que
puedan secretar citocinas y citotoxinas (Giulian y cols., 1986, 1993; Bock y cols.,
1996; Kozak y cols., 1997; rev. Barron, 1995; rev. Benveniste, 1995b; rev. Lipton y
cols., 1998).

La teoria neuroectodérmica postula que, tanto las células de microglia,
como los oligodendrocitos y astrocitos derivan de unas células madre comunes, los
glioblastos, de origen neuroectodérmico. Esta hipétesis se ve apoyada por el hecho
de que las células de microglia y los astrocitos son reconocidos por algunos
anticuerpos monoclonales comunes, como el LN-1 (Dickson y Mattiace, 1989; rev.
Nakajima y Kohsaka, 1996).

1.4.3 FUNCIONES DE LAS CELULAS DE MICROGLIA EN EL TEJIDO NERVIOSO
Durante mucho tiempo se pensé que el Unico papel que las células de
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microglia tenian en SNC era el de fagocitar los residuos de las neuronas muertas (del
Rio-Hortega, 1932). En la actualidad se sabe que las células de microglia
desempefian otras muchas funciones, algunas de las cuales iremos desarrollando a

continuacion.

1.4.3.1 Papel de las células de microglia en el desarrollo y homeostasis del SNC

En el proceso de muerte neuronal fisiolégica que tiene lugar durante el
desarrollo del SNC (Oppenheim, 1991a), se ha postulado que al menos una parte de
las neuronas mueren por apoptosis. Durante este proceso, las células de microglia
ameboide se encargan de fagocitar los desechos celulares derivados de la
degeneracién neuronal o de la remodelacion de fibras (Hume y cols.,1983; Perry y
cols., 1985; Ashwell, 1989; Ashwell y cols., 1989; rev. Jordan y Thomas, 1988; rev.
Ling y Wong, 1993; rev. Moore y Thanos, 1996) y de eliminar selectivamente cierto
namero de conexiones sinapticas (Ferrer y cols., 1990). Ademas, se postula que las
células de microglia pueden intervenir en la muerte de las neuronas en este periodo
de muerte neuronal fisiol6gica, ya que se ha documentado in vitro la capacidad de las
células de microglia ameboide para inducir muerte neuronal en cultivos primarios de
neuronas corticales de cerebro de embriébn de rata, mediante la produccion de
intermediarios de oxigeno reactivo (Théry y cols.,, 1991). También se ha
documentado que, durante el desarrollo, las células de microglia producen NGF, que
induce la muerte de las neuronas en el periodo de muerte neuronal fisioldgica

mediante la activacion del receptor p75 (Frade y Barde, 1998).

Ademés de eliminar los desechos de las neuronas degeneradas en el
proceso de muerte neuronal fisioldgica, y de los posibles efectos citotéxicos sobre las
neuronas durante el mismo, se postula que durante el desarrollo las células de
microglia actian como linea de defensa mientras se completa la maduracion de la
barrera hemato-encefdlica (Xu y Ling, 1994; Xu y cols., 1993). Asi, se ha
documentado en cerebro en desarrollo que las células de microglia ameboide
fagocitan sustancias extrafias que, administradas por via endovenosa o
intraperitoneal, llegan hasta algunos lugares del cerebro atravesando la barrera
hemato-encefalica inmadura (Xu y Ling, 1994; Xu y cols., 1993). Posiblemente, la
maduracién de esta barrera seria una de las sefiales para la transformacion de la
microglia ameboide en microglia ramificada (Xu y cols., 1993; Wu y cols., 1993). Se
postula que, tras el cierre de la barrera hemato-encefalica, las células de microglia
que han actuado como macréfagos eliminando sustancias extrafias o desechos de

neuronas muertas durante el periodo de muerte neuronal fisiolégica, quedarian
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atrapadas en el parénquima cerebral, y se transformarian entonces en células de

microglia ramificada (rev. Moore y Thanos, 1996).

Pero ademas de tomar parte en la muerte neuronal o de actuar de defensa
durante el desarrollo, las células de microglia también pueden jugar otros papeles a
lo largo del mismo, secretando, por ejemplo: una citocina, la interleucina-1 (Giulian y
cols., 1986; Giulian y cols., 1988ay b) y factores promotores de glia (Giulian y Young,
1986) que estimulan la formacién de astrocitos; NGF, que promueve el crecimiento
neuronal (Mallat y cols., 1989); bFGF (Shimojo y cols., 1991) y que actiia como factor
neurotréfico para numerosas neuronas del SNC; elastasa y activador del
plasminégeno (Nakajimay cols., 1992; rev. Nakajima y Kohsaka, 1996), que pueden
romper moléculas de la matriz extracelular del SNC y contribuir por tanto a la
neuritogénesis y extension de neuritas (Nagata y cols., 1993; Nakajima y Kohsaka,
1993; rev. Nakajima y Kohsaka, 1996), postulandose por ello que las células de

microglia juegan un papel en la estructuracion e histogénesis del SNC.

También se ha postulado que las células de microglia intervienen de alguna
forma en la transmision sinéptica (Kreutzberg y cols.,1978; rev. Castellano y
Gonzélez, 1996), y en la formacion y mantenimiento de sinapsis axo-dendriticas
(Murabe y Sano, 1982b) y por tanto, en el desarrollo y plasticidad del SNC (rev.
Castellano y Gonzalez, 1996). A este respecto, se ha documentado la presencia en la
membrana de estas células de los enzimas: 5' nucleotidasa (Sjostrand, 1966;
Kreutzberg y Barron, 1978; Kreutzberg y cols., 1978), adenosina 5’ trifosfatasa
(ATPasa) (Ibrahim y cols., 1974) y purino-nucledsido fosforilasa (PNPasa) (Castellano
y cols., 1990), los cuales intervienen como neurotransmisores o0 neuromoduladores

en el cerebro (Kreutzberg y cols. 1978; Castellano y cols., 1991b).

1.4.3.2 Papel de las células de microglia en las lesiones y enfermedades del

tejido nervioso.

En diversos tipos de lesion de tejido nervioso: en procesos degenerativos,
inflamatorios y de respuesta del sistema inmunitario, las células de microglia
ramificada del cerebro adulto se activan transformandose en fagocitos, que se
encargan de eliminar los desechos celulares de las neuronas que han muerto (del
Rio-Hortega, 1932; Thanos, 1991a y b; Thanos y cols., 1992; Thanos y cols., 1994;
Kacza y Seeger, 1997). Se postula que la funcion fagocitica de las células de
microglia tiene como fin impedir que residuos toxicos provenientes de células
muertas dafien a las neuronas sanas circundantes a las mismas (Giulian y cols.,

1993). Ademas, se ha postulado que, al igual que en el proceso de muerte neuronal
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fisiolégica, la fagocitosis no es la Unica funcion que las células de microglia pueden
llevar a cabo en casos de lesion del SNC, y que posiblemente intervengan
activamente en la muerte o supervivencia de las neuronas afectadas, bien mediante
la secrecion de sustancias citotoxicas (Boje y Arora, 1992; Giulian, 1993; Giulian y
cols., 1993; liy cols., 1996) o mediante la produccion de factores neurotréficos (Mallat
y cols., 1989; Shimojo y cols., 1991; Elkabes y cols., 1996; Heese y cols., 1997; Miwa
y cols., 1997; Heese y cols., 1998ay b).

Para estudiar el tipo de respuesta y las posibles funciones de las células de
microglia en la lesidon del tejido nervioso se han empleado numerosos modelos
experimentales. De todos ellos, revisamos aquellos que parecen tener mayor
relevancia para nuestro estudio, como son la seccién del nervio facial, la seccién del

nervio 6ptico y la isquemia cerebral.

1.4.3.2.1 Activacion microglial en la seccion del nervio facial

En la seccion del nervio facial se produce una activacion microglial en el
nucleo del citado nervio, que determina cambios en el fenotipo de las células de
microglia y en la densidad de las mismas. Asi, a las 24 horas de la lesion, las células
de microglia aumentan la sintesis del factor estimulante de la colonizacion de
macrofagos (M-CSF), lo que induce un incremento en la densidad microglial a las 48
horas de la lesion, que se cree debido a mitosis o proliferacion de las células de
microglia (Raivich y cols., 1991). También se observa a las 24 horas de la lesion que
las células de microglia presentan una sobre-regulacion del receptor del
complemento tipo 3 (RC3) (Graeber y cols., 1988a y b; Morioka y Streit, 1991;
Gehrman y cols., 1992; Streit y Graeber, 1993; Gehrman y Banati, 1995; rev. Streit,
1996), de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (CMH-I) y
del receptor de la regién Fc de la inmunoglobulina (RFc) (Streit y cols., 1989b; Streit y
Graeber, 1993; rev.Streit y cols., 1988). Transcurridos siete dias de la lesiéon, se
produce expresidbn prolongada de los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (CMH-II), aunque esta respuesta se circunscribe a una
pequefia parte de la poblacion microglial afectada (Streit y cols., 1989b; Streit y
Graeber, 1993). La expresion de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad por parte de las células de microglia, permite que las mismas
actlen como presentadoras de antigenos a los linfocitos T (Hickey y Kimura, 1988;
Streit y cols., 1989b). Ademas, las células de microglia activadas por esta lesion
expresan también la vimentina -proteina fibrosa del citoplasma- (Graeber y cols.,

1988b) y diversas citocinas (Frei y cols., 1988), y aumenta en ellas la expresién de
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los antigenos reconocidos por los anticuerpos MUC 101 y MUC 102, que también

son expresados por macrofagos de linea monocitica (Gehrmann y Kreutzberg, 1991).

La seccién del nervio facial no induce la degeneracion retrograda y muerte
de las neuronas del nacleo de este nervio, por lo que la caracteristica fundamental de
la respuesta de las células de microglia en esta lesiébn es que los cambios que se
producen en el fenotipo de estas células no determinan que las mismas se
transformen en células fagociticas. No se conoce con exactitud el papel de la
activacion microglial en este tipo de lesién. Sin embargo, se ha documentado que,
cuando se complementa la seccion del nervio facial con una inyeccién de toxina de
Ricinus communis (Streit y cols., 1989b), que induce la muerte de las neuronas del
nucleo del facial, las células de microglia si se transforman en fagociticas, eliminando
los desechos de las neuronas muertas. De los resultados obtenidos en este modelo
experimental, se ha postulado la existencia de una respuesta diferente o escalonada
de las células de microglia a los distintos tipos de lesion (Perry y Gordon, 1988; rev.
Jordan y Thomas, 1988; rev. Kreutzberg, 1996; rev. Streit y cols., 1988), de manera
que la transformacion de la microglia ramificada en microglia fagocitica dependeria
de la gravedad de la lesion producida. Si la lesion es leve, las células de microglia
sufririan las modificaciones fenotipicas descritas en la lesion del nervio facial, no
llegando a transformarse en células fagociticas. Si la profundidad de la lesion diera
lugar a la degeneracion de las neuronas y las sinapsis, entonces las células de
microglia adquiririan capacidad para fagocitar los residuos y transformarse en células
potencialmente citotoxicas (Streit, y cols., 1988; rev. Kreutzberg, 1996; rev. Perry y
Gordon, 1991; rev. Streit, 1996). Algunos autores han denominado “plasticidad
funcional” a esta capacidad de las células de microglia para transformarse o0 no en

células fagociticas segun las necesidades del tejido (rev. Streit y cols., 1988).

1.4.3.2.2 Activaciéon microglial en la isquemia cerebral

En situaciones de isquemia transitoria del SNC, las células de microglia
sufren cambios fenotipicos en cuestién de minutos tras la isquemia (Brierley y Brown,
1982; Morioka y cols.,, 1991) comenzando a expresar complejo mayor de
histocompatibilidad 1l y el receptor del complemento tipo 3. Ademas, una
subpoblacion de las mismas expresa también antigeno comun leucocitario (Finsen y
cols., 1993; rev. Moore y Thanos, 1996). La rapidez de la respuesta de las células de
microglia en este tipo de lesion ha llevado a algunos autores a postular que las

células de microglia son la primera linea de defensa ante el dafio isquémico (rev.
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Barron, 1995; rev. Gehrman y cols., 1995). Se ha documentado que, al menos en
algunos modelos de isquemia cerebral experimental (Brierly y Brown, 1982; Morioka y
cols., 1991; rev. Moore y Thanos, 1996), las células de microglia tienen una
capacidad limitada de fagocitosis de las neuronas lesionadas, contrariamente a lo
gue ocurre en otros tipos de lesion, por ejemplo, en la lesién del nervio facial seguida
de inyeccion de toxina de Ricinus communis (Streit y Kreutzberg, 1988; Morioka y
Streit, 1991) o tras la seccion del NO (ver mas adelante). Se postula que las
diferencias en los cambios fenotipicos sufridos por las células de microglia tras
distintos tipos de lesién podrian estar relacionadas con la existencia de distintas vias
de muerte neuronal (rev. Moore y Thanos, 1996), y la participacion de las células de
microglia tan solo en algunas de ellas. Por otra parte, el hecho de que las células de
microglia puedan producir, por una parte, sustancias citotéxicas, como el glutamato,
el ON o los radicales libres (Colton y Gilbert, 1987; Piani y cols., 1991; Boje y Arora,
1992) y por otra, sustancias que protegen del dafio isquémico, como interleucina-1 y
el factor de transformacion del crecimiento-beta (Lees, 1993), hace postular que las
células de microglia pueden desempefiar un papel de modulacion en los procesos de
isquemia y edema cerebral (Banati y Graeber, 1994), mas que de eliminacion de los

desechos de las neuronas muertas.

1.4.3.2.3 Activacion microglial en otros tipos de lesidn

Se ha documentado la participacion de las células de microglia en otras
lesiones del SNC, como la respuesta inmune, donde las células de microglia
expresan diversos antigenos de superficie que intervienen en el reconocimiento de
antigenos por parte de los linfocitos T (Suzumura y cols., 1987; Perry y Gordon, 1988;
rev. Benveniste, 1992; rev. Gehrman y cols., 1995; rev. Moore y Thanos, 1996), en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA; Dickson y cols., 1993; Dickson y
cols., 1991), en las enfermedades de Parkinson (McGeer y col.s, 1988) y de
Alzheimer (McGeer y cols., 1987; McGeer y cols., 1993; Perimutter y cols., 1990 y
1992; Dickson y cols., 1993; li y cols., 1996) y en la esclerosis multiple (Woodrooffe y
cols., 1986).

1.4.3.3 Células de microglia y citotoxicidad

Se postula que el papel de las células de microglia en la lesién del SNC no
se limita al de fagocitar las neuronas degeneradas, sino que podrian actuar como
agentes neurotoxicos, a través de la secrecién de sustancias citotoxicas. A este

respecto, se ha documentado la capacidad de las células de microglia para producir
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in vitro sustancias que inducen la muerte neuronal, como glutamato (Piani y cols.,
1991), oxido nitrico (Chao y cols., 1992) y peréxido de hidrogeno (Giulian y Baker,
1986). También producen estas sustancias in vivo, y asi, en lesiones isquémicas
cerebrales experimentales llevadas a cabo en animales de experimentacion, se ha
demostrado que las células de microglia producen estas mismas sustancias
neurotéxicas (Colton y Gilbert, 1987; Boje y Arora, 1992; rev. Wozniak, 1998), por lo
gue podrian contribuir al dafio neuronal inducido por la isquemia (Morioka y cols.,
1993; Gherman y cols., 1995). También se ha observado la produccién de 6xido
nitrico por parte de las células de microglia en modelos experimentales in vivo en los
gue se ha producido activacion de las mismas con citocinas como el interferon
gamma o el factor de necrosis tumoral-alfa (rev. Banati y cols., 1993) o endotoxinas
como el lipopolisacarido (endotoxina contenida en las paredes celulares de bacterias
Gram-negativas, capaz de inducir uveitis), aunque en este caso lo hacen a través de
la génesis de intermediarios de 6xido nitrico (rev. Nomura y Kitamura, 1993). En
procesos degenerativos como el Parkinson o el Alzheimer las células de microglia
producen también 6xido nitrico (li y cols., 1996; rev. Meldrum y Garthwaite, 1990) y
glutamato (rev. Meldrum y Garthwaite, 1990), que pueden mediar en el dafo

neuronal.

Las células de microglia pueden intervenir también en otras enfermedades
humanas como en el dafio neuronal en pacientes afectados de SIDA, mediante la
produccién de neurotoxinas (Giulian y cols., 1990), la activacién de receptores N-
metil-D-aspartato (rev. Lipton, 1992) o la produccion de factor de necrosis tumoral-
alfa e interleucina-1-beta (Tyor y cols., 1993; Dickson y cols., 1993), si bien otros
autores postulan que intervienen en dicha lesién neuronal a través de la modificacién
de las relaciones microglia-astrocitos, que induce una alteracién en la homeostasia
del SNC (Dickson y cols., 1991).

Se ha documentado también que las células de microglia activada secretan
factor de necrosis tumoral-alfa in vitro (Sawada y cols., 1989), y se postula que esta
citocina puede mediar en los efectos de las células de microglia en algunos tipos de
lesion, ya que se ha documentado que tiene efectos citotdxicos sobre las células
productoras de mielina (Selmaj y Raine, 1988). De hecho, se postula que esta
citocina media en la lisis de oligodendrocitos inducida por las células de microglia in
vitro (Merril y cols., 1993) y en la muerte de las CGR tras la seccion del NO, ya que el
factor inhibidor de macrofagos (MIF; Auriault y cols., 1983; Plata-Salaméan, 1991;
Thanos y cols., 1993) que disminuye in vitro la expresion del factor de necrosis

tumoral-alfa por parte de las células de microglia activada (Rogove y Tsirka, 1997),

45



Introduccién

aumenta la supervivencia de las CGR tras la citada lesion (Thanos y cols., 1993).

Por dltimo se ha visto que las células de microglia activada producen la
catepsina B/L (rev. Banati y cols., 1993), enzima lisosomal que degrada tanto la
mielina como las proteinas de la matriz extracelular (rev. Banati y cols., 1993);
ademas, las células de microglia activadas producen in vitro el activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa (Nakajima y cols., 1992; Rogove y Tsirka, 1997; rev.
Banati y cols.,, 1993), que también degrada la mielina e interviene en
neurodegeneracion (Rogove y Tsirka, 1997). Por todo ello, se postula que las células
de microglia podrian intervenir en procesos desmielinizantes y de remodelacién del
SNC (Rogove y Tsirka, 1997; rev. Banati y cols., 1993).

Ademas de producir diversas sustancias citotoxicas, las células de microglia
activada pueden inducir muerte neuronal en distintos tipos de lesion a través de otras
vias, como interviniendo en alguno de los pasos del proceso de apoptosis. Se ha
demostrado que cuando se induce experimentalmente isquemia cerebral en
hipocampo (en gerbo), se produce activacion y aumento de la inmuno-reactividad del
enzima convertidor de interleucina-1-beta (ver mas adelante, en seccién de
Apoptosis) en las células de microglia (Bhat y cols., 1996). El enzima convertidor de
interleucina-1-beta promueve la transformacion de la pro-interleucina-1-beta en
interleucina-1-beta (Cerretti y cols., 1992; Thornberry y cols., 1992), que interviene en
procesos inflamatorios, por lo que este enzima mediaria en la toxicidad celular

mostrada por las células de microglia en este tipo de lesion (Bhét y cols., 1996).

1.4.3.4 Células de microglia y neuroproteccion

Ademas de la capacidad fagocitica y posiblemente citotoxica de las células
de microglia, se postula que estas células pueden ejercer efectos neurotréficos, pues
se ha documentado que las células de microglia pueden secretar in vitro ciertos
factores neurotréficos, como por ejemplo, NGF, BDNF, NT3, NT4/5, bFGF, y factor de
transformacién del crecimiento (Shimojo y cols., 1991; Elkabes y cols., 1996; Heese y
cols., 1998a; rev. Streit, 1996), asi como expresar receptores para los mismos. La
produccién de estos factores neurotréficos por parte de las células de microglia esta
sujeta a variaciones temporales y, en algunos casos, a la existencia o no de lesién. A
este respecto, se ha documentado que algunas poblaciones de células de microglia
de cerebro de rata neonatal expresan NGF y NT3 y, en cantidades muy pequenias,
BDNF (Elkabes y cols., 1996; Miwa y cols., 1997). Ademas, tras ser activadas con
aminoacidos excitatorios como el &cido kainico o con lipopolisacarido, algunas

poblaciones de células de microglia de cerebro de rata embrionaria y neonatal
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expresan NGF, p75, TrKA, TrKB y TrKC (Mallat y cols., 1989; Elkabes y cols., 1998;
Heese y cols., 1998b), o sufren un incremento en la expresion de BDNF (Miwa y
cols., 1997), NT3 y TrKC (Elkabes y cols., 1998) mientras que sufren una disminucién
en la expresion de TrKA (Elkabes y cols., 1998).

El hecho de que las células de microglia tengan capacidad para producir
algunas NTs y que expresen receptores para las mismas, indica que puede existir
una regulacion autocrina de las funciones de las células de microglia por medio de
estas NTs. Pero también es posible que las NTs producidas por las células de
microglia actien sobre neuronas préoximas con capacidad para responder a dichas
NTs, ejerciendo de esta forma un papel neuroprotector. Existen discrepancias en
cuanto a si las células de microglia de cerebro de rata neonatal expresan NT3 ya que
algunos autores no encuentran produccion de la citada NT en cultivos de células de
microglia procedentes de cerebro de rata neonatal (Miwa y cols., 1997), mientras que
otros autores si han documentado expresion de la NT3 en las mismas condiciones
(Elkabes y cols., 1996), por lo que se postula la existencia de diferentes sub-
poblaciones de células de microglia capaces de expresar distintas NTs y por tanto, de
asumir diferentes funciones. Ademas, estos Ultimos autores han documentado in vivo
que la NT3 se expresa tan solo en células de microglia de cerebro de rata neo-natal
(Elkabes y cols., 1996), lo que sugeriria que, al menos en una subpoblacién de
células de microglia, se produce una disminucion en la expresion de la NT3 con la
maduracion, es decir, cuando aparecen las células de microglia ramificada. Este
hecho indicaria que las células de microglia podrian intervenir en la citoarquitectura
del SNC asi como en procesos de regeneracion tras diversos tipos de lesion, por
medio de la produccién de la NT3, puesto que se ha documentado expresion de esta
NT en células de microglia neonatal y en células de microglia activada tras la lesion
(Elkabes y cols., 1996).

En cerebro de pacientes con SIDA, las células de microglia activadas y las
células gigantes multinucleadas (algunos autores postulan que estas Ultimas pueden
ser agrupaciones de células de microglia; Dickson y cols., 1991) producen BDNF,
mientras que los astrocitos y cuerpos celulares de neuronas localizadas en los tejidos
cerebrales dafados expresan TrKB, por lo que se postula que de alguna manera las
células de microglia activada pueden intervenir en la supervivencia neuronal y la
respuesta astroglial en la citada enfermedad por medio de la produccion de dicha NT

(Soontornnijomkij y cols., 1998).

Se ha documentado in vitro que las citocinas interleucina-1-beta y el factor

de necrosis tumoral-alfa, y el receptor del complemento tipo 3, todos ellos
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mediadores de procesos inflamatorios en SNC, pueden aumentar la produccion del
NGF en las células de microglia humana activadas (Heese y cols., 1998a), lo que
puede indicar que las células de microglia intervienen en la degeneracion y
regeneracion del SNC tras la lesion mediante la produccion de NGF. Asi, se ha
documentado in vivo que la lesibn de médula espinal en ratas aumenta la expresién
del NGF por parte de numerosas células de microglia activada (Krenz y Weaver,
2000).

También se postula que las células de microglia activadas tras la lesion del
ndcleo estriado pueden intervenir en el crecimiento axonal de las neuronas
dopaminérgicas produciendo BDNF, que es un potente factor tréfico dopaminérgico
(Batchelor y cols., 1999).

Las células de microglia presentan receptores A2, a través de los cuales la
adenosina es capaz de producir activacion microglial (Fiebich y cols., 1996; Gebicke-
Haerter y cols., 1996). Las células de microglia activadas por la unién de la
adenosina a los receptores A2 de las mismas producen NGF (Heese y cols., 1997).
Ademaés, la adenosina es producida en grandes cantidades por las neuronas en
condiciones patolégicas, lo que a su vez induciria la produccion de NGF por parte de
las células de microglia, explicandose de esta forma los efectos neuroprotectores de
la adenosina (rev. Rudolphi y cols., 1992a y b). Sin embargo, actualmente se postula
gue los nucledtidos y nucledsidos secretados en gran cantidad por las neuronas
dafiadas podrian tener efectos perjudiciales para las células nerviosas, y que las
células de microglia actuarian como “neutralizadoras” de los mismos. De hecho se ha
postulado que el mantenimiento de unos niveles aceptables de estos metabolitos por
medio de la activacion microglial podria marcar la diferencia entre regeneracion y

degeneracién (rev. Castellano y Gonzalez, 1996).

Aunque la produccion de NTs por parte de las células de microglia puede
estar asociada en su mayor parte con la supervivencia de las neuronas, se ha
documentado que en retina de ratén en desarrollo, durante el proceso de muerte
neuronal fisioldgica, las células de microglia producen NGF (Frade y Barde, 1998)
que al unirse a receptores p75 existentes en las CGR inducen muerte por apoptosis

de las mismas (Frade y Barde, 1999).

Ademas de los efectos que las células de microglia pueden tener a través de
la produccion de distintas NTs, en algunas lesiones del sistema nervioso como la
isquemia, el efecto neuroprotector de las células de microglia podria estar mediado

por la produccion, por parte de las mismas, de la interleucina-1 y factor de
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transformacién del crecimiento-beta-1, que protegen del dafio originado por la citada
lesion (Lees, 1993) y favorecen el crecimiento axonal. Sin embargo, en otros tipos de
lesion, los efectos neuroprotectores de las células de microglia podrian estar
relacionados con su capacidad para sobre-expresar genes directamente relacionados
con la apoptosis, como es el caso del proto-oncogen bcl-2, (Urabe y cols., 1998),

cuya expresién inhibe la apoptosis, evitando también el dafio isquémico.

Por ultimo, se postula que las células de microglia residente pueden actuar
como detoxificantes del SNC (Castellano y cols., 1990 y 1991c; Thomas, 1990; Glenn
y cols., 1991; Ward y cols., 1991; Navascués y cols., 1994; Vela y cols., 1995), ya
que muestran cierta capacidad de endocitosis y pinocitosis en el SNC adulto en
condiciones normales (Fabian y Aronson, 1978; Pow y cols., 1989; Ward y cols.,
1991). Por ejemplo, se ha documentado la existencia de ferritina y hierro en las
células de microglia de cerebro de rata (Benkovic y Connor, 1993) y el aumento de la
densidad de células de microglia ricas en ferritina y hierro con la edad. Como el hierro
es un oligoelemento toxico para tejidos ricos en lipidos, como el cerebro (rev., Barron,
1995), se puede interpretar que la capacidad de las células de microglia para
almacenar hierro a lo largo del tiempo es un mecanismo de proteccién contra los

efectos téxicos del exceso de hierro en el cerebro.

1.4.4 LAS CELULAS DE MICROGLIA DE LA RETINA

1.4.4.1 Células de microglia de la retina adulta

Lopez-Enriquez (1926), fue el primer autor que documento la presencia de
células de microglia en retina y vias Opticas de mamiferos adultos (hombre, mono
conejo y cerdo). En la retina, este autor localizé las células de microglia en CFN,
CCG y CPI fundamentalmente, aunque sugirié que también podrian localizarse en
capa nuclear interna. Lépez-Enriquez (1926) observé que en estas capas las células
de microglia adquirian una distribucion regular y que tras una lesion, tanto en retina
como en vias Opticas lesionadas, las células de microglia ramificada se
transformaban en células de bastdén y en corpusculos granulo-adiposos, por lo que
postulé que las células de microglia del sistema visual también poseian capacidad
fagocitica. Estudios posteriores han corroborado la presencia de células de microglia
en CFN, CCG y CPI en la retina de rata (Terubayashi y cols., 1984; Sanyal y de
Ruiter, 1985), conejo (Vrabec, 1970; Schnitzer, 1989), mono (Vrabec, 1970; Gallego,
1976; Boycott y Hopkins, 1981) y gato (Gallego, 1976; Boycott y Hopkins, 1981).

Ademaés, algunos autores han identificado células de microglia en CPE de retinas de
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rata, gato y mono (Vrabec, 1980; Boycott y Hopkins, 1981).

Las células de microglia de la CFN poseen morfologia bipolar y se sitian
paralelas a los axones de las células ganglionares, como se ha documentado en
retina de conejo adulto, (Schnitzer, 1989; Schnitzer y Scherer, 1990), disminuyendo
su densidad desde la zona central hacia la periferia. En este animal, estos autores
documentaron la presencia de escasos procesos en las células de esta capa, que
penetran hacia capas mas profundas. Sin embargo, en la CFN de la retina de gato y
mono, Gallego (1976) postuld que las células de microglia se disponian

anarquicamente.

En el resto de las capas de la retina de animal adulto las células de microglia
tienen morfologia ramificada y se disponen de forma regular. Gallego (1976)
documenté dicha regularidad en la distribucién de las células de microglia en la CPI
de la retina de gato y mono, pero no en la distribucion de las células situadas en la
CCG, para las cuales documenté una disposicion anérquica. Sin embargo,
posteriormente otros autores documentaron que las células de microglia que se
encuentran en la CCG de la retina de mamifero adulto en CCG siguen también una
distribucion regular, y que las células de microglia situadas en la CCG y CPI
presentan la morfologia tipica de células de microglia residente de SNC adulto, es
decir, poseen numerosos procesos estratificados, como se ha documentado en retina
de rata y conejo (Terubayashi y cols., 1984; Schnitzer, 1989 —CPI-), y se distribuyen
de forma caracteristica y diferente a las que se localizan en la CFN. Dicha
distribucién caracteristica, documentada en las CCG y CPI de la retina de la rata
adulta y en desarrollo (Terubayashi y cols., 1984; Ashwell y cols., 1989; Thanos y
cols., 1992) y de la retina humana adulta (Penfold y cols., 1991), y en la CPI de la
retina de conejo adulto (Schnitzer, 1989; Schnitzer y Scherer, 1990), consiste en que
las células de microglia se reparten a lo largo de dichas capas regularmente,
formando un mosaico en el que cada célula ocupa un territorio delimitado, respetando
el territorio de sus vecinas, no observandose solapamientos ni entre los procesos de
las células de microglia que ocupan la misma capa (Schnitzer, 1989; Schnitzer y
Scherer, 1990), ni entre los procesos de células que se encuentran en distintas capas
(Thanos y cols., 1992). La Unica excepcién a este patron ha sido descrita en retina de
codorniz, en la cual los procesos de las células de microglia vecinas se solapan entre
si (Navascués y cols.,1994). En la CPI de retina de conejo adulto se ha documentado
que la densidad de células de microglia varia entre los distintos animales, aunque

pertenezcan a la misma raza (Schnitzer y Scherer, 1990).
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Respecto a la CPE, algunos autores no pudieron documentar la presencia
de células de microglia en la retina de conejo adulto (Schnitzer, 1989) mientras que
otros autores han documentado una densidad muy escasa de células de microglia
NDPasa+ (Schnitzer y Scherer, 1990) en esta capa. Para marcar las células de
microglia de la retina, estos autores han utilizado la técnica enzimo-histoquimica de la
NDPasa, y la variabilidad de los resultados les ha hecho postular que las células de
microglia de la CPE de la retina de conejo tienen una baja actividad NDPasa, 1o que
no permite la visualizacion de las células. Estos resultados han sido confirmados
también por otros autores en retina de conejo adulto (Humphrey y Moore, 1995).
Humphrey y Moore (1995) empleando la misma técnica de marcaje para las células
de microglia en distintas razas de conejo adulto, encontraron diferencias en la
intensidad del marcaje y en la densidad de células NDPasa+ en la CPE entre las
distintas razas, y postularon que las diferencias en la actividad NDPasa asi como en
la densidad de las células en esta capa podrian estar relacionadas con la existencia
de diferentes funciones para las células de microglia de esta capa de la retina en las

distintas razas de conejos.

1.4.4.2 Respuesta de las células de microglia de laretina adulta a la lesion

Para el estudio de la respuesta a la lesion de las células de microglia de la
retina en mamiferos, se han empleado diferentes modelos experimentales de dafio
retiniano, de los cuales vamos a revisar solamente la lesion del nervio optico, por
ser el modelo experimental que vamos a utilizar en este estudio. La lesion del NO a
su salida del globo ocular, bien por seccién del mismo, bien por aplastamiento,
llevada a cabo en diferentes animales de experimentacién, provoca siempre una
activacion de las células de microglia de la retina, que se manifiesta por una parte,
por un aumento de la actividad NDPasa en la membrana de estas células, como se
ha documentado en retina de conejo adulto (Schnitzer y Scherer, 1990), tras dos o
cuatro dias de la lesion, dependiendo de la capa retiniana considerada, y por otra, por
la aparicion de células de microglia fagocitando las neuronas degeneradas, como se
ha documentado en retina de rata adulta empleando trazadores neuronales (Barron y
cols., 1986; Thanos, 1991a; Kacza y Seeger, 1997), entre los dias séptimo y octavo

tras la lesion.

Se han observado diferencias en los cambios sufridos por las células de
microglia tras la lesion segun la capa de la retina donde se sittan estas células, tanto
en el tiempo transcurrido desde la lesion hasta que se producen los primeros cambios

en las células de microglia, como en las alteraciones morfoldgicas sufridas por dichas
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células como consecuencia de la lesion. Asi, por ejemplo, con respecto al tiempo de
respuesta, en retina de rata y conejo se ha documentado que tras la lesién del NO se
produce un incremento transitorio de la densidad celular y el marcaje NDPasa de las
células de microglia de la CFN entre las dos horas y los dos dias, segun el tipo de
lesion (Barron 1986; Schnitzer y Scherer, 1990), mientras que el incremento en la
densidad y el marcaje NDPasa de las células de microglia en CPI se produce a partir
de los cuatro dias de la lesion (Schnitzer y Scherer, 1990). Todos los cambios que se
producen en las dos capas citadas de la retina de conejo tras la seccion del NO se

incrementan entre los 7 y 14 dias de la lesion (Schnitzer y Scherer, 1990).

Con respecto a los cambios morfolégicos y de distribucién de las células de
microglia de la retina tras la lesién, se ha documentado que las células de microglia
de la retina de rata que se localizan en la CFN modifican su morfologia, perdiendo las
pocas ramificaciones que presentaban sus procesos y transformandose en células
claramente bipolares (rev. Moore y Thanos, 1996), que siguen situdndose
paralelamente a los axones de las CGR. Sin embargo, en retina de conejo se ha
documentado un aumento en el nimero de procesos de las células de microglia en
esta capa (Schnitzer y Scherer, 1990). Contrariamente a lo que ocurre en la CFN, los
cambios en la morfologia de las células de microglia de la CCG y de la CPI no
resultan tan evidentes, al menos en los distintos tipos de lesion estudiados. Asi, se ha
documentado que las células de microglia de la retina mantienen su forma ramificada
y el patron de distribucion regular que presentaban antes de la lesion tras la seccion
del NO de rata y conejo adultos, tras el aplastamiento del NO de la rata adulta
(Schnitzer y Scherer, 1990; Thanos, 1991a; Thanos y cols., 1994; rev. Moore y
Thanos, 1996) y tras la fotocoagulacién de la retina de conejo adulto con laser
(Humphrey y Moore, 1996b). Sin embargo, tras la lesién del NO se ha documentado
gue se produce una retraccion de los procesos de las células de microglia NDPasa+
de la CPI (Schnitzer y Scherer, 1990), motivada posiblemente por el incremento en la
densidad de las mismas y la necesidad del mantenimiento de los territorios de

proyeccion.

El empleo de trazadores neuronales fluorescentes como marcadores de las
CGR ha permitido documentar que en la retina de rata las células de microglia se
encargan de fagocitar las CGR muertas, y que las primeras células de microglia que
aparecen fagocitando neuronas tras la lesion del NO son las situadas en la CFN y
CCG, a los ocho dias de la lesion (Thanos y cols., 1992). A partir de la segunda
semana, aparecen células de microglia fagocitando restos de CGR degeneradas en

CPI, produciéndose un aumento progresivo en la densidad de células de microglia en
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esta Ultima capa a medida que disminuye paulatinamente la densidad de células de
microglia marcadas en la CCG (Thanos y cols., 1992). Se postula que estas
variaciones en la densidad de células microgliales fagociticas tras la lesion del NO en
las distintas capas podrian ser debidas a mitosis 0 a migraciones de las células de
microglia entre distintas capas de la retina. A este respecto se ha documentado la
existencia de mitosis y migraciones de las células de microglia activada en la retina
de rata (Barron y cols., 1986) y de conejo (Schnitzer y Scherer, 1990) tras seccionar
el NO, asi como migraciones entre distintas capas en la retina de conejo tras
fotocoagulacion con laser (Humphrey y Moore, 1996). En la actualidad no se conoce
si el incremento de densidad de las células de microglia que se observa es
producido, al menos en parte, por migraciones, por mitosis de las células de microglia
o por llegada de macrofagos desde el torrente circulatorio, que se diferenciarian

posteriormente en células de microglia.

Tras la seccion del NO algunos autores han documentado un aumento en la
densidad de las células de microglia en la CPE de la retina de conejo adulto
(Schnitzer y Scherer, 1990). Ademas, estos autores han documentado que tras la
seccion del NO se pueden observar células de microglia marcadas con la técnica de
la NDPasa en toda la extension de la CPE (Schnitzer y Scherer, 1990),
contrariamente a lo que ocurria en las retinas intactas (Schnitzer, 1989; Schnitzer y
Scherer, 1990) en las cuales se observaban zonas de retina sin células marcadas en
esta capa. Estos resultados han sido confirmados también por otros autores tras
fotocoagular la retina de conejo adulto con laser (Humphrey y Moore, 1996). Ademas,
Humphrey y Moore (1996) encontraron diferentes incrementos de intensidad de
marcaje y de densidad de células de microglia NDPasa+ en la CPE tras fotocoagular

la retina con laser, entre distintas razas de conejos adultos.

Se postula que todos los cambios que sufren las células de microglia tras la
lesion de la retina, al igual que ocurre en el SNC, no tienen tan solo como fin la
transformacion de estas células en fagociticas, que se encargarian de eliminar los
desechos de las CGR que degeneran tras la lesién, sino que pueden relacionarse
con la transformacion de las células de microglia en células neurotéxicas, que
intervendrian activamente en la muerte de las CGR. Esta hip6tesis se ve apoyada por
estudios realizados en ratas, los cuales documentan que la administracion intravitrea
de un factor inhibidor de macrofagos (Thanos y cols., 1993; rev. Thanos y cols., 1994)
o de un factor inhibidor de proteasas (Thanos, 1991b) aumenta la supervivencia de
las CGR tras la seccion del NO vy facilita su regeneracion.

53



Introduccién

1.4.4.3 Implicacion de las células de microglia en enfermedades degenerativas

de laretina

Las células de microglia retiniana se activan también en diferentes
enfermedades de la retina, como por ejemplo, en la distrofia hereditaria de
fotorreceptores que se manifiesta en ratas RCS. En esta distrofia se ha observado
cdmo las células de microglia fagocitan a las CGR y a los fotorreceptores,
desplazandose para ello desde las CCG y CPI, hasta la capa de fotorreceptores
(Thanos y Richter, 1993; rev. Moore y Thanos, 1995). La llegada de las células de
microglia a la capa de fotorreceptores se produce al final de la segunda semana de
vida del animal, lo que indica que la activacion de las células de microglia se produce
antes de que comiencen a morir los fotorreceptores (Hollyfield, 1976), por lo que se
postula que las células de microglia pueden intervenir de forma activa, mediante la
secrecion de sustancias citotdxicas, en la muerte de los fotorreceptores (Roque y
cols., 1996; rev. Thanos y cols., 1995), como se ha demostrado in vitro (Roque y
cols., 1999). De hecho, si se inhibe la migracion de las células de microglia en ratas
RCS por medio de la administracion del factor inhibidor de macréfagos (MIF), la
degeneracion de los fotorreceptores se produce mas lentamente (rev. Thanos y cols.,
1995).
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1.5 EL FACTOR INHIBIDOR DE MACROFAGOS

El Factor Inhibidor de Macrofagos (Macrophage Inhibiting Factor; MIF),
también denominado "fragmento 1-3 de Tuftsina", es un tripéptido aislado de la
cadena Fc de la inmunoglobulina G humana (Auriault y cols., 1983; Thanos y cols.,
1993; rev.Plata-Salaman, 1991; rev. Thanos y cols., 1995), con capacidad para unirse
a los receptores de Tuftsina existentes en células de origen monocitico (Auriault y
cols., 1983; Thanos y cols., 1993; rev. Plata-Salaman, 1991; rev. Thanos y cols.,
1995). La unién de este tripéptido a las células de microglia induce modificaciones
morfoldgicas y de sus capacidades fagocitica y de migracién. Se postula que estos
cambios inducidos en las células de microglia pueden incidir en la supervivencia
neuronal tras algunos tipos de lesion, y asi, se ha documentado que la inyeccion
intravitrea de este factor aumenta la supervivencia y capacidad de regeneracion de
las CGR de rata adulta tras la seccién del NO vy tras el trasplante de un injerto de
nervio periférico al NO, respectivamente (Thanos y cols., 1993; Thanos y Mey, 1995;
rev. Thanos y cols., 1994), e induce un enlentecimiento en la degeneracion de los

fotorreceptores de la retina de ratas RCS (rev. Thanos y cols., 1995).
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1.6 APOPTOSIS

1.6.1 INTRODUCCION

Se ha postulado que, aunque existen muchas causas de muerte celular,
todas ellas conducen finalmente a dos formas morfol6gicas de muerte de la célula: la

necrosis y la apoptosis.

La necrosis es un proceso que ocurre en aquellas células cuyas
condiciones fisiolégicas se han visto seriamente alteradas, como puede ocurrir en
caso de: hipoxia, inhibicion de enzimas que intervienen en ciclo de Krebs, glicolisis,

fosforilacion oxidativa, hipertermia y exposicion a diversas toxinas (rev. Wyllie, 1981).

En la necrosis, los cambios morfoldégicos que ocurren son los siguientes:
Inicialmente se produce agrupamiento marginal de la cromatina nuclear, la cual
pierde su aspecto normal, se dilata el reticulo endoplasmico y se observa una leve
dispersién de los ribosomas. Estos cambios iniciales pueden ser reversibles. Sin
embargo, el proceso de necrosis se hace irreversible cuando se produce una
dilatacion apreciable de la matriz mitocondrial. A esta afectacion mitocondrial le
sucede la dilatacion del nucleo y la leve dispersion de las masas de cromatina
agrupadas, las cuales acaban por desaparecer en un breve periodo de tiempo. El
proceso continta con la rotura de las membranas de los organulos y del nucleo, asi
como de la membrana citoplasmaética, con la aparicion de condensaciones vellosas o
granulosas en la matriz mitocondrial, y con la disolucion de los ribosomas y
lisosomas. La rotura de la membrana citoplasmética hace que el contenido celular se
libere al medio extracelular, produciéndose un proceso inflamatorio exudativo en el
tejido circundante, que afecta a las células proximas por la liberacion de enzimas
lisosomales procedentes de la célula que ha sufrido necrosis. Los desechos celulares
son normalmente eliminados por células fagociticas especializadas del tejido (rev.
Wyllie, 1981; rev. Wyllie y cols., 1981a).

La apoptosis es un proceso activo, regulado intrinsecamente (Kerr, 1971;
rev. Kerr y cols., 1972; rev. Macaya, 1996; rev. Wyllie y cols., 1981a y b; rev. Wyllie,
1981), en el que, a diferencia de la necrosis, se mantiene en todo momento la
integridad de los organulos y de la membrana citoplasmatica, por lo que no se
produce lisis celular. Esto hace que no se produzca en el tejido reaccion inflamatoria.
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que puede suceder tanto en
condiciones fisiolégicas, como ocurre durante el desarrollo (Wyllie y cols., 1981a; rev.

Ellis, 1991; rev. Kerr y cols., 1972), como en diversos estados patoldgicos (Berkelaar
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y cols., 1994; Garcia-Valenzuela y cols., 1994; Rabacchi y cols., 1994; Quigley y
cols, 1995; rev. Muioz-Negrete, 1999). Se postula que la apoptosis es un proceso
gue modela el organismo en desarrollo (Saunders, 1966; rev. Adams y Cory, 1998;
rev. Steller, 1995), controla el nimero de células que permanecen en tejido adulto
(rev. Raff, 1992; rev. Steller, 1995) y elimina células indeseables para el organismo
(rev. Adams y Cory, 1998; rev. Steller, 1995), células infectadas por virus o células

potencialmente tumorales.

Para que se produzca la apoptosis se requiere energia, y se ha
documentado que las células apoptéticas muestran niveles normales de ATP y son
metabdlicamente activas (Liu y cols., 1996; rev. Wyllie, 1981); de hecho, el proceso
puede ser estimulado por el AMPc. Ademas, requiere sintesis de macromoléculas de
novo y nueva expresion de genes, por lo que son necesarios el RNA y la sintesis
proteica para que se produzca apoptosis, aunque se ha documentado que células sin

nucleo también pueden sufrir apoptosis (rev. Steller, 1995).

1.6.2 DESCRIPCION DEL PROCESO DE APOPTOSIS

El proceso de apoptosis se produce a través de diversos estadios (rev. Kerr
y cols., 1972; rev. Wyllie y cols., 1981a). En un principio se produce el aislamiento de
la célula afectada de las células que la circundan, por eliminacion de las uniones con
las mismas. A continuacion la cromatina nuclear se condensa formando masas
densas bajo la membrana nuclear, en la que aparecen indentaciones. Posteriormente
comienza a condensarse el citoplasma, y la superficie celular pierde las
microvellosidades si las tenia. Sustituyendo a éstas se forman en la misma
protuberancias, que llegan a ser en algunos casos bastante pronunciadas. Los
organulos se agrupan, por los cambios que sufre la membrana, sin llegar a perder su
integridad (Mullinger y Johnson, 1976). Finalmente, las protuberancias de la
superficie celular se desprenden, llevandose en su interior una parte del contenido
citoplasmaético, por lo que la célula queda dividida en varios fragmentos rodeados de
membrana celular, que son los cuerpos apoptéticos (rev. Kerr y cols., 1972), que se
caracterizan por tener contornos esféricos u ovoides y superficie lisa. Dependiendo
del contenido celular en la zona préxima a la protuberancia que los ha originado y del
tamafio de la célula de la que derivan, la composicion y dimensiones de los mismos
varian. Asi, algunos contienen cromatina nuclear, mientras que otros presentan
organulos citoplasmaticos intactos (rev. Kerr y cols., 1972). Los corpusculos
apoptoticos son englobados a continuacion por células fagociticas de linea

monocitica, por células epiteliales vecinas, o por endotelio vascular. Una vez
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englobados dentro de estas células, sufren auto lisis en los fago somas (Kerr, 1971,
1972; Wyllie y cols., 1972a; rev. Kerr y cols., 1972; rev. Wyllie, 1981). Por tanto, no
existe lisis al final del proceso de apoptosis, por lo que las sustancias toxicas
contenidas en los cuerpos apoptéticos no se liberan al medio extracelular que rodea a
la citada célula, manteniéndose intactas las células circundantes a la célula que ha
sufrido el proceso de apoptosis. Por ello se postula que la apoptosis es un
mecanismo de defensa celular desarrollado a lo largo de la evolucién (rev. Ellis y
cols., 1991).

Sin embargo, en algunos casos una pequefia proporcion de cuerpos
apoptoticos alcanzan el fluido extracelular (rev. Kerr y cols., 1972; rev. Wyllie y cols.,
1981a) sin llegar a ser fagocitados por macréfagos. Estos cuerpos apoptoéticos sufren
un proceso espontaneo de rotura de la membrana que por asemejarse a la necrosis
se ha denominado “necrosis secundaria” y que se distingue de la verdadera necrosis
por el pequeiio tamafio de los fragmentos celulares que se originan, que poseen
formas redondeadas u ovoides, y por la presencia de fragmentos nucleares de

morfologia tipica en algunos de ellos (rev. Wyllie y cols., 1981a).

Algunos autores resumen el proceso de apoptosis en cuatro fases
diferenciadas (rev. Mufioz-Negrete y cols., 1999): una primera de precondensacion,
en la que se producen transcripcion y traslacion de enzimas; una fase de
condensacion, en la que se reduce el volumen del nucleo y el citoplasma, y se
condensa la cromatina en el margen nuclear, formando masas granulosas adosadas
al nucleo; una fase de fragmentacion, en la que se solubilizan las proteinas de la
matriz celular, el ADN se hace susceptible a la degradacion por endonucleasas, se
forman cuerpos apoptéticos y los corpusculos aumentan hasta que el nulcleo se
transforma en picnoético; y una Ultima fase en la que los cuerpos apoptoéticos son
degradados por enzimas lisosomales de células vecinas. Parece ser que las células
apoptoticas envian sefiales a las células vecinas para ser fagocitadas (Savill y cols.,
1990).

Los pasos moleculares de la apoptosis se repiten en todos aquellos
organismos en los que se produce, aunque sean especies diferentes. De hecho, la
apoptosis es un proceso altamente conservado a lo largo de la evolucién. Asi,
aunque se pueden encontrar diferencias inter-especies, existen efectores comunes a
las distintas especies (rev. Thompson, 1995). Esto ha permitido extrapolar los
resultados de estudios de apoptosis llevados a cabo en invertebrados, como el
nematodo Caenorabditis elegans (rev. Ellis y cols., 1991), a los vertebrados

superiores.
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0)

FORMACION DE
CUERPOS APOPTOTICOS

Imagen 3: representaci6on esquematica del proceso de apoptosis, en la cual se muestran la fragmentacién
del DNA nuclear y la formacién final de los cuerpos apoptéticos, de contenido variable.

1.6.2.1 Mecanismos extrinsecos que desencadenan el proceso

Aunque parece ser que los genes necesarios para que el proceso se
desencadene existen en el interior de las células sanas, hay factores externos que
pueden determinar que se desencadene o no el proceso de apoptosis en la célula,

como por ejemplo:

1.- Algunas células son capaces de inducir la apoptosis de otras
células. Asi, en el sistema inmunitario los linfocitos T y las llamadas “células
asesinas naturales” inducen la muerte por apoptosis de células infectadas por
virus, o de células tumorales (rev. Cohen y cols., 1992). Se postula que su
capacidad para inducir apoptosis estaria relacionada con la presencia en su
membrana del receptor Fas (ver mas adelante), cuya estimulacion induce

apoptosis (rev. Nagata y Golstein, 1995).

2.- Determinadas citocinas, como el ligando de Fas (FasL), el factor de
necrosis tumoral-alfa (TNFa) y el interferon-gamma (IFNy) pueden
desencadenar el proceso de apoptosis, como se ha documentado en algunas
poblaciones celulares del sistema inmunitario (rev. Nagata y Goldstein, 1995).

Todas ellas se unen a receptores pertenecientes a la familia de receptores del
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factor de necrosis tumoral. La unién de FasL a Fas determina que la célula
sobre la que se ha producido la unién sufra fragmentacion del ADN vy, por
tanto, muerte por apoptosis (rev. Nagata y Golstein, 1995). El receptor del
TNFa (TNFR) modula la apoptosis de forma diferente a Fas (rev. Nagata y
Golstein, 1995). Se postula que la estimulacion de TNFR inducida por su
union al TNFoa provoca el aumento rapido de las especies reactivas de
oxigeno (ver mas adelante) (rev. Buttke y Sandstrom, 1994), lo que induce
apoptosis. También se ha documentado que TNFa e IFNy pueden actuar
directamente sobre genes relacionados con la apoptosis, y asi, ambas
citocinas disminuyen la expresion de los genes antiapoptéticos bcl-2 y bel-xL

(ver mas adelante), respectivamente (Spanaus y cols., 1998).

3.- Las células circundantes a cualquier célula favorecen su
supervivencia, mediante estimulos provenientes de dichas células vecinas que
impiden que la apoptosis se active (Raff, 1992). De hecho, muchas neuronas
durante el desarrollo dependen para su supervivencia de factores
neurotroficos generados por células de su entorno y células de sus territorios
diana (Purves, 1988; Barde, 1989; Oppenhaim, 1991a). La pérdida de aporte
trofico, provocada en caso de lesion axonal por la interrupcién del flujo de NTs
desde los territorios diana neuronales hasta el soma celular hace que en
algunas neuronas se produzca apoptosis. No se conoce si la interrupcién del
aporte tréfico juega un papel activo o pasivo en la apoptosis (rev. Johnson y
Deckwerth, 1993), aunque algunos autores postulan su intervencién en el

proceso.

4.- La exposicion a agentes que dafian el ADN (Martin y cols. 1990;
Park y cols., 1998), como por ejemplo las radiaciones y y ultravioleta, induce

apoptosis.

5.- El incremento de especies reactivas de oxigeno, inducido
directamente por algunas drogas como la doxorrubicina y el cisplatino, o
indirectamente por otras, como la butionina sulfoxamina, la cual produce una
disminucién en las reservas intracelulares de glutation (que se encarga de
eliminar dichas especies reactivas de oxigeno), provoca la apoptosis de las
células (rev. Buttke y Sandstrom, 1994). También se produce incremento en
las especies reactivas de oxigeno como consecuencia del estrés oxidativo,
que induce la disminuciébn en la regulacibn de la enzima superdxido

dismutasa (Zhong y cols., 1993). Los mecanismos a través de los cuales estas
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especies reactivas de oxigeno inducen apoptosis pueden ser variados:
provocando alteracion en la membrana mitocondrial, que permite la salida de
Ca?"y entrada del mismo al nacleo celular (rev. Chakraborti y cols., 1999; rev.
Motyl, 1999); causando dafio sobre el ADN, a través de la activacion del
enzima poli-ADP-ribosa transferasa (rev. Buttke y Sandstrom, 1994) que a su
vez polimeriza la ADP-ribosa, lo que lleva a la muerte celular (rev. Buttke y
Sandstrom, 1994); reaccionando con los 4cidos grasos poli-insaturados y el
colesterol de la membrana celular, produciendo lipidos oxidados, que inducen
apoptosis (rev. Buttke y Sandstrom, 1994); por ultimo, se postula que pueden
interaccionar con diferentes genes que a su vez intervendrian en el control de
la apoptosis (Hockenbery, 1993; rev. Steller, 1995), concretamente, se postula
gue activan algunos genes promotores de apoptosis (rev. Buttke y Sandstrom,
1994).

6.- El incremento de aminoé&cidos excitotoxicos, como el glutamato y el
aspartato en el medio ambiente celular. En concentraciones fisiologicas
ambos actian como amino&cidos excitatorios en el proceso de transmision
sinaptica, ejerciendo su accion sobre receptores de membrana N-metil D-
aspartato. La estimulacion de este receptor de membrana por parte del
glutamato abre los canales del Ca*, lo que produce un aumento en la
concentracion intracelular de este i6n. Esto provoca la estimulacion del
enzima Oxido nitrico sintetasa y, como consecuencia, la produccion del radical
libre 6xido nitrico. A su vez, el 6xido nitrico frente a una elevada concentracion
de glutamato se combina con especies reactivas de oxigeno generando
peroxinitrilos, que producen a su vez fragmentacién del ADN (rev. Mufioz-
Negrete y cols., 1999). Por ello, altas concentraciones de glutamato provocan
muerte celular. Se producen elevadas concentraciones de glutamato en la

isquemia (Quigley y cols., 1995) y en ciertas degeneraciones del SNC.

1.6.3 MECANISMOS CELULARES DEL PROCESO

Existen evidencias de que la apoptosis se desencadena desde el interior de

la célula, ante determinados estimulos externos, que son capaces de iniciar el

proceso activando diversos mecanismos intracelulares, y que el mismo agente

externo puede inducir apoptosis por distintas vias sobre diferentes tipos celulares.

Los mecanismos intrinsecos responsables del proceso de apoptosis en la

célula no son conocidos en su totalidad actualmente, pero se postula que ninguno de

ellos es imprescindible para que se active la apoptosis; de hecho, se ha documentado
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qgue algunos inhibidores de apoptosis actian bloqueando distintas vias intracelulares
(Troy y cols., 1997; rev. Davies, 1995). Dentro de los mecanismos intrinsecos que

participan en la apoptosis podemaos incluir:

1.- La fragmentacion del ADN (rev. Steller, 1995) para la cual es
necesaria la presencia de una endonucleasa enddgena calcio-magnesio
dependiente (rev. Wyllie, 1981; rev. Bursch y cols. 1990). Este mecanismo no
es absolutamente necesario ya que también pueden sufrir apoptosis células
sin ndcleo (rev. Steller, 1995). De hecho, inicialmente se pensaba que la
fragmentacion del ADN era la causa desencadenante de la apoptosis,
mientras que en la actualidad se postula que son las alteraciones
mitocondriales las que intervienen de forma temprana desencadenando el

proceso (rev. Macaya, 1996).

2.- La expresion de genes relacionados con la apoptosis: en la célula
existe toda la maquinaria genética necesaria para modular el proceso de
apoptosis. Algunos de estos genes intervienen en el proceso de apoptosis
estimulandolo, como los genes bcl-xS, bax, bad, bag, bik y p53, mientras que
otros lo inhiben, como bcl-2 o bcl-xL (ver mas adelante). Aunque los
mecanismos a través de los cuales actuan los genes citados anteriormente
pueden ser complejos, se postula que una de las vias principales de su
intervencion en el proceso de apoptosis es la formacion de poros en la
membrana mitocondrial y la activacion de la cascada de las caspasas (ver

mas adelante).

3.- La activacion de las caspasas, proteinas implicadas en el proceso
de apoptosis. La familia de las caspasas estd formada por enzimas
proteoliticos que, una vez activados, hidrolizan importantes moléculas
celulares, transformandolas en formas activas que intervienen en el proceso
de muerte celular. Aunque la cascada de las caspasas puede ser
desencadenada por diversos estimulos externos, y aunque existen proteinas
no identificadas que inician el proceso, se sabe que una de las vias a través
de las cuales se activan las caspasas es la aparicién de zonas de rotura del
potencial de membrana mitocondrial, que se han denominado poros, a través
de los cuales se libera de la mitocondria al citoplasma citocromo c, que induce
la activacion de la cascada de las caspasas, por ruptura de pro-caspasa 3 que
se transforma en caspasa 3, estimulandose el proceso de apoptosis (ver mas
adelante) (Reed, 1997; rev. Tatton, 1999).

62



Introduccién

Dada la importancia de la regulacidon genética de la apoptosis y de la cascada
de las caspasas en el proceso de apoptosis, a continuacioén realizaremos a realizar

una revision de ambos procesos.

1.6.3.1 Mecanismos genéticos de regulacion de la apoptosis

El estudio de la apoptosis en el nematodo Caenorabditis elegans (rev.
Adams y Cory, 1998; rev. Ellis y cols., 1991; rev. Steller, 1995), asi como en virus, ha
permitido conocer la existencia de un conjunto de genes que regulan positiva o
negativamente la apoptosis. En nematodo se han descrito 14 genes diferentes que
intervienen en el proceso, entre los cuales se encuentran ced-3 y ced-4, que activan
la muerte celular en todos los casos, y ced-9, que protege de la apoptosis a las
células (Hengartner y cols., 1992). Basandose en estos hallazgos, y en el alto grado
de conservacion del proceso en las diferentes especies, muchos autores han
intentado encontrar los caminos de regulacibn genética de la apoptosis en

vertebrados superiores que, l6gicamente, deben ser mas complejos.

1.6.3.1.1 Familia de genes bcl-2

Estudios realizados en mamiferos y virus han llevado a identificar al menos 15
genes relacionados con la apoptosis y que se asemejan a aquellos implicados en la
apoptosis en Caenorabditis elegans. Estos genes se han englobado bajo el nombre
de “familia de genes bcl-2", ya que fue éste el primer gen identificado. Dentro de esta
familia se distinguen a su vez dos subfamilias: una subfamilia de genes inhibidores de

apoptosis y otra subfamilia de genes promotores de apoptosis.

En mamiferos, se han identificado varios miembros pertenecientes a la
subfamilia de genes anti-apoptéticos, como son: bcl-2, las isoformas bcl-xL y bcl-x3
del gen bcl-x, bcl-W, mcl-1 y Al (rev. Adams y Cory, 1998), de los que revisaremos

mas extensamente los genes bcl-2 y bcl-xL, por ser relevantes para nuestro estudio.

En mamiferos se han identificado algunos genes promotores de apoptosis,
entre los cuales algunos guardan gran similitud con bcl-2, como los genes bax, bak y
bok, mientras que otros, los genes bik, blk, hrk, BNIP3, bim,, bad y bld , denominados
"genes asesinos", son menos similares al gen bcl-2 (rev. Adams y Cory, 1998). Estos
ultimos genes difieren mucho entre si, guardando tan solo alguna semejanza bik y
blk. También se incluye dentro de la familia de genes pro-apoptoéticos la isoforma bcl-
xS del gen bcl-x. De todos ellos revisaremos mas extensamente los genes bax y bcl-

XS, por ser relevantes para nuestro estudio.
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Los genes de la familia bcl-2 regulan el proceso de apoptosis por medio de
la interaccion entre los péptidos producto de su expresion. En estos péptidos existen
secuencias de aminoacidos homologas, llamadas dominios homologos, a través de
las cuales interaccionan entre ellos (Yin y cols., 1994; Zha y cols., 1996; Huang y
cols., 1998; rev. Kelekar y Thompson, 1998). Se postula que la homodimerizacion y
heterodimerizacion entre los diversos miembros de las dos subfamilias a través de
sus dominios homélogos modula la activacibn de la cascada de las caspasas,
moléculas ejecutoras del programa de muerte celular (ver mas adelante) (Yang y
cols., 1995; Reed, 1997; rev. Korsmeyer, 1995). A este respecto existen opiniones
encontradas, y en la actualidad se postula que para la actividad de los genes
inhibidores de apoptosis no debe ser imprescindible la heterodimerizacién (Cheng y
cols., 1996; rev. Adams y Cory, 1998), mientras que si lo debe ser para los péptidos
derivados de la subfamilia de genes promotores de apoptosis (Chittenden y cols.,
1995a; Boyd y cols., 1995; Zha y cols., 1996; Hunter y Parslow, 1996; rev. Adams y
Cory, 1998; rev. Kelekar y Thompson, 1998).

A pesar de la importancia de las heterodimerizaciones en la actividad de
estos genes, existen otras vias a través de las cuales los péptidos derivados de estos
genes inhibidores y promotores de apoptosis llevan a cabo su funciéon, como se ha
documentado para Bcl-2 y Bcl-xL (Levin y cols., 1997) y para Bax y Bak (ver mas

adelante) (rev. Adams y Cory, 1998).

1.6.3.1.1.1 El gen bcl-2

El proto-oncogen bcl-2 fue el primer miembro de la familia de genes bcl-2
gue se identific6 como mediador de la apoptosis en mamiferos. Se aisld a partir del
punto de translocacién cromosémico t (14,18) (q32; g21) encontrado en células de
linfoma folicular humano (Bakhshi y cols., 1985; Cleary y Sklar, 1985; Tsujimoto y
cols., 1985; rev. Korsmeyer, 1992; rev. Reed, 1994; rev. Adams y Cory, 1998), se
asemeja al gen antiapoptético ced-9 aislado del nematodo Caenorabditis elegans v,
al igual que este dultimo gen, actda inhibiendo la apoptosis en diferentes
circunstancias. El agente responsable de las acciones del gen bcl-2 es el producto
consecuencia de la expresion de este proto-oncogen, el péptido Bcl-2. El gen da
lugar a dos transcripciones, a través de dos vias alternativas de comienzo de la
misma. Como resultado da lugar a dos mRNA: bcl-2a y bcl-2p (Tsujimoto y Croce,
1986; rev. Merry y Korsmeyer, 1997). No se ha podido localizar en tejido alguno la
proteina codificada por el mMRNA bcl-28, por lo que al hablar del péptido Bcl-2 nos

referiremos siempre al Bcl-20. Este es una proteina intracelular asociada a
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membrana, que se localiza en célula en distintos lugares: en la cara citoplasmatica de
la membrana externa mitocondrial, en el reticulo endoplasmico y en la membrana
nuclear (Chen-Levy y cols., 1989; Hockenbery y cols., 1990b; Monaghan y cols.,
1992; rev. Reed, 1994). En la membrana mitocondrial se ha visto que existe una
parte de la molécula que se sitia externamente a la misma, y otra que permanece
unida a la membrana mitocondrial. Ambas fracciones se han denominado "libre" y
"citosodlica" y, al parecer, la verdaderamente activa es la primera (Hockenbery y cols.,
1993). Este péptido se ha encontrado en neuronas y en linfocitos (Garcia y cols.,
1992) y se postula que su localizacion subcelular puede estar relacionada con su
actividad en la célula (Davies, 1995), como también lo estarian las variaciones

temporales que sufre la expresion del gen.

1.6.3.1.1.1.1 Expresion del gen bcl-2 en distintas poblaciones celulares

En el cerebro, la expresion del gen bcl-2 en las neuronas varia a lo largo del
desarrollo: es elevada en neuronas en desarrollo, descendiendo en el adulto, en el
gue solo se mantienen niveles altos en unas pocas poblaciones neuronales (Merry y
cols., 1994). Las éareas del cerebro en donde se mantienen los niveles de expresion
del gen con la madurez, son aquellas en las que la capacidad de neurogénesis se
prolonga toda la vida, como el giro dentado, el bulbo olfatorio, la zona subventricular y
el septum glial (Castrén y cols., 1994; Merry y cols., 1994; Bernier y Parent, 1998).
Ademas, las neuronas en las que se mantiene la expresion del gen bcl-2 en la edad
adulta, presentan morfologia de células inmaduras (Bernier y Parent, 1998), por lo

gue el gen bcl-2 podria servir como marcador de diferenciacion y proliferacion.

Se ha documentado que la lesién del tejido nervioso induce un aumento en
la expresion de este gen. Asi, tras lesidn del tejido nervioso por isquemia o epilepsia,
la expresion del gen bcl-2 aumenta en neuronas (Clark y cols., 1997), concretamente
en aquellas que sobreviven a la lesion (Chen y cols., 1995). También se ha
documentado expresibn de este gen en células gliales tras la lesion,
fundamentalmente en células de microglia (Chen y cols., 1995). Este ultimo hecho ha
sido interpretado por algunos autores como un mecanismo de proteccion de las
neuronas cerebrales contra la isquemia, pues postulan que el aumento de la
expresion del gen bcl-2 en las células de microglia desencadenaria una via
antioxidante que evitaria los efectos lesivos de la isquemia cerebral en las neuronas
(Urabe y cols., 1998).

En retina, el gen bcl-2 se expresa en las CGR en el periodo de muerte

neuronal fisiologica que tiene lugar durante el desarrollo. Se postula que la falta de
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aporte trofico de aquellas CGR que no contactan con sus territorios diana produce
una disminucion en la expresion de este gen que conduce a la muerte de las mismas
(Merry y cols., 1994). De hecho, se ha documentado en ratas que a partir de la
segunda semana del nacimiento, coincidiendo con la finalizacion del periodo de
muerte neuronal fisiolégica en las capas internas de la retina (Beazley y cols.,1987),
se produce disminucion en la expresion del gen bcl-2 en las CGR (Chen y cols.,
1994). Al igual que en cerebro adulto, en retina adulta los niveles de expresion de
este gen son muy bajos, tanto en neuronas como en células gliales (Chen y cols.,
1994).

En motoneuronas y en neuronas del SNP, contrariamente a lo que ocurre en
la mayor parte de las neuronas intrinsecas del SNC, la expresion del gen se mantiene
en la edad adulta en los mismos niveles que durante el desarrollo (Hockenbery y
cols., 1991; Merry y cols., 1994). Se postula que este hecho podria estar relacionado
con la elevada capacidad de regeneracion de las neuronas en el SNP (Merry y cols.,
1994).

1.6.3.1.1.1.2 Efectos inducidos por la expresion del gen bcl-2

Una parte de los estudios sobre los efectos del péptido Bcl-2 se han llevado
a cabo empleando ratones transgénicos que sobre-expresan el gen bcl-2. Dichos
experimentos han documentado que la principal consecuencia de la sobre-expresion
del gen bcl-2 es la inhibicion de la apoptosis. Asi, los ratones transgénicos que sobre-
expresan el gen poseen una poblacion de CGR y de neuronas del nucleo facial doble
a la de ratones normales (Martinou y cols., 1994; Bonfanti y cols. 1996; Burne y cols,
1996) lo que indica que la sobre-expresion del gen protege a las CGR y a las
neuronas del ndcleo facial de la muerte por apoptosis que tienen lugar durante el

proceso de muerte neuronal fisiol4gica.

Este gen también protege a las neuronas de la apoptosis inducida por lesién
del tejido nervioso, ya sea mecanica, quimica o por radiacién, y asi, se ha
documentado que ratones transgénicos que sobre-expresan el gen presentan una
mayor supervivencia de las CGR tras la seccion del NO (Bonfanti y cols., 1996; Cenni
y cols., 1996; Porciatti y cols., 1996), presentando las CGR que sobreviven a la lesion
respuestas visuales normales (Bonfanti y cols., 1996; Cenni y cols., 1996; Porciatti y
cols., 1996; Chierzi y cols., 1998). Este gen también promueve in vitro e in vivo el
crecimiento axonal de las CGR (Chen y cols., 1997), y se ha observado que protege
a fotorreceptores de la degeneracion en enfermedades heredo-degenerativas de la

retina (Chen y cols., 1996). También se ha documentado que este gen protege a las
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neuronas sensoriales de bulbo olfatorio tras ablacion del mismo (Jourdan y cols.,
1998), aumenta de la supervivencia de neuronas de cortex e hipocampo tras la
isquemia (Martinou y cols., 1994; Shimazaki y cols., 1994; Chen y cols., 1995; Linnik
y cols., 1993; Cenni y cols., 1996) y aumenta la supervivencia de las motoneuronas
tras la seccion del nervio facial y del nervio ciatico (Dubois-Duphin, 1994; Farlie y
cols., 1995). Por ultimo, este gen protege de la muerte por estrés oxidativo inducido
por diferentes vias a las neuronas hipotalamicas y dopaminérgicas, a células pro-
linfoides de la linea FL5.12, a precursores de linfocitos B y a células T de hibridoma

(Hockenbery y cols., 1993; Kane y cols., 1993; Yang y cols., 1998).

Se postula que la expresion del gen bcl-2 puede impedir los efectos de la
deprivacion de factores troficos sobre diversos tipos celulares. Asi, se ha
documentado que protege a las células linfoides que dependen de IL-3 para su
supervivencia, de la muerte por deprivacion de la citada citocina (Hockenbery y cols.,
1990b; Mah y cols., 1993), y a las células PC12 de feocromocitoma y a neuronas
sensoriales de pollo de la deprivacion de NGF, BDNF o NT-3 (Garcia y cols., 1992;
Allsopp y cols., 1993; Batistatou y cols., 1993; Farlie y cols., 1995; rev. Merry y
Korsmeyer, 1997), neurotrofinas de las que estas neuronas dependen para su

supervivencia.

Vias a través de las cuales el péptido Bcl-2 inhibe la apoptosis: Se sabe que
el péptido Bcl-2 puede tener diferentes efectos sobre distintos tipos celulares en los
gue se ha producido el mismo tipo de lesion. Ademas, es capaz de rescatar de
diferentes vias de apoptosis a poblaciones celulares sometidas a distintos tipos de
lesion. Por tanto, las vias por las cuales el péptido Bcl-2 protege a las células de la
apoptosis, pueden ser variadas, y depender de las células sobre las que actle. Los
linfocitos, por ejemplo, mueren por aumento de la concentracién de Ca?* intracelular
(rev. Ellis y cols., 1991), mientras que las neuronas pueden hacerlo por esta causa o
por falta de aporte trofico. El péptido Bcl-2 previene la apoptosis en ambos tipos

celulares y posiblemente lo haga a través de mecanismos diferentes.

Una de las posibles vias por las que este gen actuaria en neuronas, seria la
mediacion o simulacion de los efectos de las NTs (Mah y cols., 1993; Bonfanti y cols.,
1996; rev. Davies, 1995). Por ejemplo, transfectando el gen bcl-2 a un cultivo de
neuronas simpéticas deprivadas de NGF, que en su ausencia moririan porque
dependen de esta neurotrofina para su supervivencia, se observa que la sobre-
expresion del gen impide que se produzca muerte celular. Sin embargo, el
crecimiento neuritico es menor que cuando se afiade al medio la citada neurotrofina,

por lo que posiblemente, aunque el NGF y el péptido Bcl-2 promuevan la
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supervivencia neuronal, el mecanismo de accidn no sea exactamente el mismo
(Garcia y cols., 1992; Farlie y cols., 1995). En cualquier caso, existen evidencias de
las interacciones entre las NTs y los efectos del péptido Bcl-2. Por ejemplo, la
aplicacion de anticuerpos contra el péptido Bcl-2 inhibe in vitro los efectos
neuroprotectores del BDNF sobre neuronas que dependen del mismo para su
supervivencia, como son las neuronas sensoriales y parasimpaticas (Allsopp y cols.,
1995).

A este respecto algunos autores postulan que el hecho de que sobrevivan en
la retina durante el periodo de muerte neuronal fisiolégica aquellas CGR que tienen
niveles mas altos de expresion del gen bcl-2 esta relacionado con la uniformidad de
las CGR en su dependencia de determinadas NTs, por lo que podria ser que la
sobre-expresion de bcl-2 y, por tanto, la sobre-produccion del péptido Bcl-2, supliera
al aporte trdfico necesario para las CGR que normalmente mueren durante el
desarrollo por la carencia del mismo (Bonfanti y cols., 1996). Otros autores postulan
que la sobre-expresion del gen bcl-2 en ratones transgénicos esté relacionada con la
formacion de territorios diana de las CGR mas extensos, ya que el tectum en dichos
ratones es mas grande (Bonfanti y cols., 1996), lo que podria proporcionar un mayor
aporte tréfico y haria que sobrevivieran mas CGR en el periodo de muerte neuronal

fisiologica.

También se postula que los efectos de la expresion del gen bcl-2 y, por lo
tanto, del péptido Bcl-2, pueden estar relacionados con su localizacién subcelular;
asi, por ejemplo, se postula que evita la alteracion mitocondrial que tiene lugar en la
apoptosis (Hockenbery y cols. 1993; rev. Davies, 1995; rev. Nickels, 1999), por
impedir la formacion de poros en la membrana mitocondrial (Yang y cols., 1997;
Marzo y cols., 1998b; Zamzami y cols., 1998; rev. Adams y Cory, 1998). A este
respecto se ha documentado que cuando se induce sobre-expresion del gen bcl-2 en
cultivos de células de leucemia humana, dichas células no sufren apoptosis tras ser
tratadas con medicamentos anticancerosos, comprobandose que en estas células
permanece el citocromo ¢ en la membrana mitocondrial, contrariamente a lo que
ocurre en las células que no sobre-expresan el gen (Yang y cols., 1997). Del mismo
modo, se postula que mantiene los niveles de Ca?* dentro de la mitocondria y del
reticulo endoplasmico, que se ven alterados en algunos tipos de lesion neuronal,
como la isquemia y la excitotoxicidad, lo que impide la muerte neuronal por entrada
del Ca*" citosélico al interior del nicleo (Kruman y Mattson, 1999; Murphy y cols.,
1996; Foyouzi-Youssefi y cols., 2000; rev. Chakraborti y cols., 1999; rev. Motyl, 1999;
rev. Murphy, 1999).
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Se ha postulado también que el gen bcl-2 podria actuar impidiendo la
formacion de radicales libres (Dubois-Dauphin y cols., 1994) o de especies reactivas
de oxigeno (Hockenbery y cols., 1993; Kane y cols., 1993; rev. Buttke y Sandstrom,
1994). Ademds, se postulan otras tres vias de aumento de la supervivencia en
neuronas hipotaldmicas expuestas al estrés oxidativo por parte del Bcl-2: que el Bcl-2
actie como carrofiero de los mismos; que impida la transferencia de electrones; que
actue como proteina ligando de metales (Kane y cols., 1993). Sin embargo, otros
autores postulan que la inhibicién de la apoptosis inducida por la expresion del gen
bcl-2 es independiente de sus efectos sobre las especies reactivas de oxigeno
(Jacobson y Raff, 1995; Shimizu y cols., 1995).

También se ha documentado que la expresion del gen bcl-2 impide la
activacion de la caspasa 3 6 CPP32, por lo que bloquearia directamente la via de las

caspasas (Armstrong y cols., 1996; Boulakia y cols., 1996).

Sea cual fuera el mecanismo a través del cual la expresiéon del gen bcl-2
bloquea la apoptosis, parece que es importante para los efectos antiapoptéticos del
mismo la previa heterodimerizacion del péptido originado como consecuencia de su
expresion con péptidos derivados de la expresion de genes pro-apoptéticos (ver mas
adelante). Asi, el péptido Bcl-2 es capaz de formar heterodimeros con otros péptidos
pro-apoptoticos, a través de sus dominios homélogos (Williams y Smith, 1993; Yin y
cols., 1994; Boyd y cols., 1995; Chittenden y cols., 1995a; Hanada y cols., 1995; rev.
Rubin cols., 1994). Por ejemplo, el péptido Bcl-2 podria impedir los efectos pro-
apoptoticos inducidos por la expresion de los genes bax y bak ligandose a los
péptidos originados por dicha expresién, Bax y Bak, a través de los citados dominios
(Chittenden y cols., 1995b). La heterodimerizacion de Bcl-2 con Bax impediria la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Shimizu y cols., 1996; Antonsson y
cols., 1997; Aritomi y cols., 1997) y por lo tanto, la salida del citocromo c al citoplasma
y la consiguiente activacién de la cascada de las caspasas. Por ello se postula que el
equilibrio de concentraciones de los péptidos Bax/Bcl-2 es importante para la
supervivencia de la célula. En cuanto a la heterodimerizacion entre los péptidos Bcl-2
y Bak, se postula que la union de Bcl-2 con Bak es mas débil que la descrita con Bax

(rev. Merry y Korsmeyer, 1997).

1.6.3.1.1.2 El gen bcl-x

El gen bcl-x es otro de los miembros de la familia de genes bcl-2 inhibidores
de apoptosis (Boise y cols., 1993; Levin y cols., 1997) que presenta un porcentaje de
homologia con el gen bcl-2 del 56%. La transcripcion de este gen puede ocurrir por
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tres vias alternativas, cada una de las cuales da lugar a la aparicion de una isoforma
de mRNA gque a su vez dan lugar a la sintesis de tres péptidos: Bcl-xL, Bcl-xS y Bcl-

XB (Boise y cols., 1993; Gonzalez-Garcia y cols., 1994; Shiraiwa y cols., 1996).

1.6.3.1.1.2.1 Expresion del gen bcl-x en distintas poblaciones celulares

Se ha documentado expresion de las isoformas mRNA bcl-xL y mRNA bcl-
XB, asi como de los péptidos codificados por ambos mRNAs en cerebro de ratén en
desarrollo y adulto, observandose siempre mayor expresién de Bcl-xL que del resto
de las isoformas (Gonzalez-Garcia y cols., 1995). Se ha localizado también expresién
del gen bcl-x en neuronas de la porcién ventral de cerebro de ratén en desarrollo, y
en neuronas de cortex cerebral, hipocampo y cerebelo de ratén adulto (Gonzélez-
Garcia y cols., 1995). Por tanto, el gen bcl-x se expresa en cerebro en desarrollo en
menor numero de tejidos que el gen bcl-2 manteniéndose la expresién en cerebro
adulto (Boise y cols., 1993; Gonzalez-Garcia y cols., 1995; Parsadanian y cols.,
1998).

En cuanto a la isoforma bcl-xS, se ha documentado expresion del mRNA
para bcl-xS en linfocitos T y timocitos en desarrollo y activados, no encontrandose

expresion en tejido cerebral humano (Boise y cols., 1993).

En retina de rata adulta, como se ha demostrado también en otros tejidos
nerviosos centrales adultos, se ha encontrado que la expresién del gen bcl-x es muy
elevada, aproximadamente 16 veces mayor que la del gen bcl-2 (Levin y cols., 1997),
siendo la isoforma bcl-xL la mas abundante en la retina de rata (Nickells, 1996;
Isenmann y cols., 1997). Ademas, algunos autores postulan que este gen interviene
en la supervivencia o muerte de las CGR tras la lesién, y asi, Levin y cols. (1997) han
documentado que se produce una disminucién en la expresién del gen bcl-xL tras la
seccion del NO en retina de rata adulta, por lo que postulan que las variaciones en la
expresion de este gen podrian jugar algun papel en la muerte de las CGR tras la
seccion del NO. Sin embargo, el aplastamiento del NO en rata no produce

modificacion de la expresion del bel-xL (Isenmann y cols., 1997).

1.6.3.1.1.2.2 Estructura de los péptidos Bcl-x

Como hemos visto antes, las tres opciones de transcripcion del gen bcl-x
dan lugar a tres péptidos similares: Bcl-xL, Bcl-xS y Bcl-xp (Boise y cols., 1993;
Shiraiwa y cols., 1996). Bcl-xL es la forma mas larga, y la mas similar en su

secuencia al péptido Bcl-2. Bcl-xS es un péptido mas corto, concretamente posee en
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su secuencia 63 aa menos, lo cual hace que carezca de dos dominios que si existen
en Bcl-xL. Parece ser que la carencia de estos dominios es la que determina las
diferentes funciones de ambos péptidos, y que la secuencia de 63 aa ausente en
Bcl-xS es la que permite a Bcl-xL unirse a moléculas que median en la inhibicion del
proceso de apoptosis (Boise y cols., 1993). Bcl-xp es mas similar en su estructura a
Bcl-xL, es decir, es mas largo que Bcl-xS y tan solo carece del dominio C-terminal
hidrofobico que si posee Bcl-xL (Gonzalez-Garcia y cols., 1994; rev. Davies, 1995).
Puesto que Bcl-xL es el péptido mas similar a Bcl-2, es l6gico que, al igual que el Bcl-
2, tenga una funcién de inhibicion de la apoptosis (Boise y cols., 1993). Sin embargo,
Bcl-xS estimula la apoptosis (Boise y cols., 1993; Minn y cols., 1997). Respecto a Bcl-
XB, algunos autores afirman que la estimula, (Shiraiwa y cols., 1996) mientras que
otros han documentado que tiene un efecto anti-apoptético (Gonzalez-Garcia y cols.,
1995).

Se ha localizado el péptido Bcl-xL en la célula fundamentalmente en la
membrana mitocondrial, y en menor proporcion en membrana nuclear (Gonzalez-

Garciay cols., 1994, rev. Merry y Kosmeyer, 1997).

1.6.3.1.1.2.3 Efectos del gen bcl-x

Se postula que el gen bcl-x, al igual que el bcl-2, tiene una funcién
importante durante el desarrollo. Sin embargo, el papel que juega durante el mismo,
fundamentalmente la isoforma bcl-xL, puede ser mas crucial que el del bcl-2, puesto
gue se ha documentado que ratones transgénicos con la isoforma bcl-xL truncada
sufren muerte neuronal a partir del dia 13 del desarrollo embrionario, mientras que
aquellos que poseen genes bcl-2 truncados presentan un sistema nervioso
aparentemente normal (Motoyama y cols., 1995; rev. Davies, 1995), por lo que se
postula que la isoforma bcl-xL del gen bcl-x es un importante factor de diferenciacion

y supervivencia neuronal.

Estudios in vitro han demostrado que la sobre-expresion de la isoforma bcl-
xL protege a las neuronas simpéticas de la muerte por deprivacion de NGF
(Gonzélez-Garcia y cols., 1995; Frankowski y cols., 1995), al igual que lo hace bcl-xp.
La sobre-expresion de bcl-xL rescata también a las neuronas sensoriales
dependientes de NGF o de BDNF para su supervivencia, de la deprivacién de dichos
factores (rev.Davies, 1995). Por otra parte, se ha documentado que bcl-xL y bcl-x
tienen efectos aditivos en cuanto a la inhibicién de apoptosis en neuronas primarias

de ratén, que dependen del NGF para su supervivencia, tras la deprivacion de NGF
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(Gonzélez-Garcia y cols., 1995), lo que hace que estos autores postulen que tienen
distinta localizacion subcelular o que actiuan en distintas vias de apoptosis (Gonzalez-

Garcia y cols., 1995).

Se ha documentado que la sobre-expresion de la isoforma bcl-xL del gen
bcl-x humano en ratones transgénicos protege a diversos tipos neuronales de
distintas lesiones inducidas en periodo post-natal (Parsadanian y cols., 1998). Asi, se
ha documentado que protege a neuronas corticales, hipocampales y estriadas de la
hipoxia-isquemia experimental, y a las motoneuronas faciales de la muerte inducida
por axotomia (Parsadanian y cols., 1998), por lo que se postula que es un potente

inhibidor de apoptosis en periodo postnatal.

Vias a través de las cuales el péptido Bcl-xL ejerce su efecto antiapoptético:
Los mecanismos por los cuales el péptido Bcl-xL impide la apoptosis no se conocen
con exactitud. Se postula que, al igual que el péptido Bcl-2, podria actuar
heterodimerizandose con péptidos inductores de muerte, como Bax, Bad y Bak, a
través de sus dominios homdlogos (Yin y cols., 1994; Chittenden y cols., 1995b;
Sattler y cols., 1997). A este respecto se postula que la ratio de expresiones bax/bcl-
xL modularia la apoptosis en neuronas post-natales, regulando la susceptibilidad de
las mismas a este proceso (Parsadanian y cols., 1998), ya que las expresiones de
ambos genes se mantienen en niveles altos en el adulto (Krajewsky y cols., 1994b).
Cuando se sobre-expresara bcl-xL, la susceptibilidad celular seria menor, mientras
gue la sobre-expresion de bax aumentaria la susceptibilidad celular a la apoptosis
(Parsadanian y cols., 1998). Bcl-xL interacciona con Bax heterodimerizandose con él,
e impidiendo que Bax origine poros en la membrana mitocondrial (Reed y cols., 1998;
Shimizu y cols., 2000), evitando de esta forma la salida de citocromo c y por tanto, la

activacion del proceso de apoptosis.

Ademads, se ha documentado que el péptido Bcl-xL se puede unir también al
producto de la expresién del gen bak, el péptido Bak, a través de una secuencia de
16 aa perteneciente a uno de sus dominios homdélogos (Sattler y cols., 1997). Esta
heterodimerizacion impide los efectos pro-apoptéticos del gen bak. De hecho,
estudios actuales indican que para que el péptido Bcl-xL ejerza sus efectos anti-
apoptoticos es necesario que se heterodimerice con el péptido Bak, y no con el
péptido Bax, (Farrow y cols., 1995; Sattler y cols., 1997); por ello seria la ratio de
expresiones bcl-xL/bak la responsable del control de la apoptosis.

Ademas de sus efectos anti-apoptéticos, mediados por interacciones con los

péptidos derivados de la familia de genes pro-apotoéticos, la expresion de bcl-xL
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también podria impedir el proceso de apoptosis actuando de forma independiente
(Cheng y cols., 1996), por ejemplo, por bloqueo de la formacion de radicales libres
(Fang y cols., 1995), o por otros mecanismos (Shimizu y cols., 1995; rev. Levin y
cols., 1997). De hecho, se ha documentado que puede actuar directamente
bloqueando la via de las caspasas; concretamente, se ha documentado que el
péptido Bcl-xL puede unirse al factor de activacion de la proteasa apoptotica-1 (Apaf-
1; Hu y cols., 1998), molécula implicada en la apoptosis (-ver mas adelante- Zou y
cols., 1997), a través del dominio homdlogo similar a ced-4 existente en Apaf-1; la
citada union impediria que Apaf-1 se uniese a Apaf-3, también denominada pro-
caspasa 9, union que la transformaria en su forma activa, la caspasa 9, impidiendo
de esta forma que se desencadene la cascada de las caspasas (Hu y cols., 1998;
rev. Adams y Cory, 1998; rev. Nickells, 1999).

1.6.3.1.1.3 Gen bax

Es uno de los genes de la familia de genes bcl-2 promotores de apoptosis
(Oltvai y cols., 1993). El gen bax transcribe dos mRNA: baxa y baxp. Baxa codifica
una proteina que interacciona con el péptido Bcl-2 heterodimerizandose, impidiendo
de esta forma los efectos anti-apoptéticos derivados de la expresion del gen bcl-2.
Por ello, su sobre-expresion neutraliza los efectos de la expresion del gen bcl-2
(Oltvai y cols., 1993). Del mismo modo, los péptidos Bcl-2 y Bcl-xL,
heterodimerizandose con Bax, inhiben el efecto inductor de apoptosis que posee este
altimo (Yin y cols., 1994); por tanto, la ratio de expresiones de los genes bax/bcl-2 y
bax/bcl-xL es importante para la formacién de heterodimeros y, como consecuencia,

para la regulacién de la apoptosis (Oltvai y Korsmeyer, 1994).

Se ha postulado que la via a través de la cual los péptidos Bax, Bcl-2 y Bcl-
XL intervienen en la regulacién de la apoptosis es la modulaciéon de la rotura del
potencial de membrana mitocondrial; la uniébn de Bax a cualquiera de los dos
péptidos anteriores determina la formacién de poros en la membrana, que en el caso
de Bax son anién-selectivos y facilitan la salida de diversas moléculas (Marzo y cols.,
1998b). A través de los poros se libera hacia citoplasma celular el citocromo c
procedente de la cara citoplasmética de la membrana externa mitocondrial; este
citocromo c, en presencia de ATP, promueve la rotura proteolitica que Apaf-1 (ver
més adelante) induce sobre la pro-caspasa 9 transformandola en su forma activa,
que a su vez rompe la procaspasa 3 trasformandola en caspasa 3, desencadenando
de esta forma la cascada de las caspasas y por tanto, el proceso de apoptosis (Zou y

cols., 1997; rev. Adams y Cory, 1998; rev. Green y Kroemer, 1998; rev. Green y
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Reed, 1998; rev. Kroemer, 1998). Sin embargo, a pesar de que los efectos de la
expresion del gen bax sean debidos en parte a la activacion de la via de las
caspasas, se ha documentado que la inhibicion de la ruta de las caspasas, una vez
iniciado el mecanismo de muerte mediado por el aumento de expresion del gen bax,
no inhibe la muerte celular, produciéndose ésta de forma mas lenta y similar a la
necrosis (Xiang y cols., 1996). Se postula que este hecho es debido a que la
formacibn de poros en la membrana mitocondrial inducida por Bax dafia
irreversiblemente a la células e inicia una serie de procesos que no se detienen con
la inhibicién de la ruta de las caspasas, y que conducen finalmente a la produccion de
especies de oxigeno reactivo y al déficit de ATP, que conducen a la necrosis (rev.
Nickells, 1999).

Por otra parte, estudios realizados en ratones transgénicos que carecen de
la expresiéon de bax han documentado que las neuronas que dependen de NGF para
Su supervivencia son mas resistentes a la deprivacién de esta NT en ausencia de
expresion de bax, lo que se interpreta como una intervencién de este gen pro-
apoptotico en el mecanismo de muerte por deprivacion de NGF en estas neuronas
(Knudson y cols., 1995; Deckwerth y cols., 1996). Ademas, cuando se depriva de
interleucina-3 a células progenitoras linfoides de la linea FL5.12 de ratdn, las cuales
dependen de la citada citocina para su supervivencia, la expresion del gen bax no
varia, mientras que su sobre-expresion acelera el proceso de muerte por deprivacion
(Oltvai y cols., 1993). Por ello, se postula que la expresion del gen bax existe en las
células en condiciones normales y no induce por si misma la apoptosis de estas
células, pero que, en presencia de estimulos desencadenantes de muerte, la sobre-
expresion de bax puede desplazar el equilibrio hacia la apoptosis, por favorecer el

proceso (Oltvai y cols., 1993).

Isenmann y cols. (1997) han documentado que el aplastamiento del NO en
ratas adultas induce un incremento en la expresion del gen bax en CGR, junto con
una disminucién en la expresién del gen bcl-2 en las mismas células. Ademas se ha
documentado la sobre-expresion de bax a los treinta minutos del aplastamiento, por
lo que dichos autores postulan que la sobre-expresion del gen bax seria la
desencadenante de la apoptosis de las CGR (Isenmann y cols., 1997). De hecho, se
ha documentado que la inhibicion de la proteina Bax aumenta la supervivencia de las
CGR de rata adulta tras la lesion del NO (Isenman y cols., 1999). Por otra parte, se
ha documentado un incremento en la expresion del gen bax conjuntamente con una
disminucion en la expresion del gen bcl-2 en CGR de rata en cultivo sometidas a

diversas agresiones que inducen la apoptosis en las mismas, como la isquemia o la
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excitotoxicidad (Tezel y Wax, 1999), lo que lleva a postular la importancia del
mantenimiento del equilibrio bax/bcl-2 para la supervivencia de las CGR tras diversos

tipos de lesion.

Se postula que la apoptosis de las CGR inducida por la sobre-expresién del
gen bax se caracteriza por la rotura de la membrana mitocondrial, y los efectos de
esta alteracion mitocondrial sobre la célula son tan agresivos que pueden determinar
gue el empleo de inhibidores de caspasas tenga una eficacia limitada en el aumento

de supervivencia de las CGR tras la lesion (rev. Nickells, 1999).

1.6.3.1.1.4 Gen bak

También es un gen promotor de apoptosis (Kiefer y cols., 1995; Chittenden y
cols., 1995 b; Farrow y cols., 1995), aunque en determinadas circunstancias puede
actuar inhibiendo la apoptosis (Kiefer y cols., 1995). Su mRNA se expresa en cerebro
adulto (Kiefer y cols., 1995), mientras que en la actualidad tan solo se ha descrito
expresion del péptido Bak en neuronas sensoriales y simpéticas (Krajewski y cols.,
1996; rev. Merry y Korsmeyer, 1997). Este péptido posee dominios homologos con
los cuéles interacciona con péptidos derivados de la expresion de genes anti-
apoptoticos (Chittenden y cols., 1995 b), teniendo mayor afinidad por el péptido Bcl-
xL (Sattler y cols., 1997). De hecho, algunos autores afirman que tan solo se une al
péptido Bcl-xL (Farrow y cols., 1995). Sin embargo, se ha documentado que
contrarresta los efectos antiapoptoticos de la expresion del gen bcl-2 en la linea de

células pro-linfoides F5.12 (rev. Merry y Korsmeyer, 1997).

1.6.3.1.1.5 Gen bik

Es otro de los miembros de la subfamilia de genes promotores de apoptosis
(Boyd y cols., 1995). El péptido codificado por este gen, Bik, posee tan solo un
dominio homélogo comin con los péptidos anti-apoptéticos, mediante el cual
interacciona con los péptidos Bcl-2 y Bcl-xL, aunque también podria hacerlo con otros
miembros de la misma familia (Boyd y cols., 1995). A pesar de estar muy repartido en
diferentes tejidos, su distribucion en tejido nervioso no se conoce con exactitud,
aungue se ha documentado que en la célula se localiza en las membranas nuclear y
citoplasmatica (Boyd y cols., 1995; rev. Merry y Korsmeyer, 1997). Respecto a los
mecanismos a través de los cuales ejerce sus efectos pro-apoptéticos, se postula que
el gen bik actia por una via independiente de bax (ver mas adelante) (Han y cols.,
1996), y algunos autores postulan que sus efectos pro-apoptéticos son debidos a la

alteracion en los niveles del Ca** inducida por la expresion del gen (Zhu y cols.,
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1999).

1.6.3.1.1.6 Gen bad

Es otro de los genes promotores de apoptosis El producto de su expresion,
el péptido Bad, es una proteina de 22 KDa capaz de unirse al péptido Bcl-xL con alta
afinidad, separandolo de su unién con el péptido Bax (Yang y cols., 1995; Kelekar y
cols., 1997), por lo que induce apoptosis. Sin embargo se postula que la expresion
del gen bad por si misma no induce apoptosis (Yang y cols., 1995). Se ha postulado
gue este gen interviene en la actividad antiapoptética de las NTs, ya que la unién de
estas Ultimas a sus receptores TrK induce la fosforilacién del péptido Bad, que una
vez fosforilado no puede romper el heterodimero Bax/Bcl-xL, lo que impide los
efectos pro-apoptéticos de Bax y por lo tanto, inhibe la apoptosis (Datta y cols., 1997;
rev. Nickels, 1999).

1.6.3.2 Familia de cisteina-proteasas (caspasas)

Uno de los genes promotores de apoptosis descubiertos en el nematodo
Caenorabditis elegans, el ced-3, interviene en la muerte por apoptosis que tiene lugar
durante el proceso de muerte celular programada en el citado nematodo (Ellis y
Horvitz, 1986). Se observé que este gen (Yuan y cols., 1993) codificaba una proteina
similar a las cisteina-proteasas convertidoras de interleukina-1f de mamiferos (ICE;
Cerretti y cols., 1992; Thornberry y cols., 1992). Estas proteasas similares a ICE, son
promotoras de apoptosis, y se han denominado caspasas (cisteina-aspartasas). Se
han identificado al menos 13 miembros de esta familia (rev. Nickells, 1999), una parte
de los cuales se han agrupado en dos subfamilias filogenéticas: caspasas similares a
caspasa-1 y caspasas similares a caspasa-3. Dentro de la subfamilia de caspasas
similares a caspasa-1 se encuentran la caspasa 1, también denominada ICE-1
(Cerretti y cols., 1992; Thornberry y cols., 1992; Yuan y cols., 1993), la caspasa 4
(Faucheu y cols., 1996; Munday y cols., 1995) y la caspasa 5 (Munday y cols., 1995;
Faucheu y cols., 1996). Dentro de las caspasas similares a caspasa 3 se incluyen la
caspasa 2 (Nedd-2/ICH-1; Wang y cols., 1994), la caspasa 3 (CPP32/YAMA;
Fernandes-Alnemri y cols., 1994; Liu y cols., 1996; Tewari y cols., 1995) y las
caspasas 6 a 10 (Fernandes-Alnemri y cols., 1995a y b, 1996; Duan y cols., 1996).

La caspasa 3 juega un importante papel en la muerte neuronal fisiolégica en
SNC, por hidrolizar la poli-ADP-ribosa polimerasa (Tewari y cols., 1995; Nicholson y
cols., 1995; Kuida y cols., 1996) y la proteina-quinasa ADN dependiente (Casciola-

Rosen y cols., 1996), ambas implicadas en procesos de reparacién y proteccion del
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ADN fragmentado (Satoh y Lindahl, 1992; Morozov y cols., 1994), por lo que su
hidrolisis desencadenaria la apoptosis irreversible por fragmentacion del ADN.
Ademas, se postula que la caspasa 3 puede intervenir en la muerte de las CGR tras
diversos tipos de lesion, ya que se ha documentado que se activa en retina tras
inducir apoptosis por medio de distintas lesiones (Tezel y Wax, 1999). Por ejemplo,
tras la seccion del NO se produce incremento de la expresion de la caspasa 3 en las

CGR a partir de los 4 dias de inducida la lesién (Kermer y cols., 1998, 1999a y b).

La sobre-expresion de cualquiera de las caspasas induce apoptosis en el
SNC de vertebrados superiores (Wang y cols., 1994; rev. Miura y Yuan, 1996), como
lo hace la sobre-expresion de ced-3 en nematodo. En la célula, estas proteasas se
encuentran como pro enzimas inactivos o zimogeneos, que han de sufrir rotura
proteolitica para transformarse en formas activas. Esta rotura es desencadenada por
diferentes lesiones inductoras de muerte por apoptosis. Por ello se postula que el
proceso consiste en una cascada de activaciones de pro-enzimas (Tewari y cols.,
1995; Salvesen y Dixit, 1997).

Una de las vias a través de las cuales se estimula la cascada de las
caspasas es la formacion de un complejo de 4 efectores: citocromo c, también
denominado “factor activador de proteasa apoptética 2” (Apaf-2), ATP y los factores
activadores de proteasa apoptotica 1 y 3 (Apaf-1 y Apaf-3; Li y cols., 1997; Zou y
cols., 1997). Apaf-1 muestra grandes analogias con los péptidos codificados por los
genes ced-3 y ced-4 del nematodo Caenorabditis elegans. Es una proteina de 130
KDa, que se expresa profusamente en diversos tejidos fetales y adultos humanos,
aungue se encuentra en mayor proporcion en bazo y leucocitos adultos, y en rifidn,
cerebro y pulmén fetales (Zou y cols., 1997). Apaf-1 no presenta la estructura
caracteristica de las caspasas y es capaz de unirse por uno de sus dominios con el
ATP (dominio comun con Ced-4), por otro al citocromo c, que ha llegado al
citoplasma celular procedente de la mitocondria a través de los poros que se
producen en ésta (dominio WD; Zou y cols., 1997; rev. Nickels, 1999) y por otro
dominio a proteinas implicadas en la apoptosis (dominio CARD). Apaf-3 es una
proteina identificada como uno de los miembros de la familia de las caspasas, la pro-
caspasa 9. Al parecer, la formacion del complejo Apaf-1/citocromo ¢ en presencia de
ATP permite la union de Apaf-1 a Apaf-3, a través de su dominio CARD. Esta ultima
unién provoca la rotura y por tanto, la activacion de la pro-caspasa 9, que se
transformaria en caspasa 9 (Li y cols., 1997; Zou y cols., 1997; rev. Nickells, 1999),
que a su vez romperia la pro-caspasa 3 transformandola en su forma activa, la
caspasa 3 6 CPP32/YAMA (Tewari y cols., 1995; rev. Nickells, 1999). Esta caspasa 3
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es capaz de inducir la fragmentacién del ADN (Liu y cols., 1997), iniciandose de esta
forma el proceso de apoptosis. El hecho de que la caspasa 3 induzca la
fragmentacion del ADN asi como de algunas proteinas importantes para el
mantenimiento de la homeostasis del tejido, lleva a postular que su activacion es
fundamental en los primeros estadios del proceso para hacerlo irreversible (Casciola-

Rosen y cols., 1996).

En otros tipos de lesion, la cascada de las caspasas no es inducida por la
formaciéon de poros en la membrana mitocondrial y salida del citocromo c¢ al
citoplasma celular, sino que se produce a través de otras vias. Asi, se ha
documentado que en la apoptosis mediada por Fas, la unién de esta citocina a su
ligando FasL, identificado como caspasa 8, induce la activacion de este Ultimo,
desencadenandose la cascada de las caspasas (Enari y cols., 1996; Fernandes-
Alnemri y cols., 1996; Srinivasula y cols., 1996; Yakovlev y cols., 1997). A este
respecto, se ha documentado que en cultivos de células retinianas de rata en los que
se produce lesién por adicion al medio de anticuerpos contra la proteina heat-shock
27, la via de activacion de la cascada de las caspasas es mediada por Fas (Tezel y

Wax, 1999) (ver méas adelante).

Determinadas sustancias inhiben, al menos parcialmente, la activacion de
las caspasas, y su empleo ha permitido conocer algunas de las vias a través de las
cuales actlan estos enzimas, y también aumentar la supervivencia de neuronas tras
diversos tipos de lesion. Algunos de los inhibidores de caspasas producen
disminucion en los niveles de interleucina-1-beta, mediadora de inflamacién, lo que
llevé a postular que uno de los posibles desencadenantes de la apoptosis por parte
de las caspasas seria precisamente la transformacion de la pro-interleucina-1-beta en

su forma activa (Thornberry y cols., 1992).

Aunque los inhibidores de caspasas pueden bloquear ciertas vias de
apoptosis, se ha comprobado que no tienen un efecto absoluto en la supervivencia
celular, bien porgue en algunos casos la apoptosis se produce por una via diferente a
la cascada de las caspasas, bien porque estos inhibidores actlen especificamente
sobre determinados tipos de caspasas (Park y cols., 1998), por lo que solo inhibirian
la muerte inducida por diferentes estimulos y que fuera mediada por una determinada

caspasa.

Asi, por ejemplo, los inhibidores de caspasas no evitarian finalmente la
muerte cuando esta es producida por un mecanismo dependiente del gen bax (Xiang

y cols., 1996), ya que la formacion de poros mitocondriales que induce la expresion
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de este gen, provoca dafos celulares profundos que puede dar lugar finalmente a la
formacion de especies de oxigeno reactivo, capaces por si mismas de inducir
apoptosis. Sin embargo, se postula que en la muerte inducida por union especifica de
Fas (ver mas atras) a su receptor FasL, que ocurre por activacion directa de la
cascada de las caspasas, si se podria evitar totalmente la muerte por apoptosis con

el empleo de inhibidores de caspasas (rev. Nickells, 1999).

Ademds, se ha documentado que distintos tipos de lesiéon pueden inducir
apoptosis por diferentes vias en las mismas neuronas. Asi, la deprivacién de factores
troficos induce la apoptosis en neuronas simpaticas por activaciéon de la caspasa 2
(Nedd-2), mientras que el estrés oxidativo induce la apoptosis en las mismas
neuronas por activacion de la caspasa 1 (Troy y cols., 1997; Park y cols., 1998). Sin
embargo, no se conoce la caspasa 0 caspasas que intervienen en la apoptosis
inducida por dafio en el ADN en las citadas neuronas (Park y cols., 1998). Por tanto,
el tipo de inhibidor de caspasas empleado para evitar la apoptosis en un determinado

tipo neuronal dependera de la lesién sufrida por las mismas.

1.6.4 LA APOPTOSIS EN LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA

Al igual que en otros tejidos, en la retina la apoptosis se produce tanto en

procesos fisiolégicos como patologicos.

Entre los procesos fisioldgicos en los que se produce apoptosis en la retina
se encuentra la muerte celular programada que se produce en condiciones normales
durante el desarrollo, y que se ha denominado muerte neuronal fisiolégica. Se ha
documentado que en retina la muerte neuronal fisiolégica se produce por apoptosis e
interviene en el mantenimiento de la homeostasis del tejido, en la creacion de las
conexiones sinapticas durante el desarrollo y en la elaboracion de la estructura
histologica del sistema visual (Penfold y Provis, 1986; Provis, 1987; Provis y Penfold,
1988). Asi, se postula que las CGR que no llegan a conectar con sus territorios diana
durante el desarrollo, no recibirian el necesario aporte tréfico y moririan por apoptosis
(Insausti y cols., 1984), como lo harian las CGR que realizaran conexiones
inadecuadas, por no conseguir tampoco el aporte trofico preciso (Cowan y cols.,
1984; O’Leary Vy cols., 1986). Se postula que este proceso de muerte neuronal
fisiologica que tiene lugar en la retina durante el desarrollo regula la citoarquitectura
de la misma, ya que el resultado final es una distribucion irregular de las CGR,
existiendo una mayor densidad de éstas en la zona central de la retina, que es
fundamental para la vision, y una menor densidad en la periferia retiniana. De hecho,

en hamster (Sengelaub y cols., 1986) y en humano (Provis, 1987) se ha
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documentado que se produce mayor muerte de CGR en la periferia de la retina

durante el desarrollo.

Pero también sufren apoptosis las CGR en distintos procesos patoldgicos, y
asi, se ha documentado que al menos una parte de las CGR que mueren a causa de
neuropatia éptica isquémica (Levin y Louhab, 1996), glaucoma (Quigley y cols., 1995;
rev. Nickells, 1996), isquemia (Lam y cols., 1999), o tras la seccidén del NO (Berkelaar
y cols., 1994; Garcia-Valenzuela y cols., 1994; Rabacchi y cols., 1994; Quigley y
cols., 1995; Porciatti y cols., 1996), lo hacen por apoptosis, encontrandose en el caso
de la seccién del NO la densidad maxima de células apoptéticas a los 7 dias de la

lesion (Isenmann y cols., 1997).

1.6.4.1 Implicacion de las caspasas en la muerte por apoptosis de las CGR

En retina se ha documentado el aumento en la expresion de la caspasa 3 en
las CGR tras diversos tipos de lesion (Tezel y Wax, 1999; Liu y cols., 1999). Por ello
se postula que esta caspasa puede jugar un papel importante en la muerte por
apoptosis de las CGR inducida por algunos tipos de lesién, como se ha documentado
en la seccion del NO de rata empleando el inhibidor irreversible de la caspasa 3
(Kermer y cols., 1999b). Sin embargo, Tezel y Wax (1999) han documentado que la
apoptosis inducida en cultivos de CGR por inhibicién de la proteina heat-shock 27 es
mediada por la activacion de la caspasa 8 (FasL) (Tezel y Wax, 1999). Por tanto,
también en retina diferentes tipos de lesion inducen diferentes vias de muerte por

apoptosis de las CGR.

El hecho de que la muerte por apoptosis de las CGR pueda ser mediada por
diferentes caspasas, y que se produzca sobre-expresion de bax tras algunas lesiones
retinianas, lo que induce la formacion de poros en la mitocondria que pueden producir
una alteracién celular profunda que provocaria la muerte de las CGR por una via mas
lenta, y similar a la necrosis (Xiang y cols., 1996), puede determinar que el empleo de
inhibidores de una caspasa especifica tenga una eficacia limitada sobre la

supervivencia de las CGR.
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2. OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

En mamiferos, la seccion del NO induce la degeneracion anterégrada de los
axones lesionados y la degeneracion retrograda de los axones y del soma de las
CGR. Las neuronas degeneradas son fagocitadas por poblaciones de células de
microglia activada de la retina. Se postula que el papel de las células de microglia en
la muerte de las CGR tras la seccion del NO no se limita tan solo a fagocitar los
desechos de las neuronas muertas, sino que pueden intervenir de forma activa en
dicha muerte neuronal. Ademas, se ha documentado que las CGR sobreviven tras la
administracion de algunas neurotrofinas, como NGF, BDNF y NT4, y que las células
de microglia son capaces de expresar factores tréficos (NGF, BDNF, NT3, NT4, etc.),
por lo que podrian mediar en los efectos neuroprotectores de diversos factores

troficos sobre las CGR en algunos tipos de lesion.

Por otra parte, se ha documentado que en la muerte de las CGR tras la
seccion del NO vy otros tipos de lesion estan implicados genes relacionados con la
apoptosis (bcl-2, bcl-xL y bax) asi como algunas de las proteinas que forman parte de
la cascada de las caspasas. ¢ Intervienen de alguna manera las células de microglia

en esta via de muerte de las CGR?

Este trabajo experimental se puso en marcha para investigar el papel de las
células de microglia en la muerte o supervivencia de las CGR tras la seccion del NO,

y para ello nos propusimos los siguientes objetivos:

1) Determinar el niumero y la localizacién de las células de microglia residente

de laretina de rata adulta.

2) Determinar la respuesta de las células de microglia de la retina de rata a la

seccion del NO.

2.1) Estudiar si la administracion intravitrea de tres neurotrofinas: el NGF, la

NT3y el BDNF, es capaz de modificar dicha respuesta.

2.2) Estudiar si la administracion intravetrea de una sustancia inhibidora de

macroéfagos, es capaz de modificar esta respuesta.
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3) Estudiar la degeneracion retrégrada de las CGR de rata tras la seccién del

NO.

3.1)

3.2)

3.3)

3.4)

3.5)

Determinar qué proporcién de células de microglia de la retina activada

intervienen en la fagocitosis de las CGR degeneradas.

Determinar si la administraciéon intravitrea de las neurotrofinas NGF o
BDNF modifica la degeneracién retrograda de las CGR y la respuesta

microglial.

Determinar si la administracion intravitrea de otros factores
neurotréficos, como el factor de crecimiento similar a la insulina-l o la
pro-insulina humana, o la administracion subcutanea de la pro-insulina
humana modifican la degeneracion retrograda de las CGR tras la seccién

del NO y larespuesta microglial.

Determinar si la administracion de péptidos implicados en la muerte
celular por apoptosis, como el Bcl-2, los Bcl-xL y Bcl-xS, o el inhibidor
irreversible de la caspasa 3 (Z-DEVD-cmk) modifican la degeneracion

retrograda de las CGR y la respuesta microglial.

Determinar si la administracién intravitrea del factor inhibidor de
macréfagos (MIF) modifica la degeneracion retrégada de las CGR y la

respuesta microglial.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 INTRODUCCION

Uno de los objetivos del presente trabajo era investigar la respuesta de las
células de microglia residentes en la retina de la rata adulta tras la seccion del NO,
asi como el papel que juegan dichas células en el proceso de degeneracion que
sufren las CGR tras la citada lesién (Liebermann, 1971; Thanos, 1988). Para ello, en
un primer grupo de animales, se secciond el NO izquierdo y se analizaron los
cambios cualitativos y cuantitativos que se producian en las células de microglia
residente, tanto en el ojo izquierdo o experimental como en el derecho o control,
empleando la técnica enzimo-histoquimica de la NDPasa, que permite el marcaje de
las células de microglia. Como se ha documentado que la lesién del NO de la rata
induce cambios en la poblacion de células de microglia residente en la retina
contralateral, se analiz6 también un grupo de animales controles en el que no se
habia realizado ninguna manipulacion experimental para estudiar las células de

microglia de la retina en condiciones normales.

Para saber si la respuesta de las células de microglia de la retina tras la
seccion del NO se modificaba con la administracion de sustancias exdgenas, en otros
grupos de animales con seccion del NO del ojo izquierdo se administro
intraviteamente en el ojo izquierdo una de las siguientes sustancias: el Factor
Inhibidor de Macroéfagos (MIF), el Factor de Crecimiento Nervioso fraccion 2,5S (NGF
2,5S), el Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF) o la Neurotrofina 3 (NT3).
Para comprobar que los resultados obtenidos en los animales a los que se habia
administrado algun factor eran independientes de los efectos de la inyeccion por si
misma o del vehiculo empleado, en dos grupos de animales con seccién del NO
izquierdo se realizé un pinchazo simple del globo ocular o inyeccién intravitrea del

vehiculo empleado para las sustancias anteriores.

Para estudiar la supervivencia de las CGR de la retina tras la seccién del
NO, y la influencia que las células de microglia activada pueden tener en la misma,
en otro grupo de animales se marcaron las CGR aplicando en coliculo superior el
trazador fluorescente fluorogold (FG). Esto permite el marcaje retrogrado del cuerpo
celular de las CGR. A los siete dias del marcaje se seccioné el NO del ojo izquierdo a
su salida del globo ocular, y posteriormente se estudi6 la supervivencia de las CGR y

el nimero de células de microglia que se marcaban con el trazador fluorescente.
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Para investigar si la actividad fagocitica de las células de microglia se modificaba con
la inyeccion de factores exdgenos, en otro grupo de animales, en el momento de la
seccion del NO, se administro intravitreamente alguna de las siguientes sustancias:
las neurotrofinas NGF, BDNF y NT3; el péptido inhibidor de macréfagos (MIF); el
factor tréfico Factor de Crecimiento similar a Insulina-l (IGF-I) o la Pro-insulina
Humana (PIH), solos o asociados a la neurotrofina NT3; los péptidos implicados en la
apoptosis Bcl-2, Bcl-xS, Bcel-xL o el inhibidor irreversible de la caspasa 3, ZDEVD-
cmk. En otro grupo de animales no se realizé inyeccion intravitrea sino que se
administrd la PIH por via subcutanea. Para comprobar que los resultados obtenidos
en este segundo grupo experimental eran independientes de la puncién ocular o de
los vehiculos empleados en esta parte del estudio, en varios animales en los que se
habian marcado las CGR con fluorogold y se habia seccionado el NO izquierdo se
llevé a cabo puncién simple del globo ocular o inyeccién subcutanea o intravitrea de

los vehiculos utilizados para administrar las diferentes sustancias.

3.2 ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ANESTESIA

Hemos empleado un total de 304 ratas hembras adultas Sprague-Dawley
con un peso medio entre 180 y 225 gramos, criadas en el animalario de la
Universidad de Murcia. En este animalario los animales eran alimentados "ad libitum"
y eran mantenidos en cajas, en habitaciones a temperatura controlada y con ciclos de
luz-oscuridad de 12 horas. La habitacion se mantuvo iluminada de las 8:00 a las
20:00 horas, y la intensidad de luz variaba dentro de las cajas de los animales entre 8

a 24 luxes, segun la altura a la que se hubiesen situado las cajas del suelo.

Todos los animales empleados en nuestros experimentos han sido tratados
de acuerdo con las normas éticas internacionales dictadas por la Unién Europea en
noviembre de 1986 (86/609/EV), con la legislacion espafiola para el uso de animales
de laboratorio (BOE 67/8509-8512,1988) y con las Normas de la Asociacién para la

Investigacién en Vision y Oftalmologia (ARVO).

Para todas las manipulaciones experimentales los animales fueron
anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de hidrato de cloral al 7% en
suero salino. La dosis empleada fue de 0,42 mg/g de peso corporal. Para sacrificar a
los animales se les administré intraperitonealmente una dosis letal del mismo

anestésico (1,26 mg/g).
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3.3 GRUPOS EXPERIMENTALES

Los animales fueron divididos en dos grupos: En un primer grupo se
realizaba la seccion del NO del ojo izquierdo y la tincion de las células de microglia
mediante la técnica de la NDPasa. En un segundo grupo se realizaba marcaje de las

CGR con FG y se seccionaba el NO del ojo izquierdo.

3.3.1 GRUPO I: Seccidn del nervio 6ptico y técnica de la NDPasa

En este primer grupo se emplearon 119 animales. En 4 animales de este
grupo no se llevé a cabo técnica quirdrgica alguna. En el resto de los animales se
seccionod el NO del ojo izquierdo, y en algunos de estos animales se administraron

diversas sustancias neurotréficas o el factor inhibidor de macréfagos.

Los animales de este grupo fueron divididos, segin las manipulaciones

quirtrgicas empleadas, en tres subgrupos:

3.3.1.1 Subgrupo I.1: Grupo control

Se emplearon en este grupo 4 animales que no sufrieron manipulacion

experimental alguna.

3.3.1.2 Subgrupo I.2: Seccion del nervio optico

Se emplearon en este grupo 33 animales en los que solo se realizd seccion
del NO izquierdo y que fueron procesados a los 7 (n=6), 10 (n=5), 14 (n=4), 22 (n=5),
30 dias (n=5) 6 40 (n=4) dias después de ésta.

3.3.1.3 Subgrupo 1.3: Seccidén del nervio oOptico e inyeccién intravitrea de

diversos factores

Se emplearon en este grupo un total de 86 animales. En todos ellos se
secciond el NO izquierdo e inmediatamente después, se inyectd en el vitreo uno de

los siguientes factores:

3.3.1.3.1 Factor inhibidor de macréfagos (MIF)

Este grupo experimental constaba 33 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 pl de una solucion de MIF (Tuftsin Fragment 1-3, Sigma Chemical,

Co., St. Louis, USA) en tampdn fosfato salino (PBS), a una concentracién de 2,5
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ug/ml, y se procesaron 7 (n=5), 10 (n=5), 14 (n=6), 22 (n=6), 30 (n=5) 6 40 (n=6) dias

después de la seccion del NO.

3.3.1.3.2 Factor de crecimiento nervioso (NGF)

En este grupo experimental se emplearon 12 animales a los que se
administraron intravitreamente 5 pl de una solucibon de NGF en PBS, a una
concentracion de 1 ug/ul, y que fueron procesados 7 (n=6) 6 14 (n=6) dias después

de la seccién del NO.

3.3.1.3.3 Factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF)

Este grupo experimental se componia de 18 animales a los que se
administraron intravitreamente 5 pl de una solucibn de BDNF (Regeneron
Pharmaceuticals, Inc.; Tarrytown, New York, EEUU) en PBS, a una concentracion de
1 ug/ul, y que fueron procesados 7 (n=6), 14 (n=6) 6 30 (n=6) dias después de la

seccion del NO.

3.3.1.3.4 Neurotrofina 3 (NT3)

Este grupo constaba de 17 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 ul de una solucién de NT3 (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.;
Tarrytown, New York, EEUU) en PBS, a una concentracion de 1 ug/ul, y que se

procesaron 7 (n=5), 14 (n=6) 6 30 (n=6) dias después de la seccion del NO.

3.3.1.3.5 Tampodn fosfato salino (PBS)

Este grupo experimental se componia de 3 animales, que se procesaron 7

dias después de la seccion del NO.

3.3.1.3.6 Puncién simple

Este grupo se componia de 3 animales en los que, inmediatamente después
de seccionar el NO, se puncioné el globo ocular como si se fuera a realizar una
inyeccion intravitrea pero no se administr6 sustancia alguna. Los animales se

procesaron 7 dias después de la seccion del NO.

Todos los animales de este grupo fueron procesados y las retinas se

reaccionaron con la técnica de la NDPasa para la demostracién de la microglia. Se
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estudié en este grupo la morfologia y la densidad de células de microglia NDPasa
positivas en la capa de células ganglionares (CCG) y la capa plexiforme interna (CPI),
tanto en la retina izquierda como en la retina derecha o contralateral a la seccion del
NO. También se realizd un estudio cualitativo de la microglia retiniana en las cuatro
capas en las que se observaban células de microglia NDPasa+: CFN, CCG, CPIl y
CPE.

PERIODO DE SUPERVIVENCIA
0 DIAS 7 DIAS 10 DIAS 14 DIAS 22 DIAS 30 DIAS 40 DIAS
CONTROL n=4
SIN
, n=6 n=5 n=4 n=5 n=5 n=4
INYECCION
MIF n=5 n=5 n=6 n=6 n=5 n=6
NGF n=6 n=6
BDNF n=6 n=6 n=6
NT3 n=5 n=6 n=6
VEHICULO n=3
PINCHAZO n=3
TABLA |

Descripciéon de los subgrupos de animales que componian el grupo |, la sustancia que les fue administrada
en su caso y su periodo de supervivencia. A todos los animales se les realiz6 seccién del NO izquierdo
menos al los del grupo control.

3.3.2 GRUPO II: Marcaje de CGR con fluorogold y seccién del nervio éptico

Este grupo constaba de 185 animales en los que se marcaron las CGR
aplicando en coliculo superior el trazador neuronal fluorescente FG. Siete dias mas
tarde se secciondé el NO y en algunos animales, inmediatamente después de la
lesion, se administraron intravitrea o subcutaneamente diversas sustancias, como
neurotrofinas, o el factor inhibidor de macréfagos, o péptidos que intervienen en la
muerte por apoptosis. Los animales se procesaron 7 0 14 dias después de la seccion
del NO.

Este grupo experimental se dividié en 14 subgrupos:

3.3.2.1 Subgrupo Il.1: Seccidn del nervio 6ptico

Se emplearon en este grupo 14 animales en los que tan solo se secciond el
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NO y que fueron procesados 7 (n=7) 6 14 (n=7) dias después de la seccion del NO.

3.3.2.2 Subgrupo 11.2: Seccidn del nervio 6ptico e inyeccion de factores

3.3.2.2.1 Inyeccién de MIF

Se emplearon en este grupo 16 animales a los que se administraron
intravitreamente 5ul de una solucion de MIF (Tuftsin Fragment 1-3. Sigma Chemical,
Co. St. Louis, USA) en PBS, a una concentracion de 2,5 ug/ml. Se procesaron los

animales 7 (n=8) 6 14 (n=8) dias después de la seccién del NO.

3.3.2.2.2 Inyeccion de NGF

En este grupo se emplearon 15 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 pl de una solucion de NGF en PBS, a una concentracion de 1
ug/ul, y se procesaron los animales 7 (n=7) 6 14 (n=8) dias después de la seccién del
NO.

3.3.2.2.3 Inyeccién de BDNF

Este grupo se componia de 15 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 pl de una soluciébn de BDNF (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.;
Tarrytown, New York, EEUU) en PBS, a una concentracion de 1 pg/ul, y se

procesaron los animales 7 (n=8) 6 14 (n=7) dias después de la seccién del NO.

3.3.2.2.4 Inyeccidn de Proinsulina Humana (PIH)

En este grupo se emplearon 20 animales. En 8 animales se administraron
intravitreamente 5 ul de una solucion de PIH (Gro-Pep, Ltd.; Adelaide, Australia) en
PBS, a una concentracion de 1 pg/ul y fueron procesados tras 7 dias de la seccion
del NO. En otros 12 animales, se administraron subcutaneamente 300 ul de una
solucién que contenia 10 ug de PIH en PBS, inmediatamente después de la seccion
del NO y cada 24 horas, hasta el dia de su procesado. Los animales se procesaron 7

(n=13) 6 14 (n=7) dias después de la seccion del NO.

3.3.2.2.5 Inyeccidn de Factor de Crecimiento similar a Insulina-l (IGF-I)

En este grupo se emplearon 8 animales a los que se administraron

intravitreamente 5 ul de una solucién de IGF-1 (Gro-Pep, Ltd.; Adelaide, Australia) en
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PBS, a una concentracion de 1 ug/ul, y los animales se procesaron 7 dias después

de la secciéon del NO.

3.3.2.2.6 Inyeccién de NT-3 mas IGF-I

Con el fin de estudiar si el IGF-I potencia el efecto de la NT3, a 6 animales
se les administraron en vitreo 5 ul de una solucion que contenia IGF-I (1 pg/ul) y NT3
(1 po/ul) en PBS, y los animales fueron procesados 7 dias después de la seccion del
NO.

3.3.2.2.7 Inyeccion de NT-3 mas PIH

Para estudiar si la PIH potencia el efecto de la NT3, en 9 animales se
administraron en el vitreo 5 ul de una solucién que contenia PIH (1 pg/ul) y NT3 (1

ug/ul) en PBS y fueron procesados 7 dias después de la seccién del NO.

3.3.2.2.8 Inyeccidn del péptido Bcl-2

Se emplearon en este grupo 13 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 pl de una solucion de Bcl-2 (Calbiochem; La Jolla, California,
EEUU) en PBS a una concentracion de 1 pg/ul. En 7 animales el Bcl-2 se administré
tan solo inmediatamente después de la seccion del NO, mientras que otros 6
animales recibieron una segunda inyeccion el cuarto dia tras la seccién del NO.

Todos los animales se procesaron 7 dias después de la seccion del NO.

3.3.2.2.9 Inyeccidn de inhibidor irreversible de la caspasa 3 ZVED-cmk

En este grupo se emplearon 15 animales a los que se administraron
inyecciones repetidas intravitreas que contenian 2 ul de una solucion del inhibidor
irreversible de la caspasa 3 (Z-DEVD-cmk; Bachem; Bubendorf, Suiza) en PBS con
un 2% de dimetil sulféxido (DMSO), a una concentracion de 2 ug/ul. Las inyecciones
se llevaron a cabo en el momento de la seccion del NO y 4 dias después en aquellos
animales que sobrevivieron 7 dias (n=8), y en el momento de la seccién del NOy 4y
7 dias después en los animales que sobrevivieron 14 dias (n=7) tras la seccion del
NO.

3.3.2.2.10 Inyeccién de péptido Bcl-xS
En este grupo se emplearon 6 animales a los que se inyectaron
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intravitreamente 5 pl de una solucion de Bcl-xS (Calbiochem; La Jolla, California,
EEUU) en PBS, a una concentracion de 1 ug/ul. Estos animales recibieron dos
inyecciones intravitreas, una inmediatamente después de la seccién del NO y otra, 4

dias después. Los animales se procesaron a los 7 dias de la lesion.

3.3.2.2.11 Inyeccion de péptido Bcl-xL

En este grupo se emplearon 7 animales a los que se administraron
intravitreamente 5 pl de una solucion de Bcl-xL (Calbiochem; La Jolla, California,
EEUU) en PBS, a una concentracion de 1 pg/ul, inyectando el producto los dias 0y 4

tras la seccion del NO. Los animales se procesaron a los 7 dias de la lesion.

3.3.2.2.12 Inyeccién de vehiculo

En 29 animales se administraron intravitrea o subcutaneamente,
inmediatamente después de la seccion del NO, las soluciones utilizadas como
vehiculo para nuestro estudio. Asi, 11 animales recibieron una inyeccion intravitrea
de 5 ul de tampon fosfato salino (PBS) 0,1M a pH 7,4 y fueron procesados 7 (n=6) 6
14 (n=5) dias después de la seccion del NO. Otros 12 animales recibieron
inyecciones subcutaneas de 300 ul de tampon fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,4
desde dia 0 hasta dia 6, cuando el periodo de supervivencia era de 7 dias (n=6), o
hasta dia 13, cuando el periodo de supervivencia era de 14 dias (n=6). Por ultimo, 6
animales recibieron una inyeccién intravitrea de 5ul de PBS 0,1M pH 7,4 con un 2%
de Dimetil Sulféxido (DMSO; Sigma Chemical, Co. St.Louis, EEUU), y fueron

procesados a los 7 (n=6) dias de la seccion del NO.

3.3.2.2.13 Pinchazo simple

En 12 animales, inmediatamente después de seccionar el NO, se realizé una
puncién simple del ojo izquierdo sin inyectar sustancia alguna. Los animales se

procesaron 7 (n=6) 6 14 (n=6) dias después de la seccion del NO.
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PERIODO DE SUPERVIVENCIA
7 DIAS 14 DIAS
SIN INYECCION n=7 n=7
C MIF n=8 n=8
o NGF n=7 n=8
N BDNF n=8 n=7
PIH n=13 n=7
I
IGF-I n=8
N
NT3 + IGF-I n=6
Y
NT3+PIH n=9
E
C Bcl-2 n=13
C ZDEVD-cmk n=8 n=7
| Bcl-xS n=6
¢} Bcl-xL n=7
N VEHICULO n=18 n=12
PINCHAZO n=6 n=6
TABLA Il

Descripcion de los subgrupos de animales que componian el grupo Il, el tipo de sustancia administrada y su
periodo de supervivencia. En todos los animales se habian marcado las CGR mediante la aplicacion de
fluorogold en el CS y se habia seccionado el NO izquierdo 7 dias més tarde. Después de la seccién del NO,
los animales fueron tratados con las sustancias que aparecen en la tabla, y fueron procesados 7 6 14 dias
después.

Para conseguir los objetivos de esta parte del estudio, se calcularon las
densidades de CGR marcadas con FG en CCG, tanto en retina control como
experimental, en los dos subgrupos que componian este grupo experimental. De esta
forma, se obtuvieron las densidades medias de las mismas. Asi mismo, se contaron
todas las células de microglia marcadas con FG en las retinas experimentales,

obteniéndose igualmente las densidades medias.

3.4 TECNICAS QUIRURGICAS

3.4.1 MARCAJE DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA CON EL
TRAZADOR NEURONAL FLUORESCENTE FLUOROGOLD

Se afeitaba el pelo de la parte dorsal de la cabeza y cuello del animal y con
el bisturi se realizaba una incisién sagital en el cuero cabelludo, exponiendo el craneo
del animal. Se hacia una craneotomia parietal bilateral con fresadora (Dremel, Free-
Wheeler, Cordless Moto-tool, Model 850), resecando con ayuda de micropipeta
conectada a sistema de aspiracion (Ordisi, S.A., L'Hospitalet. Barcelona, Espafia), la
cantidad necesaria de hipocampo y corteza cerebral para dejar expuestos ambos

coliculos superiores. A continuacion, se resecaba la piamadre que recubre al CS y se
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procedia a aplicar en la superficie de ambos CS una pequefia porcién de esponja de
fibrina (Spongostan Film, Ferrosan, Dinamarca), previamente empapada en una
solucion de FG al 3% (FG; Fluorochrome, Inc., Engelwood, Colorado, EEUU) en
suero salino conteniendo un 10% de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma Chemical, Co.
St.Louis, EEUU). Finalmente, se procedia a suturar la piel del animal con seda
trenzada de 5/0.

Fluorogold

/

Imagen : marcaje de las células ganglionares de la retina por medio de la aplicacion
del trazador neuronal fluorescente fluorogold en ambos coliculos superiores.

3.4.2 SECCION DEL NERVIO OPTICO

Se afeitaba la parte dorsal de la cabeza y cuello del animal, y se realizaba
una incision sagital en cuero cabelludo con bisturi, situada medialmente al reborde
orbitario superior del ojo izquierdo. Se disecaba la piel hacia el reborde orbitario
izquierdo y se realizaba una incision sobre este reborde orbitario, se disecaban el
tejido adiposo y glandular que rodea el ojo y se disecaban y seccionaban los
musculos recto superior, oblicuo superior y retractor bulbi, a fin de acceder a la parte
posterior del globo ocular y al NO, en su porcién mas proximal al globo ocular. Antes
de proceder a la seccion del NO y puesto que la cubierta dural de éste contiene, en
su zona nasal inferior, a la arteria oftalmica y al sistema venoso ocular en su trayecto
intraorbitario (Janes y Bounds, 1955; Forrester y Peters, 1967), realizdbamos una
incision longitudinal de la cubierta meningea del NO, en una longitud suficiente como
para poder aislarlo de sus cubiertas meningeas. Una vez aislado el NO, procediamos
a seccionarlo 0,5 milimetros por detras de su salida del globo ocular (Villegas-Pérez y
cols., 1993). Inmediatamente después, comprobabamos la integridad de la circulacién
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retiniana mediante la visualizacion del fondo de ojo del animal, a través del
microscopio operatorio. Para ello, antes de la intervencion, se habia instilado en el ojo
izquierdo una gota de colirio de Tropicamida (Laboratorios Cusi, EI Masnou,
Barcelona), para dilatar la pupila. Para observar el fondo de ojo, aplicabamos una
gota de Gonioftal (Metilcelulosa al 10%, Laboratorios Cusi, EI Masnou, Barcelona)
sobre la cérnea del ojo izquierdo, y por encima un cubreobjetos circular de 12 mm de

diametro.

Imagen 4: seccién del nervio 6ptico del ojo izquierdo a los 7 dias del marcaje de las
células ganglionares de la retina mediante la aplicacién en coliculo superior del
trazador neuronal fluorescente fluorogold.

3.4.3 INYECCION INTRAVITREA DE FACTORES

Las diluciones de las sustancias se prepararon inmediatamente antes de su
uso, y se mantuvieron en refrigerador entre 2 y 8°C hasta el momento de su
administracion. Se realizaba una esclerotomia en la zona supratemporal de ojo
izquierdo a nivel de ora serrata, con una aguja estéril de 30 G (Microlance 3; Becton
Dickinson, S.A., Fraga, Huesca, Espafia). Posteriormente se introducia por esta
esclerotomia una aguja de 33G conectada a una jeringa Hamilton de 5 ul (Hamilton
Company, Reno, Nevada, EEUU) mediante la cual se inyectaba el factor lentamente
cuando se observaba a través de la cérnea que la punta de la aguja se encontraba en
la cavidad vitrea. En ningln animal lesionamos el cristalino cuando realizamos esta
inyeccién (Leon y cols., 2000). En los animales en los que se realizé puncion simple

del globo ocular, no se inyect6 sustancia alguna. Una vez realizada la inyeccion, se
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extraia la aguja lentamente, para evitar el reflujo, y se observaba nuevamente el

fondo de ojo para comprobar que no se habian lesionado la retina ni el cristalino.

Imagen 5: inyeccién de diferentes sustancias en camara vitrea del ojo izquierdo,
inmediatamente después de la seccién del nervio 6ptico.

3.4.4 INYECCION SUBCUTANEA DE FACTORES

A 12 animales se les administré PIH subcutaneamente, empleando para ello
una jeringa de insulina estéril de 1 ml con aguja de 25 G (Terumo, Leuve, Bélgica). La
inyeccion se llevé a cabo inmediatamente después de la seccion del NO y en los 5
dias sucesivos, o en los 12 dias sucesivos, segun el periodo de supervivencia, y
siempre en el mismo momento del dia. El producto se prepard el dia en que se
realizé la primera inyeccién, y se mantuvo refrigerado a 4°C hasta el momento en que
se inyectaba. La dosis inyectada cada vez fue de 10 pg. Al dia siguiente de la
intervencion se midié la glucemia de los animales a las dos horas de la
administracion de la PIH, con el medidor de glucemia Accutrend alpha (Boehringer
Mannheim, S.A., Barcelona) previamente calibrado, para comprobar que el producto
inyectado no tenia efectos negativos sobre la concentracion de glucosa en sangre (no

se muestran datos).
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3.5 PROCESADO DE LOS ANIMALES

Los animales se perfundieron a través de la aorta ascendente con suero
salino durante dos o tres minutos, e inmediatamente después con 250 ml de una
solucion fijadora que contenia paraformaldehido (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) al 4% en tampon cacodilato 0,1 M (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) a pH
7,4, si se trataba de los animales del grupo I, o con paraformaldehido al 4% en

tampon fosfato 0,1M a pH 7,2, en los animales del grupo Il.

Tras la perfusion, se enucleaban ambos ojos, marcando la parte superior del
globo ocular con una sutura, Yy se disecaban las retinas, a las que se les practicaban
cuatro cortes radiales, desde la periferia hacia la cercania del disco éptico, para
facilitar su posterior montaje global. Los cortes se realizaban de forma que el
correspondiente a la zona superior del globo ocular era mas profundo, lo que permitia

conocer en todo momento la orientacion de la retina.

En el grupo |, las retinas se postfijaban durante 4 dias en la misma solucion
fijadora empleada en la perfusion. En el grupo I, las retinas se postfijaban durante 1
hora en la solucion de fijacion. Tras el periodo de postfijacion se procedia en ambos
grupos a la limpieza profunda y cuidadosa del vitreo. Esta operacion se realizaba

manteniendo las retinas constantemente sumergidas en la solucion fijadora.

A continuacion, las retinas de los animales del grupo experimental | se
procesaban siguiendo la técnica enzimo-histoquimica de la NDPasa, realizando
posteriormente montaje global de las mismas en portas gelatinizados, con la
superficie vitrea hacia arriba, empleando como solucion de montaje glicerol al 50% en
tampo6n carbonato sddico 0,1 M a pH 9,0 conteniendo un 0,04% de p-fenilendiamina
(Dodd y cols., 1.984).

Las retinas del grupo experimental Il no eran reaccionadas, sino que
inmediatamente se montaban en portas gelatinizados, con la superficie vitrea hacia
arriba, empleando la misma solucién de montaje utilizada en el grupo |. Todos los

cubreobjetos se sellaban al portaobjetos con laca de ufias.

3.5.1 REACCION ENZIMO-HISTOQUIMICA DE LA NDPASA

Para esta reaccion hemos utilizado el protocolo de Novikoff y Goldfischer
(1961) modificado por Murabe y Sano (1982a). Las retinas del grupo |, después de
ser postfijadas, se lavaban durante 30 minutos en solucion de tampoén cacodilato 0,1
M, a pH 7,4 (Sigma Chemical, CO, St. Louis, EEUU) y a temperatura de 4°C.
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Posteriormente, las retinas se volvian a lavar durante 5 minutos con tampon trizma-
maleato 0,2M a pH 7,4 a temperatura ambiente. Inmediatamente, las retinas eran
incubadas en estufa durante un periodo de 30 minutos, a temperatura de 38°C, en un
medio de incubacion previamente filtrado que contenia: agua destilada (7 ml), sal
sédica del substrato citidina-5'-difosfato (Sigma C-9755, USA)10 mM (25 mg), tampdn
trizma-maleato 0,2M, pH 7,4 (10 ml), cloruro de manganeso (ll) (MnCl,) al 0,5% (5 ml)
(Merck 805930, Alemania) y nitrato de plomo (II) (Pb(NOs),) al 1% (3 ml) (Merck
7398.0100, Alemania).

Posteriormente, las retinas se lavaban tres veces consecutivas, 10 minutos
cada vez, en tampdn cacodilato 0,1M a pH 7,4 y a temperatura de 4°C, procediendo
seguidamente al revelado de la reaccion. Para ello, las retinas se reaccionaban con
una solucion al 2% de sulfuro de amonio ((NH,4).S) (Prolabo 12135-76-1, Francia) en
agua destilada, durante dos minutos. Una vez finalizado el revelado, las retinas se
lavaban con tampon cacodilato, tres veces, 5 minutos cada vez (Novikoff y
Goldfischer, 1961; Murabe y Sano, 1982a; Schnitzer, 1989).

3.6 DETERMINACION DE DENSIDADES CELULARES Y ANALISIS ESTADISTICO

En el grupo | se analizaron las densidades de células de microglia NDPasa
positivas, tanto en retina control o derecha como experimental o izquierda. En el
grupo Il se analizaron las densidades de CGR, tanto en las retinas controles como en
las experimentales, y las densidades de células de microglia marcadas con FG en las

retinas experimentales.

3.6.1 GRUPO I RETINAS PROCESADAS POR LA TECNICA ENZIMO-
HISTOQUIMICA DE LA NDPASA

En este grupo se estimaron las densidades de células de microglia NDPasa
positivas en las retinas controles o derechas y experimentales o izquierdas solamente
en dos capas retinianas: la CCG y la CPI, ya que no se pudieron estimar en la CFN ni
en la CPE, debido a la dificultad para la visualizacion de las células en la CFN y a la
irregularidad del marcaje celular en la CPE. Para estimar las densidades de células
de microglia en la CCG y en la CPI se contaron todas las células NDPasa+
encontradas en las dos capas, en 16 areas estandar de la retina, enfocando
alternativamente ambas capas con el microscopio 6ptico (Axiophot, Zeiss, Alemania)
a 100 aumentos (100X). Todas las areas analizadas tenian una superficie de 0,0864
mm? (0,36 mm x 0,24 mm) cada una y se situaban a 0,72, 1,44, 2,16 y 2,88 mm del

disco 6ptico en cada cuadrante retiniano. EI nimero total de células contadas en
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cada retina se dividia entre 16, que era el nimero de areas analizadas por retina,
obteniendo asi el valor medio de células por retina. Este valor medio se dividia
nuevamente entre 0,0864, que era el area de cada una de las 16 regiones donde se
realizaban los contajes en cada retina. De esta forma se obtenian las densidades

medias de células de microglia NDPasa+ por mm? en las CCG y CPI de cada retina.

Il | -.0864 mm?

Imagen 7: en las retinas procesadas mediante la técnica
enzimohistoquimica de la NDPasa se analizaron 4 areas estandar en
cada uno de los cuatro cuadrantes en que se dividieron las retinas.

3.6.2 GRUPO II: RETINAS MARCADAS CON FLUOROGOLD

En este grupo se realizaron fotografias enfocadas en la capa de las CGR y
la CFN en 12 areas estandar de cada retina. Las areas fotografiadas tenian una
superficie de 0,0864 mm? (0,36 mm x 0,24 mm), y se encontraban situadas en cada
uno de los cuatro cuadrantes a 0,875, 1,925 y 2,975 mm del disco O6ptico
respectivamente. Cada area fue fotografiada en el microscopio de fluorescencia
(Axiophot Zeiss, Alemania), utilizando un filtro ultravioleta que permite la observacion
de la fluorescencia emitida por el FG (excitacion BP 365/11, supresién LP 397), a
100X, y una pelicula para fotografia en blanco y negro T-MAX 400 (Kodak,
Rochester, Reino Unido). Los negativos se revelaban, y posteriormente se
positivaban empleando una video impresora Sony UP890CE (Sony, Jap6n) y papel
térmico Sony UPP110 HD tipo Il (Sony, Japén).

En las doce fotografias realizadas en cada retina se contaron todas las

células con morfologia de CGR que aparecian marcadas con FG. El numero total de
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células obtenido por retina se dividia entre 12, para hallar asi el valor medio de
células en la retina, y éste valor se dividia entre 0,0864, que era la superficie de cada
area estandar analizada. De esta forma obtuvimos las densidades medias de CGR
marcadas con fluorogold por mm? en retinas controles y experimentales. Los valores
obtenidos para retinas izquierdas en los distintos grupos fueron comparados con los
obtenidos en las retinas derechas o controles, considerando que los valores de estas

Ultimas representaban el 100% de la poblacion de CGR.

Asi mismo, en las mismas fotografias se contaron todas las células con
morfologia de células de microglia que se encontraban marcadas con FG en las
retinas experimentales o izquierdas, ya que en las retinas controles o derechas no se
observaban células de microglia marcadas con FG. Las densidades de células de
microglia marcadas con FG por mm? en cada retina se obtuvieron de la misma forma

que hemos detallado para obtener las densidades de CGR.

Il | - 0864 mm?

Imagen 8: En las retinas en las cuales se marcaron las CGR mediante
aplicacion del trazador neuronal fluorescente fluorogold en coliculo
superior, se analizaron tres areas estandar en cada uno de los cuatro
cuadrantes en que se dividieron las retinas.

3.6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico empleamos el programa Statistix® V 1.0 para
Windows (Analitical Software, USA), obteniéndose con el mismo las medias
aritméticas de las densidades para las CGR y de las células de microglia retiniana en

los distintos grupos, asi como los correspondientes errores estandar. Para comparar
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las densidades celulares obtenidas en las retinas izquierdas o experimentales y
derechas o controles de un mismo grupo experimental, o de dos grupos
experimentales diferentes se empled el test de Mann-Whitney. Cuando comparamos
las densidades celulares entre grupos experimentales con gran numero de
observaciones (n>54) empleamos el test de la t de Student. Las comparaciones de
densidades celulares entre mas de dos grupos experimentales se llevaron a cabo por
medio del test no paramétrico ANOVA de una via, Kruskal Wallis. Para analizar la
correlacion entre densidades celulares dentro de un mismo grupo experimental se
construyeron lineas de regresién, empleando para ello el programa Sigma Plot
versién 4.0 (Jandel Scientific, CA 94925, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS CUANTITATIVOS

4.1.1 RESULTADOS GRUPO I: Retinas procesadas por la técnica enzimo-

histoquimica de la NDPasa

En este grupo se analizaron las densidades de células de microglia
NDPasa+ que aparecian en la CCG y la CPI de las retinas controles o derechas y
experimentales o izquierdas, en los tres subgrupos que componian este grupo
experimental, es decir, en el subgrupo I.1 compuesto por animales en los que no se
habia realizado técnica quirdrgica alguna, en el subgrupo experimental 1.2 en el que
tan solo se habia llevado a cabo seccién del NO del ojo izquierdo, y en el subgrupo
I.3 en el que, inmediatamente después de la seccion del NO, se habia administrado
intravitreamente alguna sustancia. Los resultados en los distintos subgrupos que

componen este grupo experimental fueron los siguientes:

4.1.1.1 Subgrupo I.1: Grupo control

La densidad media de células de microglia NDPasa+ en las retinas
derechas de los animales de este grupo (Tabla IV) fue de 258+6 células/mm? (n=4),

con un rango entre 247 células/mm?y 270 células/mm?.

La densidad media de células de microglia NDPasa+ en las retinas
izquierdas de los animales de este grupo (Tabla IV) fue de 262+4 células/mm? (n=4),

con un rango entre 252 células/mm?y 268 células/mm?.

Observamos que, en todos los animales, las densidades de células de
microglia NDPasa+ obtenidas en los ojos derechos eran muy similares a las
obtenidas en los ojos izquierdos (Tabla IV). Cuando comparamos las densidades de
células de microglia NDPasa+ obtenidas en los ojos derechos de estos animales con
las obtenidas en sus correspondientes ojos izquierdos por medio del test de Mann-
Whitney, las diferencias de densidad no fueron estadisticamente significativas
(p=0,6036).
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Figura 1: densidades medias de células de microglia NDPasa+/mm? en las retinas de los animales con axotomia
simple, procesados tras distintos tiempos de supervivencia. Los asteriscos (*) indican los periodos de supervivencia
tras los cuales las densidades de células de microglia NDPasa+ fueron significativamente mayores en las retinas
izquierdas o experimentales que en las retinas derechas o controles.
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Figura 2: linea de regresion realizada con las densidades de células de microglia NDPasa+ en las retinas controles y
experimentales de los animales con seccidn simple del NO.
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4.1.1.2 Subgrupo 1.2: Seccién del nervio 6ptico

Las densidades medias de células de microglia NDPasa+ en las retinas
derechas o controles de los animales de este subgrupo (Tabla 1V) variaron entre
23746 células/mm? en el grupo de animales analizado 10 dias (n=5) después de la
seccién del NO y 285+21 células/mm? en el grupo analizado 30 dias (n=5) después
de la seccion del NO (Tabla IV; Figura 1). Las densidades medias de células
NDPasa+ en las retinas derechas o controles variaban significativamente (Kruskal
Walllis; p=0,0052) entre los subgrupos experimentales que habian sido analizados
tras distintos periodos de supervivencia. Sin embargo, estas densidades no
dependian del periodo de tiempo tras el cual se habian analizado los animales, ya
gue la mayor densidad media fue la del grupo de animales analizado 30 dias después
de la seccién del NO (285+21 células/mm?; n=5), seguida de las de los grupos
analizados a los 14 (271+10 células/mm? n=4), 22 (267+16 células/mm? n=5), 7
(257412 células/mm? n=6), 40 (242+8 células/mm? n=4) y 10 dias (237+6

células/mm?; n=5) después de la seccién del NO (Tabla IV; Figura 1).

Observamos, ademas, que las densidades de células de microglia NDPasa+
en las retinas derechas o controles de este subgrupo experimental eran similares a
las obtenidas en las retinas derechas e izquierdas de los animales que componian el
grupo control (subgrupo 1.1), en el cual se habia mantenido la integridad de los NOs
en ambos ojos. Cuando comparamos todas las densidades obtenidas en las retinas
derechas o controles de este subgrupo 1.2 con las obtenidas en los todos ojos
derechos e izquierdos del subgrupo 1.1, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p=0,2907).

Ademads, cuando comparamos las densidades de células de microglia
NDPasa+ de las retinas controles o derechas en cada periodo de supervivencia con
las densidades obtenidas en las retinas izquierdas y derechas de los animales del
subgrupo 1.1, encontramos que las diferencias no fueron estadisticamente
significativas en los animales analizados 7 (p=0,8336), 14 (p=0,5459), 22 (p=0,7499),
30 (p=0,8505) y 40 (p=0,1681) dias después de la seccion del NO, mientras que las
densidades resultaron ser significativamente mayores en los animales analizados 10

dias (p=0,0098) después de la seccidon del NO.

Las densidades medias de células de microglia NDPasa+ en las retinas
izquierdas o experimentales de este grupo 1.2 (Tabla IV; Figura 1) variaron entre
31747 células/mm? en el grupo analizado 40 dias (n=4) después de la seccién del NO

y 362426 células/mm? en el grupo de animales analizado 30 dias (n=5) después de la
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seccion del NO. Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas
experimentales también variaban entre los subgrupos de animales que se habian
analizado tras diferentes periodos de supervivencia, aunque tales variaciones no
resultaron ser estadisticamente significativas (p=0,1146). Las densidades medias de
células de microglia en estas retinas tampoco parecian depender del tiempo de
supervivencia tras el cual habia sido analizado el animal, ya que la densidad media
mayor se obtuvo en el grupo de animales analizado 30 dias después de la seccion
del NO (362+26 células/mm?; n=5), seguida de las de los grupos analizados a los 14
(35612 células/mm?; n=4), 22 (348+14 células/mm?; n=5), 10 (320+10 células/mm?;
n=5), 7 (319415 células/mm?; n=6) y 40 dias (317+7 células/mm?; n=4) después de la
seccion del NO (Tabla IV; Figura 1).

En todos los animales que componian este subgrupo experimental
observamos que la densidad media de células NDPasa+ era siempre mayor en las
retinas izquierdas o experimentales que en las retinas derechas o controles, en
cualquiera de los periodos de supervivencia estudiados (Figura 1). Cuando
comparamos las densidades medias de células NDPasa+ obtenidas en las retinas
derechas (n=29) de todos los animales que componian el subgrupo |.2 con las
densidades medias de células NDPasa+ obtenidas en sus correspondientes retinas
izquierdas (n=29), las densidades eran significativamente mayores en las retinas
izquierdas (p<0,0001). Cuando comparamos las densidades medias de células
NDPasa+ obtenidas en las retinas controles de los animales analizados tras un
determinado periodo de supervivencia después de la seccién del NO, con las de sus
correspondientes retinas experimentales, observamos que las densidades de células
NDPasa+ en las retinas experimentales eran significativamente mayores en los
subgrupos de animales analizados a los 7 (p=0,0076; n=6), 10 (p=0,0010; n=5), 14
(p=0,0047; n=4), 22 (p=0,0051; n=5) y 40 (p=0,0047; n=4) dias después de la seccion
del NO, mientras que las diferencias entre las retinas controles y experimentales no
fueron estadisticamente significativas en los grupos de animales analizados 30 dias
después de la seccion del NO, aunque en este grupo la diferencia se aproximaba al
nivel de significacion estadistica (p=0,0715; n=5). Estos resultados documentan que
la seccion del NO produce un aumento en la densidad de células de microglia

NDPasa+ de la retina ipsilateral durante el periodo de tiempo estudiado.

Observamos, ademas, que las densidades de células NDPasa+ en las
retinas derechas o controles y en las izquierdas o experimentales de todos los
animales de este grupo diferian de unos animales a otros en todos los periodos de

supervivencia estudiados, y que parecia existir una relacion entre las densidades
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obtenidas en las retinas derechas y las obtenidas en las retinas izquierdas, ya que
cuando un animal presentaba una densidad de células NDPasa+ alta en la retina
derecha, tenia también una densidad alta en la retina izquierda y viceversa (Tabla
IV), independientemente del incremento de densidad que se producia en las retinas
experimentales después de la seccion del NO. Esto indicaba que la densidad media
de células de microglia NDPasa+ podia ser un rasgo fenotipico de cada animal. Para
comprobar si existia una relacion entre las densidades de células de microglia de las
retinas derechas y de las retinas izquierdas en este grupo experimental, realizamos
una linea de regresion con las densidades de células de microglia NDPasa+
obtenidas en las retinas derechas de todos los animales que componian este
subgrupo experimental y las de sus correspondientes retinas izquierdas (Figura 2). El
coeficiente de correlaciéon para esta linea (r?) fue de 0,8567, lo que indicaba que
existia una correlacion estadisticamente significativa entre las densidades medias de

células NDPasa+ de las retinas derechas e izquierdas.

4.1.1.3 Subgrupo 1.3: Seccién del nervio 6ptico e inyeccion de diversos factores

En este grupo experimental se estimaron las densidades de células de
microglia NDPasa+ en CCG y CPI de la retina en animales que, inmediatamente
después de la secciéon del NO, habian recibido intravitreamente alguna de las
siguientes sustancias: MIF, BDNF, NGF y NT3, y que habian sido analizados tras

distintos periodos de supervivencia.

Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas controles o
derechas (Tabla V) en este grupo experimental variaron entre 285+4 células/mm? en
el grupo de animales en el que se habia administrado intravitreamente MIF y se
habia analizado a los 10 dias (n=5) de la seccién del NO y 37148 células/mm? en el
grupo de animales que recibié una inyeccién intravitrea de MIF y que se habia
analizado 22 dias (n=6) después de la seccion del NO. Se observé que las
densidades de células NDPasa+ variaban entre los animales que componian los
distintos subgrupos de este grupo experimental, y que estas variaciones no estaban
relacionadas con la sustancia inyectada o con el tiempo transcurrido desde la lesién
(Tabla V). Asi, las densidades medias obtenidas en los distintos grupos de animales
fueron de 37148 (MIF, 22 dias; n=6), 356t14 (NGF, 7 dias; n=6), 351+17 (MIF,40
dias; n=6), 344+4 (BDNF,7 dias; n=6),335+21 (MIF, 7 dias; n=5), 330+7 (BDNF, 14
dias; n=6), 328+12 (NGF, 14 dias; n=6), 316+16 (PBS 7 dias; n=3); 315+6 (BDNF, 30
dias; n=6), 311+15 (MIF, 30 dias; n=5), 310+14 (Pinchazo 7 dias; n=3); 309+6 (NT3,
30 dias; n=6), 304+12 (NT3, 14 dias; n=6), 29748 (MIF, 14 dias; n=6), 287+17 (NT3,

105



Resultados

Tiempo Supervivencia MIF NGF BDNF NT3 Pinchazo PBS
Experim. Control Experim. Control Experim. Control Experim. Control Experim.  Control
(0°0125ug) (5u9) (5u0) (5p9) Experim.  Control (5uL)
318 253 418 378 368 345 411 323 420 330 409 327
420 373 412 393 377 337 394 305 375 284 399 285
7 Dias 417 352 425 349 373 348 399 310 415 317 423 335
409 346 360 367 365 332 360 258
408 352 462 360 395 342 328 237
469 291 422 359
Media + ESM 394+19* 335+21 424+16* 356114 383+9* 344+4 378+15* 287+17 403£14* 310+14 410£7* 316+16
%Aumento 18% 19% 11% 32% 30% 30%
339 299
294 281
339 287
10 Dias 354 278
370 282
Media + ESM 339+13* 285+4
%Aumento 19%
357 313 373 332 369 329 355 265
328 259 354 303 407 344 446 320
370 297 483 350 391 350 446 323
14 Dias 366 307 483 328 400 298 378 276
356 294 292 289 366 329 405 303
355 309 383 367 412 332 452 339
Media + ESM 355+6* 29748 395+31* 328+12 391+8* 330+7 414+17* 304+12
%Aumento 20% 20% 18% 36%
Tabla IV (a)

Densidades de células de microglia NDPasa positivasimm? en la CCG y la CPI, y valores mediostESM, del subgrupo 1.3, para los diferentes periodos de supervivencia. Se sefiala también el
aumento de densidad de células de microglia en las retinas izquierdas o experimentales expresado como porcentaje respecto al valor obtenido en las retinas derechas. El asterisco (*) indica los
tiempos de supervivencia en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las densidades de células de microglia en las retinas controles y experimentales (Mann-

Whitney, p<0,05)
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Tiempo Supervivencia MIF NGF BDNF NT3
Experim. Control Experim. Control Experim. Control Experim. Control
(0°0125pg) (5u9) (5p9) (5p9)
426 373
474 401
399 348
22 Dias 416 358
428 359
443 386
Media + ESM 431+10* 37148
%Aumento 16%
353 286 438 339 413 305
340 281 429 313 436 336
350 297 436 317 405 301
30Dias 404 328 440 319 418 305
425 363 422 305 412 310
408 299 412 298
Media + ESM 374+17* 311415 429+5* 31546 416+4* 30946
%Aumento 20% 36% 35%
427 362
416 349
453 394
40 Dias 356 302
354 302
463 394
Media + ESM 412+19* 351+17
%Aumento 17%
Tabla IV (b)

Densidades de células de microglia NDPasa positivasimm?, en la CCG y la CPI, y valores medios=ESM, del subgrupo 1.3, para los diferentes periodos de supervivencia. Se sefiala también el
aumento de densidad de células de microglia en las retinas izquierdas o experimentales expresado como porcentaje respecto al valor obtenido en las retinas derechas. El asterisco (*) indica los
tiempos de supervivencia en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las densidades de células de microglia en las retinas controles y experimentales (Mann-
Whitney, p<0,05)
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7 dias; n=5) y 285+4 (MIF, 10 dias; n=5) células/mm?.

Las densidades medias de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las
retinas derechas o controles en este subgrupo 1.3 fueron generalmente superiores a
las obtenidas en las retinas controles de los subgrupos I.1 y 1.2. Asi, cuando se
compararon las densidades de células de microglia NDPasa+ de todas las retinas
izquierdas y derechas del subgrupo I.1 y las densidades de células de microglia
NDPasa+ obtenidas en todas las retinas controles del subgrupo 1.2 con las
densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas controles del
subgrupo 1.3, las densidades obtenidas en este Gltimo grupo eran significativamente

mayores (p<0,0001) que las obtenidas en los otros dos grupos.

Cuando se compararon las densidades de células de microglia NDPasa+
obtenidas en las retinas controles de cada uno de los grupos de animales que habian
recibido intravitreamente algun factor inmediatamente después de la seccion del NO
(subgrupo 1.3) y que se habian procesado tras distintos periodos de supervivencia,
con las obtenidas en las retinas controles de los animales con seccion simple del NO
(subgrupo 1.2) y que se habian analizado tras los mismos periodos de supervivencia,
por medio del test de Mann-Whitney, se observo que las densidades eran mayores y
las diferencias estadisticamente significativas en los animales en los que se habia
administrado: PBS y se habian analizado 7 dias (p=0,0255) después de la seccion
del NO; MIF y se habian analizado 7 (p=0,0177), 10 (p=0,0011), 14 (p=0,0023) y 22
(p=0,0011) dias después de la seccién del NO; BDNF y se habian analizado 7
(p=0,0006) y 14 (p=0,0057) dias después de la seccidn del NO; NGF y se habian
analizado 7 (p=0,0006) y 14 (p=0,0133) dias después de la seccion del NO, y en
aguellos que habian recibido puncién simple y se habian analizado a los 7 dias
(p=0,0255) de la seccion del NO. Sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas en los animales en los que se habia administrado:
MIF, y se habian analizado 30 dias (p=0,4974) después de la seccién del NO; BDNF
y se habian analizado 30 dias (p=0,3780) después de la seccién del NO; NT3 y se
habian analizado 7 (p=0,1527), 14 (p=0,1127) y 30 (p=0,5600) dias después de la
seccion del NO.

Las densidades medias de células NDPasa+ de las retinas izquierdas o
experimentales en este grupo (Tabla V) variaron entre 339+13 células/mm? en el
grupo de animales en los que se administr6 MIF y se habia analizado a los 10 dias
(n=5) de la seccién del NO y 431+10 células/mm? en el grupo de animales a los que

se administr6 MIF y se habia analizado a los 22 dias (n=6) de la seccion del NO.
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Nuevamente, estas variaciones parecian ser independientes de la sustancia

administrada y del periodo de supervivencia estudiado.

La densidad media de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los
animales a los que se les habia realizado una puncidon simple del globo ocular
(Figura 3) y que habian sido procesados 7 dias después de la seccion del NO fue de
403+14 células/mm?. Cuando comparamos las densidades de células de microglia
NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas con las obtenidas en sus
correspondientes retinas derechas en este subgrupo experimental, observamos que
las densidades de las retinas izquierdas eran siempre superiores a las de las retinas
derechas, y que las diferencias eran estadisticamente significativas (Mann-Whitney;
p=0,0213; n=3).

La densidad media de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los
animales a los que se administré intravitreamente el Vehiculo (PBS) (Tabla V y
Figura 3) y que habian sido procesados a los 7 dias de la seccién del NO fue de
41047 células/mm?®. Cuando comparamos las densidades de células de microglia
NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas con las obtenidas en sus
correspondientes retinas derechas en este subgrupo experimental, observamos que
las densidades de las retinas izquierdas eran siempre mayores, y las diferencias eran

estadisticamente significativas (Mann-Whitney; p=0,0213; n=3).

Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los
animales a los que se inyectd intravitreamente MIF (Tabla V y Figura 4) y se
analizaron tras diversos periodos de supervivencia fueron de 394+19 células/mm? a
los 7 dias (n=5), 339+13 células/mm?a los 10 dias (n=5), 355+6 células/mm? a los 14
dias (n=6), 431+10 células/mm?a los 22 dias (n=6), 374+17 células/mm?a los 30 dias
(n=5) y 412+19 células/mm?a los 40 dias (n=6). Cuando comparamos las densidades
de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas con las de sus
correspondientes retinas derechas en cada periodo de supervivencia, observamos
que las densidades eran siempre mayores en las retinas izquierdas, y que las
diferencias eran estadisticamente significativas en los animales analizados a los 10
(p=0,0051; n=5), 14 (p=0,0002; n=6), 22 (p=0,0011; n=6), 30 (p=0,0372; n=5) y 40
(p=0,0474; n=6) dias después de la seccibn de NO, mientras que no eran
significativamente diferentes en los animales analizados 7 dias (p=0,0704; n=5)

después de la seccion del NO.

Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los

animales en los que se inyectd intravitreamente NGF (Tabla V y Figura 5) fueron de
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Figuras 3 y 4: Densidades medias de células de microglia NDPasa+/mm*tESM en las retinas controles y
experimentales de los animales marcados con la técnica de la NDPasa, tratados con pinchazo simple o
vehiculo (PBS) (Fig. 3), y MIF (Fig. 4). Los asteriscos (*) indican los periodos de supervivencia tras los
cuales las densidades de células de microglia NDPasa+ fueron significativamente superiores en las retinas
experimentales que en sus correspondientes controles.
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Figuras 5 y 6: Densidades de células de microglia NDPasa+/mm*ESM en las retinas controles y
experimentales de los animales marcados con la técnica de la NDPasa, tratados con NGF (Fig. 5) y BDNF
(Fig. 6) después de la secci6én del NO, y analizados tras distintos periodos de supervivencia. Los asteriscos
(*) indican los periodos de supervivencia tras los cuales las densidades de células de microglia NDPasa+ de
las retinas experimentales fueron significativamente superiores a las obtenidas en sus correspondientes

retinas controles.
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424416 células/mm? en el grupo de animales analizado a los 7 dias (n=6) de la
seccion del NO, y de 395+31 células/mm? en el grupo de animales analizado 14 dias
(n=6) después de la seccién del NO. Cuando comparamos las densidades de células
de microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas o experimentales con las
obtenidas en sus correspondientes retinas derechas o controles en los dos periodos
de supervivencia, observamos que las densidades de las retinas izquierdas en este
grupo eran significativamente superiores a las de las retinas derechas, en todos los
periodos analizados: a los 7 (p=0,0110; n=6) y 14 (p=0,0479; n=6) dias después de la

seccion de NO.

Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los
animales en los que se inyecto6 intravitreamente BDNF (Tabla V y Figura 6) fueron de
383+9 células/mm? en el grupo de animales analizados a los 7 dias (n=6), 391+8
células/mm? en el grupo de animales analizados a los 14 dias (n=6) y 429+5
células/mm? en el grupo de animales analizados a los 30 dias (n=6) de la seccién del
NO. Por tanto, la densidad de células de microglia NDPasa+ aumentaba en este
grupo segun se incrementaba el intervalo de supervivencia. Cuando comparamos las
densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas con
las obtenidas en sus correspondientes retinas derechas en los tres periodos de
supervivencia, observamos que las densidades de células de microglia NDPasa+
eran significativamente mayores en las retinas izquierdas en todos los intervalos de
supervivencia: 7 (p=0,0002 n=6), 14 (p=0,0002; n=6) y 30 (p=0,0002; n=6) dias.
Ademds, en estos animales tratados intravitreamente con BDNF, cuando
comparamos las densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las
retinas izquierdas de animales analizados tras periodos de supervivencia
consecutivos, las diferencias de densidad eran estadisticamente significativas entre
los animales analizados a los 14 y a los 30 dias después de la seccion del NO
(p=0,0011). Sin embargo, cuando comparamos las densidades de células de
microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas derechas de animales analizados tras
periodos de supervivencia consecutivos, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (7 y 14 dias, p=0,1321; 14 y 30 dias, p=0,1573).

Las densidades medias de células NDPasa+ en las retinas izquierdas de los
animales en los que se inyecto intravitreamente NT3 (Tabla V y Figura 7) fueron de
378+15 células/mm? en el grupo de animales analizados a los 7 dias (n=5), 414+17
células/mm? en el grupo de animales analizados a los 14 dias (n=6) y 416+4
células/mm? en el grupo de animales analizados a los 30 dias (n=6) de la seccion del

NO. Cuando comparamos las densidades de células de microglia NDPasa+
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obtenidas en las retinas izquierdas con las obtenidas en sus correspondientes retinas
derechas en los tres periodos de supervivencia, las densidades de células NDPasa+
fueron significativamente mayores en las retinas izquierdas en todos los intervalos de
supervivencia: 7 (p=0,0011; n=5), 14 (p=0,0002; n=6) y 30 (p=0,0002; n=6) dias
después de la seccién del NO. Observamos que la densidad de células de microglia
en estas retinas aumentaba cuando se incrementaba el intervalo de supervivencia.
Sin embargo, cuando comparamos las densidades de células de microglia NDPasa+
obtenidas en las retinas izquierdas de todos los animales tratados intravitreamente
con NT3 y analizados tras los diferentes periodos de supervivencia, las diferencias de
densidad no fueron estadisticamente significativas (p=0,0709). Cuando comparamos
las densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las retinas izquierdas
de los animales analizados tras periodos de supervivencia consecutivos, las
densidades no fueron significativamente diferentes (7 y 14 p=0,3765; 14 y 30
p=0,6994). Ademas, observamos que en estos animales tratados intravitreamente
con NT3, la densidad de células de microglia NDPasa+ aumentaba en las retinas
controles cuando se incrementaba el intervalo de supervivencia. Sin embargo,
cuando comparamos las densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en
las retinas derechas o controles de los animales analizados tras periodos de
supervivencia consecutivos y extremos, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (7 y 14 dias, p=0,7003; 14 y 30 dias, p=0,4961; 7 y 30 dias, p=0,5563).

En todos los animales de este grupo experimental las densidades medias de
células NDPasa+ de las retinas izquierdas o experimentales (398+4; n=86) eran
superiores a las obtenidas en retinas derechas o controles (323%4; n=86). Cuando
comparamos las densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las
retinas controles con las obtenidas en las retinas experimentales para todos los
animales de este grupo experimental por medio de un test t de Student, las
densidades de las retinas experimentales fueron significativamente superiores a las
de las retinas controles (p<0,0001). Ademas se observo que las densidades variaban
entre los distintos animales de este grupo, y que cuando un animal tenia una
densidad alta en la retina control, también la tenia en la retina experimental, igual que
pasaba en los animales del subgrupo experimental 1.2. Para comprobar si existia una
relacion entre las densidades de células de microglia NDPasa+ encontradas en las
retinas izquierdas (n=86) y en las retinas derechas (n=86) de los animales que
componian este subgrupo 1.3, realizamos una linea de regresion (Figura 8) con las
densidades obtenidas en las retinas experimentales y en sus correspondientes
retinas controles de todos los animales analizados en este subgrupo experimental. El

coeficiente de correlacién para esta linea (r?) fue de 0,3787, lo que indicaba que la
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Figura 7: Densidades medias de células de microglia NDPasa+/mm”*tESM en las retinas de los animales
tratados con NT3 tras la seccion del NO (Fig. 7) analizados a los 7, 14 y 30 dias de la lesién. Los asteriscos
(*) indican los periodos de supervivencia tras los cuales las densidades de células de microglia NDPasa+
fueron significativamente mayores en las retinas experimentales que en sus correspondientes retinas
controles.

Figura 8: Linea de regresion realizada con las densidades de células de microglia NDPasa+ en las retinas
controles y en las retinas experimentales de los animales tratados con distintas sustancias tras la seccién

del NO.
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correlacion entre las densidades de células de microglia NDPasa+ de las retinas
derechas e izquierdas era muy baja. Esto sugiere que la administracion de diferentes
sustancias modifica la correlacion existente entre las densidades de células de

microglia en las retinas izquierdas y derechas después de la seccién del NO.

Ademds, se observé que las densidades de células de microglia en las
retinas izquierdas o experimentales de este subgrupo experimental eran mayores que
las observadas en las retinas izquierdas de los animales del subgrupo 1.2. Cuando se
compararon las densidades de células de microglia NDPasa+ obtenidas en las
retinas experimentales de los animales tratados intravitreamente con alguna
sustancia tras la seccién del NO y analizados tras distintos periodos de supervivencia
(subgrupo 1.3), con las obtenidas en las retinas experimentales de los animales con
seccion simple del NO y analizados tras los mismos periodos de supervivencia
(subgrupo 1.2), por medio del test de Mann-Whitney, se observd que las densidades
de células de microglia en las retinas experimentales eran mayores y las diferencias
estadisticamente significativas en los animales en los que se habia administrado:
PBS y se habian analizado tras 7 dias (p=0,0062); MIF y se habian analizado tras 7
(p=0,0177), 14 (p=0,0386), 22 (p=0,0051) y 40 (p=0,0025) dias; BDNF y se habian
analizado tras 7 (p=0,0177) y 30 (p=0,0054) dias; NGF y se habian analizado tras 7
(p=0,0025) dias; NT3 y se habian analizado a los 7 (p=0,0177) y 14 (p=0,0374) dias
de la seccién del NO, y en los animales que habian recibido puncion simple y se
habian analizado a los 7 (p=0,0127) dias de la seccion del NO. Sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas en los animales en los que se
habia administrado: MIF, y se habian analizado a los 10 (p=0,1860) y 30 (p=0,4974)
dias; BDNF y se habian analizado a los 14 (p=0,0569) dias; NGF y se habian
analizado a los 14 (p=0,3590) dias; NT3 y se habian analizado a los 30 (p=0,3780)

dias tras la seccion del NO.

4.1.2 RESULTADOS GRUPO II: Retinas marcadas con fluorogold

En este grupo se analizaron las densidades de CGR y de células de
microglia de la retina, que aparecian marcadas con FG, en las retinas de los
animales con seccion simple del NO y en aquellos tratados con diversas sustancias
después de la citada lesidbn. Pasamos a exponer en primer lugar, los resultados
obtenidos para las CGR, y en segundo lugar, los obtenidos para las células de

microglia, en los dos subgrupos que componen este grupo experimental.
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4.1.2.1 Células ganglionares de la retina marcadas con fluorogold

4.1.2.1.1 Grupo Il.1 Seccién del nervio 6ptico

En este grupo estudiamos las densidades de CGR marcadas con FG que
aparecian en la CCG en las retinas controles y experimentales, en animales que
fueron procesados 7 y 14 dias después de la seccion del NO (Tabla VI). La densidad
media de CGR marcadas con FG en las retinas derechas o controles en el grupo
de animales analizado a los siete dias de la seccion del NO fue de 2366+40
células/mm? (n=7), variando en los animales que componian el grupo entre 2146
célulasimm? y 2445 células/mm?, mientras que en los animales analizados a los
catorce dias de la seccién del NO la densidad media de CGR en las retinas
derechas o controles fue de 2325+36 células/mm? (n=7), variando en los animales
que componian el grupo entre 2176 células/mm?® y 2442 células/mm?® (Figuras 9 y
10).

Cuando comparamos las densidades de CGR obtenidas en las retinas
controles de los animales analizados a los 7 dias con las obtenidas en las retinas
controles de los animales analizados a los 14 dias, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0,3584). Esto nos indica que las densidades de
CGR obtenidas en todas las retinas controles de este subgrupo experimental eran

similares e independientes del intervalo de supervivencia.

En las retinas izquierdas o experimentales la densidad media de CGR
marcadas con FG en el grupo de animales analizado a los siete dias (Tabla VI) de la
seccion del NO fue de 1410453 células/mm? (n=7), variando las densidades en los
animales que componian este grupo entre 1270 células/mm?y 1586 células/mm?,
mientras que en los animales analizados a los catorce dias (Tabla VI) de la seccién
del NO la densidad media de CGR fue de 300+25 células/mm? (Tabla VI), variando
en los animales que componian el grupo entre 231 células/mm? y 377 células/mm?
(Figuras 11y 12).

Observamos que, tanto en los animales analizados a los 7 dias como en
aguellos analizados a los 14 dias, las densidades de CGR obtenidas en las retinas
experimentales eran inferiores a las obtenidas en las retinas controles (Figuras 13 y
14). Cuando comparamos las densidades de CGR obtenidas en las retinas
experimentales tras la seccién del NO con las obtenidas en las retinas controles en
cada uno de los dos intervalos de supervivencia: 7 y 14 dias, por medio de un test de

Mann-Whitney, encontramos que las densidades de CGR eran significativamente
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22k Seccion NO BONF NGF MIF PIH
R aviastia (5110) (5u) (0.0125u9) (5ug)
Experim. Control Experim. __ Control __ Experim. __ Control Experim. __ Control Experim.  Control
1270 417 2276 2349 1435 2512 1316 2374 2052 2427
1479 2390 2285 2245 1172 2414 1418 2305 2207 2293
1586 2450 2387 2211 1024 2544 1252 2390 1684 2482
7 Dias 1581 2373 2412 2382 1484 2120 101 2231 1809 2357
1279 2340 2M 2276 1209 2287 1608 2319 1677 2475
1392 2146 2300 2388 1225 2505 1251 2283 1905 2415
1285 2445 2384 2230 1022 2212 1806 2384 1144 2284
21 2134 1215 2342 1788 2061
Media + ESM 1410+ 53" 2366+ 40 2306+32  2277+32 1224468 2371463  1371+82° 2329420  1783+112° 2349449
%Supervivencia 60% 100% 52% 59% 76%
362 2387 900 2295 313 2323 485 2336
196 2375 986 2388 269 220 415 2304
287 2251 802 2405 447 2366 449 2170
14 Dias 231 2260 1450 2240 342 2394 1069 2134
250 2442 830 2307 505 2444 336 2326
37 2176 863 2144 497 2417 351 2380
294 2385 960 2379 738 2553 429 2237
511 2502 452 2216
Media + ESM 285+25" 2325+36 979+82°  2308+35  453+53" 2404+36 498+83" 226343
%Supervivencia 12% 42% 19% 2%
Tiempo IGF-I IGF-H+NT3 PIH#NT3 PIH subc. Bel-xS
B hencia (519) (519) (5ug) (10ngldia) (5ug)
Experim. Control ___ Experim. _ Control Experim. Control 8 Control Experim. Control
1044 2237 1696 2240 477 2310 2232 2336 1255 2031
1278 2334 2285 2342 857 2100 2323 2347 1076 2173
2422 2405 1619 2072 700 2396 2293 2387 1412 2273
7 Dias 1143 2116 2013 2455 602 2402 214 2382 1339 2206
1136 2323 1148 2418 532 2568 2104 2424 1203 2153
2236 2451 2178 2205 456 22712 1249 2434
1258 2488 857 2382
1306 2415 640 2366
1091 2467
Media = ESM 1478+189" 2346+43 1823172 2289459 . 680+70° 2363+43  2219+42°  2375%16 1256147 2212455
Y% Supervivencia 63% 80% 93%
430 2212
410 2325
323 2041
14 Dias 398 2300
413 2086
453 2290
467 2391
Media + ESM 413+18° 2235+49
% Supervivencia 18%

TABLAV (a

Densidades de CGR/mm® y densidades medias+ESM en las retinas controles y experimentales en los diferentes subgrupos, que
fueron analizadas a los siete y catorce dias de la seccion del NO. Se detalla también la supervivencia de CGR en las retinas
lquierdas o experimentales de cada subgrupo, expresado como porcentaje de la densidad media obtenida en las retinas
derechas o controles de cada subgrupo. El asterisco(*) indica los tiempos de supervivencia en los que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las densidades de CGR en las retinas controles y experimentales (Mann-

| Whitney; p<0,05).
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Tismpo Bel-2/0 Bcl-2/0-4 Bel-xL Z-DEVD-cmk
Supervivencia (5ng) (Sug) (Sug) (4ng)
Experim. Control Experim. Control Experim. Control Experim. Control
1042 2343 1214 2226 1503 2347 1853 2260
1233 2319 1170 2271 1722 2321 1824 2118
1277 2385 1400 2215 1515 2203 2295 2405
7 Dias 1495 2430 1025 2188 1945 2355 1588 2195
1418 2315 1264 2103 1545 2240 1846 2148
1755 2241 1303 2365 1530 2351 1862 2347
1501 2300 1761 2472 1540 2374
1951 2060
Media + ESM 1389487 2333423 1229152 2228+36 1646+64" 2327+33 1845482* 2238445
Y% Supervivencia 60% 55% T1% 82%
782 2290
853 2451
1016 2222
14 Dias 1332 2396
995 2463
739 2434
1073 2390
Media + ESM 97077 2378434
%Supervivencia 41%
Tiempo PBS PBS+DMSO PBS subc. Pinchazo
Supervivencia (Sul) i (5pl) (300u1)
Experim. Control Experim. Control Experim. Control Experim. Control
1309 2254 1413 2303 1451 2430 1397 2359
1292 2211 1546 2705 1429 2395 1424 2417
1664 2464 1551 2407 1310 2369 1515 2445
7 Dias 1273 2355 1647 2253 1511 2501 1323 2097
1399 2292 1352 2373 1259 2238 1402 2233
1178 2137 1951 2323 1378 2405 1259 2190
Media + ESM 1353169" 2286440 1577+86" 2394166 1390+38* 2390435 1387436" 2324+41
%Supervivencia 59% 66% 59% 60%
301 2236 277 2557 251 2043
236 2337 305 2159 295 2322
286 2318 313 2235 33 2554
14 Dias 278 2406 238 2318 266 2216
304 2557 238 2406 275 2367
281 2301 280 2299
Media + ESM 281212 2371454 275+13* 2329457 280+9" 230069
%Supervivencia 12% 12% 12%

TABLA V (b)

Densidades de CGR/mm® y densidades medias+ESM en las retinas controles y experimentales en los diferentes subgrupos,
que fueron analizadas a los siete y catorce dias de la seccién del NO. Se detalla también la supervivencia de CGR en las
retinas izquierdas o experimentales de cada subgrupo, expresado como porcentaje de la densidad media obtenida en las
rotinas derechas o controles de cada subgrupo. El asterisco(+*) indica los tiempos de supervivencia en los que se
estadisticamente significativas entre las densidades de CGR en las retinas controles y

traron difel

sxperimentales (Mann-Whitney; p<0,05).
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Figura 10

Figuras 9 y 10: Densidades medias de CGR/mm®+ESM en las retinas derechas o controles de los animales
marcados con FG, con seccién simple del NO (axotomia) y tratados con alguna sustancia tras la lesion, y
analizados a los 7 (Fig. 9) y 14 (Fig. 10) dias de la seccion del NO. Obsérvese que las densidades de CGR

fueron muy similares en todos los subgrupos analizados.
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Figura 12

Figuras 11 y 12: Densidades medias de CGR/mm® +ESM en las retinas experimentales o izquierdas de los
animales marcados con FG, con secciéon simple del NO (axotomia) o tratados con alguna sustancia tras la
lesion, y analizados a los 7 (Fig. 11) 6 14 (Fig. 12) dias de la seccién del NO. Obsérvese que las
densidades varian con respecto a las obtenidas en las retinas con seccién simple del NO tras la
administracion de algunas sustancias, en los dos periodos de supervivencia. Los asteriscos (*) indican
los subgrupos experimentales que arrojaron densidades de CGR significativamente diferentes a las
obtenidas en el grupo de animales con seccion simple del NO.
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menores en las retinas experimentales a los 7 (p=0,0001; n=7) y 14 dias (p=0,0001;
n=7) de la seccion del NO. Este hecho documenta que en las retinas experimentales

se producia muerte de las CGR tras la seccion del NO.

Observamos, ademas, que las densidades de CGR obtenidas en las retinas
experimentales de los animales analizados a los 14 dias de la seccion del NO eran
inferiores a las obtenidas en las retinas experimentales de los animales analizados a
los 7 dias de la seccion del NO. Cuando comparamos las densidades de CGR
obtenidas en las retinas experimentales de los animales analizados a los 7 dias con
las densidades de CGR obtenidas en las retinas experimentales de los animales
analizados a los 14 dias, observamos que las densidades de las retinas
experimentales analizadas a los 14 dias de la seccién del NO eran significativamente
menores (Mann-Whitney; p=0,0001). Este resultado, unido al hecho de que las
retinas controles de los animales analizados a los 7 dias no mostraban densidades
de CGR significativamente diferentes a las retinas controles de los animales
analizados a los 14 dias de la seccion del NO, indicaba que la disminucion de la
densidad de CGR de la retina que se producia entre 7 y 14 después de la seccion del
NO se debia a muerte de CGR.

4.1.2.1.2 Grupo II.2 Seccion del nervio 6ptico e inyeccion de factores

En este grupo analizamos las densidades de CGR marcadas con FG, tanto
en retinas controles como experimentales, a los 7 y 14 dias de la seccion del NO,
cuando inmediatamente después de ésta se inyectaban, intravitrea o

subcutaneamente, diversos factores.

La densidad media de CGR marcadas con fluorogold en las retinas
derechas o controles de estos animales (Tabla V), vari6 entre 2212455 células/mm?
(n=6) en el grupo de animales en el que se habia administrado intravitreamente Bcl-
xS y se habian analizado a los 7 dias de la seccién del NO y 2404+36 células/mm?
(n=8) en el grupo de animales en el que se habia administrado intravitreamente NGF

y se habian analizado a los 14 dias de la seccion del NO (Figuras 9 y 10; Tabla VI).

Las densidades de CGR marcadas con FG obtenidas en las retinas
controles de los animales que componian este grupo experimental variaban de un
animal a otro, aunque perteneciesen al mismo subgrupo experimental y se hubieran
analizado tras el mismo intervalo de supervivencia. Comparamos por medio del test t
de Student las densidades de CGR de todas las retinas controles de los animales a

los que tan solo se les habia seccionado el NO y que habian sido analizados 7 y 14
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dias después de la lesion (subgrupo 1l.1; n=14), con las densidades de CGR de las
retinas controles de todos los animales que, inmediatamente después de la seccion
del NO, habian sido tratados con alguna sustancia y se habian analizado alos 7 y 14
dias de la lesion (subgrupo 11.2; n=166) (Figuras 9 y 10); las diferencias de
densidades no fueron estadisticamente significativas (p=0,17322). Asi mismo,
comparamos por medio del test t de Student las densidades de CGR obtenidas en las
retinas controles del grupo de animales a los cuales se les habia administrado alguna
sustancia y que se habian analizado a los 7 dias (n=112), con las densidades de
CGR obtenidas en las retinas controles del grupo de animales a los cuales se les
habia administrado alguna sustancia y que se habian analizado a los 14 dias de la
seccion del NO (n=54), encontrando que las diferencias de densidades no fueron
estadisticamente significativas (p=0,204006). Estos resultados indican que las
densidades de CGR obtenidas en las retinas controles de los animales tratados con
alguna sustancia tras la seccién del NO (subgrupo 11.2) eran similares a las
densidades de CGR obtenidas en las retinas controles de los animales con seccién
simple del NO (subgrupo 11.1) e independientes del periodo de supervivencia tras el

cual se analizaron las retinas.

Las densidades medias de CGR marcadas con FG en las retinas
experimentales o izquierdas (Tabla VI) de este grupo variaron entre 275+13
células/mm? (n=6) en el grupo de animales en el que se habia administrado PBS
subcutaneo y se habia analizado 14 dias después de la seccion del NO y 2306+32
células/mm? (n=8) en el grupo de animales a los que se habia administrado BDNF y
se habia analizado a los 7 dias de la seccion del NO (Figuras 11 y 12). El analisis de
los resultados de este grupo mostré diferencias apreciables entre las densidades de
los distintos subgrupos en los cuales se habia administrado intravitrea o
subcutaneamente alguna sustancia inmediatamente después de la seccion del NO,

tanto a los 7 dias como a los 14 dias de la seccién del NO.

Observamos que en los subgrupos de animales en los que se habia llevado
a cabo puncién simple o administracion subcutédnea o intravitrea de PBS, las
densidades de CGR en las retinas experimentales eran similares a las obtenidas en
las retinas experimentales de los animales en los que tan solo se habia seccionado el
NO (Tabla VI). Cuando comparamos las densidades de CGR obtenidas en las retinas
experimentales o izquierdas de los animales tratados con puncion simple con las
obtenidas en las retinas experimentales de los animales con seccion simple del NO,
las diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas ni a los 7 dias (n=6;
p=0,8936) ni a los 14 dias (n=6; p=0,8936) de la seccion del NO. Cuando
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comparamos las densidades de CGR en las retinas experimentales de los animales
tratados intravitreamente con PBS con las obtenidas en las retinas de los animales
con seccién simple del NO, las densidades tampoco fueron significativamente
diferentes ni a los 7 dias (n=6; p=0,6872) ni a los 14 dias (n=5; p=0,9398) de la
seccion del NO. Cuando comparamos las densidades de CGR en las retinas
experimentales de los animales tratados subcutaneamente con PBS con las
obtenidas en las retinas experimentales de los animales con seccién simple del NO,
las densidades tampoco fueron significativamente diferentes ni a los 7 dias (n=6;
p=0,7888) ni a los 14 dias (n=6; p=0,8934) de la seccidén del NO. Por ultimo, cuando
comparamos las densidades de CGR obtenidas en las retinas experimentales de los
animales tratados intravitreamente con PBS+DMSO con las obtenidas en las retinas
experimentales de los animales con seccién simple del NO, las diferencias de
densidad tampoco fueron estadisticamente significativas a los 7 dias (n=6; p=0,1614)

de la seccién del NO.

Observamos cierta heterogeneidad en las densidades de CGR de las retinas
experimentales entre los distintos subgrupos de animales que se habian tratado con
alguna sustancia; asi en algunos de ellos las diferencias entre las densidades de
CGR obtenidas en retinas controles y experimentales eran evidentes, mientras que
en otros, tales diferencias eran muy pequefias (Figuras 13 y 14). Cuando
comparamos las densidades de CGR obtenidas en las retinas controles con las
densidades de CGR en sus correspondientes retinas experimentales en cada uno de
los subgrupos que habian sido tratados con alguna sustancia tras la seccion del NO y
gue habian sido analizados siete dias después de la seccion del NO, por medio del
test de Mann-Whitney, encontramos que las densidades de CGR en las retinas
experimentales eran menores y las diferencias estadisticamente significativas en los
subgrupos en los que se habia administrado: PIH subcutanea (p=0,0011; n=5), Z-
DEVD-cmk (p=0,0000; n=8), IGF-I+NT3 (p=0,0158; n=6), PIH intravitrea (p=0,0000;
n=8), Bcl-xL (p=0,0001; n=7), PBS+2%DMSO (p=0,0002; n=6), IGF-I (p=0,0039;
n=8), PBS subcutdneo (p=0,0002; n=6), Bcl-2 a dia 0 (p=0,0000; n=7), MIF
(p=0,0000; n=8), PBS (p=0,0002; n=6), Bcl-xS (p=0,0002; n=6), Bcl-2 a dias 0y 4
(p=0,0002; n=6), NGF (p=0,0001; n=7), PIH+NT3 (p<0,0001; n=9) y en el que se
habia llevado a cabo puncion simple (p=0,0002; n=6), mientras que las diferencias
entre densidades no fueron estadisticamente significativas en el subgrupo de
animales en el que se habia administrado intravitreamente BDNF (p=0,3901; n=8).
Estos resultados documentan que 7 dias después de la seccion del NO se habia
producido muerte de CGR en todos los subgrupos experimentales a excepcion de

aguel en el que se habia administrado intravitreamente BDNF tras la lesion.
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Figuras 13 y 14: Densidades medias de CGR/mm”+ESM en las retinas controles (Fig. 13) y experimentales
(Fig. 14) de los animales marcados con FG, con seccién simple del NO (axotomia) y con administracion
de distintas sustancias tras la lesion, analizados a los 7 y 14 dias de la seccién del NO. Los asteriscos (*)
indican los subgrupos que tuvieron densidades significativamente diferentes de CGR en las retinas
experimentales que en sus correspondientes retinas controles.
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En los animales procesados catorce dias después de la seccién del NO vy
administracion de alguna sustancia, cuando comparamos las densidades de CGR en
las retinas controles con las densidades obtenidas en sus correspondientes retinas
experimentales en cada uno de los subgrupos que habian sido tratados con alguna
sustancia después de la seccion del NO, por medio del test de Mann-Whitney, las
densidades eran menores y las diferencias estadisticamente significativas en todos
los subgrupos de animales en los cuales se habia administrado alguna sustancia:
BDNF (p=0,0001; n=7), Z-DEVD-cmk (p=0,0001; n=7), MIF (p=0,0000; n=8), NGF
(p=0,0000; n=8), PIH subcutanea (p=0,0001; n=7), PBS (p=0,0002; n=6), PBS
subcutaneo (p=0,0002; n=6), y pinchazo simple (p=0,0002; n=6). Estos resultados
documentan que a los 14 dias se habia producido muerte de CGR en todos los

subgrupos experimentales, independientemente de la sustancia administrada.

Para investigar si la administracién de diferentes sustancias modificaba de
alguna manera la supervivencia de las CGR tras la seccion del NO, comparamos las
densidades de CGR obtenidas en las retinas experimentales de cada subgrupo en el
que se habia administrado alguna sustancia, con las densidades de CGR de las
retinas experimentales de los animales en los que tan solo se habia seccionado el
NO. Puesto que las densidades dependian del tiempo transcurrido tras la lesion, las
comparaciones se llevaron a cabo entre animales analizados tras el mismo periodo
de supervivencia, empleando el test de Mann-Whitney. En los animales analizados a
los siete dias (Figura 11), las densidades de CGR en las retinas experimentales
fueron mayores y las diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos en
los que se habia administrado: BDNF (p=0,0000; n=8), PIH subcutanea (p=0,0004;
n=5), Z-DEVD-cmk (p=0,0003; n=8), IGF-I+NT3 (p=0,0388; n=6), PIH intravitrea
(p=0,0088; n=8), Bcl-xL (p=0,0281; n=7). En este mismo periodo de supervivencia las
densidades no fueron significativamente diferentes en los subgrupos en los que se
habia administrado: IGF-I (p=0,262; n=8), Bcl-2 a dia 0 (p=0,7633; n=7) y MIF
(p=0,9033; n=8). Las densidades fueron menores y las diferencias estadisticamente
significativas en los subgrupos en los que se habia administrado: Bcl-xS (p=0,0388;
n=6), Bcl-2 a dias 0 y 4 (p=0,0388; n=6), NGF (p=0,0429; n=7) y PIHi.v.+NT3
(p<0,0001; n=9).

En los animales analizados a los catorce dias después de la seccion del NO
(Figura 12), las densidades de CGR en las retinas experimentales resultaron ser
mayores y las diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos en los que
se habia administrado BDNF (p=0,0001; n=7), Z-DEVD-cmk (p=0,0001; n=7), MIF
(p=0,0015; n=8), NGF (p=0,0140; n=8) y PIH subcutanea (p=0,0006; n=7).
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Ademas, comparamos las densidades de CGR de las retinas experimentales
de cada subgrupo en el que se habia administrado alguna sustancia tras la seccién
del NO, con las densidades de CGR de las retinas experimentales de los animales
tratados con sus correspondientes vehiculos. Puesto que las densidades dependian
del tiempo transcurrido desde la lesion, las comparaciones se llevaron a cabo entre
animales analizados tras el mismo periodo de supervivencia, empleando el test de
Mann-Whitney. En los animales analizados a los siete dias de la seccién del NO, las
densidades de CGR en las retinas experimentales fueron mayores que en las retinas
tratadas con el vehiculo, y las diferencias estadisticamente significativas, en los
subgrupos en los que se habia administrado: BDNF (p=0,0001; n=8), PIH subcutanea
(p=0,0004; n=5), PIH intravitrea (p=0,0128; n=8) y Bcl-xL (p=0,0076; n=7). Las
densidades no fueron significativamente diferentes a las obtenidas en sus
correspondientes vehiculos en los subgrupos en los que se habia administrado: Z-
DEVD-cmk (p=0,0796; n=8), IGF-I+NT3 (p=0,0756; n=6), IGF-1 (p=0,262; n=8), MIF
(p=0,9033; n=8), Bcl-xS (p=0,3611; n=6), Bcl-2 a dia 0 (p=0,6872; n=7), NGF
(p=0,2118; n=7) y Bcl-2 a dias 0 y 4 (p=0,2149; n=6). Las densidades fueron menores
y las diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos en los que se habia
administrado PIH+NT3 (p<0,0001; n=9).

En los animales analizados a los catorce dias, las densidades de CGR en
las retinas experimentales resultaron ser mayores que en los animales tratados con el
vehiculo y las diferencias fueron estadisticamente significativas en los subgrupos en
los que se habia administrado BDNF (p=0,0004; n=7), Z-DEVD-cmk (p=0,0004; n=7),
MIF (p=0,0003; n=8), NGF (p=0,0112; n=8) y PIH subcutdnea (p=0,0001; n=7).

Estos resultados documentan que la seccion del NO inducia una disminucién
en la densidad de CGR que era mayor segin aumentaba el intervalo de
supervivencia, y que la supervivencia de las CGR podia ser modificada por medio de
la administracion de algunas sustancias, siendo los efectos sobre la supervivencia de

las CGR diferentes segun la sustancia administrada.

4.1.2.2 Células de microglia marcadas con fluorogold

En esta parte del estudio, se analizaron las densidades de células de
microglia que aparecian marcadas con FG en las retinas de los animales de los
subgrupos 1.1 y 1.2 y que se encontraban marcadas porque habian fagocitado los
desechos de las CGR que degeneraban tras la seccion del NO. Dado que las células
de microglia solo se marcan con FG cuando hay muerte de CGR, en esta parte del

estudio se analizaron tan solo las retinas experimentales, ya que las retinas controles
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presentaban solamente algunas células de microglia aisladas marcadas con FG.

4.1.2.2.1 Grupo Il.1 Seccién del nervio 6ptico

Las densidades medias de células de microglia marcadas con fluorogold en
las retinas experimentales de los animales de este grupo (Tabla VII) fueron de
358426 células/mm? en el grupo de animales analizados a los 7 dias de la lesion, y
de 566+30 células/mm? en el grupo de animales que se habian analizado a los 14

dias de la seccién del NO (Figuras 15 y 16).

Cuando comparamos las densidades de células de microglia marcadas con
FG en las retinas de los animales analizados a los 7 dias con las obtenidas en los
animales analizados a los 14 dias de la seccion del NO, por medio del test de Mann-
Whitney, las diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,0002). Estos
resultados documentan que las densidades de células de microglia fagocitica
aumentan en las retinas experimentales entre los 7 y los 14 dias después de la

seccion del NO.

Parecia existir una relacion entre las densidades de CGR muertas en las
retinas experimentales como consecuencia de la seccion del NO y las densidades de
células de microglia fagocitica en las mismas retinas, en cada uno de los dos
intervalos de supervivencia estudiados. Asi, en las retinas experimentales en las que
la supervivencia de las CGR era menor, la densidad de células de microglia
fagocitica era mayor, y en las retinas experimentales en las que sobrevivian mas
CGR después de la seccion del NO, la densidad de células de microglia fagocitica
era menor (Figuras 17 y 18), tanto a los 7 como a los 14 dias de la lesion. Para
comprobar si 7 dias después de la seccién del NO existia una relacion entre las
densidades de células de microglia fagocitica y los porcentajes de CGR que habian
muerto en las retinas experimentales, realizamos una linea de regresion con los
porcentajes de CGR muertas en cada retina experimental analizada a los siete dias y
las densidades de células de microglia fagocitica obtenidas en las mismas retinas. El
coeficiente de correlacion de esta linea () fue de 0,7645 (Fig. 19), lo que indicaba
que existia una correlacién estadisticamente significativa entre los porcentajes de
muerte de las CGR y las densidades de células de microglia fagocitica en las retinas

analizadas a los 7 dias de la seccién del NO.

127



Resultados

Tiempo Seccion BDNF NGF MIF PiHiv. IGF-| IGF-#NT3  PIH+NT3  PIH sube.
Supervivencia NO (5pg) (5ug)  (0'0125ug)  (Sug)  (Sug) (5ug) (51g)  (10pg/dia)
451 0 363 343 121 307 335 636 110
368 0 477 343 102 366 31 405 76
344 0 413 403 242 0 237 639 94
236 0 470 430 248 486 177 602 120
7 Dias 374 0 388 390 298 451 308 595 92
317 0 430 412 209 9 50 654
415 0 626 302 381 444 671
0 492 160 456 677
664
Media+ ESM 358+26 0 452433 380421 220+33* 31571 19052 616+28" 988"
566 501 723 618 553
646 357 720 548 499
664 481 752 676 455
570 360 843 532 590
14 Dias 571 273 824 568 513
428 504 786 521 502
518 549 624 627 578
757 694
Media+ ESM 566+30  432436* 754424 59823 527+18
Tiempo BelxS Bel2/0  Bel2/04  Belxl Z-DEVD PBS  PBS+DMSO PBSsubc. Pinchazo
Supervivencia (5ug) (5u9) (5ug) (519) (519) (5u1) (5p0) (5u1)
261 383 401 340 141 423 297 403 344
264 252 440 37 209 47 336 329 386
384 340 343 355 9% 387 185 421 310
315 226 397 181 178 362 139 383 381
7 Dias 350 300 297 267 161 363 27 n 368
353 125 367 247 150 332 104 397 378
352 280 197
12
Media+ ESM 321221 283+34 374420 285¢23  155+14" 38115 215x37 384+13 36112
345 468 635 482
408 525 504 469
246 559 435 548
3 602 510 477
14 Dias 190 535 560 515
391 548 564
172
Media+ ESM 209+36*  538+22 532427 509+8
TABLA VI

Densidades de células de microglia marcadas con fluorogold/mm? en las retinas experimentales de los animales de
los subgrupos .1 y 1.2, en los dos periodos de supervivencia estudiados, siete y catorce dias. El asterisco (*) indica
los subgrupos de animales en los que se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las densidades
de células de microglia fagocitica tras la administracién de alguna sustancia y las densidades obtenidas en los
animales con secci6n simple del NO, comparando siempre retinas analizadas tras el mismo periodo de supervivencia

(p<0,05).
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Figuras 15 y 16: Densidades medias de células de microglia fagociticalmm®tESM en las retinas
izquierdas o experimentales de los grupos de animales marcados con FG, con seccion simple del NO
(axotomia) y administracion de alguna sustancia, y analizados a los 7 (Fig.15) y 14 dias (Fig.16) de la
seccion del NO. Obsérvese que en todos los subgrupos analizados las densidades de células de
microglia fagocitica fueron mayores a los 14 dias de la lesion. Los asteriscos indican los subgrupos
experimentales en los que las densidades de células de microglia fueron significativamente diferentes a
las obtenidas en las retinas de los animales con seccién simple del NO.
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Figuras 17 y 18: Densidades medias de CGR/mm’*tESM y densidades medias de células de microglia
fagociticamm®+ESM en las retinas experimentales de los animales con seccién simple del NO
(axotomia) o tratados con alguna sustancia, y analizados a los 7 (Fig. 17) y 14 (Fig. 18) dias de la
seccion del NO. Obsérvese que las densidades de células de microglia fagocitica estan en relacion
inversa a las densidades de CGR en todos los subgrupos experimentales, independientemente de la
sustancia administrada.
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Figuras 19 y 20: Lineas de regresion realizadas con las densidades medias de células de microglia
fagocitica a los 7 dias y los porcentajes de muerte de CGR entre los 0 y los 7 dias de la seccién del NO
(Fig. 19) y con las densidades medias de células de microglia fagocitica a los 14 dias y los porcentajes
de muerte de CGR entre los 7 y los 14 dias (Fig. 20) en las retinas de los animales marcados con FG y con
seccion simple del NO.
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Para analizar si existia una relacion entre el porcentaje de CGR muertas y las
densidades de células de microglia fagocitica a los 14 dias de la seccion del NO,
hicimos una linea de regresion con los porcentajes de CGR muertas en las retinas
experimentales analizadas a los 14 dias de la seccion del NO y las densidades de
células de microglia fagocitica en las mismas retinas. El coeficiente de correlacion de
esta linea (r?) fue de 0,3932 (no se muestra figura), lo que indica que en las retinas
experimentales no existia una correlacion estadisticamente significativa entre el
porcentaje de CGR muertas y las densidades de células de microglia fagocitica a los

14 dias de la seccion del NO.

Ademas, en los grupos experimentales analizados a los 7 y 14 dias después
de la seccién del NO, realizamos una linea de regresion con las diferencias de
porcentajes de CGR muertas en las retinas experimentales entre los siete y los
catorce dias tras la seccién del NO, y las densidades de células de microglia
marcadas con FG obtenidas en las retinas experimentales analizadas a los 14 dias
de la seccion del NO. El coeficiente de correlacion de esta linea (r%) fue de 0,1389
(Fig. 20), lo que indicaba que no existia una correlaciéon estadisticamente significativa
entre los porcentajes de CGR que mueren en las retinas experimentales entre 7 y 14
dias y la densidad de células de microglia fagocitica catorce dias después de la
seccion del NO. Estos resultados sugerian que las densidades de células de
microglia fagocitica marcadas con FG a los 7 dias de la seccion del NO estaban
relacionadas con el porcentaje de CGR muertas tras este periodo de supervivencia, y

gue esta relacion no existia catorce dias después de la seccion del NO.

4.1.2.2.2 Grupo II.2 Seccidn del nervio 6ptico e inyeccion de factores

En este grupo se analizaron las densidades de células de microglia
fagocitica marcadas con FG en las retinas experimentales de los animales que

habian recibido tratamiento con alguna sustancia después de la seccién del NO.

Las densidades medias de células de microglia marcadas con FG en las
retinas experimentales de los distintos subgrupos de animales en los cuales se habia
administrado alguna sustancia (Tabla VII) variaron entre 0 células/mm? (n=7) en el
grupo de animales en el que se habia administrado intravitreamente BDNF y que
habia sido analizado a los 7 dias de la seccién del NO, y 754424 células/mm? (n=8)
en el grupo de animales en los que se habia administrado intravitreamente NGF y

que habia sido analizado 14 dias después de la seccion del NO (Figuras 15y 16).

En los subgrupos de animales en los que se habia llevado a cabo puncion
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simple o administracion subcutanea o intravitrea de vehiculo (PBS), las densidades
de células de microglia marcadas con FG en las retinas experimentales fueron
similares a las obtenidas en las retinas experimentales de los animales en los que tan
solo se habia seccionado el NO (Tabla VII). Cuando comparamos las densidades
obtenidas en las retinas experimentales de los subgrupos de pinchazo simple con las
obtenidas en los animales con seccion simple del NO, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas a los 7 (p=0,8933; n=6) y 14 dias (p=0,0589; n=6)
después de la lesiébn. Cuando comparamos las densidades de células de microglia
marcadas con FG en las retinas tratadas intravitreamente con PBS con las obtenidas
en las retinas con seccion simple del NO, las densidades tampoco fueron
significativamente diferentes a los 7 (p=0,5902; n=6) y 14 dias (p=0,3973; n=5)
después de la lesion. Por ultimo, cuando comparamos las densidades de células de
microglia marcadas con FG en las retinas de los animales tratados subcutaneamente
con PBS con las obtenidas en los animales con seccién simple del NO, las
densidades tampoco fueron significativamente diferentes a los 7 (p=0,4914; n=6) y 14
dias (p=0,2118; n=6) después de la lesion. Sin embargo, los animales que recibieron
una inyeccion intravitrea del otro vehiculo (PBS+DMSO) presentaron unas
densidades de células de microglia significativamente menores que los animales con
seccion simple del NO 7 dias después de la lesion (p=0,0037; n=6), que fue el Unico

intervalo de supervivencia analizado para este vehiculo.

Observamos que las densidades de células de microglia fagocitica variaban
entre los distintos subgrupos de animales en los que se habia administrado alguna
sustancia y que habian sido analizados siete dias después de la seccién del NO
(Tabla VII y Figura 15). También observamos diferencias entre las densidades de
células de microglia fagocitica obtenidas en los distintos subgrupos en los que se
habia administrado alguna sustancia y que habian sido analizados catorce dias

después de la seccion del NO (Tabla VIl y Figura 16).

Cuando consideramos los resultados en conjunto, observamos que las
densidades de células de microglia fagocitica de las retinas experimentales (Tabla
VIl) variaban entre los distintos subgrupos y parecian depender de la sustancia
administrada y del tiempo de supervivencia transcurrido (Figuras 15, 16 y 21).
Ademés se observo que las retinas experimentales que presentaban mas muerte de
CGR tras la seccion del NO (en relacion a su correspondiente retina control) tenian
una densidad de células de microglia fagocitica mayor, mientras que aquellas que
arrojaban porcentajes menores de muerte de CGR tras la seccién del NO tenian

también densidades menores de células de microglia fagocitica (Figuras 17 y 18).
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Para comprobar si en las retinas experimentales de los animales que habian sido
tratados con alguna sustancia tras la seccion del NO existia una relacion entre el
namero de CGR que morian como consecuencia de la lesion y el numero de células
de microglia que fagocitaban los desechos de las CGR muertas, hicimos una linea
de regresion con los porcentajes de CGR desaparecidas o muertas en las retinas
tratadas con alguna sustancia y analizadas a los siete dias de la seccion del NO y las
densidades de células de microglia fagocitica obtenidas en las mismas retinas. El
coeficiente de correlacion de esta linea (%) fue de 0,7906 (Fig. 22), lo que indicaba
gue en las retinas tratadas con alguna sustancia y analizadas 7 dias después de la
seccion del NO existia una correlacién estadisticamente significativa entre la muerte
de las CGR y la densidad de células de microglia fagocitica, al igual que hemos visto
antes que ocurria en las retinas con seccion simple del NO analizadas tras el mismo

periodo de supervivencia.

Para investigar si 14 dias después de la seccion del NO y administracion de
alguna sustancia seguia existiendo esta relacion, realizamos una linea de regresion
con los porcentajes de CGR desaparecidas o muertas en las retinas tratadas con
alguna sustancia y analizadas a los 14 dias de la seccién del NO y las densidades de
células de microglia fagocitica obtenidas en las mismas retinas. El coeficiente de
correlacion de esta linea (r?) fue de 0,2984695 (no se muestra la figura), lo que
indicaba que no existia una correlacion entre ambos parametros, al igual que hemos
visto antes que ocurria en las retinas con seccién simple del NO y analizadas tras el

mismo periodo de supervivencia.

Ademds, en los grupos experimentales en los cuales las retinas se
analizaron a los 7 y 14 dias de la seccion del NO, quisimos saber si existia una
relacién entre el porcentaje de CGR muertas entre 7 y 14 dias y las densidades de
células de microglia fagocitica encontradas a los 14 dias, para lo que realizamos una
linea de regresién con los porcentajes de CGR muertas entre 7 y 14 dias después de
la seccion del NO y las densidades de células de microglia fagocitica obtenidas en
las retinas experimentales analizadas 14 dias después de la seccién del NO y
administracién de alguna sustancia. El coeficiente de correlacion de esta linea (%) fue
de 0,015028 (Fig. 23), lo que indicaba que en las retinas tratadas con alguna
sustancia después de la seccion del NO tampoco existia una correlacion
estadisticamente significativa entre los porcentajes de CGR muertas entre 7 y 14 dias
y las densidades de células de microglia fagocitica obtenidas a los 14 dias de la
lesion. Este resultado fue similar al obtenido en los animales con seccién simple del

NO que hemos visto anteriormente y documentan que la administracion de diferentes
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Figura 21: Densidades de células de microglia marcadas con FG/mm?*+ESM en las retinas de los animales
con seccion simple del NO (axotomia), y en los que habian recibido tratamiento con alguna sustancia, a los
7 y 14 dias de la seccién del NO. Los asteriscos (*) indican los subgrupos experimentales que arrojaron
densidades de células de microglia significativamente diferentes a las obtenidas en el grupo con seccién
simple del NO (axotomia), comparando periodos de supervivencia iguales.

Figuras 22 y 23: Lineas de regresion realizadas con las densidades de células de microglia marcadas con
FG y los porcentajes de muerte de CGR entre 0 y 7 dias (Fig. 22) y entre 7 y14 dias (Fig. 23) después de la
seccion del NO.
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sustancias después de la seccion del NO no altera la relacién existente en las retinas
experimentales entre los porcentajes de muerte de las CGR y las densidades de
células de microglia fagocitica marcadas con FG, al menos a los 7 dias de la seccién
del NO.

Para comprobar si la administracion intravitrea o subcutanea de distintas
sustancias tenia algun efecto sobre la poblacion de células de microglia marcadas
con FG que aparecian como consecuencia de la muerte de las CGR, se compararon
las densidades de células de microglia fagocitica obtenidas en las retinas
experimentales tras la seccidn del NO y administracion de los distintos productos con
las densidades de células de microglia fagocitica obtenidas en las retinas
experimentales de los animales a los que tan solo se les habia seccionado el NO. Las
comparaciones se realizaron entre animales analizados tras el mismo periodo de
supervivencia. Asi, cuando comparamos las densidades de células de microglia
marcadas con FG en los distintos subgrupos de animales en los que se habia
administrado alguna sustancia y que habian sido analizados a los siete dias, con
aquellos en los que tan solo se habia seccionado el NO y habian sido analizados tras
el mismo periodo de supervivencia (Figura 15), empleando el test de Mann-Whitney,
observamos que las densidades de células de microglia fagocitica eran
significativamente mayores tras la administracion de PIH+NT3 (p=0,0002; n=9) y de
NGF (p=0,0419; n=7), que no fueron significativamente diferentes en los subgrupos
en los que se habia administrado MIF (p=0,8566; n=7), Bcl-2 a dias 0 y 4 (p=0,8936;
n=6), Bcl-xS (p=0,3388; n=6), IGF-I (p=0,7840; n=8), Bcl-xL (p=0,0602; n=7) y Bcl-2 a
dia 0 (p=0,1127; n=7), y que fueron significativamente menores en los subgrupos de
administraciéon de PIH intravitrea (p=0,0140; n=8), IGF-I+NT3 (p=0,0076; n=6), Z-
DEVD-cmk (p<0,0001; n=8), PIH subcutanea (p=0,0004; n=5) y BDNF (p<0,0001;
n=7). Estos resultados sugieren que la administracion intravitrea de NGF y de
PIH+NT3 producen un significativo aumento de las densidades de células de
microglia fagocitica de las retinas experimentales a los siete dias de la seccién del
NO, lo que concuerda con el significativo descenso en la densidad de CGR
observado en las retinas experimentales tratadas con estas dos sustancias tras dicho

periodo de supervivencia.

Cuando comparamos las densidades de células de microglia marcadas con
FG en los distintos subgrupos de animales a los que se habia administrado alguna
sustancia y que se habian analizado a los catorce dias, con aquellos en los que tan
solo se habia seccionado el NO y habian sido analizados tras el mismo periodo de

supervivencia (Figura 16), observamos que las densidades eran significativamente
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mayores tras la administracion de NGF (p=0,0003; n=8), que no eran
significativamente diferentes en los subgrupos en los que se habia administrado MIF
(p=0,5821; n=8) y PIH subcutanea (p=0,2953; n=7) y que eran significativamente
menores tras la administracion de BDNF (p=0,0088; n=8) y Z-DEVD-cmk (p=0,0001;
n=7). Estos resultados sugieren que la administracion intravitrea de NGF produce un
incremento significativo de la densidad de células de microglia fagocitica en las
retinas experimentales analizadas a los catorce dias de la seccién del NO, a pesar de
gue la administracion intravitrea de NGF no modifica significativamente la

supervivencia de las CGR tras dicho periodo de supervivencia.

Analizamos a continuacion si las densidades de células de microglia
marcadas con FG en las retinas experimentales de los animales tratados con las
distintas sustancias después de la seccién del NO eran diferentes de las obtenidas en
las retinas experimentales de los animales tratados con sus correspondientes
vehiculos. Cuando comparamos las densidades de células de microglia marcadas
con FG en los distintos subgrupos de animales en los que se habia administrado
alguna sustancia y que se habian analizado a los siete dias, con aquellos que habian
recibido inyecciones intravitreas o subcutdneas de sus correspondientes vehiculos y
que se habian analizado tras el mismo periodo de supervivencia, empleando el test
de Mann-Whitney, observamos que las densidades de células de microglia fagocitica
eran significativamente mayores tras la administracion de PIH+NT3 (p=0,0005; n=9) y
de NGF (p=0,0478; n=7), que no fueron significativamente diferentes en los
subgrupos en los que se habia administrado MIF (p=0,8076; n=7), Bcl-2 adias 0y 4
(p=0,8936; n=6) e IGF-1 (p=0,7147; n=8) y que fueron significativamente menores en
los subgrupos de administraciéon de: Bcl-xS (p=0,0289; n=6), Bcl-xL (p=0,0015; n=7),
Bcl-2 a dia 0 (p=0,0141; n=7), PIH intravtitrea (p=0,0019; n=8), IGF-I+NT3 (p=0,0011;
n=6), Z-DEVD-cmk (p<0,0001; n=8), PIH subcutanea (p=0,0004; n=5) y BDNF
(p<0,0001; n=7). Estos resultados sugieren que el significativo aumento en la
densidad de células de microglia fagocitica observado en las retinas tratadas con
PIH+NT3 y con NGF y analizadas a los siete dias de la seccion del NO era debido a
la administracién de estos dos productos, y no estaba relacionado con el vehiculo

empleado para la inyeccion.

Cuando comparamos las densidades de células de microglia marcadas con
FG en los distintos subgrupos de animales a los que se habia administrado alguna
sustancia y que habian sido analizados a los catorce dias, con aquellos en los que
se habian administrado intravitrea o subcutdneamente sus correspondientes

vehiculos, y habian sido analizados tras el mismo periodo de supervivencia,
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observamos que las densidades eran significativamente mayores tras la
administracion de NGF (p=0,0003; n=8), que no eran significativamente diferentes en
los subgrupos en los que se habia administrado BDNF (p=0,0769; n=8), MIF
(p=0,1503; n=8) y PIH subcutanea (p=0,2953; n=7) y que eran significativamente
menores tras la administracién de Z-DEVD-cmk (-comparado con administracion
intravitrea de PBS- p=0,0004; n=7). Estos resultados sugieren que el significativo
incremento en la densidad de células de microglia fagocitica observado en las retinas
tratadas intravitreamente con NGF y analizadas a los 14 dias de la seccion del NO
era debido a la administracién del factor y no estaba relacionado con el vehiculo

empleado en la inyeccion.

Ademas, cuando comparamos las densidades de células de microglia
marcadas con FG en las retinas de los animales tratados con alguna sustancia y que
habian sido analizados a los siete dias, con las obtenidas en las retinas de los
animales que habian sido tratados con la misma sustancia y que se habian analizado
a los catorce dias de la seccion del NO (Figura 21) por medio del test de Mann-
Whitney, encontramos que las densidades de células de microglia eran
significativamente mayores a los 14 dias de la seccion del NO tras la administracion
de: NGF (p=0,0001), MIF (p=0,0000), PBS (p=0,0006), PBS subcutaneo (p=0,0002),
PIH subcutanea (p=0,0004), BDNF (p=0,0000) y Z-DEVD-cmk (p=0,0029) y en el
grupo en el que se habia llevado a cabo pinchazo simple (p=0,0002). Por tanto, la
administracion de diferentes sustancias o la puncion simple tras la seccion del NO no
impiden el aumento en la densidad de células de microglia fagocitica marcadas con
FG observado en las retinas experimentales entre los 7 y los 14 dias de la lesion,
como tampoco impedian el descenso en la densidad de CGR observado entre ambas

periodos de supervivencia.

4.2 RESULTADOS CUALITATIVOS

4.2.1 OBSERVACIONES CUALITATIVAS EN EL GRUPO I[: Retinas procesadas

por la técnica enzimo-histoquimica de la NDPasa

El analisis cualitativo de las retinas procesadas mediante la técnica enzimo-
histoquimica de la NDPasa por medio del microscopio 6ptico mostré marcaje en
todas las retinas, tanto controles como experimentales, en los tres subgrupos que
componian este grupo experimental. Dicho marcaje podia observarse en las paredes
de los vasos sanguineos, por lo que éstos se veian en todas las capas en las que

aparecen: CFN, CPl y a ambos lados de la CNI. Ademés se observaban también
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células NDPasa+ que se distribuian en distintas capas de la retina, y que en algunas
de estas capas tenian distinta morfologia. Estas células presentaban las
caracteristicas morfologicas tipicas de las células de microglia descritas por otros
autores en retina de mamifero adulto. Las capas en las que se distribuian estas
células NDPasa+ fueron: CFN, CCG, CPI y CPE, tanto en las retinas controles como
en las retinas experimentales. A continuacion pasaremos a describir las
caracteristicas de las células NDPasa+ encontradas en los tres subgrupos que

componen este grupo experimental.

4.2.1.1 Observaciones cualitativas realizadas en el subgrupo .1

En las retinas de este subgrupo experimental, que se correspondian en su
totalidad a retinas controles, es decir, a animales sin manipulaciones experimentales,
observamos que la intensidad del marcaje no era uniforme ni dentro de la misma
capa de una retina, ni entre las distintas capas en las que aparecian células
NDPasa+, ni entre las retinas controles que componian este subgrupo experimental.
Ademas, la morfologia, densidad y/o distribucion de las células variaba en las

distintas capas.

En la CFN se observaban células NDPasa+ con morfologia bipolar, que se
disponian radialmente, siguiendo la trayectoria de los axones de las CGR (Fig 24). La
densidad de estas células era mayor en las cercanias del disco 6ptico, mientras que
a medida que nos alejabamos hacia la periferia de la retina dicha densidad disminuia,
por lo que era dificil encontrar alguna célula bipolar (Fig 25). El numero de células

NDPasa+ en la CFN de estas retinas controles era muy escaso.

En la CCG se observaron células NDPasa+ de morfologia estrellada,
distribuidas uniformemente a lo largo de la retina. En las cercanias del disco 6ptico
las células de microglia NDPasa+ de esta capa no podian observarse bien, no
sabemos si por hallarse los vasos sanguineos intensamente marcados y muy
préximos, o0 porque en esta zona existe una menor densidad de células de microglia
en esta capa. La morfologia estrellada de las células NDPasa+ de esta capa era la
tipica de las células de microglia (Fig. 26), con un cuerpo celular pequefio, en
relacion al tamafio total de la célula, de forma redondeada u ovoide (aunque algunos
casos aislados el soma tenia forma triangular; Fig. 27), del cual partian entre tres y
cuatro procesos principales que se ramificaban profusamente, en la mayoria de los
casos inmediatamente después de abandonar el soma, estratificAndose dichas
ramificaciones 0 procesos secundarios en varios planos. Esta disposicion

estratificada de los procesos con respecto al cuerpo celular daba lugar a que la célula
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Figuras 24, 25, 26, 27 y 28: retinas de los animales del subgrupo 1.1 (control), marcadas mediante la
técnica de la NDPasa. Las flechas sefialan algunas células de microglia NDPasa+ bipolares de la CFN
en las cercanias del disco 6ptico (Fig. 24) y en la zona media de la retina (Fig. 25), asi como células
ramificadas de la CCG (Figs. 26 y 27) en estas retinas. La figura 28 ilustra el aspecto tipico del
mosaico de células de microglia NDPasa+ de la CCG en estas retinas. Obsérvese la ausencia de
solapamientos entre los procesos de células vecinas Barra = 40 um.
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ocupase un territorio tridimensional, ovoide o redondeado. Ademas, el territorio
ocupado por cada una de estas células no era invadido por los procesos de las
células vecinas, es decir, no existian solapamientos entre los procesos de las células

de microglia NDPasa+ en esta capa (Fig. 28).

La morfologia y la individualidad de las células NDPasa+ de esta capa se
mantenian a lo largo de toda la retina, lo que le conferia la apariencia de mosaico de
células dispuestas regularmente (Fig. 28). Sin embargo, en la periferia extrema de la
retina, los procesos de estas células no cubrian un territorio redondeado sino
claramente oval, con el eje mayor paralelo a la periferia retiniana (Fig.29). Las células
de microglia ramificadas NDPasa+ de esta capa guardaban una estrecha relacién
con los vasos sanguineos, de forma que muchas de ellas establecian contacto con

los mismos, a través de su soma o de sus procesos (Fig. 30).

En la CPI se observaron células NDPasa+ distribuidas regularmente por toda
la retina y, al igual que ocurria en CCG, en la zona mas préxima al disco oOptico las
células de microglia se veian con mas dificultad, bien por el entramado de vasos
sanguineos que aparecian marcados, o bien porque existiera una menor densidad
celular en esta zona. Las células de microglia NDPasa+ de la CPI tenian la
morfologia estrellada caracteristica de las células de microglia, con un cuerpo celular
pequefio, generalmente redondo u oval, del cual partian tres procesos principales que
se ramificaban en numerosos procesos secundarios, a veces inmediatamente
después de abandonar el soma celular, estratificandose dichos procesos secundarios
en diferentes planos (Fig. 31). En esta capa las células de microglia NDPasa+
ocupaban, igual que en CCG, un territorio o dominio ovoide o redondeado, que no se
solapaba con los dominios de las células vecinas. Esta ausencia de solapamiento no
solo se producia entre las células de microglia NDPasa+ que se localizaban en la CPI
sino también con las que se encontraban en CCG, de forma que las células que
observadas en CPI parecian ocupar los huecos existentes en la trama formada por

las células de microglia NDPasa+ situadas en la CCG.

En la CPE se observaron células NDPasa+ que no se distribuian
uniformemente en toda la retina, de forma que en algunas retinas se podian observar
en toda su extensiéon y en otras tan solo en algunas zonas de la misma (Fig. 32). Las
células NDPasa+ observadas en esta capa mostraban un soma oval y el aspecto
ramificado caracteristico de las células de microglia. Sin embargo, el soma celular y
los procesos se encontraban en el mismo plano, situandose horizontales y paralelos
al eje de esta capa. A simple vista daba la impresion de que algunas células en esta

capa ocupaban un territorio més extenso que las células de microglia NDPasa+ en
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Figuras 29, 30, 31, 32 Y 33: Retinas del subgrupo I.1 (control), marcadas mediante la técnica de la NDPasa. Las
flechas sefialan células de microglia NDPasa+ de la periferia de la retina (Fig. 29), células de microglia NDPasa+ de la
CCG contactando con los vasos (Fig. 30), células de microglia NDPasa+ ramificadas de la CPI (Fig. 31) y células de
microglia NDPasa+ de la CPE (Figs. 32 y 33), algunas de las cuales entran en contacto con los vasos. Barra = 40um.
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CCG y CPI. La ausencia de homogeneidad de la distribucién celular en esta capa
podria deberse al deficiente marcaje de las células causado por la dificultad de
penetracion de los reactivos, mas que a la ausencia de células en algunas zonas de
la retina. Realizamos varios intentos de potenciar la penetracién del marcaje (que no
se mencionan en esta tesis) prolongando el tiempo de incubacion y aumentando la
concentracion del sustrato del enzima (citidina 5’ difosfato), pero no conseguimos
nuestro objetivo, ya que los vasos se marcaban tan intensamente que no permitian
identificar las células de microglia NDPasa+ situadas en las otras capas. A pesar de
la heterogeneidad del marcaje, observamos que la densidad de células era menor en
esta capa que en CCG y CPI, aunque no analizamos la densidad de células en esta

capa por la dificultad de su marcaje.

Las células de microglia NDPasa+ de esta capa también se relacionaban
estrechamente con los vasos sanguineos, de forma que algunas de ellas entraban en
contacto con los vasos existentes en esta capa a través de sus somas o0 de sus
procesos, llegando algunas células a contactar con varios vasos por los extremos de

sus procesos (Fig. 33).

4.2.1.2 Observaciones cualitativas realizadas en el subgrupo 1.2

En las retinas controles o derechas de este subgrupo experimental
observamos nuevamente una falta de uniformidad en el marcaje, tanto dentro de la
misma retina como entre distintas retinas controles de este mismo subgrupo, igual
gue ocurria con las retinas controles del subgrupo I.1. Ademas, la mayoria de las
observaciones realizadas en estas retinas en cuanto a morfologia, caracteristicas y
distribucion de las células coincidian con las descritas en las retinas controles y
experimentales del subgrupo I.1. Por ello, tan solo mencionaremos las diferencias
observadas en estas retinas con respecto a las retinas controles del citado grupo I.1.
Estas diferencias observadas son validas para todos los periodos de supervivencia

tras los cuales fueron analizadas las retinas de este subgrupo experimental.

En la CFN de las retinas controles de este subgrupo experimental la
densidad de células bipolares parecia ser levemente mayor a la observada en el

subgrupo I.1, aunque seguia siendo baja.

En la CCG se observaban células de microglia ramificadas NDPasa+
similares a las células de microglia de esta capa descritas en el subgrupo 1.1, aunque

sus somas parecian tener un tamafio menor.
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En la CPI el aspecto de las células era similar al descrito para el subgrupo
I.1, aunque aparentemente el marcaje de las células NDPasa+ en esta capa era mas
intenso que el observado en la CPI de las retinas del subgrupo 1.1, y similar al

observado en las células NDPasa+ de la CCG.

En la CPE nuevamente aparecian zonas de la retina donde no se
observaban células NDPasa+, posiblemente por dificultades de penetracion de los

reactivos.

En las retinas experimentales o izquierdas de este subgrupo tampoco se
observé un marcaje uniforme en todas las retinas. En éstas se observaron células
NDPasa+ localizadas en las mismas capas descritas en las retinas controles, si bien
en algunas capas existian diferencias en cuanto a densidad y/o morfologia. Todas las
observaciones cualitativas que a continuacion se describen correspondientes a CCG,
CPIl y CPE son comunes a todos los tiempos de supervivencia tras los cuales fueron
analizadas las retinas en esta parte del estudio. Sin embargo, se observaron
diferencias entre algunos periodos de supervivencia en las células de microglia
NDPasa+ de la CFN de las retinas experimentales, como describiremos a

continuacion.

En la CFN, cuando las retinas se veian al microscopio 6ptico con bajo
namero de aumentos, se observaban cordones radiales con marcaje NDPasa+ muy
intenso, que seguian la trayectoria de los axones de las CGR (Figs. 34a y 34b).
Interpretamos que dichos cordones estaban formados por células de microglia
NDPasa+ de morfologia bipolar, que se encontraban en las retinas experimentales en
un numero superior al observado en las retinas controles. Asi, en estos cordones las
células se encontraban tan préximas que a veces no se podian individualizar al
microscopio optico, sobre todo en las zonas mas proximas al disco éptico. A medida
gue nos alejdbamos del mismo y fundamentalmente desde la zona media de la retina
hasta la periferia, la densidad de células descendia sensiblemente de forma que se
podian observar estas células bipolares aisladas (Fig. 35). Algunas de estas células
bipolares presentaban algunos procesos escasamente ramificados que partian de los
polos del soma celular (Fig. 35). Las células de esta capa cubrian la extension total

de la retina, si bien en la periferia eran muy escasas.

Los cordones radiales formados por células de microglia NDPasa+ bipolares
intensamente marcados podian verse en la CFN de las retinas experimentales 7, 10 y
14 dias después de la seccion del NO. En las retinas analizadas 22 dias después de

la lesion, las células presentaban un marcaje mas tenue (Fig. 36), por lo que no se
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Figura 37

Figuras 34a, 34b, 35, 36, 37 y 38: retinas del subgrupo |.2, marcadas mediante la técnica de la NDPasa. Aspecto
de la CFN de una retina experimental analizada a los 7 dias de la seccion del NO (Fig. 34a) y detalle de la citada
capa en las cercanias del disco 6ptico en la misma retina (Fig. 34b). Aspecto de la CFN en la zona media de la
retina (Fig. 35), de la CFN en una retina experimental a los 22 (Fig. 36) y 40 (Fig. 37) dias de la seccién del NO, y
aspecto del mosaico de células de microglia NDPasa+ ramificadas de la CCG de una retina experimental del
subgrupo 1.2 (Fig. 38). Barra = 40 um.
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podian observar claramente los cordones de células bipolares NDPasa+, y en las
retinas experimentales analizadas a los 30 y 40 dias de la seccion del NO (Fig. 37) el
marcaje de la CFN era similar al existente en la CFN de sus correspondientes retinas

controles.

En la CCG de las retinas experimentales, las células de microglia NDPasa+
tenian el aspecto tipico ramificado y con sus procesos estratificados, y se distribuian
uniformemente a lo largo de toda la retina formando, al igual que en las retinas
controles, un mosaico regular (Fig. 38). En este caso tampoco podian observarse
adecuadamente las células en la zona mas proxima al disco 6ptico, pues al problema
del marcaje de los vasos se sumaba en las retinas de este grupo de animales el
incremento en el marcaje que en esta zona presentaban las células de microglia de la
CFN.

Los dominios redondeados u ovoides ocupados por las células de microglia
NDPasa+ en esta capa tampoco se solapaban, como ya se ha descrito en las retinas
controles. Sin embargo, se observaba que las células de microglia en la CCG de las
retinas experimentales sufrian una leve retraccion en sus procesos, de forma que el
espacio o dominio ocupado por cada célula era aparentemente menor que el
ocupado por las mismas células en las retinas controles. En esta capa, el marcaje de
las células de microglia NDPasa+ era mas intenso que el observado en sus

correspondientes retinas controles.

En la CPI se observaron células de microglia NDPasa+ ramificadas y con
sus procesos estratificados distribuidas por toda la retina, si bien se veian peor en la
region cercana al disco Optico, por el mismo motivo expuesto para las células de
microglia situadas en la CCG. Las células de microglia NDPasa+ en esta capa
ocupaban un territorio bien delimitado, como lo hacian las células de microglia
descritas en las retinas controles, que no se solapaba con el de las células vecinas
situadas en la misma capa ni con el de las células de microglia NDPasa+ situadas en
CCG (Fig. 39). En esta capa observamos que las células de microglia NDPasa+
sufrian también una retraccion en sus procesos, igual que la descrita en la CCG de
las retinas experimentales, abarcando un territorio menor que el ocupado por las
células de microglia de las retinas controles. Ademas, en esta capa parecia
apreciarse un leve incremento en la intensidad del marcaje de las células de

microglia NDPasa+ respecto al observado en las retinas controles (Fig. 39).

En la CPE de las retinas experimentales se observaron células de microglia

NDPasa+ extensas, de morfologia ramificada y con procesos situados en el mismo
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plano que el soma celular, como hemos descrito en las retinas controles.
Nuevamente estas células se relacionaban estrechamente con los vasos sanguineos,
a través del soma o de los procesos (Fig. 40), contactando algunas de ellas con
varios vasos a la vez, como hemos descrito en las retinas controles. No podemos
afirmar que existieran diferencias en la intensidad del marcaje de las células de esta
capa respecto a las observadas en retinas controles, ya que el marcaje de las células
de esta capa tampoco era uniforme, existiendo zonas en las que no se observaban
células o su marcaje era muy tenue. Pensamos que esta circunstancia seguia siendo
consecuencia de la dificultad en la penetracion de los reactivos y no de la inexistencia

de células en algunas zonas.

4.2.1.3 Observaciones cualitativas realizadas en el subgrupo 1.3

Las observaciones en cuanto a la morfologia y disposicién de las células de
microglia NDPasa+ encontradas en estas retinas coincidian en su mayor parte con
las descripciones hechas en las retinas controles y experimentales del subgrupo 1.2, y
eran comunes a todos los periodos de supervivencia tras los cuales fueron
analizadas las retinas en esta parte del estudio. Por ello, vamos a exponer en este
apartado del estudio cualitativo de este grupo experimental tan solo aquellas
diferencias evidentes observadas en CFN, CCG y CPl entre las retinas
experimentales y controles de este subgrupo 1.3 y las retinas experimentales y
controles del subgrupo 1.2, asi como las diferencias encontradas entre retinas

experimentales de los animales a los que se les habia administrado distintos factores.

Las retinas controles y experimentales de los animales que se habian tratado
con PBS o que habian recibido puncién simple eran mas similares en cuanto a la
apariencia de sus células de microglia NDPasa+ a las retinas experimentales y
controles de los animales que habian sido tratados con las diferentes sustancias
empleadas en esta parte del estudio, que a las de los animales con seccién simple
del NO (subgrupo 1.2).

En las retinas experimentales de los animales a los que se habia
administrado BDNF, a los 7 dias de la seccion del NO, en la CFN aparecian cordones
de células marcados menos intensamente (Fig. 41) que los observados tras el mismo
periodo de supervivencia en las retinas experimentales de los animales con seccion
simple del NO o en aquellos tratados con puncion simple o vehiculo, y que adquirian
una intensidad de marcaje similar a las retinas citadas anteriormente 14 dias después
de la seccion del NO (Fig. 42). Algo similar ocurria en la intensidad del marcaje de las
células de microglia NDPasa+ de la CCG y la CPI en las retinas tratadas con BDNF,
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Figura 43 Figura 44

Figuras 39, 40, 41, 42, 43 y 44: aspecto de la CPl y de la CPE de las retinas experimentales del subgrupo 1.2.
Obsérvese el estrecho contacto entre las células de microglia NDPasa+ y los vasos sanguineos en ambas capas.
Las figuras 41y 42 corresponden a la CFN de retinas experimentales tratadas con BDNF, y analizadas a los 7 (Fig.
41) y 14 (Fig. 42) dias de la seccién del NO. Obsérvese que el marcaje NDPasa de esta capa es menor a los 7 dias
que a los 14 dias de la lesion. Las figuras 43 y 44 corresponden a la CFN de retinas experimentales tratadas con
NT3, y analizadas a los 7 (Fig. 43) y 14 (Fig. 44) dias de la seccién del NO. Obsérvese que el marcaje NDPasa en
estas retinas tratadas con NT3 es mas tenue que el observado en las retinas con seccién simple del NO. Barra = 40
pm.
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ya que a los 7 dias de la seccion del NO la intensidad del marcaje de las células de
microglia NDPasa+ de estas capas era mayor en las retinas experimentales que en
las retinas controles, pero dicho marcaje se incrementaba en las retinas

experimentales tratadas con BDNF a los 14 dias de la lesion.

En las retinas experimentales de los animales en los que se habia
administrado intravitreamente NT3 tras la seccion del NO, y que se habian analizado
a los 7 dias de la lesion, se observaron diferencias en la CFN en cuanto a la densidad
y aspecto de las células de microglia NDPasa+ bipolares con respecto a las retinas
controles y experimentales de los animales de los subgrupos 1.2 y 1.3. Asi, los
cordones de células bipolares de la CFN en las retinas experimentales tenian un
marcaje menos intenso que el observado en las retinas experimentales de los
animales con seccién simple del NO (subgrupo 1.2) y en las de aquellos que tras la
seccion del NO habian recibido puncién simple o una inyeccién intravitrea de PBS
(pertenecientes al subgrupo 1.3) (Fig. 43), pudiendo observarse las células
individualmente, aunque unidas por los polos de sus somas a células bipolares
vecinas. A los 14 dias de la seccion del NO (Fig. 44), la CFN de las retinas tratadas
con NT3 adquiria un marcaje mas intenso, aunque menor que el observado en la
CFN de las retinas experimentales de los animales con seccién simple del NO o de

los que habian recibido puncion simple o inyeccion de vehiculo.

4.2.2 OBSERVACIONES CUALITATIVAS EN EL GRUPO II: Retinas marcadas con

fluorogold

En el grupo de animales a los cuales se les realiz6 marcaje de las CGR con
FG, las células microgliales se observaban cuando habian fagocitado los desechos
de las neuronas muertas, es decir, cuando se habia llevado a cabo la seccion del NO,
gue inducia la degeneraciéon y muerte de las CGR. Por esta razén, las descripciones
cualitativas de las células de microglia marcadas con FG que se exponen en este
estudio se corresponden a las realizadas en las retinas experimentales de los

distintos subgrupos.

4.2.2.1 Observaciones cualitativas realizadas en el subgrupo 1.1

4.2.2.1.1 Células ganglionares de la retina marcadas con fluorogold

En las retinas controles o derechas se observaron células marcadas con
FG, con la morfologia tipica de las CGR, distribuidas a lo largo de toda la retina. Esta

distribucion no era uniforme, sino que variaba en funcién de la distancia al disco
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optico. Asi, desde el disco Optico hasta la zona media de la retina, las células se
agrupaban entre si, dejando espacios vacios entre ellas que correspondian al lugar
ocupado por los vasos sanguineos o los axones (Fig. 45). Sin embargo, a medida
gue nos alejdbamos hacia la periferia, las células se distanciaban mas entre si,

coincidiendo con un paulatino descenso de la poblacion (Fig. 46).

En las retinas experimentales o izquierdas se observaron también las
CGR marcadas con FG (Fig. 47). Las CGR observadas en la zona central-media de
las retinas experimentales no se encontraban agrupadas entre si como en las retinas
controles, sino que entre ellas se podian observar numerosos espacios, que no
correspondian solo a los ocupados por los vasos sanguineos y por los axones de las
CGR, sino que también se debian a la muerte de algunas CGR. Estos espacios eran
mas frecuentes a medida que aumentaba el tiempo de supervivencia, por lo que la
separacion entre las CGR era mayor 14 dias después de la seccién del NO,
mostrando las retinas experimentales tras este periodo de supervivencia una

densidad muy escasa de CGR (Fig. 48).

4.2.2.1.2 Células de microglia marcadas con fluorogold

En las retinas controles o derechas de los animales en los que se habia
seccionado el NO izquierdo, se observaba en raras ocasiones un segundo tipo celular
marcado con FG, cuya morfologia se correspondia con la de las células de microglia.
Este segundo tipo celular era mucho mas numeroso en las retinas experimentales.
Estas células se caracterizaban por tener un cuerpo celular pequefio generalmente
alargado, del cual partian algunos procesos bipolares o radiales (Figs.49 y 50),
aungue se observaron a lo largo de la retina diferencias morfolégicas y de densidad

en estas células de microglia, que describiremos a continuacion.

En las cercanias del disco 6ptico existian numerosas células con morfologia
bipolar dispuestas radialmente, que en ocasiones presentaban dos procesos cortos
gue partian de los extremos opuestos de sus somas (Fig. 50). Estas células se
localizaban en la CFN y su disposicién radial se correspondia con la trayectoria de los
axones de las CGR. Estas células eran muy numerosas en la zona mas préxima al
disco Optico, donde se alineaban de forma que una célula contactaba por los
extremos de sus somas con otras células, aunque también en ocasiones se
observaban células aisladas. A medida que nos alejdbamos de la zona mas proxima
al disco 6ptico era mas frecuente la observacion de células bipolares aisladas, dado
que su densidad disminuia. Este primer tipo de células de microglia fagocitica se

extendia desde el disco 6ptico hasta la periferia retiniana. Ademas, desde las
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Figura 45 Figura 46

Figura 49 Figura 50

Figuras 45, 46, 47, 48, 49 y 50: retinas marcadas con Fluorogold. Aspecto de la CCG de las retinas derechas o
controles (Fig. 45 y 46). Obsérvese que los espacios entre CGR se corresponden con la trayectoria de los vasos
sanguineos (sefialados con flechas). Aspecto de las retinas experimentales a los 7 (Fig. 47) y 14 dias (Fig. 48)
después de la seccion del NO. Las flechas sefialan algunas CGR en estas retinas. Obsérvese que existen mas
espacios entre las CGR en estas retinas experimentales que en las retinas controles, y que las retinas analizadas a
los 14 dias de la seccion del NO presentaban una escasa densidad de CGR. Aspecto de las retinas experimentales
marcadas con FG a los 7 (Fig. 49) y 14 dias (Fig. 50) de la seccién del NO. Las flechas sefialan células de microglia
bipolar marcadas con FG que siguen la trayectoria de los axones de las CGR, algunas de las cuales se unen entre
si por los extremos de sus polos (Fig. 50), mientras que otras se encuentran aisladas y no siguen una disposicion
radial (Fig. 49). Barra =40 pm.
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cercanias del disco Optico y aumentando a medida que avanzabamos hacia la zona
media y periférica de la retina existian en la CFN células bipolares que no seguian
una distribucién radial y que se encontraban aisladas (Fig. 49), asi como células de
microglia fagocitica cuyo soma presentaba morfologia variada, y del cual partian
escaso humero de procesos (Fig. 51). Estas ultimas células se localizaban en la
CCG. En escasas ocasiones se podian observar una 6 mas células de esta capa
rodeando a alguna CGR a la que presumiblemente podian estar fagocitando o

esperando la muerte de ésta (Fig. 52).

Observamos también células de microglia fagocitica marcadas con FG en la
CPI, cuyos cuerpos celulares seguian siendo en la mayor parte de los casos ovales,
aungue existia bastante heterogeneidad. En esta capa las células de microglia eran
muy escasas, sobre todo en las retinas analizadas a los 7 dias de la lesién, y a
diferencia de lo que ocurria con los dos tipos celulares anteriores, algunas de ellas
poseian un cuerpo celular voluminoso y numerosos procesos ramificados (Figs. 53 y
54).

La cantidad de células de microglia marcadas con FG que aparecian en las
retinas experimentales en la CFN y CCG dependia también del periodo de
supervivencia estudiado, y asi, 14 dias después de la seccion del NO (Fig. 50), en
todas las retinas experimentales de este subgrupo se observaba un mayor numero de
células marcadas con FG que a los 7 dias de la seccion del NO (Fig. 49). Por tanto,
parecia existir una relacion inversa entre la densidad de células de microglia
marcadas con FG y la de CGR. Estas diferencias en la densidad de células de
microglia marcadas con FG entre los dos periodos de supervivencia mencionados se

observaron también en las células localizadas en la CPI.

4.2.2.2 Observaciones cualitativas realizadas en el subgrupo 1.2

4.2.2.2.1 Células ganglionares de la retina marcadas con fluorogold

En este subgrupo, las observaciones realizadas en las retinas controles
coincidieron en su totalidad con las llevadas a cabo en las retinas controles del

subgrupo 11.1, por lo que nos remitimos a las mismas (ver apartado 4.2.2.1).

En cuanto a las retinas experimentales, aunque la mayor parte de las
observaciones cualitativas realizadas en los subgrupos que forman este grupo

experimental coincidian con las llevadas a cabo en las retinas experimentales del

152



Resultados

Figura 51 Figura 52

Figura 55 Figura 56

Figuras 51, 52, 53, 54, 55 y 56: retinas marcadas con Fluorogold. Células de microglia fagocitica con morfologia no
bipolar (Fig. 51) y células de microglia asociadas a alguna CGR (Fig. 52). Aspecto de la CPI de las retinas
experimentales (Figs. 53 y 54). Las flechas sefialan células de microglia fagocitica en esta capa con procesos
radiales, y algunas de ellas presentan un cuerpo celular voluminoso. Aspecto de las retinas experimentales
tratadas con BDNF a los 7 (Fig. 55) y 14 dias (Fig. 56) después de la seccion del NO. Obsérvese que a los 7 dias de
la lesion las retinas presentan una densidad de CGR similar a observada en las retinas controles, mientras que a
los 14 dias de la seccién del NO ha disminuido sensiblemente la densidad de CGR. Barra = 40 pm.
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subgrupo II.1, algunos subgrupos en los que se habia administrado alguna sustancia
mostraban diferencias cualitativas apreciables en sus retinas experimentales respecto

a las del subgrupo 1l.1, que pasaremos a exponer a continuacion.

Asi, las retinas experimentales de los animales tratados intravitreamente con
BDNF y que se analizaron a los 7 dias de la seccion del NO no se diferenciaban de
sus correspondientes retinas controles en cuanto a la poblacién de CGR (Fig. 55).
Ademas, las retinas experimentales de los animales tratados con BDNF y que se
habian analizado a los 14 dias de la seccién del NO (Fig. 56) se asemejaban en la
apariencia de las CGR a las retinas experimentales de los animales en los que tan
solo se habia seccionado el NO y que habian sido analizados a los 7 dias de la
lesion, mas que a las de los animales con seccidn simple del NO o a aquellos
tratados intravitreamente con el vehiculo, y que habian sido analizados 14 dias

después de la lesién.

Las retinas experimentales de los animales en los que se administrd
subcutdneamente PIH y que se analizaron a los 7 dias de la seccion del NO, tenian
una apariencia muy similar a sus correspondientes retinas controles en cuanto a la
poblacibn de CGR (Fig. 57). Ademas, las densidades de CGR en estas retinas
tratadas subcutdneamente con PIH eran mayores que en las retinas experimentales
de los animales con seccién simple del NO o de aquellos tratados subcutdneamente
con PBS, y que se habian analizado a los 7 dias de la seccion del NO. A los 14 dias
de la lesion, las retinas experimentales de los animales a los que se les habia
administrado subcutaneamente PIH (Fig. 58) presentaban una apariencia muy similar
en cuanto a las CGR a las retinas de los animales con seccion simple del NO o a las
de los animales tratados subcutaneamente con PBS, y que se habian analizado tras

el mismo periodo de supervivencia.

Las retinas experimentales de los animales que habian recibido dosis
repetidas del inhibidor irreversible de la caspasa 3, el Z-DEVD-cmk, y que se habian
analizado a los 7 dias de la seccion del NO, se encontraban mas pobladas de CGR
gue las retinas experimentales de los animales a los que tan solo se les habia
seccionado el NO y que habian sido analizados tras el mismo periodo de
supervivencia (Fig. 59). Ademas, las retinas experimentales de los animales tratados
con Z-DEVD-cmk y analizadas 14 dias después de la seccién del NO (Fig. 60) se
asemejaban mas, en cuanto a la densidad de CGR, a las retinas experimentales de
los animales tratados con una dosis intravitrea de BDNF y analizados tras el mismo

periodo de supervivencia, que a las retinas de los animales con seccién simple del
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Figura 59 Figura 60

Figura 61 Figura 62

Figuras 57, 58, 59, 60, 61 y 62: Retinas marcadas con fluorogold. Aspecto de las retinas experimentales tratadas
subcutaneamente con PIH, y analizadas a los 7 (Fig. 57) y 14 (Fig. 58) dias de la seccion del NO. Las flechas (Fig.
57) senalan algunas células de microglia en las retinas experimentales tratadas subcutaneamente con PIH y
analizadas a los 7 dias de la lesion. Las figuras 59 y 60 muestran el aspecto de las retinas experimentales tratadas
con Z-DEVD-cmk, y analizadas a los 7 (Fig. 50) y 14 (Fig. 60) dias de la seccién del NO. La figura 61 muestra el
aspecto de las retinas experimentales tratadas con PIH+NT3 y analizadas a los 7 dias de la lesion. Obsérvese que
estas retinas estaban menos pobladas de CGR que las retinas experimentales con seccion simple del NO
analizadas tras el mismo periodo de supervivencia (Fig. 62). Barra = 40 pm.
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Figura 63

Figura 64

Figuras 63 y 64: retinas marcadas con Fluorogold. Aspecto de las retinas tratadas con NGF
tras la seccion del NO, y analizadas a los 7 (Fig. 63) y 14 (Fig. 64) dias de la lesion.
Obsérvese que en estas retinas existen numerosas células de microglia en los dos periodos
de supervivencia estudiados. Barra = 25 pm.
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NO o de aquellos tratados intravitreamente con PBS y que se habian analizado tras

el mismo periodo de supervivencia.

En las retinas experimentales de los animales tratados con PIH+NT3 y que
se analizaron a los 7 dias de la seccion del NO observamos una poblacion menor de
CGR (Fig. 61) que las retinas con seccién simple del NO analizadas tras el mismo

periodo de supervivencia (Fig. 62).

4.2.2.2.1 Células de microglia marcadas con fluorogold

Las retinas controles y experimentales de los animales tratados con BDNF y
analizados a los 7 dias de la seccion del NO (Fig. 55) eran muy similares en cuanto a
la escasez de células de microglia marcadas con FG observada en las mismas a las
retinas controles del grupo Il.1. Ademas, las retinas de los animales tratados con
BDNF y analizados a los 14 dias de la seccion del NO (Fig. 56) presentaban un
aspecto muy similar al de las retinas de los animales con seccion simple del NO y
analizados a los 7 dias de la lesién, en cuanto a densidad y apariencia de las células

de microglia marcadas con FG.

En las retinas experimentales de los animales en los que se administro
subcutdneamente PIH y que se analizaron a los 7 dias de la seccién del NO (Fig. 57)
se observaron mas células de microglia marcadas con FG que en las retinas
controles y que en las tratadas con BDNF y analizadas tras el mismo periodo de
supervivencia. A los 14 dias de la lesidn, las retinas experimentales de los animales a
los que se les habia administrado subcutaneamente PIH (Fig. 58) presentaban un
aspecto muy similar en cuanto a apariencia y densidad de células de microglia
marcadas con FG a las retinas de los animales con seccién simple del NO o a las de
los animales tratados subcutaneamente con PBS, y que se habian analizado tras el

mismo periodo de supervivencia.

Las retinas experimentales de los animales que habian recibido dosis
repetidas del inhibidor irreversible de la caspasa 3, el Z-DEVD-cmk, y que se habian
analizado a los 7 dias de la seccion del NO (Fig. 59), se encontraban menos
pobladas de células de microglia fagocitica marcadas con FG que las retinas
experimentales de los animales a los que tan solo se les habia seccionado el NO o
de aquellos que habian recibido intravitreamente PBS+DMSO, y que habian sido
analizados tras el mismo periodo de supervivencia. Ademas, las retinas
experimentales de los animales tratados con Z-DEVD-cmk y analizadas 14 dias

después de la seccion del NO (Fig. 60) presentaban una densidad menor de células
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de microglia marcadas con FG que las retinas de los animales con seccion simple del
NO o de aquellos tratados intravitreamente con PBS, y que se habian analizado tras

el mismo periodo supervivencia.

En los animales a los que se habia administrado intravitreamente NGF y que
se analizaron a los 7 y 14 dias de la seccién del NO (Figs. 63 y 64) se observé que
las retinas experimentales estaban sensiblemente mas pobladas de células de

microglia marcadas con FG que en cualquiera de los otros grupos.

En las retinas experimentales de los animales tratados con PIH+NT3 y que
se analizaron a los 7 dias de la seccién del NO observamos una poblacion mas
numerosa de células de microglia marcadas con FG (Fig. 61) que las retinas con

seccion simple del NO analizadas tras el mismo periodo de supervivencia (Fig. 62).
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5. DISCUSION

Las células de microglia son un tipo de células gliales del SNC que
intervienen en numerosos procesos lesivos e inflamatorios, desempefiando en los
mismos diversas funciones. Se ha documentado que las células de microglia del SNC
fagocitan los desechos de las neuronas muertas a consecuencia de la lesion (del Rio-
Hortega, 1932; Thanos, 1991; Thanos y cols., 1992; Kacza y Seeger, 1997; rev.
Thanos y cols., 1994). Esta funcién de las células de microglia es la primera que se
describié para estas células (del Rio-Hortega, 1932), pero se postula que no es la
Unica. Asi, Thanos y cols. (1993; rev. 1995) postulan que las células de microglia
intervienen mas activamente en la muerte de las neuronas tras la lesion y han
documentado que, si tras la seccidn del NO de la rata, se administran inhibidores de
proteasas (enzimas producidos por las células de microglia y que estos autores
postulan que intervienen en la degradacion de las CGR tras la seccién del NO) o se
impide la activacion de las células de microglia inyectando intravitreamente el péptido
inhibidor de macréfagos MIF, se produce un aumento en la supervivencia de las
CGR. Ademas, cuando se administra intravitreamente el Factor Estimulante de
Macréfagos (Macrophague Stimulating Factor, MSF) se produce una disminucién en
la supervivencia de las CGR de la rata tras la seccion del NO (Thanos y cols., 1993).
Otro hecho que apoya también la intervencion activa de las células de microglia en la
muerte de las neuronas lesionadas es su capacidad para producir sustancias
citotoxicas, que podrian tener efectos negativos para la supervivencia neuronal
(Giulian y Baker, 1986; Colton y Gilbert, 1987; Sawada y cols., 1989; Giulian y cols.,
1990; Boje y Arora, 1992; Chao y cols., 1992; Lipton, 1992; Epstein y Gendelman,
1993; Morioka y cols., 1993; Nomura y Kitamura, 1993; Gherman y cols., 1995; li y
cols., 1996; rev. Meldrum y Garthwaite, 1990).

En este trabajo hemos investigado la respuesta de las células de microglia
de la retina de la rata adulta después de la seccion del NO. Hemos elegido la retina

de la rata porque:

1) Pueden realizarse montajes globales de la retina que permiten su

analisis al microscopio.

2) ElI NO de la rata en su porcidn intraorbitaria es de facil acceso y no
contiene la arteria central de la retina, por lo que podemos seccionarlo
sin interrumpir la circulacion retiniana (Richardson y cols., 1992; Barron

y cols., 1986; Thanos, 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988; Villegas-
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Pérez y cols., 1993).

3) Las CGR, que son las células que van a degenerar tras la seccion del
NO, pueden marcarse mediante la aplicacion de FG (Schmued y
Fallon, 1986; del Cerro y cols., 1990) en ambos coliculos superiores,
territorios de proyeccion de las mismas (Linden y Perry, 1983). Esta
técnica de marcaje permite la cuantificacién de la totalidad de las CGR
(Schmued y Fallon, 1986; del Cerro y cols., 1990; Peinado-Ramén y
cols., 1996).

4) Las células de la retina y en especial las CGR, que son las que se
sitlan mas internamente en la retina, pueden tratarse mediante la

aplicacion de sustancias en el vitreo.

5.1 CELULAS DE MICROGLIA MARCADAS CON NDPASA

En la retina de mamifero adulto no lesionada, las células de microglia se
encuentran en un estado de aparente inactividad recibiendo el nombre de microglia
ramificada o residente (LOpez-Enriquez, 1926; Terubayashi y cols., 1984; Vrabec,
1970; Gallego, 1976; Boycott y Hopkins, 1981; Schnitzer, 1989). Para el marcaje de
la poblacion de células de microglia residente en la retina de la rata hemos empleado
la técnica enzimohistoquimica de la NDPasa (Novikoff y Goldfischer, 1961; Murabe y
Sano, 1982a), que reconoce dicho enzima en la membrana de las células de
microglia y que, por ello, es especifica para estas células, aunque también marca en
la retina las células endoteliales de los vasos sanguineos. Este tipo de marcaje nos
permite: identificar las células de microglia, estudiar su distribucion en la retina e
investigar los cambios que se producen en esta poblacion de células de microglia
residente en respuesta a la lesion, como han documentado otros autores en diversos
mamiferos (Barron y cols., 1986; Schnitzer, 1989; Schnitzer y Scherer, 1990;
Humphrey y Moore, 1996b). En nuestro estudio hemos empleado como sustrato del
enzima la citidina 5’ difosfato, coincidiendo con los autores anteriormente citados.
Otros autores (Sanyal y de Ruiter, 1985) empleando como sustrato del enzima la
inosina difosfato, obtuvieron un marcaje similar. Se postula que la actividad NDPasa
exhibida por las células de microglia es un reflejo de la capacidad fagocitica de las
mismas (Schnitzer y Scherer, 1990), y que las células de microglia son capaces de
regular la actividad de este enzima al variar su estado de activacion tras la lesion. Por
ello, se ha sugerido que un incremento en la intensidad del marcaje NDPasa en las

células de microglia puede ser reflejo de un incremento en su actividad fagocitica.
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5.1.1 CELULAS DE MICROGLIA MARCADAS CON NDPASA EN LA RETINA DE
LOS ANIMALES CONTROLES

En nuestro estudio, observamos que en las retinas izquierdas y derechas del
grupo en el que no se habia realizado técnica quirargica alguna, asi como en las
retinas controles o derechas del grupo en el que se habia llevado a cabo seccion
simple del NO izquierdo, existian células de microglia residente NDPasa+ distribuidas
en CFN, CCG, CPIl y CPE, con diferentes morfologias.

Las células de microglia NDPasa+ observadas en CFN presentaban
morfologia claramente bipolar, y se distribuian paralelamente a la trayectoria de los
axones de las CGR; ademas, su densidad disminuia paulatinamente desde la zona
central proxima a papila hasta la periferia. Estos resultados concuerdan con los
descritos por Schnitzer (1989), Schnitzer y Scherer, (1990) y Humphrey y Moore,
(1995) en la retina de conejo, empleando la misma técnica de marcaje. Ademas,
Sanyal y de Ruiter (1985) y Terubayashi y cols (1984), empleando también técnicas
enzimohistoquimicas (ID Pasa y TPPasa respectivamente), documentaron la
presencia de células de microglia NDPasa+ en la CFN de secciones de retina de rata

adulta

En la CCG y CPI encontramos células NDPasa+ de morfologia ramificada,
distribuidas en las dos capas formando un mosaico regular, en el que cada célula
ocupaba un dominio delimitado en el cual no penetraban los procesos de las células
circundantes. La existencia de células de microglia NDPasa+ en estas dos capas
habia sido documentada ya por otras autores en secciones de retina de rata adulta
(Sanyal y de Ruiter, 1985). Ademas, la delimitacion del territorio celular habia sido
descrita anteriormente por otros autores en retina de rata adulta (Terubayashi y cols.,
1984; Ashwell y cols., 1989; Thanos y cols., 1992), en retina de conejo (Schnitzer y
Scherer, 1990) y en retina de hombre (Penfold y cols., 1991).

La densidad de células de microglia NDPasa+ en CCG y CPI de las retinas
izquierdas y derechas del subgrupo 1.1 (grupo control), al igual que ocurria en las
retinas controles del subgrupo 1.2 (ver apartado 5.1.2), variaba de un animal a otro.
Schnitzer y Scherer (1990) habian documentado cierta heterogeneidad en las
densidades de células de microglia NDPasa+ de la CPI entre distintos animales
cuando estudiaban la retina de conejo adulto, lo que ha hecho postular que la
densidad de células de microglia ramificada de la retina puede ser un rasgo

fenotipico de cada animal.
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Las células de microglia NDPasa+ de la CPE tenian morfologia estrellada,
con procesos ramificados que se situaban en el mismo plano del cuerpo celular, y
gue se relacionaban estrechamente con los vasos sanguineos. Hemos observado la
presencia de estas células en la mayor parte de las retinas analizadas en todos los
animales estudiados, si bien algunas zonas de las retinas analizadas parecian
carecer de células en esta capa. Schnitzer (1989) no pudo documentar la existencia
de células de microglia NDPasa+ en la CPE de la retina de conejo adulto. Sin
embargo, otros autores (Sanyal y de Ruiter, 1985; Schnitzer y Scherer, 1990;
Humphrey y Moore, 1996) han documentado la existencia de células marcadas con
esta técnica en la retina de rata y conejo adultos, si bien la densidad de células
encontradas por estos Ultimos autores en esta capa era escasa. Schnitzer y Scherer
(1990) explican la variabilidad en el marcaje de esta capa postulando que la causa
puede ser la baja actividad NDPasa de estas células en la CPE de la retina intacta. El
hecho de que en nuestro estudio, tanto en las retinas controles como en las
experimentales, las zonas de retina donde no pudimos encontrar células NDPasa+ en
esta capa coincidieran habitualmente con aquellas que tenian un marcaje mas tenue
de las células de microglia NDPasa+ situadas en CCG y CPI que el observado en el
resto de la retina, nos llevan a postular que la ausencia de marcaje no obedece
realmente a una ausencia de células, ni, al menos en su totalidad, a una menor
actividad NDPasa de las células de microglia localizadas en esta capa, sino mas bien
a una dificultad de penetracion del marcaje en algunas zonas de la retina. Intentamos
potenciar la penetracion de los reactivos en la CPE aumentando el tiempo de
incubacién o incrementando la concentracion del sustrato, pero en ambos casos se
producia un incremento en el marcaje de los vasos sanguineos y de las células

situadas en otras capas, que impedia la visualizacion de la CPE.

Ademas de la heterogeneidad en el marcaje de la CPE en una misma retina,
observamos que también existian diferencias en la densidad de células de microglia
entre las retinas controles de los animales de un mismo grupo, aunque no realizamos
analisis cuantitativo de esta capa. Esta heterogeneidad en las densidades de células
de microglia NDPasa+ de la CPE entre animales habia sido descrita por otros

autores (Humphrey y Moore, 1995) entre retinas de conejos de distintas razas.

5.1.2 CELULAS DE MICROGLIA MARCADAS CON NDPASA DESPUES DE LA
SECCION DEL NO

Tras la seccién del NO, en las retinas experimentales o izquierdas se
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producia un incremento tanto en la densidad de células NDPasa+ como en la

intensidad del marcaje, al menos en las siguientes capas: CFN, CCG y CPI.

Asi, en la CFN de las retinas experimentales analizadas siete dias después
de la seccion del NO aparecian unos cordones radiales intensamente marcados.
Pensamos que estos cordones eran consecuencia del incremento en el marcaje y en
la densidad de las células de microglia NDPasa+ bipolares, y que estaban formados
por un elevado nimero de estas células, que se situaban a lo largo de la trayectoria
de los axones de las CGR, y que se unian estrechamente entre si por los polos de
sus somas. Otros autores han descrito un incremento en la intensidad del marcaje y
en la densidad de las células de microglia en la retina de conejo (Schnitzer y Scherer,
1990), dos dias después de la seccion del NO. En nuestro estudio hemos observado
gue esto sucede a partir del dia séptimo de la lesion, en concordancia con los
resultados obtenidos por Humphrey y Moore (1996) quienes provocaban una lesion
localizada de la retina de conejo fotocoagulando la misma con laser (en este caso la
reaccion microglial se circunscribe a la zona proxima a la lesion). Sin embargo, como
no hemos analizado animales antes de los siete dias, no sabemos si el incremento en
la densidad y el marcaje de las células de microglia NDPasa+ en esta capa se
produce en la rata antes de los siete dias o desde el séptimo dia tras la seccién del
NO.

Tanto el incremento en el marcaje, debido al aumento en la actividad
NDPasa de la membrana celular, como en la densidad de las células de microglia de
esta capa, son reflejo de una activacion microglial que podria estar relacionada con la
transformacién de estas células en fagociticas, como han postulado otros autores
(Schnitzer y Scherer, 1990). Asi, algunos autores han documentado que las células
de microglia comienzan a fagocitar a las neuronas degeneradas tras la seccion del
NO a los siete u ocho dias de la lesion (Barron y cols., 1986; Thanos, 1991a; Kaczay
Seeger, 1997), por lo que el incremento en el marcaje NDPasa en la CFN
documentado en este estudio en el dia séptimo de la lesién podria relacionarse con la

transformacion de las células de microglia en células fagociticas.

Tras la seccién del NO, en la CCG y CPI se produjo un aumento en el
marcaje y un incremento en la densidad de células de microglia NDPasa+, siendo
este ultimo significativo en todos los periodos de tiempo en que se analizaron las
retinas después de la seccion del NO. Ademas, se observo un sensible acortamiento
de los procesos de las células NDPasa+ ramificadas residentes en estas dos capas,
lo que debe contribuir al mantenimiento del mosaico regular, de forma que las células

cercanas siguen sin sufrir solapamientos entre sus procesos. Estos hallazgos
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concuerdan con los realizados por otros autores en la CPI de retina de conejo tras la
seccion del NO (Schnitzer y Scherer, 1990) y tras fotocoagulacién con laser
(Humphrey y Moore, 1996) y en la CCG y CPI de la retina de rata tras aplastamiento
del NO (Thanos, 1991a; rev. Thanos y cols., 1994). Schnitzer y Scherer (1990)
observaron que la intensidad del marcaje y la densidad de células de microglia se
incrementaban en CPI de retina de conejo a partir del cuarto dia tras la seccién del
NO. Sin embargo, Humphrey y Moore (1996), tras provocar una fotocoagulacion focal
en retina de conejo adulto, documentaron cambios en la intensidad del marcaje y la
densidad de las células de microglia de la CPI a partir de las dos horas de producida
la lesién, circunscribiéndose dicha respuesta a las zonas proximas a la lesiéon. En
nuestro estudio no hemos analizado retinas antes de los siete dias de la seccion del
NO por lo que no podemos saber cuando comienzan a producirse los incrementos en
el marcaje y en la densidad celular en la CCG y CPI, asi como el acortamiento de los

procesos de las células de microglia NDPasa+.

Ademas de que la densidad de células de microglia NDPasa+ en la CCG y
CPI era mayor en las retinas izquierdas o experimentales después de la seccién del
NO que en las retinas contralaterales o controles, observamos que parecia existir una
relacion entre la densidad de células NDPasa+ de esta capa en las retinas controles
o derechas y las densidades de estas células en las retinas experimentales o
izquierdas, de forma que a mayor densidad en retina derecha, mayor densidad se
observaba en retina izquierda. Esto nos hace postular que la densidad de células de
microglia residentes en retina de rata asi como los cambios que sufren las mismas
tras la seccién del NO pueden ser rasgos caracteristicos de cada animal. De la
misma manera, hemos observado diferencias en la intensidad del marcaje tras la
seccion del NO entre retinas de animales diferentes, aunque hubieran sido
analizados tras el mismo periodo de supervivencia. Esta heterogeneidad en el
marcaje y densidad de las células de microglia NDPasa+ entre distintos animales
después de la lesion habia sido observada por otros autores, y asi, Humphrey y
Moore (1996) fotocoagulando con laser las retinas de conejos de distintas razas,
encontraron diferencias en la densidad e intensidad de marcaje de las células de
microglia NDPasa+ entre las distintas razas, postulando estos autores que dichas
diferencias podrian relacionarse con la individualidad de cada animal en cuanto al
namero de células de microglia NDPasa+ residente y a los cambios que las mismas

sufren en el marcaje y la densidad tras la lesion.

El hecho de que, tras la seccion del NO se mantenga la distribucion de las

células formando un mosaico regular sin solapamientos entre los procesos, se ha
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postulado que es debido a fenédmenos de inhibiciébn por contacto, en los cuales
pueden intervenir enzimas proteoliticos producidos por las células de microglia antes
y después de ser activadas por las CGR que degeneran tras la lesion, y que permiten
la delimitacion del territorio ocupado por cada célula de microglia (Giulian y cols.,
1986; Giulian, 1990; Thanos, 1991a). No sabemos por qué es necesario el
mantenimiento de los territorios de proyeccion entre estas dos capas y dentro de la
misma capa, y por qué no ocurre asi en la CFN, pero podria estar relacionado con la
fagocitosis de cuerpos celulares en la CCG, frente a la de los axones en la CFN, o a
la posibilidad de que las células de la CCG y la CPI tengan otras funciones diferentes

a las células que se localizan en la CFN.

Debido a la variabilidad en la intensidad del marcaje de las células de
microglia NDPasa+ en la CPE, no nos atrevemos a afirmar que existiera un
incremento en la actividad NDPasa de las células de microglia en esta capa tras la
seccion del NO, como ha sido descrito por otros autores en retina de conejo tras la
misma lesién o tras fotocoagular la retina con laser (Schnitzer y Scherer, 1990;

Humphrey y Moore, 1996).

5.1.3 CELULAS DE MICROGLIA MARCADAS CON NDPASA DESPUES DE LA
SECCION DEL NO E INYECCION INTRAVITREA DE DIFERENTES SUSTANCIAS

5.1.3.1 Células de microglia NDPasa+ en las retinas derechas o controles

En los animales a los que se les habia realizado una puncion del globo ocular
izquierdo, con o sin inyeccion de BDNF, MIF, NGF, NT3 o el vehiculo tras la seccion
del NO, observamos que la densidad de células de microglia NDPasa+ en la CCG y
CPI de las retinas controles o derechas era significativamente mayor que las
obtenidas en las retinas derechas o controles de los animales en los que se habia
llevado a cabo seccidn simple del NO izquierdo. Estos resultados nos hacen postular
gue existe una cierta comunicacion entre las células de microglia NDPasa+ de las
retinas lesionadas y las de sus correspondientes retinas contralaterales o controles,
gue hace que aumente la densidad de células de microglia NDPasa+ en las retinas

contralaterales tras la puncion.

5.1.3.2 Células de microglia NDPasa+ en las retinas experimentales de los

animales con seccién del NO e inyecciones intravitreas

El andlisis de las retinas experimentales de este grupo, mostro diferencias

en los cambios en intensidad de marcaje y densidad de las células de microglia
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NDPasa+ residentes en las distintas capas de la retina de la rata adulta tras la
seccion del NO en aquellos grupos de animales en los cuales se administré en vitreo
BDNF, NT3 o MIF, mientras que en los grupos de animales en los que se llevé a cabo
puncion simple, o en aquellos tratados con vehiculo o NGF, los cambios observados
en las retinas experimentales tras la lesién fueron similares al grupo en el que se

llevé a cabo seccion simple del NO.

5.1.3.2.1 Células de microglia NDPasa+ en las retinas de los animales tratados
con BDNF

En los animales tratados con BDNF, si bien a los siete dias de la seccion del
NO se observé un incremento de la densidad de las células de microglia NDPasa+ de
morfologia bipolar en la CFN, los cordones de células bipolares intensamente
marcados no se veian hasta catorce dias después de la seccién del NO, mientras
gue en los animales con seccién simple del NO y en aquellos que habian recibido
puncion simple o tratamiento con el vehiculo, dichos cordones aparecian a los siete
dias de la lesion. La menor activacion de las células de microglia NDPasa+ de la
CFN observada a los siete dias de la lesion en las retinas tratadas con BDNF, podria
estar relacionada con el efecto neuroprotector transitorio del BDNF sobre las CGR de
rata tras la seccién del NO documentado por otros autores (Mansour-Robaey y cols.,
1994; Peinado-Ramoén y cols., 1996; DiPolo y cols., 1998) y confirmado en este
estudio (ver apartado 4.1.2.1.2 de Resultados).

Algo similar se observd en los incrementos de densidad de las células de
microglia NDPasa+ de la CCG y CPI en los animales tratados con BDNF. Asi, en
estas dos capas el incremento de la densidad las células de microglia siete dias
después de seccién del NO era menor que el observado tras el mismo periodo de
supervivencia en las retinas con seccién simple del NO, o en aquellas tratadas con el
vehiculo o con puncion simple, y aumentaba a los catorce y a los treinta dias de la
lesion, llegando tras este dltimo intervalo a un incremento del 36% en la densidad de
células de microglia NDPasa+, similar al obtenido en las retinas analizadas siete dias
después de la seccion del NO y puncion simple o administracion de vehiculo (30%) y
diez dias después de la seccion simple del NO (35%). Asi mismo, las retinas de los
animales tratados con BDNF y analizados siete dias después de la seccién del NO
presentaban un marcaje de las células de microglia en la CCG y CPI mas tenue que
las retinas de los animales analizados catorce o treinta dias después de la lesion.
Estas diferencias observadas en la intensidad del marcaje y en la densidad de células
de microglia NDPasa+ de la CCG y CPI de las retinas de los animales tratados con

BDNF podrian estar relacionadas nuevamente con el efecto neuroprotector transitorio
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del BDNF sobre las CGR tras la seccion del NO.

Como a los siete dias de la seccion del NO no se produce muerte de CGR
en la retina de los animales tratados con BDNF (Peinado-Ramon y cols., 1996;
apartado 4.1.2.1.2 de los Resultados), el hecho de que en las retinas experimentales
marcadas con la NDPasa y tratadas con BDNF se produzca a los siete dias de la
seccion del NO un pequefio incremento en la densidad de células de microglia bipolar
NDPasa+ de la CFN y un aumento significativo en la densidad de células de
microglia NDPasa+ de las CCG y CPI a los siete dias de la seccion del NO, nos
indica que las células de microglia NDPasa+ de CFN, CCG y CPI se activan antes de
que ocurra muerte de CGR. Estos resultados documentan que puede existir una
activacion inicial débil de las células de microglia NDPasa+ de la retina de rata como
consecuencia de la seccion del NO y/o la administracion intravitrea de BDNF,
independiente de la muerte o supervivencia de las CGR, y que la muerte de las CGR
qgue se produce después de la primera semana tras seccionar el NO en las retinas
experimentales tratadas con BDNF daria lugar a una activacion mas intensa de las
células de microglia NDPasa+ que se traduciria en un mayor incremento en el
marcaje y en la densidad de las citadas células, al menos a partir de las dos semanas

de la lesion.

5.1.3.2.2 Células de microglia NDPasa+ en las retinas de los animales tratados
con NT3

En la CFN de los animales que recibieron inyecciones intravitreas de la NT3
observamos que el incremento en la intensidad del marcaje de las células
microgliales NDPasa+ siete dias después de la seccién del NO era menor que el
observado en los animales con seccion simple del NO, o en aquellos que habian
recibido puncién simple o tratamiento con el vehiculo, y posiblemente —pues no
realizamos el analisis cuantitativo- menor incremento de la densidad de las células en
esta capa. En estas retinas, este menor incremento en el marcaje y la densidad de
las células de microglia NDPasa+ de la CFN no puede relacionarse con un aumento
en la supervivencia de las CGR tras la administraciéon de la NT3, como hemos
indicado con el BDNF, ya que se ha documentado que esta NT no modifica
significativamente la supervivencia de las CGR tras la seccién del NO (Peinado-
Ramoén y cols., 1996). Por tanto, el menor incremento en la densidad y en el marcaje
de las células de microglia NDPasa+ de la CFN de la retina de la rata adulta a los
siete dias de la seccion del NO tras la administracién de la NT3 documentado en

nuestro estudio puede ser debido a un discreto efecto inhibidor de dicha NT sobre la
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activacion de las células microgliales.

Diversos autores han documentado in vitro la expresion de la NT3 y su
receptor especifico TrKC en las células de microglia de cerebro de rata post-natal
(Elkabes y cols., 1996; Nakajima y cols., 1998). Por otra parte, cuando se produce
lesion inflamatoria con lipopolisacéarido en cultivos de células de microglia de cerebro
de rata post-natal, se produce un aumento de la expresién del receptor TrKC en
dichas células (Elkabes y cols., 1998). Ademas, la mayor parte de los efectos de la
NT3 documentados sobre las células de microglia son efectos activadores, y siempre
sobre poblaciones de células de cerebro en desarrollo (Elkabes y cols., 1996).
También se ha documentado que la NT3, junto con otras NTs, induce in vitro cambios
bioguimicos en las células de microglia del hipocampo de rata neo-natal, y que estos
efectos pueden ser mediados por el receptor p75 o por el TrKC, ya que ambos se

expresan en dichas células (Newmann y cols., 1998).

En contra de los documentados efectos activadores de la NT3 sobre las
células de microglia de cerebro de rata en desarrollo, los resultados de nuestro
estudio documentan que la NT3 induce una disminucion tanto en la intensidad del
marcaje como en el incremento de la densidad de células de microglia NDPasa+ de
la CFN de la retina de la rata adulta a los siete dias de la seccion del NO. Este efecto
podria indicar una inactivacion parcial de la respuesta de dichas células de microglia
a la lesion, aunque podria tratarse tan solo de una ralentizacion en los cambios de
densidad y de intensidad del marcaje observados en las células de microglia

NDPasa+ tras la seccion del NO, inducida por la administracion intravitrea de la NT3.

Las densidades de células de microglia NDPasa+ en CCG y CPI de los
animales tratados con la NT3 fueron siempre significativamente mayores en las
retinas izquierdas o experimentales que en las derechas o controles, siendo los
porcentajes de aumento de la densidad muy similares a los encontrados en el grupo
de animales tratados con vehiculo o con puncién simple. Asi, el incremento en la
densidad de células de microglia NDPasa+ en estas dos capas era mayor a los siete
dias de la lesion tras la administraciéon de NT3 (32%) que tras la seccion simple del
NO (24%), la administracion de BDNF (11%), la administracién de MIF (18%) vy la
administracion de NGF (19%), y similar a la observada en el grupo tratado con
vehiculo o con puncion simple (30%). Ademas observamos que, contrariamente a lo
que ocurria en el subgrupo tratado con BDNF, las densidades de células de microglia
en estas capas tras siete, catorce y treinta dias de supervivencia, cuando eran
comparadas consecutivamente, no eran significativamente diferentes, lo que nos

indica que la activacién microglial en este grupo se debe producir durante la primera
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semana después de la lesion y que posteriormente los efectos del incremento en la
muerte de CGR induciria cambios poco significativos en los incrementos de densidad
y marcaje de las células de microglia NDPasa+ de la CCG y la CPI tras la lesion.
Estos resultados podrian estar relacionados con la ausencia de capacidad
neuroprotectora de la NT3 sobre las CGR (Peinado-Ramoén y cols., 1996) frente a los

documentados efectos neuroprotectores del BDNF sobre las mismas células.

Puesto que en los animales tratados con la NT3 la densidad de células de
microglia NDPasa+ de la CFN aumenta mas lentamente que en otros grupos,
mientras que la densidad de células de microglia en CCG y CPI lo hace mas
rapidamente que en otros grupos, podria ocurrir que las células de microglia de estas
tres capas respondieran de forma diferente a la NT3. Aunque se ha documentado
gue las células de microglia expresan receptores p75 y TrKC, no sabemos si existe
cierta heterogeneidad en dicha expresion, al igual que existe en la expresion de la
NT3 por parte de las células de microglia, como han documentado Miwa y cols.
(1997).

5.1.3.2.3 Células de microglia marcadas con NDPasa en las retinas de los

animales tratados con MIF

En el grupo de animales tratados con MIF los cambios observados en las
células de microglia NDPasa+ de la CFN tras la lesion fueron similares a los
observados en el grupo de animales con seccién simple del NO, es decir, se
observaban cordones de células bipolares intensamente marcados a partir de siete

dias de la seccién del NO.

Sin embargo, en las retinas experimentales de los animales tratados con MIF
la densidad de células de microglia NDPasa+ en la CCG y CPI aumentd
significativamente respecto a la de sus correspondientes retinas derechas o controles
tan solo a partir de los catorce dias de la seccién del NO, siendo, ademas, este
incremento de densidad inferior al observado en el grupo de animales con seccion
simple del NO, en todos los intervalos de supervivencia analizados, o en aquellos
animales que habian recibido pinchazo simple o tratamiento con el vehiculo y que se

habian analizado siete dias después de la seccion del NO.
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5.2 RETINAS DE LOS ANIMALES MARCADOS CON FLUOROGOLD

5.2.1 RETINAS CONTROLES

En nuestro estudio, en las retinas derechas o controles del grupo II.1
observamos células con el aspecto tipico de CGR marcadas con FG (Schmued y
Fallon, 1986; Del Cerro y cols., 1990; Peinado-Ramén y cols., 1996; Sellés y cols.,

1996), cuya densidad disminuia desde el disco 6ptico hasta la periferia.

En estas retinas derechas o controles, en algunas ocasiones observamos
alguna célula marcada con FG con la morfologia tipica de célula de microglia,
fundamentalmente en las retinas analizadas tras catorce dias de la seccion del NO.
Estas células marcadas nos indican que se ha producido muerte de alguna CGR
marcada con FG. Ya que en estos animales se habia seccionado el NO izquierdo, no
esperabamos encontrar muerte en las retinas derechas. Sin embargo, se ha
documentado que, en la rata, el 1% de las CGR proyectan su axén en la retina
contralateral a través del quiasma 6ptico (Muller y Hollander, 1988) y por lo tanto, su
axon seria lesionado por la seccion del NO contralateral y podria degenerar y morir.
Sin embargo, para que esta muerte produjera el marcaje de las células de microglia
encargadas de fagocitar los desechos de las CGR muertas seria necesario que las
neuronas que proyectan en la retina contralateral proyectaran también en CS, de
forma que se marcaran con FG. Muller y Hollander (1988) investigaron si estas CGR
de la rata adulta que envian sus axones a la retina contralateral proyectaban
colateralmente en CS pero no pudieron documentarlo. Sin embargo, el hecho de que
en nuestro estudio observemos células de microglia marcadas con FG en la retina
contralateral a la seccién del NO sugiere que las CGR que proyectan en la retina
contralateral envian proyecciones colaterales al CS, aunque también es posible que

sea la aplicacion de FG en CS lo que produce muerte de algunas CGR.

5.2.2 RETINAS DE LOS ANIMALES CON SECCION DEL NO IZQUIERDO

Tras la seccion del NO, en las retinas izquierdas o experimentales del
subgrupo 1.1 se observaron dos tipos celulares diferentes marcados con FG: un tipo
celular con la morfologia tipica de CGR, y otro con morfologia diferente y que
identificamos como células microgliales que se habian marcado tras fagocitar los
desechos de las CGR muertas. Estas células microgliales ya habian sido descritas
por otros autores tras seccionar el NO de la retina de rata adulta (Thanos 1991a vy b;
Thanos y cols., 1992, 1993), empleando otros trazadores neuronales. Dichos autores

identificaron como células de microglia a las células que habian fagocitado los
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desechos neuronales empleando técnicas especificas para el marcaje de las mismas
(Thanos, 1991a; Thanos y cols., 1992).

5.2.2.1 Células ganglionares en las retinas de los animales con seccion del NO

Tras la seccion del NO, en las retinas izquierdas o experimentales
observamos una disminucion de la densidad de CGR marcadas con FG, tanto en las
retinas analizadas a los siete dias, como en las analizadas catorce dias después de
la seccién del NO. Ademas, observamos que la densidad de CGR marcadas con FG
en las retinas experimentales de los animales de este grupo Il.1 descendia a medida
gue aumentaba el periodo de supervivencia. Asi, en los animales analizados siete
dias después de la seccion del NO la densidad de CGR descendié hasta un 60% del
valor control, mientras que en los analizados tras catorce dias, la densidad de CGR
supervivientes se redujo hasta un 12% del valor control. Estas observaciones
concuerdan con las expuestas por otros autores empleando este mismo marcador
(Peinado-Ramon y cols., 1996), u otro trazador neuronal fluorescente (Villegas-Pérez
y cols.,1988; 1993), e indican que se produce muerte de CGR entre estos dos

periodos de supervivencia.

5.2.2.2 Células de microglia fagocitica en las retinas de los animales con

seccion del NO

En las retinas izquierdas de los animales marcados con FG y a los cuales se
les habia seccionado el NO del ojo izquierdo, la densidad de células de microglia
marcadas con FG en la CCG a los siete dias era de 358+26 células/mm?®. Esta
densidad aumentaba hasta 566+30 células/mm? catorce dias después de la seccion
del NO. Por tanto, la poblacién de células de microglia fagocitica marcadas con FG
aumentaba entre los siete y los catorce dias después de la lesion. Esta observacion
concuerda también con las realizadas por Thanos (1991b) y Thanos y cols. (1992),
guienes documentaron que la densidad de células microgliales marcadas con el
trazador neuronal fluorescente 4Di-10ASP aumentaba tras la seccion del NO a
medida que lo hacia el intervalo de supervivencia. Sin embargo, las densidades
medias encontradas a las dos semanas de la lesién eran mayores en nuestro estudio
(56630 células/mm?) que en el de Thanos (1992) (490+45 células/mm?). Las
discrepancias entre las densidades de células microgliales obtenidas en los dos
estudios podrian ser consecuencia del diferente trazador neuronal utilizado o de las

diferentes areas de retina analizadas.

Por otra parte, en las retinas izquierdas o experimentales observamos células
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de microglia fagocitica marcadas con FG en la CPI desde el séptimo dia tras la
seccion del NO, y la densidad de células de microglia en esta capa aumentaba a los
catorce dias de la seccion del NO. Sin embargo, Thanos y cols. (1992) documentaron
la aparicion de células de microglia fagocitica en CPI a partir del decimocuarto dia.
No sabemos si esta discrepancia en los resultados es fruto nuevamente del diferente

trazador neuronal empleado por dichos autores.

En las retinas izquierdas o experimentales parecia existir una relacién directa
entre las densidades de CGR supervivientes y las densidades de células de microglia
marcadas con FG, ya que la densidad de células de microglia aumentaba a medida
gue disminuia la densidad de CGR. El estudio de esta relacién mediante lineas de
regresion nos indicaba que existia una relacién directa entre las densidades de CGR
supervivientes y las densidades de células de microglia marcadas con FG en las
retinas analizadas a los siete dias de la seccién del NO, pero no en las retinas
analizadas catorce dias después de la lesion. Estos resultados podrian estar
relacionados con los hallazgos de una densidad méaxima de cuerpos apoptéticos a los
siete dias de la seccion del NO (Isenmann y cols., 1997) y con una degradacion
variable de los desechos fagocitados por las células de microglia entre los siete y los
catorce dias de la seccion del NO, que no permitiria ver a los catorce dias de la
seccion del NO la totalidad de las células de microglia que han fagocitado CGR y
tampoco el nimero de células de microglia que hubiesen fagocitado CGR 7 y 14 dias
después de la seccion del NO porque una proporcion de éstas hubiese eliminado ya

los cuerpos fagociticos que contenian el FG .

Las células de microglia fagocitica en las retinas experimentales tras
seccionar el NO se distribuian por toda la retina, variando su morfologia segun la
zona de la retina estudiada. Asi, en las proximidades del disco 6ptico se observaban
células de microglia fagocitica de morfologia claramente bipolar localizadas en la
CFN, que se disponian radialmente, siguiendo la trayectoria de los axones de las
CGR. Estas células de microglia bipolar posiblemente se marquen al fagocitar los
axones de las CGR. Estas observaciones concuerdan con las realizadas por Thanos
(1991b, 1992) que refirié la presencia de células de microglia fagocitica aisladas en
CFN, empleando también trazadores neuronales fluorescentes, postulando que estas

células fagocitaban los axones de las neuronas degeneradas.

Ademas, también a partir del disco 6ptico encontramos células de microglia
marcadas con FG aparentemente bipolares, pero no dispuestas radialmente, asi
como células con morfologias de soma variadas, aunque escasamente ramificadas,

que eran mas visibles a partir de zonas intermedias de la retina, donde en algunas
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ocasiones adquirian morfologia mas ramificada. Estas células se localizaban en la
CCG vy, dado que en la retina de rata la CFN y la CCG estan muy juntas, las células
de microglia marcadas con FG que se localizan en ambas capas pueden ser
observadas simultaneamente al microscopio de fluorescencia sin variar el enfoque.
Las células de microglia fagocitica de la CCG que se disponian aparentemente de
forma aleatoria eran menos abundantes que en la CFN, y sus cuerpos celulares se
localizaban en muchos casos adyacentes a los somas de las CGR, por lo que
interpretamos que se encargaban de fagocitar los cuerpos celulares de las neuronas
degeneradas. Ademas, se podian observar en ocasiones una o varias células de
microglia marcadas con FG alrededor de una o varias CGR. Estas observaciones se
oponen a las referidas por Thanos (1991a), quien documenté que tras la seccién del
NO las células de microglia fagocitica de la CCG no sufrian solapamientos entre si, y
se distribuian siguiendo un mosaico regular, en el que cada célula respetaba el
territorio de las células vecinas. Nuestros resultados sugieren que algunas células de
microglia migran para fagocitar a algunas CGR, volviendo posteriormente a ocupar su
lugar en el mosaico de las células de microglia. Sin embargo, en las retinas del grupo
anterior, grupo |, en el que habiamos marcado las retinas mediante la técnica de la
NDPasa, ni hemos observado espacios libres en el mosaico de células ramificadas
de la CCG, ni hemos visto agrupaciones de células de microglia NDPasa+
ramificadas. Por tanto, estos resultados sugieren que la técnica de la NDPasa no
marca a todas las células de microglia de la retina y en particular puede no marcar a

las células de microglia cuando estan fagocitando a las CGR.

También observamos células marcadas con FG con aspecto tipico de
células de microglia en la CPI de las retinas experimentales tras la seccion del NO.
En esta capa, las células de microglia marcadas con FG eran escasas Yy
aparentemente tenian un tamafio mayor y presentaban mas ramificaciones que las
células de microglia de la CCG. Pensamos que esta Ultima observacion puede ser
consecuencia del escaso nimero de células de microglia fagocitica en esta capa, que
permitiria una mejor observacién de los procesos y del cuerpo celular de las células
de microglia marcadas con FG en la misma. Ademas, hemos observado que las
células de microglia fagocitica marcadas con FG de la CPI no solapaban sus
procesos con los de las células de microglia de la CCG después de la seccion del

NO, hecho que también ha sido documentado por Thanos (1991a).

Los resultados expuestos anteriormente documentan que la seccion del NO
induce la muerte de las CGR y, a consecuencia de ello, la transformacion de al

menos una parte de la poblacion de células de microglia de la retina de la rata adulta
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en células de microglia fagocitica que se encargan de eliminar los desechos de las
CGR degeneradas. Las células de microglia situadas en la CFN se encargarian de
fagocitar los axones de las CGR, mientras que las localizadas en CCG y CPI
fagocitarian los somas de dichas células. Sin embargo, como el numero de células de
microglia marcadas con FG después de la seccién del NO es mucho mayor en la
CFN que en la CCG, es posible que las células de microglia de la CFN contribuyan

también a la fagocitosis de las CGR.

5.2.3 RETINAS DE LOS ANIMALES CON SECCION DEL NO IZQUIERDO E
INYECCIONES INTRAVITREAS O SUBCUTANEAS

En el subgrupo 1.2, en el que se realiz6 secciéon del NO izquierdo y
administracion intravitrea de diversos factores en el ojo izquierdo, o administracién
subcutanea, observamos diferencias en las densidades de CGR y de las células de

microglia marcadas con FG dependiendo de la sustancia inyectada.

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales de este grupo
observamos que, independientemente del producto administrado, existia una relacién
entre las densidades de células de microglia fagocitica y los porcentajes de CGR
muertas como consecuencia de la lesion. Esta relacion fue significativa a los siete
dias de la seccion del NO, mientras que no lo fue catorce dias después de la lesion,
al igual que ocurria en el subgrupo experimental Il.I (ver apartado 5.2.2.2 de esta

Discusion).

A continuacion pasamos a discutir los resultados de las CGR y las células de
microglia de las retinas experimentales tras la seccién del NO y administracién de

distintos factores.

5.2.3.1 Retinas de los animales tratados con BDNF

5.2.3.1.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con BDNF

La apariencia de las retinas experimentales de los animales tratados con
BDNF y analizadas siete dias después de la seccion del NO era idéntica a la de los
0jos controles, tanto en la morfologia y la densidad de las CGR como en la escasez
de células de microglia fagocitica. Asi, no encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre las densidades de CGR de estas retinas y las de sus
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correspondientes controles, lo que indica que no se produce muerte significativa de
CGR siete dias después de la seccién del NO en las retinas tratadas con BDNF,
aungue no podemos descartar que alguna CGR haya muerto como consecuencia de
la lesion, ya que se observaban escasas células de microglia marcadas con FG en
estas retinas. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros
autores en la retina de rata adulta tras seccionar el NO y administrar BDNF (Mey y
Thanos, 1993; Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-Ramon y cols., 1996; Di Polo
y cols., 1998; Isenmann y cols., 1998), y también con los efectos neuroprotectores
documentados para el BDNF en cultivos de CGR o de explantes de retina adulta
(Johnson y cols., 1986; Thanos y cols., 1989; Mittal y cols., 1994) en los cuales la

administracion de BDNF aumenta la supervivencia de dichas células.

Los efectos neuroprotectores del BDNF sobre las CGR de rata adulta
pueden estar mediados por la union de esta NT a su receptor de alta afinidad, ya que
se ha documentado la expresion del receptor TrKB en la CCG y en las CGR de rata
adulta (Caminos, 1998; Jelsmay cols., 1993; Pérez y Caminos y cols., 1995; Vecino y
cols., 1998a). Sin embargo, no se conocen en la actualidad las vias a través de las
cuales el BDNF aumenta la supervivencia de las CGR, aunque podria deberse, como
se ha documentado en otros tipos de lesion, al bloqueo de la cascada de las
caspasas (Kurokawa y cols., 1999), o a las interacciones con la expresion de genes
gue intervienen en el proceso de apoptosis (rev. Nickels, 1999). En efecto, algunos
estudios han documentado que tras la axotomia, al menos una parte de las CGR
mueren por apoptosis (Berkelaar y cols., 1994; Garcia-Valenzuela y cols., 1994,
Rabacchi y cols., 1994; Quigley y cols., 1995; Isenman y cols., 1997), y que en la
muerte de las CGR tras la seccion del NO interviene la activacién de la caspasa 3
(Chaudhary y cols., 1999; Kermer y cols., 1998; 1999a y b). También se ha
documentado que el BDNF puede impedir la produccién de éxido nitrico por parte de
las células de microglia activada con lipopolisacarido (Nakajima y cols., 1998), por lo
gue su efecto neuroprotector en este tipo de lesién podria estar mediado con su

efecto sobre las células de microglia.

A los catorce dias de la seccién del NO, en las retinas experimentales de los
animales tratados con BDNF las densidades de CGR eran significativamente
menores que las densidades obtenidas en sus correspondientes retinas controles,
pero eran significativamente mayores que las obtenidas en las retinas experimentales
de los animales en los que se habia realizado seccién simple del NO y que habian
sido analizados tras el mismo periodo de supervivencia. Estos resultados nos indican

que el efecto neuroprotector de una inyeccion Unica de BDNF sobre las CGR
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después de la seccion del NO es transitorio, como habia sido documentado ya por
otros autores (Mansour-Robaey y cols., 1994; Peinado-Ramoén y cols., 1996; DiPolo y
cols., 1998). En la actualidad no se conoce si el efecto neuroprotector del BDNF es
transitorio como consecuencia de la aparicion de radicales libres (Klocker y cols.,
1998) o de la disminucién en la expresion de los receptores TrKB por parte de las
CGR, al igual que ocurre en neuronas del hipocampo (Frank y cols., 1996), aunque
se ha documentado también que incluso la administracién continuada de BDNF tiene
un efecto neuroprotector transitorio sobre la supervivencia de las CGR después de la

seccion del NO (Di Polo y cols., 1998; Isenmann y cols., 1998).

5.2.3.1.2 Células de microglia fagocitica en las retinas de los animales tratados
con BDNF

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con una
dosis intravitrea de BDNF y que fueron analizados siete dias después de la seccién
del NO, aparecen células de microglia fagocitica en un nUmero muy escaso, similar al
observado en sus correspondientes retinas derechas o controles. Este resultado
concordaria con los efectos neuroprotectores del BDNF sobre las CGR de la rata
adulta a los siete dias de la seccion del NO (Mey y Thanos, 1993; Mansour-Robaey y
cols., 1994; Peinado-Ramoén y cols., 1996; Di Polo y cols., 1998; Isenman y cols.,
1998) y con el papel desempefiado por las células de microglia en la eliminacién de
los desechos de las CGR muertas (Thanos, 1991a y b; Thanos y cols., 1992).
Ademas, en las retinas de los animales tratados con BDNF y que se analizaron
catorce dias después de la seccion del NO, las densidades de células de microglia
fagocitica fueron significativamente menores que las obtenidas en las retinas de los
animales con seccion simple del NO y que se analizaron tras el mismo periodo de
supervivencia. Sin embargo, las densidades no fueron significativamente diferentes a
las de los animales que habian recibido tratamiento con el vehiculo, y que se habian
analizado tras el mismo periodo de supervivencia, si bien el valor de p estaba
préximo a los niveles de significacion estadistica (ver apartado 4.1.2.2 de los
Resultados). Estos resultados concuerdan con la proporcion de muerte de CGR
observada en las retinas tratadas con BDNF y analizadas a los catorce dias de la

seccion del NO.

Hemos visto anteriormente en los animales marcados con la NDPasa que las
retinas de los animales tratados con BDNF y analizados a los siete dias de la seccion
del NO presentaban una activacion microglial muy escasa en CFN y algo mayor en

CCG y CPI. El hecho de que, siete dias después de la seccion del NO, en las retinas
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tratadas con BDNF no exista muerte de CGR ni se puedan observar células de
microglia marcadas con FG, nos indica que la escasa activacion de las células de
microglia NDPasa+ que se produce en las retinas tratadas con BDNF tras este
periodo de supervivencia no esta relacionada con la muerte de las CGR ni con la
transformacion de las células de microglia residentes en la retina de rata adulta en

células de microglia fagociticas.

5.2.3.2 Retinas de los animales tratados con NGF

5.2.3.2.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con NGF

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales a los cuales se les
habia administrado intravitreamente NGF y que habian sido analizados siete dias
después de la seccién del NO, las densidades de CGR marcadas con FG (52% de
supervivencia) eran significativamente inferiores a las densidades obtenidas en las
retinas experimentales de los animales con seccion simple del NO (60% de
supervivencia), y a las obtenidas en las retinas de los animales tratados con el
vehiculo (59% de supervivencia). Sin embargo, las retinas de los animales tratados
con NGF y analizadas catorce dias después de la seccion del NO presentaban
densidades de CGR (18% de supervivencia) significativamente superiores a las
obtenidas tras el mismo periodo de supervivencia en el grupo de animales con
seccion simple del NO (12% de supervivencia) y en aquellos que habian recibido

tratamiento con el vehiculo (12% de supervivencia).

La ausencia de efecto neuroprotector del NGF observada en nuestro estudio
en periodos de supervivencia tempranos, y la presencia de un discreto efecto
neuroprotector en periodos de supervivencia mas tardios puede relacionarse con las
discrepancias en la capacidad neurotréfica del NGF sobre las CGR expuestas por
diversos autores. Asi, Thanos y cols. (1989) documentaron que el NGF no
incrementaba la supervivencia ni el crecimiento axonal de las CGR en explantes
retinianos de rata adulta, mientras que Carmignoto y cols. (1989) y Siliprandi y cols.
(1993) documentaron que la administracion intraocular de dosis repetidas de NGF
aumentaba la supervivencia de las CGR de rata adulta a las 5 y 7 semanas de la

seccion intracraneal del NO (Carmignoto y cols., 1989) y de las CGR de gato adulto a
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los 30 dias de la induccion de isquemia retiniana experimental (Siliprandi y cols.,
1993).

El efecto neuroprotector del NGF sobre las CGR puede deberse a su union
con los receptores p75 o TrKA. Se ha documentado la ausencia de expresion del
receptor p75 en las CGR de rata adulta (Hu y cols., 1998; Vecino y cols., 1998a)
mientras que el receptor de alta afinidad TrKA se expresa en la CCG de retina de rata
en desarrollo y adulta (Caminos, 1998; Jelsma, 1993; Pérez y Caminos, 1995;
Ugolini, 1995; Vecino y cols., 1998a).

El hecho de que el NGF no muestre en nuestro estudio un significativo efecto
neuroprotector sobre las CGR de rata en la primera semana tras la lesién pero si en
la segunda semana de la lesién y que Carmignoto y cols. (1989) hayan documentado
un aumento de supervivencia de las CGR de la retina de la rata adulta alas 5y 7
semanas de la seccién del NO con la administracion de dosis repetidas intravitreas
de NGF, sugiere que el efecto neuroprotector del NGF sobre las CGR axotomizadas
es un efecto tardio. Es posible que este hecho esté relacionado con una variacion en
la expresion de receptores TrKA por las CGR tras la seccion del NO, aunque este
hecho no ha sido investigado, o también que el efecto neuroprotector del NGF se
produzca actuando sobre vias de muerte celular que se activan tardiamente tras la

lesion.

5.2.3.2.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con NGF

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con NGF
observamos que, siete dias después de la seccion del NO, las densidades de células
de microglia fagocitica eran significativamente superiores a las obtenidas en las
retinas de los animales en los que tan solo se habia seccionado el NO o a las
obtenidas en los animales tratados intravitreamente con el vehiculo, lo cual estaria en
concordancia con la menor densidad de CGR supervivientes encontradas siete dias
después de la seccion del NO en los animales que habian sido tratados con NGF.
Ademas, catorce dias después de la seccion del NO, las densidades de células de
microglia fagocitica en las retinas tratadas con NGF eran significativamente mayores
gue las encontradas en las retinas de los animales en los que tan solo se habia
seccionado el NO o en aquellos que habian sido tratados intravitreamente con el
vehiculo. Sin embargo, a los catorce dias de la seccion del NO habia mayor
supervivencia de CGR en las retinas de los animales tratados con NGF (18%) que en
las retinas de los animales con seccion simple del NO o de los tratados con PBS

(12%).
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Los resultados obtenidos sugieren que el NGF incrementa el nUmero de
células de microglia fagocitica de la retina en los siete primeros dias de la seccion del
NO, ya que en este periodo de tiempo aumenta la densidad de células de microglia
marcadas con FG y disminuye la supervivencia de las CGR. Ademas, nuestros
resultados sugieren que a los catorce dias de la seccién del NO, el NGF sigue
incrementando el nimero de células de microglia fagocitica, ya que las retinas
analizadas tras este periodo de supervivencia tenian una mayor densidad de estas
células, a pesar de que en este periodo de estudio el NGF tenia un discreto efecto
neuroprotector sobre las CGR. Estos resultados sugieren que el NGF aumenta el
namero de células de microglia fagocitica después de la seccion del NO vy, a pesar de
ello, también tiene un efecto neuroprotector tardio sobre las CGR, por lo que es
posible que el aumento de la actividad fagocitica que se observa tras la
administracion del NGF no sea capaz de incrementar la muerte de las CGR porque el

NGF esté impidiendo la muerte de éstas por otras vias

Se ha documentado que las células de microglia de cerebro de rata
embrionaria y post-natal expresan los receptores p75 (Nakajima y cols., 1998;
Newmann y cols., 1998) y TrKA (Elkabes y cols., 1998; Heese y cols., 1998a) y que
tras activar con lipopolisacarido cultivos de células de microglia procedentes de
cerebro de rata en desarrollo, se produce en dichas células una disminucion en la
expresion del receptor TrKA. No sabemos si las células de microglia de la retina de
rata adulta expresan alguno de los dos receptores sobre los que puede actuar el NGF
después de la seccion del NO, y si varia su expresion segun el periodo de tiempo
transcurrido desde la seccién del NO, pero esta podria ser una de las explicaciones al

efecto del NGF sobre las células de microglia.

5.2.3.3 Retinas de los animales tratados con MIF

5.2.3.3.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con MIF

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con el MIF
y analizados a los siete dias de la seccion del NO se observaron densidades de CGR
supervivientes similares a las observadas en los animales con seccion simple del NO
o0 en los tratados intravitreamente con el vehiculo, y analizados tras el mismo periodo
de supervivencia. Sin embargo, las densidades de CGR observadas en los animales
tratados con MIF y analizados catorce dias después de la seccion del NO fueron
significativamente mayores que las obtenidas en los animales con seccion simple del

NO o en los animales tratados con vehiculo y que fueron analizados tras el mismo
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periodo de supervivencia.

Estos resultados concuerdan en parte con los expuestos por otros autores
(Thanos y cols., 1993; Thanos y Mey, 1995; rev. Thanos y cols., 1994). Asi, Thanos y
cols. (1993) no observaron aumento de la supervivencia de las CGR a los siete dias
de la seccion del NO tras la administracién de una dosis del MIF, ni tampoco cuando
administraban dosis repetidas del mismo producto, mientras que a los catorce dias de
la seccién del NO documentaron que la administracién intravitrea de MIF triplicaba
los valores de supervivencia de las CGR con respecto a los obtenidos tras la seccion
simple del NO, siendo mayor la supervivencia tras la administracion de dosis

repetidas de MIF que cuando se administraba una dosis Unica.

En nuestro estudio, el efecto neuroprotector del MIF sobre las CGR a los
catorce dias de la seccion del NO, aunque significativo, fue menor que el obtenido
por Thanos. Esta discordancia puede ser consecuencia de las diferencias en la
administracion del producto. En nuestro estudio administramos el MIF
inmediatamente después de la seccion del NO, empleando una dosis Unica que era
inferior a la utilizada por Thanos y cols. (1993). Estos autores inyectaron 10 ul de
solucion 500 uM de MIF = 0,172 ug/ul, y emplearon como vehiculo TP, mientras que
nosotros inyectamos 5 ul de una solucién que contenia 0,0025 pg/ul, y empleamos
como vehiculo PBS). Ademas, entre nuestro estudio y el de Thanos pueden existir
otras diferencias metodolégicas, ya que en nuestro estudio realizamos la seccién del
NO 0,5 mm a su salida del globo ocular, mientras que en el estudio de Thanos y cols.

-1993- no indican la distancia, aunque dicen que la seccion es intraobitaria.

En nuestro estudio, en los animales marcados con la NDPasa observamos
que la administracion del MIF no modificaba la activacion de las células de microglia
residentes en CFN tras la seccion del NO, mientras que atenuaba el incremento de
densidad observado en las células de microglia NDPasa+ de la CCG y CPI a los siete
dias de la seccion del NO. El hecho de que en las retinas tratadas con una dosis del
MIF se atenue el incremento de densidad de las células de microglia NDPasa+ de la
CCG y CPI tras la seccion del NO, y que, sin embargo, no exista un aumento de la
supervivencia de las CGR a los siete dias de la lesion en las mismas retinas, podria
indicar que las células de microglia NDPasa+ de estas capas intervengan en menor

grado en la fagocitosis y muerte de las CGR de rata tras la seccién del NO.

5.2.3.2.1 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con MIF

Las densidades de células de microglia fagocitica marcadas con FG en las
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retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con MIF no fueron
significativamente diferentes a las obtenidas en las retinas de los animales con
seccion simple del NO o a las de los animales tratados con el vehiculo, tanto siete
como catorce dias después de la seccion del NO. Estos resultados se oponen a los
expuestos por Thanos y cols. (1993) que documentaron un descenso en la densidad
de células de microglia fagocitica a los catorce dias de la seccion del NO en las
retinas tratadas con una o mas dosis de MIF, respecto a las retinas con seccion
simple del NO. Ademas, Thanos y cols. (1993) no observaban células de microglia
marcadas con diASP a los siete dias de la seccion del NO, con dosis uUnica o
repetidas del MIF, mientras que en nuestro estudio la densidad media de células de
microglia fagocitica marcadas con FG a los siete dias de la seccién del NO en los
animales tratados con el MIF fue de 389+21 células/mm?. Esta discrepancia entre
nuestros resultados y los de Thanos y cols. (1993) puede ser debida a diferencias
metodoldgicas, ya que nosotros hemos seccionado el NO a su salida del globo ocular
y Thanos y cols. (1993) lo seccionan en la orbita. Aunque estos autores no han
especificado la distancia a la que seccionaron el NO, el que en sus experimentos no
se observen células de microglia fagocitica siete dias después de la seccién del NO
indica que estos autores seccionaron el NO lejos del ojo, ya que se ha documentado
gue la distancia a la que se realiza la seccion del NO determina el tiempo de inicio de
la muerte de las CGR (Berkelaar, 1992).

En nuestro estudio no hemos podido documentar que la administracion de
MIF induzca cambios morfolégicos en las células de microglia fagocitica marcadas
con FG. Sin embargo, Thanos y cols. (1993) documentaron que la administracion
intravitrea de MIF modificaba la morfologia de las células de microglia que se
marcaban con 4Di-10Asp tras fagocitar los desechos de las CGR degeneradas como
consecuencia de la seccién del NO. Asi, el tratamiento con MIF inducia, segun
Thanos y cols. (1993), una retraccion en los procesos de las células de microglia
fagocitica que aparecian marcadas con el trazador fluorescente tras la seccion del
NO, tanto a los siete como a los catorce dias de la lesi6on. Thanos y cols. (1993)
postularon que esta alteracion morfoldgica podia implicar cambios metabdlicos y
funcionales de las células de microglia activada, que a su vez serian responsables
del aumento de la supervivencia de las CGR de la rata tras la seccion del NO
inducido por la administracion del MIF. No sabemos si la ausencia de alteraciones
morfolégicas de las células de microglia fagocitica en nuestro estudio es
consecuencia de las diferencias en las dosis administradas o en las manipulaciones

quirurgicas entre nuestros métodos y los de Thanos y cols. (1993).
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Por otra parte, a los catorce dias de la seccion del NO las densidades de
células de microglia fagocitica obtenidas en nuestro estudio en los animales
inyectados con MIF eran muy altas (598+23) y no se correspondian con el leve pero
significativo aumento de la supervivencia de las CGR observado en este periodo. Es
posible que este hecho sea debido a que el aumento de la supervivencia de las CGR,
aungue significativo, sea pequefio, y por ello no se altere el incremento de densidad
de las células de microglia fagocitica. Por otra parte podria ser debido a que, al no
exhibir el MIF efecto neuroprotector significativo a los siete dias de la seccion del NO,
la muerte de las CGR ocurrida durante la primera semana después de la lesion
induzca una activacion microglial que no pueda ser impedida por el discreto efecto

neuroprotector de este factor en un periodo posterior.

Hemos visto antes en los animales marcados con NDPasa que la
administracién de MIF no disminuia los incrementos en la densidad y en la intensidad
de marcaje de las células de microglia residentes en CFN inducidos por la seccién
del NO, mientras que disminuia significativamente el incremento de la densidad de
células de microglia NDPasa+ en la CCG y CPI a los siete dias de la seccién del NO.
El hecho de que esta inhibicion transitoria y parcial de las células de microglia
NDPasa+ de la CCG y CPI inducida por la administracion de MIF no se refleje en un
descenso en la poblacién de células de microglia fagocitica marcadas con FG, nos
hace pensar en la existencia de distintas poblaciones de células microgliales con
diferente capacidad de respuesta al MIF vy, posiblemente, con diferentes funciones

tras la lesion.

5.2.3.4 Retinas de los animales tratados con pro-Insulina humana

5.2.3.4.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con pro-

Insulina humana

En nuestro estudio documentamos que tanto la administracion intravitrea
como subcutanea de PIH aumentaban significativamente la supervivencia de las
CGR a los siete dias de la seccion del NO. Asi, las densidades de CGR fueron
significativamente mayores en las retinas experimentales tratadas intravitrea o
subcutdneamente con PIH que en las retinas experimentales tratadas intravitrea o
subcutdneamente con el vehiculo (PBS). Los porcentajes de supervivencia en estos
grupos fueron: 93% tras la administracion subcutanea de PIH, 76% tras la
administracion intravitrea de PIH, 60% tras la administracion subcutdnea de PBS y

59% tras la administracion intravitrea de PBS. Algunos autores han documentado que
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la PIH actia como factor de proliferacion y diferenciacion de las células
neuroepiteliales y ganglionares del pollo (De la Rosa y cols., 1994b; Hernandez-
Sanchez y cols., 1995) y que regula el proceso de muerte neuronal fisiologica de las
CGR (Diaz y cols., 2000). Nuestros resultados indican que la PIH puede tener in vivo
un efecto neuroprotector sobre las CGR de la rata después de la seccion el NO, y

este es el primer estudio que lo documenta.

Se postula que los efectos antiapoptéticos de la PIH se relacionan con su
capacidad para mantener los niveles celulares de la proteina heat-shock 70, los
cuales descienden en las células que sufren apoptosis (De la Rosa y cols., 1998b).
Ademas, se postula que el descenso en los niveles de este tipo de proteinas se
relaciona con la activacion de la cascada de las caspasas y, de hecho, se ha
documentado que la inhibicién de otra proteina similar a la anterior, concretamente la
proteina heat-shock 27 en células retinianas en cultivo, induce la activacién de la
caspasa 8 (FasL) (Tezel y Wax, 1999), lo que lleva a la muerte de las CGR. Por
tanto, es posible que los efectos neuroprotectores de la PIH sobre las CGR estén

mediados por la inhibicion de la cascada de las caspasas.

En cuanto a las diferencias que hemos obtenido en los porcentajes de
supervivencia de las CGR entre los subgrupos de administracion intravitrea y
subcutanea, éstas pueden ser consecuencia de las diferencias en las dosis
administradas, ya que en el primer caso se administré una dosis Unica intravitrea
inmediatamente después de la seccion del NO, mientras que para la administracion
subcutanea se repitieron las dosis cada 24 horas hasta el momento de procesar los
animales. Aunque actualmente no conocemos si la PIH atraviesa la barrera hemato-

retiniana, es posible que si lo haga, a la vista de los resultados obtenidos.

Las retinas experimentales de los animales tratados con dosis subcutaneas
repetidas de PIH y que se analizaron catorce dias después de la seccién del NO,
mostraron densidades de CGR significativamente superiores a las obtenidas en los
animales tratados con PBS subcutaneo, aungque los porcentajes de supervivencia no
fueron muy diferentes (12% para el PBS subcutaneo; 18% para la PIH subcutanea) lo
gue indica que aunque la PIH muestra a los siete dias de la seccion del NO un efecto
neuroprotector sobre las CGR de la rata similar al observado para el BDNF o para el
Z-DEVD-cmk (ver apartado 4.1.2.1.2 de Resultados), este efecto es transitorio y se
mantiene durante menos tiempo en las retinas tratadas con PIH que en las tratadas
con BDNF o Z-DEVD-cmk, ya que los porcentajes de supervivencia de las CGR a los
catorce dias de la seccion del NO eran menores en las retinas tratadas con PIH que

en las tratadas con el BDNF (41% de supervivencia tras una unica dosis de BDNF), o
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con el Z-DEVD-cmk (41% de supervivencia tras tres dosis de Z-DEVD-cmk).

5.2.3.4.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con pro-

Insulina humana

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con PIH,
tanto intravitrea como subcutaneamente y que se analizaron a los siete dias de la
seccion del NO, las densidades de células de microglia fagocitica marcadas con FG
eran significativamente menores a las obtenidas en las retinas experimentales de los
animales tratados intravitrea o subcutaneamente con PBS. Estos resultados estaban
en concordancia con los porcentajes de supervivencia de CGR obtenidos en estas
retinas, y asi, la menor densidad de células de microglia fagocitica marcadas con FG
se obtuvo en el subgrupo en el que se administr6 subcutaneamente la PIH y se
analizé siete dias después de la seccion del NO (98 células/mm?), que a su vez se
correspondia con el subgrupo que arroj6 mayores valores de CGR supervivientes
(93%).

En las retinas experimentales de los animales a los que se administrd
subcutaneamente PIH y que se analizaron catorce dias después de la seccion del
NO, las densidades de células de microglia marcadas con FG no fueron
significativamente diferentes a las obtenidas en los animales con seccién simple del
NO o en los tratados con su vehiculo. Estos resultados concuerdan con las
densidades de CGR obtenidas en las mismas retinas catorce dias después de la
seccion del NO, ya que, a pesar de que las densidades de CGR eran
significativamente mayores, se acercaban mucho a los valores de supervivencia de

las retinas con seccion simple del NO o de las tratadas con el vehiculo.

5.2.3.5 Retinas de los animales tratados con factor de crecimiento similar a

Insulina-I

5.2.3.5.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con factor

de crecimiento similar a Insulina-I

Las densidades medias de CGR obtenidas en las retinas izquierdas o
experimentales de los animales tratados intravitreamente con IGF-l y analizados siete
dias después de la seccién del NO no fueron significativamente diferentes a las
obtenidas en las retinas experimentales de los animales con seccién simple del NO o
en los animales tratados intravitreamente con el vehiculo, y que fueron analizados

tras el mismo periodo de supervivencia. Estos resultados se oponen a los estudios
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qgue documentan la importancia del IGF-1 para la neurogénesis y diferenciacion de la
retina de pollo (de la Rosa y cols., 1994b; Hernandez-Sanchez y cols., 1995), a la
existencia del receptor especifico del IGF-I en la CCG de la retina de rata adulta
(Burren y cols., 1996), y la capacidad del IGF-I para aumentar la supervivencia de las
CGR de rata adulta catorce dias después de la seccion del NO (Kermer y cols.,
2000).

Pensamos que las diferencias encontradas entre nuestros resultados y los
de Kermer y cols. (2000) pueden ser debidas a las distintas formas de administracién
del producto. Asi, en nuestro estudio se inyectdé una dosis Unica intravitrea y se
analizaron los animales siete dias después de la seccidén del NO, mientras que en el
estudio de Kermer y cols. (2000) se realizaron inyecciones intravitreas repetidas del

producto y se analizaron los animales a los catorce dias de la seccion del NO.

Por otra parte hemos observado que las densidades de CGR marcadas con
FG en las retinas experimentales de este grupo, al igual que en el subgrupo en el que
se administraron conjuntamente IGF-1 y NT3, y a diferencia del resto de los grupos
analizados, eran heterogéneas, es decir, que variaban mucho de un animal a otro
dentro del mismo grupo. Concretamente, en uno de los animales tratados con IGF-I la
densidad de CGR en la retina experimental fue practicamente igual a la obtenida en
su correspondiente control, y en otro animal ambos valores estuvieron muy cercanos
(Tabla Illa). Dado que las manipulaciones experimentales fueron iguales en todos los
animales del mismo grupo, podria ocurrir que realmente el IGF-I tenga efectos
neuroprotectores sobre las CGR lesionadas tras la seccion del NO en algunos
animales y que existan caracteristicas fenotipicas en cada animal que determinen la
respuesta de las CGR a este péptido. Si esto fuera asi, el efecto neuroprotector del
IGF-I sobre las CGR podria estar mediado por la inhibicion de la activacion de la
caspasa 3, como han documentado algunos autores (Kermer y cols., 2000), ya que
esta caspasa interviene en la muerte por apoptosis de las CGR tras la seccion del NO
(Kermer y cols., 1998, 1999a y b).

5.2.3.5.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con factor

de crecimiento similar a Insulina-I

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales tratados con IGF-
I, la densidad media de células de microglia fagocitica marcadas con FG no fue
significativamente diferente a la obtenida en los animales con seccién simple del NO
o en los tratados intravitreamente con vehiculo, lo que concuerda con la ausencia de

diferencias significativas entre las densidades de CGR de las retinas izquierdas o
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experimentales de estos tres grupos, a los siete dias de la seccion del NO.

Sin embargo, también observamos en este grupo de animales cierta
heterogeneidad en las densidades de células de microglia fagocitica entre los
distintos animales que componian este grupo, al igual que ocurria con las densidades
de CGR en las mismas retinas. Asi, en los animales que presentaban una densidad
de CGR muy similar en ambos ojos (control y experimental), practicamente no
existian células de microglia en las retinas experimentales, mientras que en los
animales en los que existia una densidad de CGR mas baja en las retinas
experimentales, las densidades de células de microglia fagocitica eran mayores.
Estos resultados sugieren que las diferencias observadas en las densidades de
células de microglia marcadas con FG entre los distintos animales tratados
intravitreamente con IGF-I son consecuencia de las modificaciones en la
supervivencia de las CGR de rata adulta tras la seccion del NO, inducidas en algunos

animales por este péptido.

5.2.3.6 Retinas de los animales tratados con IGF-I+NT3 y PIH+NT3

5.2.3.6.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con IGF-
I+NT3

Las densidades de CGR en las retinas izquierdas o experimentales de los
animales que habian recibido una dosis intravitrea de IGF-I+NT3 fueron
significativamente mayores que las de los animales con seccion simple del NO,
mientras que no fueron significativamente diferentes a las de los tratados

intravitreamente con PBS.

En las retinas experimentales de este grupo, de forma similar a lo observado
en el subgrupo tratado con una dosis intravitrea de IGF-1, observamos cierta
heterogeneidad de las densidades de CGR supervivientes entre los animales que
componian el grupo. De hecho, algunos animales poseian densidades muy similares
entre retina control y experimental mientras que uno de los animales arrojé valores
inferiores de supervivencia en la retina experimental a los obtenidos tras la
administracion intravitrea de PBS. Se ha documentado que la NT3 no madifica la
supervivencia de las CGR después de la seccion del NO (Peinado y cols., 1996). Por
ello, es posible que estas diferencias entre animales del mismo subgrupo sean
debidas a diferencias fenotipicas que determinen la distinta respuesta de las CGR a
la administracion del IGF-I, como ya discutiamos en el apartado anterior. Por otra

parte, ya que las densidades de CGR observadas en las retinas tratadas con IGF-
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I+NT3 no fueron significativamente superiores a las obtenidas en el subgrupo de
animales tratados con una inyeccion intravitrea de IGF-I, este estudio documenta que

la NT3 no aumenta la supervivencia de las CGR después de la seccion del NO.

5.2.3.6.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con IGF-
[+NT3

En las retinas experimentales de los animales tratados conjuntamente con
IGF-1 y NT3, aunque existia una gran heterogeneidad en las densidades de células
de microglia entre los animales que componian este grupo, la densidad media de
células de microglia fagocitica obtenida a los siete dias de la seccion del NO fue
significativamente menor a la obtenida en las retinas de los animales con seccién
simple del NO y en los tratados intravitreamente con PBS y analizados tras el mismo

periodo de supervivencia.

El hecho de que la administracion conjunta de IGF+NT3 produzca un
descenso significativo de la poblacion de células de microglia fagocitica que no tiene
reflejo en un aumento significativo de la densidad de CGR tras la seccién del NO,
puede indicar que la administracion conjunta de IGF-I y NT3 disminuye la poblacion

de células de microglia fagocitica.

En esta tesis no hemos analizado los efectos del IGF-I sobre las células de
microglia NDPasa+, ni los efectos de la NT3 administrada en solitario sobre las
células de microglia marcadas con FG. Sin embargo, en las retinas marcadas con la
NDPasa hemos visto que la administracion intravitrea de la NT3 disminuia el nUmero
de células de microglia NDPasa+ de la CFN en las retinas experimentales a los siete
dias de la seccion del NO. Es posible que esta disminucion transitoria del nimero de
células de microglia en la CFN se refleje en un descenso en la densidad de células
de microglia fagocitica en la CFN, ya que en los contajes de las células de microglia
fagocitica de las retinas marcadas con FG hemos incluido también las células de

microglia fagocitica de la CFN.

5.2.3.6.3 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con
PIH+NT3

En las retinas experimentales de los animales en los que se administré una
dosis intravitrea de PIH y NT3, las densidades de CGR fueron significativamente
inferiores a las obtenidas en el grupo de animales con seccion simple del NO y en los

animales tratados intravitreamente con el PBS. De hecho, a pesar de existir cierta
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heterogeneidad en las densidades de CGR entre las retinas de los distintos animales,
todos ellos presentaron unos porcentajes de supervivencia menores que los animales
con seccion simple del NO o los tratados con el vehiculo. No sabemos a qué se debe
el aumento de muerte de las CGR en estas retinas, pero la administracion conjunta
de ambos péptidos no solo anula el posible efecto neuroprotector de la PIH (ver

apartado 5.2.3.4.1 de esta Discusion) sino que también induce muerte de las CGR.

5.2.3.6.4 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con
PIH+NT3

En las retinas experimentales de los animales en los que se administré una
dosis intravitrea de PIH y NT3 observamos que las densidades de células de
microglia fagocitica eran significativamente mayores a las obtenidas en el subgrupo
de animales con seccidon simple del NO y en los que se habia administrado
intravitreamente el vehiculo. Este significativo incremento de las densidades de
células de microglia fagocitica observado en las retinas tratadas con PIH+NT3
concuerda con la disminucién significativa de la supervivencia de las CGR observada
en las retinas de los animales tratados con PIH+NT3 y analizados siete dias después
de la seccion del NO. Por tanto, nuestros resultados sugieren que las variaciones de
las densidades de células de microglia observadas a los siete dias de la seccion del
NO en las retinas tratadas con PIH y NT3 pueden ser consecuencia del aumento de

la muerte de las CGR en dichas retinas.

5.2.3.7 Retinas de los animales tratados con los péptidos Bcl-x

5.2.3.7.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con Bcl-
xL

Las densidades de CGR en las retinas experimentales de los animales
tratados con Bcl-xL y analizados siete dias después de la seccion del NO eran
significativamente superiores a las obtenidas en los animales con seccion simple del
NO y en los tratados intravitreamente con el vehiculo. Estos resultados concuerdan
con los estudios que documentan que el gen bcl-xL es el gen antiapoptético que se
expresa mayoritariamente en retina adulta (Isenman y cols., 1997; Levin y cols.,
1997; rev. Nickells, 1996) y que interviene en la muerte de las CGR de rata adulta
tras la seccién del NO (Isenman y cols., 1997; Chaudhary y cols., 1999; Isenman y
cols., 1999).

Respecto al mecanismo a través del cual el péptido producto de la expresion
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de la isoforma bcl-xL del gen bcl-x inhibe la apoptosis, la hip6tesis mas apoyada en la
actualidad es la interaccion del mismo con los productos de expresion de genes pro-
apoptoéticos como Bax, Bad y Bak, a través de sus dominios homologos (Chitenden y
cols., 1995a y b; Sattler y cols., 1997). Concretamente, parece que la alteracion de la
ratio de expresiones bcl-xL/bax puede ser responsable en la retina del
desplazamiento del equilibrio hacia la apoptosis (Parsadanian y cols., 1998). La unién
de Bcl-xL a Bax impide la formacién de poros mitocondriales y la liberacién del
citocromo c al citoplasma celular (Shimizu y cols., 1995; Reed, 1997), bloqueandose

la cascada de las caspasas.

En cualquier caso, el aumento de supervivencia de las CGR inducido por la
administracion del Bcl-xL tras la seccién del NO aunque significativo, fue bajo, lo cual
puede indicar que existen otras vias que inducen la apoptosis de las CGR tras la
seccion del NO. También es posible que la formacién de poros mitocondriales
inducida por Bax provoque una alteracion celular profunda que no sea totalmente
impedida por su heterodimerizacion con Bcl-xL. Ademds, se postula que el efecto
antiapoptoético del péptido Bcl-xL mediado por su heterodimerizacion con Bax se
produce durante la fase de muerte rapida de las CGR tras la seccién del NO
(Chaudhary y cols., 1999), por lo que es probable que dicho efecto no se mantenga
en el tiempo. En nuestro estudio solo hemos investigado la supervivencia a los siete
dias de la seccién del NO, por lo que no sabemos si el aumento de supervivencia que

observamos se mantiene mas alla de la primera semana de la lesion.

5.2.3.7.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con Bcl-xL

No observamos diferencias significativas entre las densidades de células de
microglia de las retinas experimentales de los animales tratados con Bcl-xL y
analizados a los siete dias de la seccién del NO y las obtenidas en los animales con
seccion simple del NO. Sin embargo, las densidades de células de microglia en las
retinas experimentales de los animales tratados con Bcl-xL fueron significativamente

menores que las obtenidas en los animales tratados intravitreamente con el vehiculo.

El hecho de que las densidades de células de microglia fagocitica en las
retinas tratadas con Bcl-xL no fueran significativamente diferentes a las obtenidas en
las retinas con seccion simple del NO, mientras que las densidades de CGR eran
significativamente mayores tras la administracion de Bcl-xL, puede ser debido a que
el incremento en la supervivencia de las CGR inducido por la administracion del Bcl-
xL era muy pequefio (ver apartado 4.1.2.2.1 de los Resultados), o que determinaria

que el efecto sobre la poblacion de células de microglia no fuera significativo.
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5.2.3.7.3 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con Bcl-
XS

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales a los cuales se
les administré intravitreamente el péptido Bcl-xS, las densidades de CGR
supervivientes a los siete dias de la seccién del NO eran significativamente mas
bajas que en los animales con seccion simple del NO mientras que no fueron
significativamente diferentes a las obtenidas en los animales tratados
intravitreamente con el vehiculo. Sin embargo, el porcentaje de supervivencia de
CGR era similar en los tres grupos, lo cual era debido a la existencia de una menor
densidad de CGR en las retinas controles de los animales tratados con Bcl-xS, por lo
gue pensamos que la inyeccion de Bcl-xS no tiene efecto sobre la supervivencia de
las CGR después de la seccion del NO. No sabemos por qué las retinas controles de
este grupo de animales tenian menores densidades de CGR marcadas con FG, pero
podria deberse a alguna caracteristica especifica de este grupo de animales o a

problemas en el marcaje de las CGR.

El péptido Bcl-xS no manifiesta pues, en nuestro estudio, efectos pro-
apoptoticos, como han sido descritos como consecuencia de la sobre-expresion del
gen por otros autores (Boise y cols., 1993), y este hecho puede deberse a que la
secuencia de aa del péptido utilizada en nuestro estudio no fuera estrictamente la del
Bcl-xS, sino que aunque conteniéndolo, era mayor. Boise y cols. (1993) han
postulado que la falta de 63 aa pertenecientes a dos dominios homodlogos en la
estructura del Bcl-xS (el péptido mas corto) que si aparecen en la estructura del Bcl-
XL es la responsable de que Bcl-xS tenga efectos pro-apoptéticos, contrariamente a
lo que ocurre con el péptido Bcl-xL. Posiblemente el hecho de que el péptido
empleado, a pesar de contener la secuencia del Bcl-xS, fuera de mayor tamafio,
provoque una cambio en los efectos biolégicos del mismo, llegando a impedir sus
efectos pro-apoptéticos. También es posible que esta isoforma del gen bcl-x no se
exprese en retina de rata adulta, como ocurre en tejido cerebral humano (Boise y
cols., 1993) y por ello no existan en dicha retina mecanismos de respuesta al péptido
Bcl-xS.

5.2.3.7.4 Células microglia en las retinas de los animales tratados con Bcl-xS

Las densidades de células de microglia fagocitica en las retinas izquierdas o
experimentales de los animales tratados con el péptido Bcl-xS siete dias después de
la seccion del NO no fueron significativamente diferentes a las obtenidas en los

animales con seccion simple del NO, mientras que fueron significativamente menores
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que las obtenidas en los animales tratados con el vehiculo. Sin embargo, las
diferencias de densidad de células de microglia entre las retinas tratadas con Bcl-xS
y las retinas tratadas con el vehiculo se acercaban al limite de significancia
estadistica (ver apartado 4.1.2.2.2 de los Resultados). Este hecho unido a la
semejanza entre los porcentajes de supervivencia de las CGR obtenidos en los tres
grupos puede indicar que la administracién de Bcl-xS en nuestro estudio no tiene
efecto alguno sobre la poblacién de células de microglia fagocitica de la retina de la

rata adulta a los siete dias de la seccion del NO.

5.2.3.8 Retinas de los animales tratados con el péptido Bcl-2

5.2.3.8.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con Bcl-2

En las retinas izquierdas o experimentales de los animales que habian
recibido una dosis Unica del péptido Bcl-2, las densidades de CGR supervivientes
siete dias después de la seccidn del NO no fueron significativamente diferentes a las
densidades obtenidas en las retinas experimentales de los animales con seccion
simple del NO ni a las obtenidas en los animales tratados intravitreamente con el

vehiculo.

Sin embargo, en las retinas experimentales de los animales que habian
recibido dos dosis del producto, y que fueron analizadas siete dias después de la
seccion del NO, las densidades de CGR supervivientes fueron significativamente
menores a las obtenidas en los animales con seccion simple del NO, mientras que no
fueron significativamente diferentes a las obtenidas en los animales tratados con el
vehiculo. A pesar de ello, los porcentajes de supervivencia eran tan solo levemente
inferiores a las de estos dos grupos (60% en el grupo de seccion simple del NO; 59%
en el grupo de administracion intravitrea de PBS; 55% en el grupo de administraciéon
de Bcl-2 a dias 0 y 4) debido a que las densidades de CGR en las retinas controles
de los animales que habian recibido dos dosis de Bcl-2 eran también inferiores a las
de las retinas controles de los animales tratados intravitreamente con vehiculo. No
sabemos por qué las retinas controles de este grupo de animales tenian menores
densidades de CGR marcadas con FG pero podia deberse a alguna caracteristica

especifica de este subgrupo de animales o a problemas en el marcaje.

Nuestros resultados sugieren gque la administracion intravitrea del péptido Bcl-
2 no tiene efectos neuroprotectores en las CGR de la rata adulta después de la
seccion del NO. Estos resultados difieren de los expuestos por algunos autores que

han documentado que la sobre-expresion del gen bcl-2 aumenta la supervivencia de
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las CGR de ratones adultos transgénicos después de la seccion del NO (Cenni y
cols., 1996; Porciatti y cols., 1996; Chierzi y cols., 1998), y que la ratio de expresiones
bcl-2-bcel-xL/bax en retina de rata adulta varia durante el proceso de apoptosis de las
CGR inducido por el aplastamiento (Isenman y cols., 1997) o la seccion del NO
(Chaudhary y cols., 1999). Ademas, algunos autores han documentado un descenso
en la expresion del gen bcl-2 en cultivos de células retinianas lesionadas mediante
isquemia o excitotoxicidad (Tezel y Wax, 1999). No podemos saber si estas
discrepancias son debidas a que nosotros no hemos estimulado la produccién
endogena del péptido, sino que lo hemos administrado exégenamente. Es posible
gue la expresion del gen bcl-2 varie tras la lesion retiniana en las CGR, pero que, a
pesar de ello, sea la expresion del gen bcl-xL la que tenga efectos neuroprotectores
sobre las CGR de la rata adulta. A este respecto, en nuestro estudio, la
administracion del péptido Bcl-xL aumentaba leve, aunque significativamente, la
supervivencia de las CGR después de la seccion del NO (ver apartado 4.1.2.2.1 de
Resultados), lo que sugiere que las diferencias existentes en las secuencias de
aminoacidos de las cadenas peptidicas del Bcl-2 y el Bcl-xL pueden determinar que
el péptido Bcl-2 no manifieste efectos neuroprotectores sobre las CGR de la rata

adulta cuando es administrado intravitreamente después de la lesion.

5.2.3.8.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con Bcl-2

No observamos diferencias significativas entre las densidades de células de
microglia obtenidas en las retinas izquierdas o experimentales de los animales
tratados con una o dos dosis de Bcl-2, y analizados siete dias después de la seccion
del NO, y las obtenidas en los animales con seccion simple del NO, como tampoco
eran significativas las diferencias de densidad de células de microglia entre los
animales tratados con dos dosis de Bcl-2 y los tratados intravitreamente con el
vehiculo. Sin embargo, las densidades de células de microglia fagocitica fueron
significativamente menores en las retinas tratadas con una dosis de Bcl-2 que en las
retinas tratadas con el vehiculo, aunque el valor de p era préximo al limite de

significacion estadistica (p=0,0141).

No sabemos cual es la causa de la existencia de una menor densidad de
células de microglia en los animales tratados con una dosis de Bcl-2, pero el hecho
de que el valor de p se aproxime al limite de significacion estadistica y que los
porcentajes de supervivencia en los grupos tratados con una o dos dosis de Bcl-2 y
con el vehiculo sean muy similares sugieren que el tratamiento con el péptido Bcl-2

no modifica la poblacién de células de microglia fagocitica de la retina de la rata
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adulta siete dias después de la seccion del NO.

5.2.3.9 Retinas de los animales tratados con el inhibidor irreversible de la
caspasa 3 (Z-DEVD-cmk)

5.2.3.9.1 Células ganglionares en las retinas de los animales tratados con el Z-
DEVD-cmk

Las densidades de CGR que obtuvimos en las retinas experimentales de los
animales tratados con dosis repetidas de Z-DEVD-cmk fueron significativamente
superiores a las obtenidas en las retinas experimentales de los animales con seccion
simple del NO, tanto a los siete como a los catorce dias de la seccién del NO, y a las
obtenidas en las retinas tratadas intravitreamente con PBS y analizadas a los catorce
dias de la seccion del NO, mientras que no fueron significativamente diferentes a las
de los animales tratados intravitreamente con PBS+DMSO (que era el vehiculo
utilizado para la administracion del Z-DEVD-cmk) y analizados a los siete dias de la

seccion del NO.

Diversos estudios han documentado que al menos una parte de las CGR
gue mueren tras la seccion del NO lo hacen por apoptosis (Berkelaar y cols., 1994;
Garcia-Valenzuela y cols., 1994; Rabacchi y cols., 1994; Quigley y cols., 1995;
Isenman y cols., 1997), y que la caspasa 3 interviene en la muerte de las CGR tras la
citada lesion (Chaudhary y cols., 1999; Kermer y cols., 1998, 1999a y b). Ademas, se
ha documentado que el Z-DEVD-cmk aumenta la supervivencia de las CGR tras la

lesion (Kermer y cols., 1998).

Sin embargo, el hecho de que en nuestro estudio las retinas tratadas con
dosis repetidas de Z-DEVD-cmk no tengan a los siete dias densidades de CGR
significativamente diferentes a las retinas tratadas con su correspondiente vehiculo y
estas densidades sean superiores a las obtenidas en los animales tratados con PBS,
indica que el DMSO puede inducir algunos cambios en las CGR que favorezcan su

supervivencia, y que el Z-DEVD-cmk no tenga en si efecto neuroprotector.

El efecto neuroprotector observado a los siete dias de la seccion del NO en
las retinas tratadas con Z-DEVD-cmk se mantenia en el tiempo aunque era menor a
los catorce dias y asi, las densidades de CGR supervivientes en este grupo a los
catorce dias eran superiores a las obtenidas en las retinas con seccién simple del NO

y en las tratadas intravitreamente con PBS.
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El que el efecto neuroprotector de la administracion del Z-DEVD-cmk fuera
menor a los catorce que a los siete dias coincide con los resultados obtenidos por
otros autores como Kermer y cols. (1999b) y podria deberse, entre otros factores, a la
intervencion de caspasas diferentes a la caspasa 3 en la muerte por apoptosis de las
CGR tras la seccion del NO (Park y cols., 1998). También podria ocurrir que la lesién
desencadenara cambios a nivel mitocondrial que no fueran reversibles y que
acabaran por destruir a la célula por una via independiente de la cascada de las
caspasas (Xiang y cols., 1996; rev. Nickels, 1999). Esta ultima hipétesis estaria en
concordancia con los estudios que demuestran que la lesion del NO induce la sobre-
expresion del gen bax (Isenman y cols., 1997), que a su vez provoca profundas
alteraciones en la membrana mitocondrial, que probablemente no permitan que los
efectos del bloqueo de la via de las caspasas se mantengan en el tiempo.
Posiblemente, la combinacién de sustancias que actlien a distintos niveles seria un
método mas eficaz para mantener la supervivencia de las CGR tras la seccion del
NO.

5.2.3.9.2 Células de microglia en las retinas de los animales tratados con el Z-
DEVD-cmk

Las retinas experimentales de los animales tratados con Z-DEVD-cmk y
analizados a los siete dias de la seccion del NO presentaban unas densidades de
células de microglia fagocitica significativamente menores a las obtenidas en los
animales con seccion simple del NO y a las obtenidas en los animales tratados con
PBS+DMSO vy analizados tras el mismo periodo de supervivencia. Como las
densidades de CGR supervivientes 7 dias después de la seccién del NO eran
mayores en los grupos tratados con Z-DEVD-cmk y con PBS+DMSO que en el grupo
con seccion simple del NO, parece que las densidades de células de microglia
observadas en estos tres grupos no estaban relacionadas con la supervivencia de las
CGR, y que la menor densidad de células de microglia fagocitica obtenida en las
retinas tratadas con Z-DEVD-cmk era consecuencia de que este péptido induce una
disminucion en la cantidad de células de microglia fagocitica a los siete dias de la

seccion del NO.

Catorce dias después de la seccion del NO, en las retinas experimentales de
los animales tratados con inyecciones repetidas de Z-DEVD-cmk las densidades de
células de microglia fagocitica eran menores que en los animales con seccion simple
del NO y en los tratados intravitreamente con PBS. Como las densidades de CGR

supervivientes encontradas en las retinas tratadas con el Z-DEVD-cmk eran mayores
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qgue en los otros dos grupos citados catorce dias después de la seccién del NO, es
posible que, tras este periodo de supervivencia, exista una relacion entre las
densidades de células de microglia fagocitica y la supervivencia de las CGR en estos

tres grupos.
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