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RESUMEN

RESUMEN
INTRODUCCION

La retina es parte del sistema nervioso central (SNC) y es un modelo ampliamente utilizado para estudiar la
respuesta a la lesion de las neuronas y las células gliales, asi como para ensayar la eficacia de posibles terapias
neuroprotectoras. El aplastamiento del nervio 6ptico (ApNO), es un modelo de degeneracion de las células
ganglionares de la retina (CGRs) muy bien caracterizado en roedores que produce una primera fase de muerte
rapida en la que un 85% de la poblacion celular total se pierde en los primeros 14 dias, y una segunda fase de
muerte més lenta pero constante donde a los 90 dias queda aproximadamente el 2% del numero inicial. Como
consecuencia de la muerte de las CGRs, las células microgliales (CMs) se activan, cambian su morfologia, migran
y fagocitan las CGRs muertas. Las macroglia, astrocitos y células de Mller, también responden, con cambios
morfoldgicos. Los astrocitos y las células de Miller aumentan la expresion de GFAP como signo de reactividad,
se vuelven hipertréficas y forman una cicatriz para sellar el tejido dafiado. Sin embargo, la respuesta al ApNO no
se limitan a la retina lesionada. Recientemente, se ha descrito que, el llamado efecto contralateral. La retina
contralateral a una lesion unitateral responde como la retina lesionada, pero de una manera moderada y mas
tardia. Asi, tras el ApNO unilateral en la retina contralateral, se observa activacion de CMs, aparicién de microglia

fagocitica, activacion de astrocitos y células de Miller y pérdida de CGRs.

Los cultivos organotipicos de retina (CORs) se estan utilizando desde principios de los afios 30 como un sustituto
in vivo para estudiar la pérdida de CGRs y la neuroproteccion. Ademas de cumplir mejor con las 3Rs que los
modelos in vivo, los CORs tienen otras ventajas como un entorno controlado para el ensayo de farmacos o la

posibilidad de utilizar retinas humanas procedentes de donaciones post-mortem.
OBJETIVOS

Los objetivos generales de este estudio son:

1) Estudiar la respuesta glial en retinas axotomizadas y contralaterales a la lesién.

2) Estudiar y comparar el curso de muerte de CGRs y la repuesta glial en CORs y en retinas
axotomizadas.

3) Analizar y comparar cuantitativamente la morfologia de las CMs en retinas intactas, axotomizadas,

contralaterales a la lesion y en CORs.
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MATERIAL Y METODOS

Sé utilizaron ratones hembra y machos adultos pigmentados C57BI / 6, de la colonia reproductora de la
Universidad de Murcia. Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las directrices de la Unién Europea
para el cuidado y uso de animales con fines cientificos y las directrices de la Declaracion de la Asociacién para la
Investigacion en Visién y Oftalmologia (ARVO) para el uso de animales en tratamientos oftalmicos e Investigacion

de la vision.

Todos los animales fueron manipulados siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Etico de la Universidad
de Murcia y con la certificacién de manejo de animales funcién C para la manipulacion y planificacion de

experimentos con animales.

Se realizé el modelo de dafio axonal de las CGRs mediante ApNO. Se requiere la exposicion del nervio dptico
(NO) tras la apertura de la cuenca ocular. EI ApNO se realizé a 0,5 mm y los tiempos de anélisis tras la axotomia
fueron de 1 dias a 45 dias y de 1 dia a 7 dias. Para el estudio in vivo los animales se sacrificaron con inyeccién

intraperitoneal de barbituricos y para el estudio in vitro en camara de dioxido de carbono (CO,).

Se realizaron experimentos de inmunofluorescencia en retinas a corte, a plano y en explantes de retina con
diferentes marcadores para el estudio de diferentes poblaciones celulares como las células de microglia (Ibaf,
CD206, CD68), astrocitos y células de Mller (Vimentina y GFAP), y CGRs (Brn3a, RBPMS, BIIl Tubulina y y
sinucleina). La cuantificacién de CGRs se realizd de manera automatica y la cuantificacion de microglia se realiz6
de forma manual y se estudié su distribuciéon mediante mapas de vecinos. Mediante el programa Image J e Image

J Fiji se analiz6 la morfologia de las CMs y la intensidad de fluorescencia del GFAP y Vimentina.

El andlisis estadistico se realizé con el programa estadistico y de representacion grafica Graph Pad® Prism v6
(Graph Pad, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Para la
comparacién de mas de dos grupos se realiza un andlisis de comparacién mdiltiple por parejas, el test ANOVA
con post-analisis: Tukey Dunn tras cumplir la condicion de que la F global del test ANOVA sea estadisticamente
significativa. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0,05. Para la comparacién de los grupos
se utilizo “t-test” prueba no paramétrica y posteriormente un post-analisis; Kruskal-Wallis. Las diferencias entre

los grupos se consideraron significativas cuando p <0,05.
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RESULTADOS

En el estudio de curso de activacion glial en retinas lesionadas y contralaterales a la lesion tras una axotomia
unilateral se caracterizo los dos estados de las CMs en fotomontajes a plano y en secciones trasversales. En
fotomontajes a plano de retinas intactas se encontraron CMs-Iba1* en la Capa de Fibras de las CGRs (CFN), capa
de células ganglionares (CCG), y en las capasplexiforme interna y externa con una morfologia ramificada
indicativo de un estado de reposo. En la CCG las CMs-Iba1* se distribuyeron uniformemente. La expresion de
CD206 y CD68, marcadores de activacion de las CMs M2 y M1 respectivamente, se observo en muy pocas CMs

y se localizaron alrededor del NO y Cuerpo Ciliar (CC).

En retinas lesionadas, la densidad de CMs-Iba1* en la CCG aumento significativamente a 5, 9 y 21 dias volviendo
a la normalidad a los 45 dias. La densidad de las CMs-CD68* aumento significativamente a 3 dias y permanecio
mas alta que el intacto hasta 45 dias. En las retinas contralaterales a la lesion, la densidad de las CMs-Iba1*
aumento significativamente a 5 dias mientras que las CMs-CD68* fue significativamente mayor de 1 a 45 dias
después de la lesion. Los CMs-CD206* tenian una morfologia alargada y se encontraban principalmente en el CC
y alrededor de la cabeza del NO. Asi su numero aumenté en las retinas lesionadas, y disminuy6 en las

contralaterales a la lesion.

En secciones trasversales de retina, la densidad de CMs aumento significativamente de 5 a 21 dias en las capas
internas de las retinas lesionadas, permaneciendo dentro de los valores intactos en las retinas contralaterales a
la lesion. Los astrocitos y las células de Mller se hipertrofiaron transitoriamente en las retinas lesionadas y en

menor medida en las contralaterales.

En el estudio del analisis comparativo del curso de muerte de CGRs y activacién microglial entre CORs vy retinas
axotomizadas se observo que la pérdida de CGRs-Brn3a* fue similar en ambos modelos durante los 5 primeros
dias. In vivo la expresion de Brn3a y RBPMS fue paralela, sin embargo, a partir de 5 dias in vitro la sefial de
RBPMS se mantiene. También se observd la menor poblacién de células microgliales in vitro. Al probar otros
marcadores de CGRs, como B IIl Tubulina o y sinnucleina se observo que el nimero de CGRs immunodetectadas
con esto marcadores era el mismo que al usar RBPMS, lo que nos indica que son marcadores estructurales, pero

no los de viabilidad los que siguen presentes en los CORs.

In vitro, las CMs tienen una activacion morfolégica distinta a in vivo. La cuantificacién de las CMs en los CORs
mostré que en estos su densidad es menor que tras ApNO, explicando porqué los marcadores estructurales estan
presentes, ya que no hay bastantes CMs en los CORs para fagocitar todas las CGRs que han muerto. L activacién
macroglial en CORs ocurre antes que in vivo, y abarca toda la retina, mientras que tras ApNO se circunscribe al

complejo de CGRs.
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En el estudio del anlisis comparativo de la morfologia de la microglia entre CORs vy retinas axotomizadas se
observaron cambios cualitativos en la morfologia de las CMs-lba1* y por ello, se decidi¢ realizar un anélisis
cuantitativo, donde se procedio a realizar un andlisis del nimero de procesos, tamafio del soma, longitud total,
volumen, area y perimetro, circularidad y analisis sholl. Se analiz6 la microglia de 3 zonas de la retina: zona
central, zona medial y zona periférica y aunque se encontraron diferencias significativas en las 3 zonas de la retina
a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se decidio realizar un anélisis total. En los tres grupos experimentales,
(retinas lesionadas, contralaterales a la lesién y CORs), en todos los parametros analizados las CMs difieren de
las CMs en reposo (retinas intactas). En cada grupo experimental la activacion de las CMs sigui6 una cinética
especifica, y como norma, los cambios morfolégicos en las retinas contralaterales a la lesion fueron més tenues

que en la retina axotomizada y en estas que en los CORs.

CONCLUSIONES

El ApNO desencadena una activacion bilateral y persistente de las CMs-Iba1* y una respuesta opuesta de las
CMs M2 entre ambas retinas. la hipertrofia macroglial es transitoria y limitada a la CCG en ambas retinas.

La muerte de las CGR en CORs e in vivo es similar hasta 5 dias, lo que significa que durante esta ventana
terapéutica los CORs pueden ser Utiles para estudiar nuevos farmacos protectores de las CGRs. Sin embargo, a
partir de este momento el nimero de CMs en los CORs no es suficiente para fagocitar las CGRs muertas.

Asi, los CORs no son un modelo muy preciso para probar terapias neuroprotectoras especificas para las CGRs,
porque en los CORs hay otros factores que pueden alterar los resultados, principalmente la muerte concomitante
de ofras neuronas, y la diferente activacién glial que ocurre cuando los fotorreceptores y las CGRs estan
afectados. Pero sin son un buen modelo para estudiar la interaccion entre la muerte de CGRs y la muerte de
fotorreceptores. En CORs, retinas axotomizadas y contralaterales, las CMs sufren cambios en el tamafio, forma,
volumen, numero y longitud de sus prolongaciones. Estas alteraciones morfologicas son mas marcadas en CORs

seguido de retinas axotomizadas y finalmente de los encontrados en las retinas contralaterales a la lesion.
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SUMMARY
INTRODUCTION

The retina is part of the central nervous system (CNS) and is a widely used model to study the response to neuronal
and glial cell injury, as well as to test the efficacy of potential neuroprotective therapies. Optic nerve crush (ONC),
a well-characterised rodent model of retinal ganglion cells (RGCs) degeneration, produces a first phase of rapid
death in which 85% of the total cell population is lost in the first 14 days, and a second phase of slower but steady
death in which at 90 days approximately 2% of the initial number remains. As a consequence of RGCs death,
microglial cells (MCs) become activated, change their morphology, migrate and phagocytose the dead RGCs.
Macroglia, astrocytes and Miiller cells also respond, with morphological changes. Astrocytes and Miiller cells
increase GFAP expression as a sign of reactivity, become hypertrophic and form a scar to seal the damaged
tissue. However, the response to ONC is not limited to the injured retina. Recently, the so-called contralateral effect
has been described. The retina contralateral to a unitateral lesion responds like the injured retina, butin a moderate
and delayed manner. Thus, after unilateral ONC in the contralateral retina, activation of MCs, appearance of

phagocytic microglia, activation of astrocytes and Mller cells and loss of RGCs are observed.

Organotypic retinal cultures (ROCs) have been used since the early 1930s as an in vivo surrogate to study RGCs
loss and neuroprotection. In addition to better complying with the 3Rs than in vivo models, ROCs have other
advantages such as a controlled environment for drug testing or the possibility of using human retinas from post-

mortem donations.

OBJECTIVES

The general objectives of this study are:

1) To study the glial response in axotomized retinas and retinas contralateral to the lesion.

2) To study and compare the course of RGCs death and glial response in ROCs and axotomized retinas.

3) To analyse and quantitatively compare the morphology of MCs in intact, axotomized, contralateral to the lesion
and in ROCs.
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MATERIAL AND METHODS

Adult female and male C57BI/6 pigmented mice from the breeding colony of the University of Murcia were used.
All animals were treated in accordance with the European Union guidelines for the care and use of animals for
scientific purposes and the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) guidelines for the use

of animals in ophthalmic treatments and vision research.

All animals were handled according to protocols approved by the Ethical Committee of the University of Murcia

and with function C animal handling certification for the handling and planning of animal experiments.

Axonal damage model of RGCs was performed using ONC. Optic nerve (ON) exposure is required after eye socket
opening. ONC was performed at 0.5 mm and analysis times after axotomy were 1 day to 45 days and 1 day to 7
days. For the in vivo study, animals were sacrificed with intraperitoneal injection of barbiturates and for the in vitro

study in a carbon dioxide (CO2) chamber.

Immunofluorescence experiments were performed on cut retinas, flat retinas and retinal explants with different
markers for the study of different cell populations such as microglial cells (Iba1, CD206, CD68), astrocytes and
Miiller cells (Vimentin and GFAP), and RGCs (Brn3a, RBPMS, BIll Tubulin and y synuclein). Quantification of
RGCs was performed automatically and of microglia manually and their distribution was studied using
neighbourhood maps. The morphology of MCs and the fluorescence intensity of GFAP and Vimentin were

analysed using Image J and Image J Fiji.

Statistical analysis was performed with Graph Pad® Prism v6 (Graph Pad, San Diego, CA, USA). Data are
presented as mean + standard deviation. For the comparison of more than two groups a pairwise multiple
comparison analysis, ANOVA test with post-analysis: Tukey Dunn is performed after fulfilling the condition that the
overall F of the ANOVA test is statistically significant. Differences were considered significant when p<0.05. A
non-parametric t-test was used to compare the groups, followed by a Kruskal-Wallis post-analysis. Differences

between groups were considered significant when p<0.05.
RESULTS

In the study of the course of glial activation in lesioned retinas contralateral to the lesion after unilateral axotomy,
the two states of the MCs were characterised in plan photomontages and in cross-sections. In plan photomontages
of intact retinas, Iba1*-MCs were found in the RGCs fibre layer (NFL), ganglion cell layer (GCL), and in the inner
and outerplexiform layers with a branched morphology indicative of a resting state. In the GCL, the Iba1*-MCs
were evenly distributed. Expression of CD206 and CD68, markers of activation of M2 and M1 MCs respectively,
was observed in very few MCs and was localised around the ON and Ciliary Body (CB).
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In injured retinas, the density of Iba1*-MSCs in the GCL increased significantly at 5, 9 and 21 days and returned
to normal at 45 days. The density of CMs-CD68* increased significantly at 3 days and remained higher than intact
up to 45 days. In retinas contralateral to the lesion, the density of MCs- Iba1* increased significantly at 5 days while
the density of MCs-CD68* was significantly higher from 1 to 45 days post-injury. The MCs-CD206* had an
elongated morphology and were mainly located in the CB and around the NO head. Thus, their number increased

in lesioned retinas, and decreased in retinas contralateral to the lesion.

In retinal cross-sections, the density of MCs increased significantly from 5 to 21 days in the inner layers of the
injured retinas, while remaining within the intact values in the retinas contralateral to the injury. Astrocytes and

Mdller cells were transiently hypertrophied in the lesioned retinas and to a lesser extent in the contralateral retinas.

Comparative analysis of the course of RGCs death and microglial activation between ROCs and axotomized
retinas showed that the loss of RGCs-Brn3a* was similar in both models during the first 5 days. In vivo the
expression of Brn3a and RBPMS was parallel, however, after 5 days in vitro the RBPMS signal is maintained. The
lower microglial cell population in vitro was also observed. When testing other RGCs markers, such as B IIl Tubulin
or y-synnuclein, it was observed that the number of RGCs immunodetected with these markers was the same as

when using RBPMS, indicating that structural markers, but not viability markers, are still present in the ROCs.

In vitro, MCs have a different morphological activation than in vivo. Quantification of MCs in RGCs showed that
their density is lower in RGCs than after ONC, explaining why structural markers are present, as there are not
enough MCs in RGCs to phagocytose all the RGCs that have died. Macroglial activation in ROCs occurs earlier

than in vivo, and encompasses the entire retina, whereas after ONC it is confined to the RGCs complex.

In the comparative analysis of microglial morphology between ROCs and axotomized retinas, qualitative changes
in the morphology of MCs-lba1* were observed and therefore, it was decided to perform a quantitative analysis,
where an analysis of the number of processes, soma size, total length, volume, area and perimeter, circularity and
sholl analysis was performed. Microglia from 3 retinal areas were analysed: central, medial and peripheral and
although significant differences were found in the 3 retinal areas at different times, for ease of reading it was
decided to perform a total analysis. In the three experimental groups (lesioned retinas, contralateral to the lesion

and ROCs), in all the parameters analysed the MCs differed from the resting MCs (intact retinas).

In each experimental group, the activation of the MCs followed specific kinetics, and as a rule, the morphological
changes in the retinas contralateral to the lesion were fainter than in the axotomized retina and in the axotomized
retina than in the ROCs.
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CONCLUSIONS
ONC triggers a bilateral and persistent activation of MCs-Iba1* and an opposing response of M2 MCs between

both retinas. Macroglial hypertrophy is transient and limited to the GCL in both retinas.

RGCs death in ROCs and in vivo is similar for up to 5 days, which means that during this therapeutic window ROCs
may be useful for studying new RGCs-protective drugs. However, after this time the number of MCs in ROCs is

not sufficient to phagocytose dead RGCs.

Thus, ROCs are not a very accurate model for testing specific neuroprotective therapies for RGCs, because in
ROCs there are other factors that can alter the results, mainly the concomitant death of other neurons, and the
different glial activation that occurs when photoreceptors and RGCs are affected. But they are not a good model
to study the interaction between RGCs death and photoreceptor death. In ROCs, axotomized and contralateral
retinas, MCs undergo changes in the size, shape, volume, number and length of their prolongations. These
morphological alterations are most marked in ROCs followed by axotomized retinas and finally by those found in

the retinas contralateral to the lesion.
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€IGTARE ABREVIATURAS

LISTAS DE ABREVIATURAS
ARVO Asociacion para la investigacion en visién y oftalmologia. Del inglés: “Association for

Research in Vision and Ophthalmology”
ApNO Aplastamiento del nervio 6ptico

Brn3a Homeobox especifico de proteina 3a con dominio POU. Del inglés: “Brain-specific

homeobox/POU domain protein 3a”

BHR Barrera hematorretiniana

cC Cuerpo ciliar

CCG Capa de células ganglionares de la retina
Cl Coliculo inferior

CGRip Células ganglionares intrinsecamente fotosensibles. Del inglés: “intrinsically photosensitive”

CFNR Capa de fibras nerviosas de la retina

CGRs Células ganglionares de la retina
CMs Células de la microglia

CNE Capa nuclear externa

CNI Capa nuclear interna

CO. Di6xido de carbono

CORs Cultivos organotipico de retina
CPE Capa plexiforme externa

CPI Capa plexiforme interna

CS Coliculo Superior

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DE Desviacion Estandar

DLGN Nucleo geniculado dorsolateral (del inglés: “dorso lateral geniculate nucleus”)
DMEM Dubelcco’s Modified Eagle Medium

d Dia/dias

EPR Epitelio pigmentario de la retina




CIGSTA DE ABREVTATURAS

FG Fluorogold
GFAP Proteina fibrilar &cida glial. Del inglés: “Glial fibrillary acidic protein”

HBSS Solucién salina equilibrada de Hanks sin glucosa. Del inglés: “Hanks’ balanced salt solution

without glucosa”.

Iba1 Molécula adaptadora de unién al calcio ionizado 1. Del inglés: “lonized calcium binding

adaptor molecule 1

IL. Interleucina

i.p. Intraperitoneal

MLE Membrana limitante externa

MLI Membrana limitante interna

MNO Mufién del nervio dptico

NDS Suero normal de burro. Del inglés: “Normal donkey serum”

NGS Suero normal de cabra. Del inglés: “Normal goat serum”

NO Nervio dptico

OCT Tomografia de coherencia dptica. Del inglés “Optical coherence tomography”.
oD Ojo derecho

ol Ojo izquierdo

OHSt Metanosulfonato de hidroxistilbamidina. Del inglés: “Hydroxystilbamidine methanesulfonate”
PBS Tampon fosfato salino. Del inglés “Phosphate buffered saline”

PFA Paraformaldehido

RBPMS | Proteina de unién al ARN. Del inglés: “RNA binding protein”.

SBF Suero bovino fetal

SEF Segmentos externos de los fotorreceptores
SI Segmentos internos de los fotorreceptores
SN Sistema nervioso

SNC Sistema nervioso central
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SNO Seccion del nervio ptico
SNT Rastreador de neuritas simple. Del inglés:” Simple Neurite Tracer”
SV Sistema visual
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LISTA DE ILUSTRACIONES. FIGURAS Y TABLAS
FIGURAS

INTRODUCCION

Figura 1 Esquema de las principales partes de una neurona. La neurona presenta polaridad | Pagina 2
funcional donde las dendritas y el soma son elementos receptores de estimulos y el axon
actua como elemento conductor y transmisor de impulsos nerviosos a otras neuronas u otro

tipo de células. ilustracion tomada de: hitps.//www.istockphoto.com/es/fotos/neurona.

Figura 2 Esquema de las principales células de la glia. Las células gliales mantienen la | Pagina 3
homeostasis en el SNC. A) Oligodentrocitos: forman la vaina de mielina en el SNC.B)
Células Ependimiales: células especializadas que recubren los ventriculos cerebrales y el
canal central de la médula espinal. C) Células de Schwann: se sitian entre las neuronas
como los astrocitos, fagocitan los restos celulares como la microglia y forman la mielina en
el SNP. D) Microglia: Las células de microglia son los macréfagos residentes del SNC.E)
Astrocitos: Son las células gliales mas abundantes y se denominan de esta manera por su

forma estrellada. Esquema realizado en: www.biorender.es.

Figura 3 Sistema visual en humanos. Se observan las principales vias del SV en el cerebro humano. | Pagina 4
llustracion tomada de: https.//www.lucescei.com/estudios-y-eficiencia/extractos-libro-blanco-

deiluminacion/el-sistema-visual-humano.

Figura 4 Esquema general del globo ocular. Seccion sagital del ojo humano. Se muestran las | Pagina 5
posiciones relativas de las 3 capas nucleares de la retina. La luz tiene que pasar a través de
la retina CCG antes de alcanzar los bastones y los conos. llustracion tomada de: “Ojo,

cerebro y vision”, D. Hubel, 1999.

Figura 5 Esquema de la retina realizado por Santiago Ramén y Cajal. En estaimagen se muestran | Pagina 7
todas las capas de la retina de mamifero. Se puede observar que, en la parte inferior,
correspondiente a la zona mas interna, se encuentran los axones de las CGRs que migran
fuera de la retina, para formar el NO. llustracion tomada de: “Ojo, cerebro y vision”, D. Hubel,
1999.

Figura 6 Dibujo esquematico de las células de la retina de los mamiferos. Pagina 9

Vasos sanguineos (BV), células amacrinas (A), astrocitos (AS), células bipolares (B), conos
(C), células ganglionares (G), células horizontales (H), células de Miller (M), microglia (Mi),
bastones (R), nervio optico (ON). Capas de la retina (de la mas interna a la mas externa),
capa de fibras nerviosas (NFL), capa de células ganglionares (GCL), capa plexiforme interna
(IPL), capa nuclear interna (INL), capa plexiforme externa (OPL), capa nuclear externa
(ONL), capa de los segmentos externos (OS), epitelio pigmentario (PE) y coroides (Ch).

Acronimos en inglés. Esquema tomado de: VVecino y cols., 2016.
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Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Localizacion de los coliculos superiores en el cerebro del raton. Esquema de una
seccion sagital del cerebro de raton donde se muestra el CS como una protuberancia situada
en la parte dorsal del mesencéfalo, rostral al Cl. Esquema modificado de: “The Mouse Brain

in Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y Franklin, 2001).

Principales proyecciones neuronales de las CGR melanopsinicas de raton. Los axones
de las CGRs melanopsinicas (azul oscuro) proyectan principalmente al nucleo
supraquiasmatico, encargado de la regulacion de los ritmos circadianos, y una minoria a la
l&mina intergeniculada lateral y nicleo de la oliva pretectal, encargado del reflejo pupilar.
Ademas, existen circuitos sinapticos (naranja) que se originan en el nlicleo supraquiasmatico
hacia el nlcleo paraventricular, el nucleo intermediolateral y el ganglio cervical superior. A su
vez, el nlcleo de la oliva pretectal establece conexiones con el nicleo de Edinger-Westphal
que a su vez conecta con el ganglio ciliar y éste inerva el muasculo del iris (azul claro).

llustracion modificada de: Berson y cols.,2003.

Las cuatro especies de corpusculos intersticiales ("células gliales ") en el tejido
nervioso humano: A) célula neuroglial (astrocito) de tipo protoplasmico, en la sustancia gris
cerebral; B) célula neuroglial (astrocito), de tipo fibroso tipica en la sustancia blanca cerebral;
C) microglia; D) glia interfascicular (oligodendrocitos) de la sustancia blanca del encéfalo.

Imégen tomada de: Tremblay y cols., 2015.

Investigadores principales en el descubrimiento de las CMs.

(A) Don Santiago Ramon y Cajal (1852-1934) médico especializado en histologia y anatomia
patologica. Compartié el premio Nobel de medicina con Don Camilo Golgi en 1906. (B) Don
Nicolas Achlcarro y Lund (1880-1918) médico neurocientifico especializado en
enfermedades mentales. (C) Don Pio del Rio Hortega (1882-1945) médico especialista en

histologia y neuroanatomia. Imagenes tomadas de: www.google.es.

Dibujos esquematicos de los métodos histolégicos que permitieron identificar las
CMs.

(A) el método de taninos y nitrato de plata amoniacal desarrollado por achlcarro permitio
observar la capacidad fagocitica de la microglia (a las que denomind células
granuloadiposas) en el cerebro de un conejo con rabia. (B) Ramén y Cajal introdujo su
método de cloruro de oro sublimado, que permitié diferenciar los astrocitos de otras células
débilmente marcadas, a las cuales denominé “el tercer elemento”. Rio-Hortega completé el
trabajo de ambos, por medio del método de carbonato de plata diferencid la microglia (C) de
los oligodedrocitos (D), éstos Ultimos identificados con el método Golgi-Hortega. Dibujo
modificado de: Tremblay y cols., 2015.
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Figura 12 llustraciones de microglia realizadas por Pio del Rio-Hortega. (A) Principales formas de | Pagina 16
microglia observadas en un cerebro humano sano. (B) Morfologia de la microglia de un
paciente con meningitis aguda. (C) Microglia del cortex cerebral de un conejo en una zona

cercana a una herida tras 48 h de evolucion. Imagen tomada de: Sierra y cols., 2016.

Figura 13 llustracion de Del Rio-Hortega (1919) de microglia ramificada. Se observa unaiilustracion | Pagina 17
de microglia ramificada realizada por: Pio De Rio-Hortega en 1919.

Figura 14 Representacién esquematica de los diferentes fenotipos de la microglia. | Pagina 19
Representacion realizada en: www.biorender.com.

Figura 15: Esquema de los diferentes estados de la microglia. A) El dibujo son trazados

Figura 15 Pagina 20

de la microglia activada en reposo que comienza en la etapa de reposo 1A, continua hasta
la etapa 6A activada, se transforma en la etapa 6R y luego vuelve a la etapa de reposo 1R.
Las flechas azules indican el aumento de activacién y la flecha verde indica la transicion de
activado a retorno. Imagen tomada de: Jonas RA y cols.,, 2012. B) Esquema con los

diferentes tipos de microglia. Imagen modificada de: Holloway y cols., 2019.

Figura 16 Imagen de una seccién transversal de retina intacta. Se observan CMs tefiidas con Ibal | Pagina 21
(verde), CD206 (rojo), CD68 (rosa) y DAPI (azul) en diferentes capas de la retina. /magen

tomada durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

Figura 17 Imagen de una retina a plano de ratén que muestra los astrocitos. Se muestran los | Pagina 23
astrocitos inmunomarcados con la proteina GFAP. Los astrocitos se sitlan en CFNR y
forman una red densa que se asemeja a un panal de abejas. /magen tomada durante el

desarrollo de esta tesis doctoral.

Figura 18 Fases de pérdida temporal de CGR-Brn3a* tras corte o aplastamiento del NO en ratén | Pagina 27
albino. Gréfico que representa el nimero total + desviacién estandar (SD) de CGR-Brn3a*
que sobrevive a tiempos crecientes tras la seccion (ONT) o aplastamiento (ONC) del NO,
donde puede apreciarse el transcurso de la muerte en dos fases, una rapida y otra lenta,
independientemente de la lesion producida. Datos tomados de: Sanchez-Migallon et al., 2016

I Intactas: retinas control a las que no se le realiz6 ninguna lesion.
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MATERIAL Y METODOS

Figura 19 Raton adulto de 2 meses de edad, de la cepa C57BL/6. llustracion tomada de: | Pagina 36

https://www.criver.com/.

Figura 20 Esquema representativo del aplastamiento del NO. El aplastamiento se hizo a 0,5 mm | Pagina 38

desde la cabeza del NO durante 5 segundos. llustracion realizada en: www.biorender.com.

Figura 21 Esquema del trazado retrégrado de las CGR aplicando el trazador en el CS. Eltrazador | Pagina 39
con OHSt se aplicd en ambos CS para marcar todas las CGRs que proyectan a éstos.

Figura 22 Fotomontaje de una seccién transversal de retina de ratén tefiida con DAPI. A: | Pagina 45
fotomontaje. a”: magnificacion de la seccion transversal del fotomontaje. a”: magnificacion

de la cabeza del NO. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 23 Magnificaciones de las CMs en CORs a 3 dias mediante microscopia confocal. En esta | Pagina 48
figura se pueden observar CM-Iba1* con el filtro vede (A) y (B). (A). Magnificacion a 20X.

(B). Magnificacion a 63X. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 24 Reconstruccién fotografica o fotomontaje de una retina de ratén intacta a partir de | Pagina 49
campos microscopicos individuales. A: Fotomontaje de retina montada a plano en la que
se observan las CMs-Iba1*. El cuadro representa 1 campo microscopico (a). /magen tomada

durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 25 Representacion esquematica del método de contaje manual del nimero de CMs en | Pagina 50

cada una de las tres regiones (centro, media y periferia).

En este dibujo se ilustra las muestras seleccionadas manualmente en cada fotomontaje la
cuantificacion manual. Se tienen 4 fotografias por area {central (C), media (M) y periférica
(P)]. En cada cuadrante se analizaron 3 fotografias equidistantes, tomando como referencia

el NO. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, |= inferior.

Figura 26 Representacion de microfotografias de fotomontajes globales con el marcador Iba1y | Pagina 50
el marcador CD68. Se puede observar un campo microscopico individual adquirido con el
filtro verde (A) para detectar las CMs-Iba1*, con el filtro rojo lejano (B), se detectan las CMs
que expresan CD68* y finalmente una combinacién de ambos (C). Estas imagenes fueron
adquiridas con un aumento de 20X. Barra en A, B'y C= 20 um. /magen tomada durante la

realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 27 Representacion de fotomontajes globales de retina (A), CC (B) y NO (C) con el | Pagina 51
marcador CD206. Se observan diferentes imagenes usando el marcador CD206. Estas
imégenes fueron adquiridas con un aumento de 20X. /magen tomada durante la realizacion

de esta tesis doctoral.
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Figura 28 Representacion de microfotografias a detalle del trazador OHSt en retinas montadas a | Pagina 51
plano. Se puede observar el trazador OHSt en A 'y el marcador Iba1 en B. La superposicion
de ambos marcadores en C. Estas imagenes fueron adquiridas con un aumento de 20X.

Barra en A, B, C=50 um. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 29 Representacién del marcaje de Brn3a y RBPMS secciones transversales al ApNO. Se | Pagina 52
puede observar Brn3a en A y RBPMS en B. Estas imagenes fueron adquiridas con un

aumento de 20X. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 30 Representacion del marcaje de Iba1 en secciones transversales al ApNO. Pagina 53

Estas imagenes fueron adquiridas con un aumento de 20X. /magen fomada durante la

realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 31 Visualizacién de la distribucién de las células de microglia M2 en retinas de ratén | Pagina 54
usando mapas de vecinos. En esta imagen se muestran dos retinas de ratén
representativas, correspondientes a una retina control derecha (A) y una retina experimental
izquierda (B). La escala de colores de cada célula nos muestra el nimero de células vecinas
que tiene en un radio determinado. Las células lilas poseen un rango de entre 0-2 células
vecinas, y aumenta el numero hasta las células granates que tienen entre 19-21 células
vecinas 0 mas en un radio de 0,20 mm. En la parte inferior izquierda se muestra el niimero
total de CMs de cada retina. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, |= inferior.

Barra= 1mm. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 32 Representacion esquemética del método de contaje manual del nimero de CMs-Iba1* | Pagina 56
y CMs-CD68* en la retina intacta. A, A") Imagen de una seccion trasversal de retina
inmunotefiida con Ibal y CD68. B, B’) Retina total. C, C’) Retina Interna. D, D) Retina

Externa. Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 33 Representacion esquematica del método de contaje manual del niimero total de CMs- | Pagina 57
CD206* en la retina intacta. A, A") Imagen de una seccion trasversal de retina inmunotefiida
con CD206*y CD68. B, B") Retina total. C, C’) Retina Interna. D, D) Retina Externa. /magen

tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Figura 34 Reconstruccion del proceso de cuantificacion del tamafio, circularidad y soma de las | Pagina 58
CMs. A) Programa Image J. B) Carga de la imagen para cuantificar. C) Seleccion del area a
medir. D) Con el programa Image J se procede a analizar y medir el area. /magen fomada

durante la realizacion de esta tesis doctoral.
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Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41

Reconstruccion del numero de procesos y de la longitud total (basal y apical) de las
CMs utilizando SNT. A y B) Carga de imagenes confocales en el software Fiji para la
reconstruccion microglial; C) menu de Simple Neurite Tracer (SNT); D) ejemplo de
reconstruccion de las CMs con todos los procesos trazados discriminados en la ventana "All
paths" (panel central). E, F, G) Paso a paso de cdmo se reconstruye una CMs. /magen

tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Reconstruccion de la morfologia 3D de las células de microglia utilizando SNT. Ay B)
Carga de imagenes confocales en el software Fiji para la reconstruccién microglial; C) menu
de Simple Neurite Tracer (SNT); D) ejemplo de reconstruccion 3D con todos los procesos
trazados discriminados en la ventana "All paths" (panel central). /magen tomada durante la

realizacion de esta tesis doctoral.

Reconstruccion del proceso de cuantificacion del volumen, area y perimetro de las
CMs. A) Programa Image J. B) Carga de la imagen para cuantificar. C) Seleccién del
volumen a medir. D) Medicidn del volumen. Imagen tomada durante la realizacion de esta

tesis doctoral.

Reconstruccion del proceso de cuantificacion del sholl de las CMs. A) Programa Image
J. B) Carga de la imagen para cuantificar. C) Seleccién “path 0" para comenzar a medir. D)
Andlisis del radio méximo y el numero de intersecciones. /magen tomada durante la

realizacion de esta tesis doctoral.

RESULTADOS

Disefio experimental del estudio de activacion glial en retinas intactas y tras ApNO

unilateral.

CMs en retinas intactas (A - F). Fotomontajes de una seccion trasversal de retina (A, C, E)
y montaje plano (B, D, F) donde se han inmunodetectado |ba1, CD68 y CD206 para
identificar todas las CMs (lbal1*) y sus estados de activacion (CD68* y CD206*). Las
ampliaciones en (a' - f’) son de las areas enmarcadas en (A -F). GCL: capa de células

ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; OPL: capa plexiforme externa.

Activacion microglial en secciones trasversales de retinas axotomizadas.
Magnificaciones de secciones transversales de retinas intactas y lesionadas analizadas a
tiempos crecientes después de lesidn e inmunotefiidas con Iba1, CD68 y CD206. CCG: capa
de células ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CPE: capa plexiforme

externa.

~ XXXVIII ~

Pagina 60

Pagina 61

Pagina 62

Pagina 63

Pagina 67

Pagina 68

Pagina 70



€IS TA BE TCUSTRACTIONES . FIGURAS Y TABLAS

Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Figura 46

Figura 47

Figura 48

Figura 49

Densidad media (CMs/mm?) + DE de CMs-Iba* y CD68*.En la retina interna (A), externa
(B) y total (C) en retinas axotomizadas. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente

diferente en comparacion con las retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Numero total  DE de CMs-CD206* en secciones trasversales de retinas axotomizadas.
Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas,
*p<0,05 * p<0,01,**p<0,001.

CMs en la CCG de retinas axotomizadas. Ampliaciones de retinas montadas a plano
intactas y lesionadas enfocadas en el CCG y que muestran inmunotincion de Iba1*, CD68*y
CD206".

Densidad media (CMs/mm?) * DE de CMs-lba* y CD68* en la CCG. Prueba de Kruskal-
Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p <
0,01.

Mapas de vecinos de CMs-CD206* tras ApNO en retinas axotomizadas a diferentes
tiempos tras la lesion. Los colores frios (gama de azules) corresponden a un menor nimero
de vecinos y tienen un rango de tamafio de 0-2 células vecinas y los colores mas célidos
(gama de rojos) a un mayor niimero de vecinos con un rango de tamafio de 19-21 células
vecinas 0 mas. Vemos como en estos mapas de vecinos, a 1 dia hay un menor nimero de
vecinos (colores azules y violetas) y como a 5y 9 dias (colores rojos, naranjas) este
numero aumenta considerablemente con respecto a intacto. A 45 dias el nimero de vecinos

es parecido a una retina intacta.

Numero total * DE de CMs-CD206* en la capa de CCG, en la cabeza del NOy en el CC
en las retinas intactas y axotomizadas. Observamos como a 1 dia hay un menor nimero
de CMs-CD206* en el CC que va aumentando hasta 5 dias y como a partir de ahi vemos
como ese numero de CMs-CD206* va disminuyendo. En cuanto al NO vemos como a 1 dia
hay un nimero menor de CMs-CD206* y como a partir de ahi va incrementando hasta 5 dias
y 9 dias el numero de CMs-CD206* hasta que vuelve a bajar a 45 dias. Prueba de Kruskal-
Wallis, significativamente diferente en comparacién con retinas intactas, * p <0.01, **p <
0,01.

CMs-CD206* en la cabeza NO y en el CC en retinas intactas y axotomizadas a diferentes
tiempos tras la lesion. (A): Izquierda: fotomontaje de una retina intacta montada en plano
que muestra inmunodeteccion de CD206. Medio, magnificacion del CC y a la derecha,
magnificacion de la cabeza del NO. Estos aumentos son de las areas enmarcadas que se
muestran en el fotomontaje. (B): Magnificaciones de la cabeza del NO y del CC en retinas

axotomizadas a diferentes tiempos tras lesion.

CMs en secciones trasversales de retinas contralaterales al ApNO unilateral.
Ampliaciones de retinas transversales intactas y contralaterales ilesas analizadas tras ApNO
e inmunotefidas contra Iba1, CD68 y CD206.
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Figura 50

Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55

Figura 56

Figura 57

Figura 58

Densidad media (CMs/mm?) + DE de CMs-lba* y CD68* en la retina interna (A), externa
(B) y total (C) en retinas contralaterales tras ApNO unilateral. Prueba de Kruskal-Wallis,

significativamente diferente en comparacion con las retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Numero total £ DE de CMs-CD206* en CCG, NO y en CC en las retinas intactas y
contralaterales al ApNO unilateral. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente

en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p<0,001.

Densidad y activacion de CMs en CCG de retinas contralaterales al ApNO unilateral.
Ampliaciones de retinas montadas planas intactas contralaterales ilesas enfocadas en la

CCG y que muestran inmunotincion de |ba1, CD68 y CD206.

Densidad media (CMs/mm 2) + DE de CMs-lba* y CD68* en la CCG de las retinas
contralaterales tras ApNO unilateral. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente
diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Mapas de vecinos de CMs-CD206* en retinas contralaterales al ApNO unilateral. Los
colores frios (gamas de azules) corresponden a un menor niimero de vecinos y tienen un
rango de tamafio de 0-2 células vecinas y los colores méas calidos (gama de rojos) a un
mayor nimero de vecinos con un rango de tamafio de 19-21 células vecinas o méas. Vemos
como en estos mapas de vecinos, tanto a 1 dia como a 5y 9 dias hay un r nimero de vecinos
similar al grupo intacto (colores azules y violetas) y como a 45 dias el nimero de vecinos es

ligeramente menor al grupo intacto.

Numero total + DE de CMs-CD206* en la CCG (A), en la cabeza del NO (B) y en el CC (C), en retinas
intactas y contralaterales al ApNO unilateral Observamos como a 1 dia hay un elevado nimero de
CMs-CD206* en el CC que va aumentando hasta 5 dias y como a partir de ahi vemos ese niimero de
CMs- CD206* va disminuyendo. En cuanto al NO vemos a 1 dia hay un nimero menor de CMs- CD206*
y a partir de 5 dias y 9 dias incrementa el nimero de CMs- CD206*. Prueba de Kruskal-Wallis,

significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.

CMs-CD206* en la cabeza del NO y en el CC en retinas intactas y contralaterales tras
ApNO unilateral a diferentes dias. A): Izquierda: fotomontaje de una retina intacta montada
en plano que muestra inmunodeteccion de CD206. Medio, magnificacion del CC y a la
derecha, magnificacion de la cabeza del NO. Estos aumentos son de las areas enmarcadas
que se muestran en el fotomontaje. (B): Magnificaciones de la cabeza del NO y del CC en

retinas contralateraes a la lesién a diferentes tiempos.

Activacion de astrocitos y células de Miiller en retinas axotomizadas. Aumentos de
retinas en seccion transversal intactas y lesionadas inmunotefiidas contra GFAP y vimentina,
y contratefidas con DAPI. CCG: capa de células ganglionares; CPE: capa plexiforme

externa; CP!I: capa plexiforme interna.

Activacion de astrocitos y células de Miiller en retinas contralaterales al ApNO
unilateral. Aumentos de retinas en seccién transversal intactas y lesionadas inmunotefidas
contra GFAP y vimentina, y contratefiidas con DAPI. CCG: capa de células ganglionares;

CPE: capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna.
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Figura 59 Disefio experimental Pagina 90
Figura 60 CGRs en retinas intactas. Ampliaciones representativas de retinas intactas que | Pagina 91

muestran las CGRs-Brn3a* (rojo) y RBPMS* (verde).

Figura 61 Densidad media (celssmm?) £ DE de CGRs-Brn3a* (A) y CGRs-RBPMS* (B) en | Pagina 91

retinas intactas.

Figura 62 CGRs en retinas intactas y tras CORs y ApNO unilateral. Ampliaciones | Pagina 94
representativas de retinas intactas y de retinas analizadas de 1 a 9 dias después de
CORs y de ApNO que muestran las CGRs-Brn3a* (rojo) y RBPMS* (verde).

Figura 63 Graficos X, Y (tiempo frente a células) que muestran la densidad media £ de | P3gina 95
(células/mm?) de CGRs-brn3a* (a) y CGRs-RBPMS* (b) en ambos grupos. El tiempo
0 son datos de retinas intactas. La regresion lineal se calcul6 en dos fases (xo en el dia
5). La pendiente 1 no difiere entre modelos o marcadores. La pendiente 2 es
significativamente mas pronunciada en los cors que después de ApNO para Brn3a, y
después de ApNO que en los CORs para RBPMS (p<0,0001). * intacto frente a
experimental (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, prueba de kruskal-wallis, prueba de
comparaciones multiples de dunn); # ApNO frente a CORs (#p<0,001, prueba de mann-
whitney). n=4-6 retinas/grupo/punto temporal.

CGRs a 7 dias en CORs inmunodetectadas con diferentes marcadores.

Figura 64 Pagina 96

Ampliaciones representativas de retinas intactas y CORs a los 7 dias que muestran la

inmunodeteccion de y-sinucleina, Blll tubulina, Brn3a y RBPMS.

Densidad media (cels/mm?) * DE de CGRs inmunodetectadas con cada marcador

Figura 65 Pagina 97

en retinas intactas y 7 dias después de CORs. * Diferencia significativa entre las
retinas intactas y las de 7 dias (***p<0,001, prueba de Mann-Whitney); # No hay
diferencia significativa entre los marcadores a los 7 dias (###p<0,001, prueba de

comparaciones multiples de Kruskal-Wallis, Dunn). n=4-6 retinas/grupo.

Pérdida de CMs en CCG de los CORs y tras ApNO unilateral. Ampliaciones
representativas de retinas intactas y retinas analizadas de 1 a 9 dias después de CORs

Figura 66 Pagina 99

y ApNO que muestran CMs-Iba1*.

Figura 67 Graficos X, Y (tiempo frente a células) que muestran la densidad media * DE | Pagina 100
(célulasimm?) de células Iba1* en ambos grupos.

El tiempo 0 son datos de retinas intactas. Tras una disminucion significativa de las
células Ibal1* entre el dia 0 y el 1 en los CORSs, los datos se ajustan a una regresion lineal
a partir del dia 1. La pendiente entre ambos modelos es significativamente mas
pronunciada después de ApNO que en los CORs (p=0,048). *Experimental frente a
intacto (**p<0,01, ***p<0,001, prueba de Kruskal-Wallis, prueba de comparaciones
mltiples de Dunn); # ApNO frente a CORs (#p<0,001, prueba de Mann-Whitney). n=4-
6 retinas/grupo/punto temporal.
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Figura 68 Los CORs tienen unamenor densidad de CMs fagociticas enla CCG que las retinas | p3gina 101

axotomizadas.

Ampliaciones representativas de retinas trazadas 7 dias después de ApNO y CORs que
muestran las células trazadas (OHSt, rojo) y las CMs-Iba1* (verde). Las células
Iba1*OHSt* son CMs fagociticas. Los asteriscos en los paneles de Iba1 marcan la zona
de la que se tomaron los aumentos de la derecha.

Figura 69 Densidad media % DE (células/mm?) de las CMs fagociticas en CORs y después de | Pagina 102
ApNO. * ApNO frente a CORs (***p<0,001, test de Mann-Whitney). n=4-6 retinas/grupo.

Figura 70 Induccién temprana de macrogliosis en los CORs. Microfotografias confocales | Pagina 103
representativas enfocadas en la de los CORs inmunodetectadas contra GFAP (purpura)
y Vimentina (verde). Debajo de cada imagen se muestran las representaciones en 3D
del espesor total de cada CORs. Las flechas sefialan las células de Miiller activadas.

n=4-6 retinas/grupo/tiempo. Barra: 100um.

Figura 71 Pagina 106

Disefo esperimental
Figura 72 Dibujos ( ) y representacién 3D (gris) de las CMs tras ApNO y en CORs a | Pagina 107
tiempos crecientes tras la lesion o in vitro. Estos dibujos y esquemas se utilizaron
para obtener los parametros cuantitativos de la morfologia que se describen en las

siguientes imagenes.

Figura 73 Dibujos ( ) y representacion 3D (gris) de las CMs representativas tras ApNO Pagina 109
y en CORs a tiempos crecientes. Estos dibujos y esquemas se utilizaron para obtener
los parametros cuantitativos de la morfologia que se describen en las siguientes

imégenes.

Figura 74 Dibujo representativo de una CMs axotomizada a 21 dias tras ApNO. En ella se Pagina 110

puede ver el numero de procesos que se cuentan.

) Namero de procesos * DE de las CMs en diferentes zonas de la retina. A: CORs. .
Figura 75 i ) i . Pagina 112
B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona
central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica(rojo). * Diferencia
significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion.

multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 76 Nimero total de procesos * DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y | Pagina 113
contralaterales al ApNO en comparacion con las retinas intactas. A: CORs. B:
retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina
intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesién). *
Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova

comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 77 Graficos comparativos que muestran el nimero de procesos * DE de las CMs en | Pagina 114
CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs y retinas lesionadas
(ApNO). B: CORs vy retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina lesionada
(ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs),
rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa
comparando entre CORs y ApNO vy entre retinas axotomizadas (lesionada vs
contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 A Anova comparacion. multiple.

prueba de Mann-Whitney).

Figura 78 llustracion donde se muestra c6mo se calcul6 el nimero de procesos de las ramas | Pagina 115
basales y apicales en las CMs en la retina. A y B: Ramas basales en color verde y

ramas apicales en color gris. A y B) Microglia de una retina axotomizadas a 21 dias.

Figura 79 Numero de procesos de ramas basales + de las CMs en diferentes zonas de la | Pagina 118
retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion
(ApNO). Zona central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo).
* diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 anova
comparacion. Multiple. Prueba de mann-whitney).

Figura 80 Numero de procesos de ramas apicales * de de las CMs en diferentes zonas de la | Pagina 119
retina. A: cors. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesién
(ApNO). Zona central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo).
* diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 anova

comparacion. Multiple. Prueba de mann-whitney).

Figura 81 Numero total de procesos de las ramas basales + DE de las CMs en CORs, retinas | Pagina 120
lesionadas y contralaterales. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas
contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina
lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparado
con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién. multiple. prueba de
Mann-Whitney).

Figura 82 Numero total de procesos de las ramas apicales + DE de las CMs en CORs, retinas | Pagina 121
lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C:
retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo
(retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa
comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion. multiple.

prueba de Mann-Whitney).
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Figura 83 Gréficos comparativos que muestran el nimero de procesos de las ramas basales | Pagina 122
* DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs
y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C:
retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina
intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). *
Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas
(lesionada vs contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 A Anova

comparacién. multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 84 Gréficos comparativos que muestran el nimero de procesos de ramas apicales £ | Pagina 123
DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterale a la lesion. A: CORs y
retinas lesionadas (ApNO). B: CORs vy retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C:
retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesién (ApNO). Gris (Retina
intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). *
Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas
(lesionada vs contralateral). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 A Anova comparacion.

multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 85 llustracién donde se muestra cémo se calculé el tamafio del soma en las CMs en | Pagina 124
la retina. A) Microglia de una retina axotomizadas a 21 dias. B) Microglia de un CORs

a 3 dias. Soma en color negro.

Figura 86 Media del tamafio del soma de la microglia (um? + DE. A: CORs. B: retinas | Pagina 125
lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta),
verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia
significativa comparado con intacta. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion.
multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 87 Gréficos agrupados que muestran el % de las CMs dentro de cada grupo y dia con | Pagina 126
un rango de tamafio (100% todas las CMs dentro de cada grupo). A: CORs. B:
retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO).

Figura 88 Dibujo representativo de una CMs axotomizada a 21 dias tras ApNO. En ella se | Pagina 127

puede ver el nimero como que es 'y como se calcula la longitud total.

Figura 89 Longitud total  DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas Pagina 129
lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona central (gris
claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia significativa
comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion. multiple.

prueba de Mann-Whitney).

Figura 90 Longitud total X DE de las CMs en la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). | Pagina 130
C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intactas), verde (CORs), rojo
(retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa
comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion. multiple

prueba de Mann-Whitney).
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Figura 91 Graficos comparativos que muestran la longitud total * DE de las CMs en CORs y | Pagina 131
retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs y retinas lesionadas
(ApNO). B: CORs vy retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina lesionada
(ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs),
rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa
comparando entre CORs y ApNO vy entre retinas axotomizadas (lesionada vs
contralateral a la lesién). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién. multiple.
prueba de Mann-Whitney).

Figura 92 llustracion donde se muestra como se calcul6 el nimero de procesos de las ramas | Pagina 132
basales y apicales en las CMs en la retina. A y B: Ramas basales en color verde y

ramas apicales en color gris. A y B) Microglia de una retina axotomizadas a 21 dias.

Figura 93 Longitud total de las ramas basales £ DE de las CMs en las 3 zonas de laretina. A: | Pagina 134
CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona
central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia
significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion.

multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 94 Longitud total de las ramas apicales + DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. | Pagina 135
A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO).
Zona central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). *
Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova

comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).

Figura 95 Longitud total de las ramas basales £ DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: | Pagina 136
CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris
(Retina intactas), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la
lesién). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Anova comparacién. multiple prueba de Mann-Whitney).

Figura 96 Longitud total de las ramas apicales + DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. | Pagina 137
A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO).
Gris (Retina intactas), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral
a la lesion). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001 Anova comparacion. multiple prueba de Mann-Whitney).

Figura 97 Gréficos comparativos que muestran la longitud total del nimero de ramas | Pagina 138
basales * DE de las CMs en CORs y retinas lesionadas y contralaterales a la lesion.
A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas contralaterales a la lesion
(ApNO). C: retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris
(Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la
lesién). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas
axotomizadas (lesionada vs contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Anova comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 98

Figura 99

Figura 100

Figura 101

Figura 102

Figura 103

Graficos comparativos que muestran la longitud total del nimero de ramas
apicales * DE de las CMs en CORs y retinas lesionadas y contralaterales a la
lesion. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO. B: COR y retinas contralaterales (ApNO).
C: retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina
intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). *
Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas
(lesionada vs contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova

comparacién. multiple. prueba de Mann-Whitney).

Volumen * DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la lesion.
A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO).
Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a
la lesion). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de Mann-Whitney).

Graficos comparativos que muestran el volumen * DE de las CMs en CORs, retinas
lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B:
CORs y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina lesionada (ApNO) y retinas
contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina
lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparando
entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas (lesionada vs contralateral a la lesion).

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de Mann-Whitney).

Area * DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas
(ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona central (gris claro),
zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia significativa comparado
con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de
Mann-Whitney).

Perimetro £ DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas
(ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona central (gris claro), zona
medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia significativa comparado con
intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba de Mann-
Whitney).

Area total + DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la
lesion. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesién
(ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina
contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 104 Graficos comparativos del area * DE de las CMs en la retina. A: CORs y retinas Pagina 146
lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina
lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta),
verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia
significativa comparando entre CORs y ApNO vy entre retinas axotomizadas (lesionada
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ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS
Esta tesis esta dividida en ocho partes: introduccion, objetivos e hipotesis, material y métodos, resultados
(con sus respectivos disefios experimentales), discusion, conclusiones y bibliografia. Por ultimo, se

incluyen en forma de anexos las publicaciones de parte de estos resultados.

La introduccion consta de una serie de apartados. En el primero se repasan los conceptos basicos anatémicos
y fisiolégicos de SNC, en especial del sistema visual (SV) del roedor. Dentro de este apartado se describe en
profundidad la retina y las poblaciones celulares de las que se compone, en concreto, de las CGRs. En el siguiente
apartado se describe en profundidad las células de la glia. Centrandose tanto en las CMs como macrogliales. El

Ultimo apartado se centra en la degeneracién neuronal, poniendo hincapié en los modelos de estudio en raton.

En el segundo capitulo se plantea la hipoétesis de este trabajo. En ella se describe una estimacion de los posibles

hallazgos a descubrir.

En el tercer capitulo se plantean los objetivos de esta tesis, primero de forma general y posteriormente se
desglosan mas concretamente unos objetivos especificos derivados de cada apartado de los que consta esta

tesis.

El cuarto capitulo corresponde a la descripcion de material y métodos utilizados para la realizacion de la tesis.
En este aparatado se exponen las metodologias para la identificacion de las CGRs y de las CMs y macrogliales.
También la realizacion de la axotomia del NO, el CORs, uso del Image J e Imaje J Fiji, y los métodos de anélisis

de imagen empleados.

En el cuarto capitulo se exponen los resultados. Este capitulo esta dividido en tres apartados correspondientes
a cada uno de los objetivos generales. Para hacer mas facil la comprensién, al principio de cada apartado de los

resultados, se muestra el disefio experimental llevado a cabo para la consecucion de los objetivos.

Asi, en el primer apartado se analiza el comportamiento de la curva de muerte de las CMs tras una lesion a una
distancia de 0,5mm del NO, tanto en el ojo lesionado como en el ojo contralateral a la lesién a diferentes tiempos.
Dentro de este apartado, también se estudia y analiza los dos fenotipos de la microglia en la retina de ratén y la

poblacion de células macrogliales.

En el segundo apartado, se estudia y se compara el curso de muerte de las CGRs in vivo e in vitro. También se
muestran los resultados de la caracterizacion de los CORs como modelo de estudio de la poblacién de las CGRs
tras axotomia del NO. En este apartado, ademas se estudia la poblacion de CMs y se comparan dichos datos con
el modelo de ApNO.
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Por ultimo, se estudia la morfologia, la longitud total, el numero de procesos, el area ocupada de las CMs, el area
y el perimetro, la circularidad del soma de las CMs y el radio méaximo en CORs y en ApNO. Para una mayor
comprensién de la tesis, al final de cada apartado de los resultados, se han incluido unas conclusiones especificas

derivadas de cada apartado, que seran resumidas en el capitulo de conclusiones generales.

El quinto capitulo corresponde a la discusion, en la que se analizan de forma critica los resultados obtenidos y

se comparan con los resultados obtenidos por otros autores en estudios previos.

En el sexto capitulo se enumeran las principales conclusiones del trabajo y los hallazgos originales mas

relevantes.

En la séptima y Ultima parte, la bibliografia, se incluyen las referencias de los trabajos cientificos consultados

para esta tesis.

Por ultimo, se han incluido como anexos, las principales publicaciones que recogen una gran parte de los trabajos

experimentales presentados en esta tesis doctoral.
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HALLAZGOS ORIGINALES

La realizacion de esta tesis nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos originales:
La realizacion de esta tesis nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos originales:

1. En referencia al curso de activacion glial en retinas lesionadas y contralaterales a la lesion tras una

axotomia unilateral:

I) En este estudio se caracteriza los dos estados de las CMs en retinas intactas y tras ApNO unilateral en retinas

montadas a plano y en secciones trasversales de retina.

Il) Se evalla el curso de activacién glial en retinas intactas y tras ApNO unilateral en retinas montadas a plano y

en secciones trasversales de retina.

lIl) Se describe numérica y topogréficamente la poblacion total de las CMs M2 en retinas lesionadas y

contralaterales a la lesion tras ApNO.

IV) Se evalla el curso de activacién macroglial en retinas intactas y tras ApNO unilateral en retinas montada a

plano y en secciones trasversales de retina.

2. En referencia al analisis comparativo de curso de muerte de CGRs y activacion microglial entre cultivos

organotipicos de retina y retinas axotomizadas:

I) Se compara el curso temporal de degeneracién de las CGRs entre CORs y ApNO usando marcadores de

viabilidad neuronal y estructurales
Il) Se cuantifica la poblacion de CMs a lo largo del tiempo en CORs y en retinas axotomizadas
lIl) Se estudia la actividad macroglial en CORSs.

3. En referencia al analisis comparativo de la morfologia de la microglia entre cultivos organotipicos de

retina y retinas axotomizadas y contralaterales a la lesion

I) Se realiza una comparacion morfolégica cuantitativa del tamafio, forma, volumen, numero y longitud de las

prolongaciones de las CMs-Iba1* en CORs, en retinas axotomizadas, contralaterlaes a la lesion e intactas.

I) Se muestra que estas alteraciones morfoldgicas son mas marcadas en CORs seguido de retinas axotomizadas

y finalmente de los encontrados en las retinas contralaterales.
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I. INTRODUCCION

I.1. EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El SNC es el encargado de procesar la informacién exterior, asi como generar, enviar y conducir los impulsos
nerviosos necesarios a musculos y nervios de nuestro cuerpo. Esta compuesto por el cerebro, la retina, la médula
espinal y los nervios centrales. En el SNC existen dos tipos especializados de células que lo constituyen: las

células nerviosas (neuronas) y las células de la glia.

Las neuronas son células bien diferenciadas cuya morfologia esta muy bien definida con pequefias diferencias
entre los tipos de neuronas (Figura 1). El cuerpo 0 soma celular acoge el nicleo, mitocondrias y otras organelas.
Las dendritas son ramificaciones que emanan del soma celular y, que, junto a este, reciben neurotransmisores de
otras neuronas en un proceso llamado sinapsis. El axon es una fibra nerviosa polarizada de mayor longitud que
transmite la informacién o impulsos nerviosos en forma de potencial de accion hacia otra célula, ya sea otra
neurona diana o con otro tipo celular como célula muscular o glandular. El axén puede encontrarse revestido y

protegido por vainas de mielina, que aumentan la velocidad de transmision del impulso eléctrico (Hubel, 1999).

Vaina de Mielina

l

Cuerpo celular

2" Nédulos de (soma)

Axén Ranvier Dendritas

Figura 1. Esquema de las principales partes de una neurona.
La neurona presenta polaridad funcional donde las dendritas y el soma son elementos receptores de estimulos y el axon actua como
elemento conductor y transmisor de impulsos nerviosos a otras neuronas u otro tipo de células. llustracion tomada de:

https://www.istockphoto.com/es/fotos/neurona.
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Las células gliales son mas numerosas que las neuronas y desempefian funciones auxiliares complementando a
éstas. Entre las funciones més destacadas cabe mencionar que son las responsables del sostén y la nutricién de
las neuronas, forman la vaina de mielina, mantienen la homeostasis o desempefian un papel inmunitario. Las
principales células gliales son los oligodendrocitos, astrocitos, microglia y células ependimarias (Figura 2). En la
retina, modelo utilizado en esta tesis, no hay células ependimarias, pero hay un tipo de célula de la glia radial

caracteristico: la célula de Miller.

—_

A) Oligodentrocitos S D) Microglia

. SNC
B) Células
Ependimales E) Astrocitos
C) Células de . .
Schwann x
L ES
<@
’ —  SNP

Figura 2. Esquema de las principales células de la glia.

Las células gliales mantienen la homeostasis en el SNC. A) Oligodentrocitos: forman la vaina de mielina en el SNC.B) Células
Ependimiales: células especializadas que recubren los ventriculos cerebrales y el canal central de la médula espinal. C) Células de
Schwann: se sitan entre las neuronas como los astrocitos, fagocitan los restos celulares como la microglia y forman la mielina en el
SNP. D) Microglia: Las células de microglia son los macréfagos residentes del SNC.E) Astrocitos: Son las células gliales méas

abundantes y se denominan de esta manera por su forma estrellada. Esquema realizado en: www.biorender.es.
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1.2. SISTEMA VISUAL

El sistema visual (SV) se encarga de recibir, procesar e interpretar la informacion luminosa, para alcanzar una
percepcion muy precisa del mundo fisico que nos rodea. Se trata de un sistema binocular, por lo que la informacion
que recibe cada ojo es diferente y a si, se forma una imagen en la corteza visual que permite evaluar la distancia
entre objetos, asi como los movimientos, los colores y las formas de dichos objetos. El SV esta formado por el
0jo, la retina, el nervio dptico (NO), el quiasma 6ptico, el tracto dptico y las diferentes areas de proyeccion visual.
Los ojos funcionan como unas sencillas cdmaras fotograficas: la cérnea y la lente del cristalino forman en la retina
una imagen invertida de los objetos que enfocan; el iris hace de diafragma pues regula la cantidad de luz que
pasa a través de la pupila y la retina se corresponderia con la pelicula fotografica sensible a la luz. La principal
funcion de la retina consiste en captar la energia de la luz para transformarla en energia eléctrica. La informacién
visual recogida en la retina se manda al cerebro a través de los axones de las células ganglionares de la retina
(CGRs), que en conjunto forman el NO.

Las proyecciones de los NO de ambos ojos se juntan en el quiasma dptico, y en humanos la informacién
procedente de éstos se divide antes de llegar al nucleo geniculado dorsolateral (DLGN) de manera que la mitad
de los axones decusan al otro hemisferio. Una vez en el DLGN, mediante las radiaciones opticas, la informacion

es enviada a la corteza visual para su procesamiento (Dowling, 1987) (Figura 3).

Cortex
Visual

Figura 3. Sistema visual en humanos.

llustracion tomada de: hitps://www.lucescei.com/estudios-y-eficiencia/extractos-libro-blanco-deiluminacion/el-sistema-visual-humano.
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.2.1. ANATOMIA DEL 0JO

El globo ocular es un érgano situado en la 6rbita, de estructura esférica y que tiene movimiento gracias a la accion
de musculos extraoculares, cuatro rectos y dos oblicuos. En su zona posterior se encuentra el NO envuelto en
una vaina de mielina. El globo ocular esta formado por tres capas concéntricas: la tunica externa, la capa

intermedia o Uvea y la capa mas interna, la retina (Figura 4).

Tunica

intermedia

. Célula Célula
Tunica ganglionar horizontal
externa

Célula
bipolar

Célula
amacrina

. Nervio
Retina (’)p“co

Figura 4. Esquema general del globo ocular.

Seccion sagital del ojo humano. Se muestran las posiciones relativas de las 3 capas nucleares de la retina. La luz tiene que pasar a través

de la retina antes de alcanzar los bastones y los conos. llustracién tomada de: “Ojo, cerebro y vision”, D. Hubel, 1999.

La tinica externa es la capa mas superficial, esta formada en la zona anterior por la cérnea, un tejido formado por
colageno cuya funcion principal es la de permitir el paso de la luz a través de su tejido avascular y transparente y
del enfoque de ésta en la retina gracias a su poder didptrico. Periféricamente a la cornea, la tinica externa continta
con la esclerética, una capa blanca constituida por tejido conjuntivo (Del Monte y Kim 2011; Lammert 2014), cuya

funcién principal es la de proteccion de las estructuras mas internas del globo ocular.

La tinica intermedia contiene una capa muy vascularizada llamada uvea. Situada en el polo anterior de esta capa
se encuentra el cuerpo ciliar (CC), cuya superficie presenta numerosos pliegues llamados procesos ciliares
dedicados a la formacién del humor acuoso. En el interior del CC se encuentra el musculo ciliar cuya contraccion
permite el abombamiento del cristalino y el enfoque de estimulos visuales a corta distancia. Estos movimientos

permiten el enfoque de la imagen en la retina. Este fenémeno se conoce como acomodacién.
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Para finalizar, el iris se sitUa anterior al CC. El iris es una estructura formada por dos grupos de musculos: misculo
circular o esfinter del iris y los musculos radiales. La contracciéon y relajacidn de estos musculos permiten aumentar
o disminuir el tamafio pupilar y, por tanto, la cantidad de luz que entra en el globo ocular. Seguidamente, la Gvea
forma la coroides, cuya estructura, muy vascularizada, permite la nutricion de la retina externa.

La capa mas interna es la retina y, como mencionamos anteriormente, es un tejido neuronal parte del SNC. Esta
formada por diversas capas que permiten la captacion de informacion luminosa, la transformacion a un impulso
eléctrico y la transmision de este al cerebro a través del NO, donde se procesara para generar imagenes o para

funciones no formadoras de imagenes reguladas por la luz.

.3. LA RETINA DE MAMIFEROS

El facil acceso a la retina, unido a la posibilidad de estudiar el procesamiento de la informacion en una porcién del
SNC convierte a esta estructura en un modelo de gran utilidad para estudios fisiologicos y morfologicos del SNC
en general (Dowling & Ripps, 1976; Dowling, 1987). La retina fue descrita por Don Santiago Ramon y Cajal como
“...Una extension periférica del Sistema Nervioso Central, cuya delicadeza, transparencia y otras caracteristicas
estructurales la hacen especialmente apta para el anélisis histoldgico...” (Ramon y Cajal, 1892). La retina se
encuentra alojada dentro del globo ocular. Los fotorreceptores constituyen las primeras células de la via visual
cuya funcién es detectar y transformar el estimulo luminoso en una sefial eléctrica que es procesada por las
neuronas intermedias de la retina (bipolares, amacrinas, horizontales e interplexiformes) hasta llegar a las CGRs.
Estas, a través de sus axones que forman el NO, envian la informacién luminosa a diversas regiones retino-
recipientes del cerebro que procesan la informacién procedente de diversos tipos de CGRs para dar lugar a la
formacion de laimagen (vision) y a las respuestas no visuales que desencadena la luz, como la sincronizacion de

los ritmos circadianos o el reflejo pupilar (Figura 5).

El SV de roedor constituye un buen modelo de experimentacion en estudios de neurodegeneracion y
neuroproteccion. Una de las ventajas de utilizar roedores es el facil manejo para generar una gran cantidad de
progenie a corto plazo, asi como la posibilidad de generar ratones transgénicos. El principal motivo de utilizar en
esta tesis el ratén C57BL/6 como modelo experimental es que la poblacion de CGRs ha sido bien caracterizada
funcional y morfolégicamente (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Alarcon-Martinez y cols.,2009,2010; Sanchez-
Migallon y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013b). En los ratones, la retina esta organizada en capas de
manera idéntica a la de los otros mamiferos; sin embargo, no posee févea como los humanos y los primates,
aunque si posee una estria visual, una region de alta densidad de CGRs y conos L/IM (Salinas-Navarro y cols.,
2009a, 2009b; Ortin-Martinez y cols., 2010).
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Figura 5. Esquema de la retina realizado por Santiago Ramén y Cajal.
En esta imagen se muestran todas las capas de la retina de mamifero. Se puede observar que, en la parte inferior, correspondiente a la
zona mas interna, se encuentran los axones de las CGRs que migran fuera de la retina, para formar el NO. llustracion tomada de: “Ojo,

cerebro y vision”, D. Hubel, 1999.

La retina de todos los animales vertebrados adultos esta formada por capas perfectamente organizadas. Aunque
cada especie de vertebrado tiene algun tipo de especializacion topografica en la retina que la hace unica, la
laminacién basica es constante en todos ellos (Figuras 5y 6). Del interior al exterior se organizan de la siguiente

manera:
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Membrana limitante interna (MLI), es una I&mina basal de glicoproteinas adheridas a las células

de Miller. Separa la retina del humor vitreo.

Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR), esta formada por los axones de CGRs que se

dirigen fuera de la retina para formar el NO.

Capa de las células ganglionares (CCG), en esta capa se encuentran los somas de las CGRs y

de las células amacrinas desplazadas (Jeon y cols, 1998; Nadal-Nicolas y cols., 2015a).

Capa plexiforme interna (CPI), se produce la sinapsis entre células amacrinas, bipolares,

interplexiformes y las CGRs.

Capa nuclear interna (CNI), esta formada por los nucleos de las células bipolares, horizontales,

amacrinas, interplexiformes, células de Miller y las CGRs desplazadas.

Capa plexiforme externa (CPE), es donde se producen las conexiones sindpticas de los

fotorreceptores y las células bipolares, horizontales e interplexiformes.

Capa nuclear externa (CNE), se encuentran los somas de los fotorreceptores, conos y bastones.
Los fotorreceptores mas abundantes en roedores son los bastones, y a diferencia con humanos,
solamente tienen dos tipos de conos, los que detectan la luz azul o conos S y los que detectan la
luz rojalverde o conos LIM (Szel y cols., 1993; revisado en Bowmaker y cols., 2006, Ortin-Martinez
y cols., 2010, 2014).

Capa de segmentos externos (SEF) e internos (SIF) de los fotorreceptores, encargada de sentir

la informacién luminosa.

Membrana limitante externa (MLE), formada por complejos de unidn, entre la regién méas externa

de las células de Miiller y entre éstas y los fotorreceptores.

Epitelio pigmentario de la retina (EPR), formado por una monocapa de células epiteliales que
externamente limita con la capa mas interna de la coroides, altamente vascularizada. Contiene
granulos de pigmento, melanina, que es la responsable de la absorcidn y reflexion de la luz. También

tiene un importante papel como soporte de los fotorreceptores.
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Figura 6: Dibujo esquematico de las células de la retina de los mamiferos.

Vasos sanguineos (BV), células amacrinas (A), astrocitos (AS), células bipolares (B), conos (C), células ganglionares (G), células
horizontales (H), células de Mller (M), microglia (Mi), bastones (R), nervio dptico (ON). Capas de la retina (de la mas interna a la mas
externa), capa de fibras nerviosas (NFL), capa de células ganglionares (GCL), capa plexiforme interna (IPL), capa nuclear interna (INL),
capa plexiforme externa (OPL), capa nuclear externa (ONL), capa de los segmentos externos (0S), epitelio pigmentario (PE) y coroides

(Ch). Acrénimos en inglés. Esquema tomado de: Vecino y cols., 2016.

En la retina hay 2 tipos de células gliales: macroglia (células de Mller y astrocitos) y microglia (CMs).

.4. CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA (CGRs)

Como hemos dicho, las CGRs son las Unicas neuronas aferentes de la retina. La mayoria de las CGRs se
encuentran en la CCG, aunque una minoria, conocida como células ganglionares desplazadas, se localizan en la
CNI (Perry, 1979; Nadal-Nicolas y cols., 2012). Se han descrito mas de 40 suptipos de CGRs dependiendo de sus
caracteristicas morfologicas. Las CGRs se dividen en varios subtipos en funcion de los perfiles morfologicos [~35,
(Bae y cols., 2018)], fisiolégicos [~30; (Baden y cols., 2016)] o de expresion génica [~46, (Tran y cols., 2019,
Rheaume y cols., 2018)].

Pueden agruparse de forma bastante mas exhaustiva en sus dos tipos funcionales: CGRs formadoras de vision y

no formadoras de vision. Existe un subtipo de CGRs que no esté implicado en la funcién visual.



TNTRARUCCION

Estas se conocen como CGRs intrinsicamente fotosensibles (CGRip), y expresan el fotopigmento melanopsina
que les permite recibir estimulos luminosos. Las CGRip permiten regular el suefio, la temperatura corporal, los
niveles hormonales y otras variables fisiologicas (Provencio y cols., 2000; Schmidt y cols., 2011). En rata y raton
las CGRip son aproximadamente un 2,4% y un 7,5% de las CGRs totales, respectivamente (Galindo-Romero y
cols., 2013b; Valiente-Soriano y cols., 2014, Chen y cols.,2021).

I..4.1. PROYECCIONES DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA EN ROEDORES

La informacién visual procesada en la retina de mamiferos es conducida por los axones de las CGRs a los n(cleos
retinorrecipientes del cerebro. A la salida del globo ocular, los axones convergen para formar el NO, por donde
llegan al quiasma 6ptico. En roedores, méas del 95% de los axones de las CGRs se decusan a nivel del quiasma
(Lund, 1965; Perry, 1979; Drager y Olsen, 1981; Linden y Perry, 1983, Nadal-Nicolas y cols., 2012), a diferencia
de los humanos, en los que sélo decusan el 50% de los axones. Las CGRs del roedor proyectan a las siguientes
regiones del cerebro: nucleo supraquiasmatico, nucleo dptico accesorio, nucleo pretectal, nucleo geniculado
ventrolateral, el DLGN vy el coliculo superior (CS) (Rodiek, 1979). La proyeccion de los axones en las distintas
regiones del cerebro se realiza de una manera topografica muy precisa (Linden y Perry, 1983; Sauve y cols., 2001;
2002).

En roedores, las principales regiones retinorrecipientes son los CS, donde proyectan la mayor parte de CGRs
(Lund, 1965, 1969; Linden y Perry, 1983; Salinas-Navarro y cols., 2009a,2009b), y estén situados en la parte
dorsal del mesencéfalo, rostrales al coliculo inferior (Cl) (Figura 7). Estan compuestos por varias capas, que del
estrato mas superficial al mas profundo son: stratum zonale, stratum griseum superficiale, stratum opticum,
stratum griseum Intermediale, stratum album intermediale, stratum griseum profundum, y stratum album
profundum. Las tres primeras capas, denominadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias retinianas y
se encargan de procesar estimulos visuales (Hofbaver y Dréager, 1985; Sefton y Dreher, 1985; Sefton y cols.,

2004), mientras que las cuatro restantes procesan informacion auditiva y somatosensorial (Stein, 1984).
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Figura 7: Localizacion de los coliculos superiores en el cerebro del raton.
Esquema de una seccion sagital del cerebro de raton donde se muestra el CS como una protuberancia situada en la parte dorsal del

mesencéfalo, rostral al Cl. Esquema modificado de: “The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y Franklin, 2001.
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Las CGRip proyectan sus axones a diferentes nucleos cerebrales de los que proyectan el resto de las CGRs. El
principal centro de proyeccion es el nicleo supraquiasmatico, a través del tracto retinohipotaldmico (via por la que
también discurre el sistema formador de imagenes). El nicleo supraquiasmatico es el encargado de la
sincronizacion y regulacion de los ritmos circadianos mediante la estimulacion de la secrecion de melatonina por
la glandula pineal (Gooley y cols., 2001; Hannibal y cols., 2002). Cuya actividad esta regulada por irradiancia
luminica. Ademas, algunas proyecciones de las CGRip llegan a la lamina intergeniculada y al nicleo de la oliva
pretectal, responsable del reflejo pupilar. También se ha descrito la proyeccion de CGRip a regiones como el area
predptica ventrolateral (que regula el suefio), la zona subparaventricular, el nucleo geniculado ventro-lateral y el

coliculo superior (Hattar y cols., 2006) (Figura 8).

Figura 8: Principales proyecciones neuronales de las CGRs melanopsinicas de raton.

Los axones de las CGRs melanopsinicas (azul oscuro) proyectan principalmente al nicleo supraquiasmatico, encargado de la regulacion

de los ritmos circadianos, y una minoria a la lamina intergeniculada lateral y nucleo de la oliva pretectal, encargado del reflejo pupilar.
Ademas, existen circuitos sinapticos (naranja) que se originan en el nlicleo supraquiasmatico hacia el nucleo paraventricular, el nucleo
intermediolateral y el ganglio cervical superior. A su vez, el nucleo de la oliva pretectal establece conexiones con el nicleo de Edinger-
Westphal que a su vez conecta con el ganglio ciliar y éste inerva el musculo del iris (azul claro). llustracién modificada de: Berson y
cols.,2003.

.4.2. IDENTIFICACION DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA

Las CGRs se utilizan como modelo para estudiar los cambios degenerativos asociadas a la lesion axonal del SNC
y las propiedades neuroprotectoras de diferentes sustancias. Para poder conocer con exactitud tanto la proporcion
de CGRs que mueren tras un insulto como la que sobrevive tras un tratamiento, es muy importante su
identificacion para diferenciar estas células de las células amacrinas desplazadas, ya que ambos tipos celulares
se encuentran en la CCG (Nadal-Nicolas y cols.,2015b). Existen diferentes procedimientos y técnicas que
permiten identificar las CGRs, siendo el trazado retrogrado desde las regiones retinorecipientes (Salinas-Navarro
y cols., 2009b) o la inmunodeteccion de proteinas que s6lo se expresan en esta poblacién neuronal, los dos

métodos mas utilizados. A continuacion, se detallan algunas técnicas para identificar este tipo celular.

~11~
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.4.3. MARCAJE RETROGRADO CON TRAZADORES NEURONALES

Hasta el descubrimiento de marcadores especificos de CGRs, una de las técnicas mas utilizadas para identificar
las CGRs era el marcaje retrégrado con trazadores neuronales aplicados en el NO o en los territorios de
proyecciéon de las CGRs en el cerebro. Los axones de las CGRs captan el trazador y lo transportan

retrogradamente hasta el soma celular, donde se acumulan.

Existen dos métodos para trazar retrégradamente las CGRs. El primero de ellos consiste en aplicar el trazador en
el mufion del NO (MNO) tres dias antes del procesado del animal. De esta forma, se trazan la totalidad de las
CGRs. El segundo método consiste en aplicar el trazador en ambos CS, principales territorios de proyeccion de
las CGRs en roedores (Perry, 1981, Nadal-Nicolas y cols.,2015c). Estudios anteriores han descrito que la
aplicacion del trazador en los CS de la rata y del ratén se trazan aproximadamente un 98,4% y un 96,5% del total

de las CGRs, respectivamente (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolas y cols.,2014).

El fluorogold (FG) y su anélogo, el hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt), son los trazadores que se
transportan activa y retrégradamente. EI nimero y la distribucién espacial de las CGRs en rata y ratén son
trazadas desde los CS o desde el MNO, ha sido ampliamente estudiado por nuestro grupo (Nadal-Nicolas y cols.,
2009, 2013; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b). A partir de ahora, nos referiremos a las CGRs trazadas con
OHSt como CGRs-OHSt".

|.5. MARCADORES FENOTIPICOS

Los marcadores fenotipicos son proteinas que, en la retina, se expresan en CGRs y permiten su identificacion por

técnicas de inmunodeteccion. Los marcadores més utilizados son, el Brn3a y las RBPMS.

El Brn3a es un factor de transcripcién con dominio POU clase IV (Pou4f) que se expresa en el 91% de la poblacion
total de CGRs en ratén (Galindo-Romero y cols., 2011) y en el 97% en rata (Nadal-Nicolas y cols., 2009). La
expresion de Brn3a permanece en las CGRs mientras éstas estén vivas (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Sanchez-

Migallon y cols., 2011) y su patrén de expresion no cambia tras una lesion.

Por lo tanto, es un buen marcador de CGRs para el estudio del curso temporal de muerte neuronal en distintos
modelos de lesion experimental, como la seccion o aplastamiento del NO (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-
Romero y cols., 2011, 2013a), hipertension ocular (Salinas-Navarro y cols., 2010), o las degeneraciones retinianas
(Garcia-Ayuso y cols., 2010, 2011) y en el estudio de su supervivencia tras la administracién de un tratamiento

neuroprotector (Sanchez-Migallon y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013a;Norte-Murioz y cols.,2021,2022).

El Brn3a se expresa en las CGRs implicadas en vision, pero no se expresa en las CGRip (2,4% de las CGRs
totales en rata. 7,5% en raton). Asi, immunodetectando Brn3a se identifica la poblacién de CGRs implicadas en

la formacion de imagenes (Galindo-Romero y cols., 2013a; Valiente-Soriano y cols., 2015).

~12 ~
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RBPMS: (RNA-binding protein with multiple splicing sites), es una proteina de la familia de proteinas de union a
RNA con multiples sitios de union que ha sido utilizada como marcador de CGR en modelos de excitoxicidad,
aplastamiento del NO e hipertension ocular (Kwong y cols., 2011, 2013). Se expresa en un 99,5 % de las CGR

trazadas desde los coliculos superiores, incluidas las CGRip (Rodriguez y cols., 2014).

También se utilizan otros marcadores para detectar las CGRs como son: NeuN, Blll-tubulina y y-sinucleina. La
cuantificacion de las CGRs con estos marcadores puede ser problematica debido a varios factores como, en el
caso de NeuN, que también se expresa en parte de la poblacién de células amacrinas (Mullen y cols., 1992,
Buckingham y cols., 2008). La Blll-tubulina y y-sinucleina son proteinas citoplasmaticas y axonales, por lo que la

gran densidad de axones en el centro de la retina dificulta la cuantificacion de las CGRs.

1.5.1. DENSIDAD DE CGR EN RETINAS INTACTAS

En nuestro grupo, hemos caracterizado la poblacién de CGRs-Brn3a* en retinas de raton y rata (Nadal-Nicolas y
cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011). En ratdén pigmentado, la poblacién total de CGRs-Brn3a* es de
34.627+ 1821, con una densidad media de 2.522+193 CGRs-Brn3a* /mm? (Galindo-Romero y cols., 2011).

Sin embargo, esta densidad media es engafiosa, ya que la poblacién de CGRs no es homogénea en la retina,
siendo mas densa en el centro que en la periferia (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011).
Asi, el rango de densidad de CGRs-Brn3a* en raton oscila de 3.571 CGRs/mm2 en el centro a 1.883 CGRs/mm?
en la periferia. En cuanto a la densidad de CGRs-RBPMS*, varia de 4890 + 220 CGRs/mm?2en el centro a 1847+
286 CGRs/mm2, en la periferia de la retina (Rodriguez y cols., 2014).

|.6. CELULAS DE LA GLIA EN LA RETINA

Historicamente, se han considerado a las neuronas como el tipo celular mas importante del SN. Pero éstas no
podrian desempefiar su papel sin contar con el apoyo de otras células que forman la denominada neuroglia, glia
o células gliales. Las células de la glia pueden dividirse en dos grandes grupos: la microglia y la macroglia (Figura
9). En el SNC, se observa un tipo de célula macroglial ausente en la retina, el oligodendrocito, cuya funcién
principal es la de recubrir con su membrana plasmatica el axén de la neurona y asi mejorar la velocidad de
conduccion del mismo (Nave, 2010).

En la retina se observan dos tipos de células de la macroglia (células de Miller y astrocitos) y las células de la
microglia. Las células de la macroglia comparten el mismo origen embrionario, el ectodermo, salvo la microglia,

que tiene un origen mesodérmico.

~13~



Figura 9: Las cuatro especies de corpusculos intersticiales ("células gliales ") en el tejido nervioso humano:
A) célula neuroglial (astrocito) de tipo protoplasmico, en la sustancia gris cerebral; B) célula neuroglial (astrocito), de tipo fibroso tipica en
la sustancia blanca cerebral; C) microglia; D) glia interfascicular (oligodendrocitos) de la sustancia blanca del encéfalo. Imagen tomada

de: Tremblay y cols., 2015.

Las CMs son los macréfagos residentes del SNC. Realizan numerosas funciones requeridas para el bienestar del
SNC, como mantener la homeostasis, defensa de patdgenos o fagocitar los cuerpos de las células muertas (Chen
L y cols., 2002, Madeira y cols., 2015; Orihuela R y cols., 2016; Lana ,2021).

Aunque fueron descritas hace mas de un siglo, han cobrado un papel relevante en los Ultimos afios y hoy hay
muchas lineas de investigacion que indican que la desregulacion de la microglia contribuye a la patogénesis de

enfermedades neurodegenerativas.

.1.6.1. DESCUBRIMIENTO DE LA MICROGLIA

Don Santiago Ramén y Cajal (figura 10 A) puso a punto una tincién para marcar los astrocitos, especificamente
mediante el método del cloruro de oro sublimado, diferenciandolos asi del resto de células del SNC (Ramon y
Cajal, 1913). Sin embargo, no logré una clara separacion entre microglia y oligodendrocitos, clasificados en un
primer momento dentro del mismo grupo como células adendriticas o “el tercer elemento”.

El primer cientifico en diferenciar la microglia como un tipo celular en si mismo fue Don Nicolas Achucarro (Figura
10 B) mediante una tincién de taninos y nitrato de plata amoniacal (Figura 11). Con esta tincién, Achlcarro
diferenci6 claramente unas células fagociticas granuloadiposas de otras con forma de estrella, fibrillas neurogliales
y prolongaciones dirigidas hacia los vasos sanguineos, que se correspondian con microglia y astrocitos
respectivamente (Achucarro, 1911).

Las células gliales ayudan a mantener la homeostasis en la retina mediante la regulacion del intercambio ionico,
la glucosa, nutricién, transporte de neurotransmisores y la neuroproteccion de las células nerviosas e inmunidad
del SNC (Figura 6) (Vecino y cols., 2016).

Las CMs tienen una funcién importante como "células de vigilancia" altamente especializadas que vigilan
continuamente el microambiente y responden rapidamente a las lesiones neuronales mediante la fagocitacitosis
de desechos neuronales potencialmente perniciosos, la secreciéon de mediadores inflamatorios locales y la

comunicacion con otras posibles células efectoras del sistema inmunitario (Hanisch y Kettenmann, 2007).
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Figura 10: El descubrimiento de las CMs.

(A) Don Santiago Ramon y Cajal (1852-1934) médico especializado en histologia y anatomia patolégica. Compartio el premio Nobel de
medicina con Don Camilo Golgi en 1906. (B) Don Nicolds Achtcarro y Lund (1880-1918) médico neurocientifico especializado en
enfermedades mentales. (C) Don Pio del Rio Hortega (1882-1945) médico especialista en histologia y neuroanatomia. Imagenes tomadas

de: www.google.es.
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Figura 11: Dibujos esquematicos de los métodos histoldgicos que permitieron identificar las CMs.

(A) EI método de taninos y nitrato de plata amoniacal desarrollado por Achucarro permitié observar la capacidad fagocitica de la microglia
(a las que denomind células granuloadiposas) en el cerebro de un conejo con rabia. (B) Ramén y Cajal introdujo su método de cloruro de
oro sublimado, que permiti6 diferenciar los astrocitos de otras células débilmente marcadas, a las cuales denominé “el tercer elemento”.
Rio-Hortega completd el trabajo de ambos, por medio del método de carbonato de plata diferencié la microglia (C) de los oligodedrocitos

(D), éstos ultimos identificados con el método Golgi-Hortega. Dibujo modificado de: Tremblay y cols., 2015.

~15~



TNTRARUCCION

|1.6.2. IDENTIFICACION Y MORFOLOGIA DE LAS CELULAS DE MICROGLIA
El Dr. Pio del Rio-Hortega (figura 10 C) discipulo del Dr. Nicolas Achtcarro puso a punto el método del carbonato
de plata que mostraba que “la microglia se caracteriza por su nucleo pequefio y oscuro envuelto por escaso
protoplasma y sus extensiones torcidas y ramificadas, adornadas con espinas laterales” y asi logré diferenciar
claramente la microglia de los oligodendrocitos en 1919 (Figura 12). El Dr. Del Rio Hortega denominé a esta
técnica método Golgi-Hortega (Rio-Hortega, 1919a, 1919b, 1919¢, 1919d, 1922).

De esta forma, Rio-Hortega pudo realizar una descripcion detallada de la microglia como un tipo celular
diferenciado y cuya entidad prevalece hasta hoy dia. Durante el desarrollo embrionario y postnatal, estas células
migran desde los vasos sanguineos del CC, NO y vasos hialoideos del parénquima retiniano (Vecino y cols.,
2016).

Cuando la respuesta microglial local es insuficiente para hacer frente a la lesidén, monocitos procedentes del
torrente sanguineo son capaces de penetrar en el tejido nervioso y transformarse en macréfagos.

Macréfagos y microglia presentan caracteristicas morfologicas, de migracion y moléculas de expresion similares,
lo que hace dificil su diferenciacion. Una vez el estimulo ha cedido, estas células activas retornan a un estado
inactivo basal (Woh! y cols., 2010).

Figura 12: llustraciones de microglia realizadas por Pio del Rio-Hortega.

(A) Principales formas de microglia observadas en un cerebro humano sano. (B) Morfologia de la microglia de un paciente con meningitis
aguda. (C) Microglia del cortex cerebral de un conejo en una zona cercana a una herida tras 48 h de evolucion. Imagen tomada de: Sierra
y cols., 2016.

A pesar de que Del Rio-Hortega describi6 dos tipos de CMs (activa e inactiva), hoy en dia, se sabe que existen
mas fenotipos de microglia. Cada uno de estos fenotipos se asocia a determinadas funciones requeridas para
preservar el medio (Holloway vy cols., 2019) y que responden a las citoquinas y quimioquinas derivadas del dafio

asociado (Laprell y cols., 2021).
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Asi las CMs fueron descritas a principios del siglo XIX por neurocientificos espafioles Don Santiago Ramén y
Cajal, Don Pio del Rio-Hortega y Don Nicolas Achucarro y suponen entre un 33% a 66% de la masa cerebral total
(Azevedo y cols., 2009; Herculano-Houzel, 2014) (Figura 10). Actualmente se han descrito 5 fenotipos de CMs

segun el estado de activacién (Jonas y cols., 2012):

l) Microglia ramificada
Este fenotipo se caracteriza por presentar un soma redondeado del que emergen numerosas prolongaciones
(Figura 13). Se trata de un estado inactivo y con una movilidad reducida cuya funcién principal es vigilar el medio
en busca de elementos o estimulos dafiinos, asi como el de fagocitar detritus celulares y productos de desecho
del espacio extracelular secundarios a la actividad celular de la retina. Caracteristicamente presenta una alta
expresion de P2RY12 (Dubbelaar y cols., 2018; Waller y cols., 2019). Otros autores han clasificado las CMs en

diferentes estadios de activacion, clasificando este fenotipo como un estadio 1A (Jonas y cols., 2012).

A)

Figura 13: llustracion de Del Rio-Hortega (1919) de microglia ramificada.

Se observa una ilustracion de microglia ramificada realizada por: Pio De Rio-Hortega en 1919,

) Microglia activada

Como resultado de una lesién o infeccion, las CM cambian su morfologia a un estado activado, perdiendo sus
ramificaciones y convirtiéndose en ameboides (Jonas y cols., 2012; Cal y cols., 2020). Cuando se activan, las
CMs son capaces de migrar al sitio del dafio y fagocitar los restos celulares para mantener la integridad del tejido
(revisado en (Chen y cols., 2002; Madeira y cols., 2015). La expresion de CD68 aumenta a medida que la CMs
cambia a un estado fagocitico, lo que indica su activacion (Rojas y cols., 2014; Zhou y cols., 2017). Las CMs
pueden sufrir dos tipos diferentes de activacion: M1y M2 (Chlor y cols., 2013; Ransohoff 2016; Tang y Le., 2016),
aunque esta clasificacion actualmente esta en discusion por la variedad de estados intermedios, en esta tesis

para simplificar usaremos esta nomenclatura.
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La microglia M1, definida como activacién clasica, suele actuar en la primera linea de defensa y es responsable
de la produccion de mediadores proinflamatorios con propiedades citotdxicas, como la interleucina-1p (IL-1p), el
factor de necrosis tumoral-a (TNF). -a), o especies reactivas de oxigeno (ROS) (Chlor V' y cols., 2013) a través

de la activacion de la sefializacién NF-kB (Akhmeizyanova y cols., 2019).

La microglia M2, definida como la activacion alternativa de las CMs a través de la fosforilacion de STAT1 y JAK1
(Akhmetzyanova y cols., 2019), expresa factores neurotroficos, como el factor de crecimiento similar a la insulina-
1 (IGF1) y citocinas antiinflamatorias, como el factor de crecimiento tumoral-g (TGF-), IL-13, IL-10 e IL-4a, que
facilitan la reparacion tisular y la reconstruccion de la matriz extracelular (Li y cols., 2021; Horie y cols., 2013;
Crain y cols., 2013).

En respuesta a la apoptosis neuronal, la microglia M2 sobreexpresa los marcadores M2 tipicos, como Arg1, Fizz1

y CD206, y restauran el tejido dafiado fagocitando células apoptéticas (Chlor V y cols., 2013).

Por lo tanto, las CMs después de una lesion del SNC pueden tener: funciones perjudiciales / neurodegenerativas
6 beneficiosas / neuroprotectoras (Tang y Le., 2016). Funciones proinflamatorias que si se cronifican pueden ser

perjudiciales y funciones beneficiosas que restauran el tejido.

Recientemente, se han descrito tres subtipos de M2. Las células M2a con funciones neuroprotectoras y de
eliminacion de detritus celulares que se encuentran favorecidas por citoquinas antiinflamatorias como la
interleuquina 10 (IL-10), el factor de crecimiento simultaneo insulina (IGF-1). Las M2b con funciones fagociticas
que se activan por estimulacion IL-1B y lipopolisacaridos (LPS). Las M2c estan estimuladas por factores como IL-
10 y glucocorticoides e incrementan a su vez factores como TGF-f. Estos subtipos de microglia activa no son
excluyentes si no que la estimulacion de ambas debe ser proporcional para evitar la polarizacion de la respuesta
microglial y asi evitar procesos patolégicos (Gao & Hong, 2008; Walker & Lue, 2015). Autores como Jonas han

clasificado a estas células en un estadio 3A (Jonas y cols., 2012).
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Figura 14: Representacion esquematica de los diferentes fenotipos de la microglia.

Representacion realizada en: www.biorender.com.

M) Microglia hiperramificada
Algunas veces, la activacion de la microglia ramificada provoca la formacion de una microglia hiperramificada que
morfolégicamente se caracteriza por un soma de mayor tamafio y de aspecto lobular y grueso del que emergen
procesos citoplasmaticos que son mas largos, gruesos y abundantes (Torres-Flatas y cols., 2014). Segun otros

autores, este tipo celular se encontraria en un estadio 4A de activacion (Jonas y cols., 2012).

V) Microglia ameboide
Este tipo de microglia se caracteriza por una morfologia redondeada, grande con pocos 0 ausencia de procesos
citoplasmaticos, este morfotipo celular suele aparecer cuando el estimulo se extiende en el tiempo (Torres-Platas
y cols., 2014). Este tipo celular es clasificado por otros autores como el estadio méximo de activacion microglial o
estadio 6A (Jonas y cols., 2012).

V) Microglia en baston
Presenta una morfologia alargada. Son células que se encuentran préximas a las neuronas y a las fibras

nerviosas y su funcién todavia sigue sin determinarse (De Hoz y cols., 2013; Taylor y cols., 2014).
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Figura 15: Esquema de los diferentes estados de la microglia.

A) El dibujo son trazados de la microglia activada en reposo que comienza en la etapa de reposo 1A, continua hasta la etapa 6A activada,
se transforma en la etapa 6R y luego vuelve a la etapa de reposo 1R. Las flechas azules indican el aumento de activacion y la flecha
verde indica la transicién de activado a retorno. Imagen tomada de: Jonas RA y cols., 2012. B) Esquema con los diferentes tipos de

microglia. Imagen modificada de: Holloway y cols., 2019.

1.1.6.3. MICROGLIA EN LA RETINA
En laretina sana, las CMs se encuentran distribuidas homogéneamente en cuatro capas: CFNR, CCG, CPIy CPE
(Sobrado-Calvo y cols., 2007; Santos y cols., 2008; Nadal-Nicolas y cols., 2017) (Figura 16).

En la retina de los mamiferos, las CMs residentes se activan tras una lesion o degeneracion y su morfologia difiere
de una retina intacta (Barron y cols., 1986, Schnitzer y Scherer, 1990; Thanos y cols., 1994; Humphrey y Moore,
1996; Raibon y cols., 2002; Panagis y cols., 2005; Zhang y cols., 2005a,b), mostrando los signos de activacion
que acabamos de describrir y que es comun en lesiones que provocan la muerte de CGRs o distrofias retinianas
que producen muerte de fotorreceptores (Di Pierdomenico y cols., 2019, 2020a ,2020b), aunque existen

diferencias fenotipicas y topogréficas de la microglia en respuesta a la muerte de cada tipo neuronal.

La microglia y la neuroinflamacién resultante se han implicado en la patologia de muchas enfermedades
neurodegenerativas (Silverman y Wong, 2018). En la retina se ha descrito que las CMs no tienen un papel en la
degeneracién de las CGRs por axotomia (Hilla y cols.,2017), sin embargo, su ubicacion atenuaria la muerte de

fotorreceptores en distrofias retinianasno (Di Pierdomenico y cols., 2019).
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Figura 16: Imagen de una seccion transversal de retina intacta.
Se observan CMs tefiidas con Iba1 (verde), CD206 (rojo), CD68 (rosa) y DAPI (azul) en diferentes capas de la retina.

.1.6.4. IDENTIFICACION DE MICROGLIA
Los marcadores de CMs utilizados en este trabajo son los siguientes:

IBA1: La molécula adaptadora de unién al calcio ionizado 1 (Iba-1), que es una proteina citoplasmica, se considera
un marcador panmicroglial ( ). Iba1 esta involucrada en la reorganizacion del citoesqueleto, la
alteracion de la membrana de los procesos microgliales y la reticulacion de actina necesaria para la migracion
celular ( ), lo que refleja la motilidad microglial y las propiedades de
migracion. Varios estudios han demostrado que su expresion se correlaciona con la activacién e inflamacion
microglial ( ). Se expresa en toda la

microglia y en macrofagos activados.

CD68: es de los marcadores mas Utiles y descriptivos para identificar microglia activa. Esta proteina se localiza
en la membrana lisosomal de la microglia y los monocitos, y se regula positivamente en las células fagociticas

activas ( ). Tanto microglia como macréfagos polarizados M1 y M2 pueden expresar CD68

( )

~21~



TNTRARUCCION

CD206: Suele utilizarse para la identificacion del fenotipo M2 de la microglia. Es un receptor de manosa de los
macroéfagos (MMR, por sus siglas en inglés), es una glicoproteina transmembrana de cadena unica de tipo | con
una estructura de receptores multilectina. Se detectd por primera vez en los macrofagos tisulares, se expresa
principalmente en células dendriticas inmaduras y en una amplia variedad de otro tipo de células (Chen y cols.,
2002; Chrory cols., 2013; Horie y cols., 2013; Zhou y cols., 2017). Ausente en los linfocitos y monocitos, el receptor
de manosa aumenta en los monocitos durante su diferenciacion a macréfagos (Chen y cols., 2002; Chlor y cols.,
2013; Zhou y cols., 2017).

.1.7. CELULAS DE MACROGLIA

Las células de la macroglia son las encargadas de mantener las funciones y el metabolismo de las neuronas. Sus
prolongaciones forman vinculos anatdémicos y funcionales en las neuronas y en los capilares sanguineos para
intercambian sustancias como nutrientes, iones, agua o productos de desecho (Reichenbach & Bringmann, 2020).

En la retina se pueden diferenciar dos tipos de células de la macroglia: las células de Miiller y los astrocitos.

.1.7.1. CELULAS DE MULLER

Las células de Miller representan el 90% de la glia de la retina y destacan por una singular morfologia radial
desde la MLI hasta la CNE, que permite interactuar con todas las células de la retina. Son responsables del
soporte funcional, estructural y metabolico de las neuronas (Newman y Reichenbach 1996; Vecino y cols., 2016).
El soma de las células de Miiller se encuentra en la CNI y se alarga en dos troncos principales que van hacia la

MLI que recubre la CFNR, asi como hacia la MLE directamente adyacente a los fotorreceptores.

Las células de Mller envuelven a las neuronas de la retina y se vuelven glidticas (activadas) después de casi

cualquier desafio patoldgico en la retina (Wang y cols., 2002; Bringmann y cols., 2009; Hernandez y cols., 2010).

Las células de Miller participan en el establecimiento de la barrera hematorretiniana (BHR), equilibran los iones
y equilibran el transporte de agua a través de canales de agua especializados como la acuaporina-4 (AQP4)
(Bringmann y cols., 2005; Cunha-Vaz, Bernardes, y Lobo 2011). La répida eliminaciéon del glutamato de las
hendiduras sinapticas durante la neurotransmisién es realizada por el transportador de glutamato/aspartato
(GLAST), presente en las células de Miiller, protegiendo a las neuronas de la excitotoxicidad producida por un
exceso del glutamato (Bringmann y cols, 2013). Estas células producen y secretan factores neurotréficos, factores
de crecimiento y citoquinas vitales para la supervivencia neuronal (Cao y cols., 1997; Harada y cols., 2000; Del
Rio y cols., 2011). También promueven la supervivencia de las CGRs mediante la produccion de factores
neurotroéficos como el factor neurotréfico ciliar, que ha demostrado tener potentes efectos neuroprotectores en el

glaucoma (Pease y cols., 2009).

Se han descrito diversos subtipos de células de Miiller que reaccionan de manera diferente a una lesién,
posiblemente debido a la diferente proximidad espacial a las células que se estan muriendo (Roesch, Stadler y
Cepko 2012).
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Ademas del importante papel en el mantenimiento de la homeostasis de la retina, las células de Mller son
responsables de guiar la luz a través de la retina, actuando como "fibras 6pticas" que transfieren de forma fiable
la luz con baja dispersién desde la superficie de la retina a la capa de células fotorreceptores (Franze y cols.,
2007).

1.1.7.2. ASTROCITOS

Los astrocitos son células gliales en forma de estrella y en la retina estan presentes principalmente en la CFNR'y
GCL, las capas mas internas de la retina (Figura 17). Se han descrito tres subclases de astrocitos: astrocitos
bipolares cuyas prolongaciones se extienden entre los haces de las fibras nerviosas de las células ganglionares
y los astrocitos perivasculares y los estrellados que se situan entre las fibras nerviosas y los vasos sanguineos
(Ramirez y cols., 1994; Reichenbach & Bringmann, 2020). Los astrocitos son importantes para el apoyo
neurotréfico, el apoyo mecanico mejorado para la degeneracion de los axones y el mantenimiento de la integridad
de la BHR (Cunha-Vaz, Bernardes y Lobo 2011; Vecino y cols., 2016).

Figura 17: Imagen de una retina a plano de ratéon que muestra los astrocitos.
Se muestran los astrocitos inmunomarcados contra la proteina GFAP. Los astrocitos se sitian en CFNR y forman una red densa que se

asemeja a un panal de abejas. Imagen tomada durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

.1.7.3. IDENTIFICACION DE MACROGLIA DE LA RETINA
En esta tesis doctoral, hemos usado GFAP y Vimentina para estudiar la macroglia.

GFAP: (proteina acida fibrilar glial) que se expresa en los astrocitos en reposo y en las células de Miller activadas.
También se expresa en células de diferentes regiones del cerebro, asi como en las células madre neuronales
(Middeldorp y cols., 2011; Oberheim, y cols., 2011; Agnieszka y cols., 2021). La funcién general de GFAP es de
apoyar mecanicamente a los astrocitos (Liedtke y cols., 1996, Stavale y cols., 2013; Agnieszka y cols.,

2021). Cuando los astrocitos se activan e hipertrofian, aumentara la expresion de GFAP.
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Vimentina: Uno de los marcadores de células de Miiller mas utilizados es la vimentina, que es estructuralmente
similar a GFAP. Se puede encontrar también en fibroblastos, células endoteliales, macréfagos, neutrofilos y
linfocitos (Evans 1998; Bramanti y cols., 2010; Agnieszka y cols., 2021). En el SNC adulto normal, la vimentina se
expresa principalmente en algunas células gliales especializadas como Bergmann y glia radial o células

ependimales (Luo y cols., 2017).

La inmunorreactividad de la vimentina es normalmente baja en las células de Miiller, pero aumenta después de

su activacion (Zamanian y cols., 2012; Agnieszka y cols., 2021).

.1.8. DEGENERACION DEL SISTEMA VISUAL

.1.8.1. VENTAJAS DE TRABAJAR EN EL SISTEMA VISUAL COMO MODELO DE DEGENERACION DEL
SISTEMA VISUAL

Abundantes autores y publicaciones, y nosotros en la realizacidn de esta tesis, utilizamos la retina de los roedores
como modelo en investigaciones sobre degeneracion del SNC, ya que posee numerosas ventajas con respecto

al resto de zonas del SNC (Aguayo y cols., 1987; Bray y cols., 1987; Vidal-Sanz y cols., 2012) tales como:

I) Su localizacion, ya que la retina se encuentra dentro del globo ocular aislada del resto de SNC, por lo
que es facilmente accesible para manipulaciones y evita alteraciones en el resto de SNC, permitiendo
realizar estudios a largo plazo (Vidal-Sanz y cols, 1991; Nadal-Nicolas y cols, 2015a, 2017; Sanchez-
Migallon y cols, 2018).

l) La poblacion de CGRs y de fotorreceptores esta muy bien caracterizada anatdémica y funcionalmente, y
puede ser estudiada tanto en secciones transversales como en retinas montadas a plano (Nadal-Nicolas
y cols., 2009; Ortin-Martinez y cols., 2010; Di Pierdomenico y cols., 2019,2020).

lll) La técnica del electrorretinograma, asi como la OCT nos permite estudiar la funcionalidady anatomia,
representativamente de la retina en animales in vivo (Alarcon-Martinez y cols., 2009, 2010; Garcia-Ayuso
y cols., 2019; Norte-Mufioz y cols., 2021).

IV) Los axones de las CGRs forman el NO y estan organizados topograficamente (Guillery y cols., 1995;
Fitzgibbon and Taylor, 1996; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008).

V) Laseccién del nervio dptico (SNO) y el ApNO son un modelo de lesidn especifica de las CGRs (Peinado-
Ramon y cols., 1996; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Nadal-Nicolas y cols., 2009, 2014, 2015b, 2017;
Galindo-Romero y cols., 2011, 2013b).

V1) Elvitreo es un reservorio natural en el que se pueden administrar farmacos para tratar la retina (Mansour-
Robaey y cols.,1994; Peinado-Ramén y cols., 1996; Lindquist y cols., 2004, Sanchez-Migallén y cols.,
2016; Lucas-Ruiz y cols., 2019; Galindo-Romero y cols., 2021).
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VII) Las terapias neuroprotectoras se pueden administrar bien de manera sistémica (oral, intravenosa,
intraperitoneal); bien retrogradamente desde los nucleos de proyeccion del SNC; bien mediante
inyecciones locales intravitreas, camerales o subretinianas; o bien de manera topica, mediante gotas en

la cornea.

.1.8.2. MODELOS DE DEGENERACION NEURONAL EN LA RETINA

1.1.8.2.1. Isquemia retiniana

La isquemia retiniana se produce cuando la circulacién es insuficiente para llevar a cabo la demanda metabdlica
requerida por la retina. Mientras que la parte externa de la retina se nutre de la coroides, una capa altamente
vascular, las capas internas de la retina se nutren de las ramas de la arteria central de la retina, que nace
directamente de a arteria oftélmica y entra al ojo en la vaina meningea del NO, junto con las venas de la retina.
Cualquier alteracion en este flujo sanguineo suele producir la muerte de las CGRs. Existen varios modelos
experimentales de isquemia: la isquemia inducida por elevacion de la presion intraocular (Sellés-Navarro y cols.,
1996; Gallego-Ortega y cols., 2020), isquemia mediante la ligadura de los vasos oftalmicos (Vidal-Sanz y cols.,
2001a, 2001b; Lafuente y cols., 2002a, 2002b; Lonngren y cols., 2006) o ablacién fotodindmica (revisado en
Oshorne y cols., 2004). En todos los modelos, cuanto mayor es el tiempo de la isquemia, mayor es el dafio

producido en las CGRs.En este modelo también se produce degeneracion de los fotoreceptorres.

1.1.8.2.2. Excitotoxicidad

El glutamato es el aminoacido excitatorio predominante en varias regiones del SNC, incluido la retina. La
neurotransmisién mediada por glutamato es la que se produce en las sinapsis de los FR a las células bipolares,
de éstas a las CGRs, y de las CGRs al cerebro. Los receptores glutamatérgicos de la retina estan localizados en
la CPE, donde se producen las conexiones sinapticas entre los FR y las células bipolares y horizontales; y en la
CPI, donde sinaptan las bipolares con CGRs y amacrinas. El dafio excitotdxico se produce cuando el exceso de
glutamato se une a sus receptores como el N-metil-D-Aspartato (NMDA) desencadena un influjo de calcio y activa
cascadas de senalizacion intraneuronales proapoptoticas, que llevan a la neurodegeneracion. Las células gliales
son las responsables de eliminar el exceso de glutamato y si hay un déficit en esta funcién, se produce un dafio
neuronal (revisado en Almasieh y cols., 2012).

Algunos modelos experimentales realizan una inyeccion intravitrea de NMDA, que produce una muerte progresiva
de las CGRs por excitotoxicidad (Lam y cols., 1999; Nash y cols., 1999; Schlamp y cols., 2001; Casson y cols.,
2004).

Por otra parte, la inhibicién de los receptores de glutamato tiene un efecto neuroprotector en modelos
experimentales de isquemia retiniana o glaucoma lo que sugiere que en estos modelos al menos parte de la
muerte de las CGRs esta causada por una liberacién masiva de glutamato o por una disminucién de la actividad

glial que elimina el glutamato liberado (Dong y cols., 2008; Almasieh y cols., 2012).
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1.1.8.2.3. Hipertension ocular

Las neuropatias dpticas glaucomatosas son un grupo de enfermedades que cursan con la degeneracion
progresiva de las CGRs y sus axones, produciendo asi defectos en el campo visual y finalmente ceguera. La
etiologia del glaucoma no se conoce con exactitud, sin embargo, se sabe que el principal factor de riesgo es el

aumento de la presion intraocular.

Pese a que no todos los glaucomas se asocian a elevacién de la presion intraocular, como ésta suele ser el factor
de riesgo mas importante en humanos, la mayoria de los tratamientos farmacoldgicos tienen como objetivo la

disminucién de la misma (Vidal-Sanz y cols., 2012, Aqudo-Barriuso y cols., 2013).

Hasta la fecha existen varios modelos animales de experimentacion que se han utilizado para poder entender los
mecanismos de degeneracién de CGRs en glaucoma. Algunos de ellos, tratan de reproducir el dafio glaucomatoso
mediante el ApNO o la isquemia transitoria, pero, en general, los mas usados son los que se basan en reproducir
el factor de riesgo mas comun, la hipertension ocular. Los métodos utilizados para aumentar la presion intraocular
son la cauterizacién de las venas epiesclerales (Garcia-Valenzuela y cols., 1995), la deformacion del globo ocular
(Selles-Navarro y cols., 1996), la inyeccidn de suero salino hipertonico en las venas epiesclerales (Morrison y
cols., 1997), fotocauterizacion por laser de las venas limbares y epiesclerales (/oldeMussie y cols., 2001;
Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Cuenca y cols., 2010; Salinas-Navarro y cols., 2010) y la inyeccion de

microesferas en camara anterior (Sappington y cols., 2010; Chen y cols., 2011).

1.1.8.2.4. Modelos de axotomia del nervio 6ptico

Se entiende por axotomia la interrupcion de los axones, bien por corte de los mismos (Berkelaar y cols., 1994,
Madison y cols., 1993; Villegas-Peérez y cols., 1993; Nadal-Nicolas y cols., 2009) o bien por aplastamiento
(Berkelaar y cols., 1994, Nadal-Nicolas y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009, 2009a). La lesién del NO en
roedores induce en pocos dias la degeneracion retrograda y muerte de gran parte de la poblacion de CGRs. Las
CGRs que no mueren inmediatamente tras producirse la lesion, continGan muriendo con el paso del tiempo. Este

es el modelo que usaremos en esta tesis.

Tras ApNO, tanto astrocitos como las células de Miiller cambian de forma, tamafio y nimero. De igual forma, la
expresion de GFAP aumenta como signo de reactividad (Gallego y cols., 2012), se vuelven hipertréficos (Crain y

cols.,2013) y forman un borde cicatricial para sellar el tejido dafiado (Escartin y cols.,2021).

Todas estas respuestas al ApNO no se limitan a la retina lesionada, sino que también afecta a la retina
contralateral a la lesion, donde se producela activacion de astrocitos y células de Miller (Ramirez y cols., 2015;

Sanchez-Migallén y cols.,2016; Lucas-Ruiz y cols.,2019; Maeda y cols.,2019).

En raton, el curso de la muerte temporal de las CGRs es la misma tras SNO o el ApNO, siempre y cuando ésta
se realice a la misma distancia del disco 6ptico (Sanchez-Migallon y cols., 2016). Se produce en dos fases, una

de muerte rapida y otra de muerte lenta.
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La fase rapida ocurre en los primeros 7-9 dias tras la lesion (revisado en Vidal Sanz y cols., 2017). La pérdida de
CGRS es ya significativa a los 3 dias, alcanza el 50% de la poblacion a los 5 dias y a los 7 dias se ha perdido el
65% de la poblacion original. A partir de los 7 dias, comienza la etapa lenta de muerte, que es constante y lenta
como se muestra en lafigura 5. A los 90 dias sdlo un 2% sobrevive (revisado en Vidal-Sanz y cols., 2017; Sanchez-
Migallon y cols., 2018) (figura 18).
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Figura 18: Fases de pérdida temporal de CGRs-Brn3a* tras SNO o ApNO en ratén albino. Grafico que representa el nimero total +
desviacion estandar (SD) de CGRs-Brn3a* que sobrevive a tiempos crecientes tras SON o ApNO, donde puede apreciarse el transcurso
de la muerte en dos fases, una rapida y otra lenta, independientemente de la lesion producida. Datos tomados de: Sanchez-Migallon y

cols., 2016 I: Intactas: retinas a las que no se le realiz6 ninguna lesion.

.1.9. EFECTO CONTRALATERAL: SIGNIFICADO Y PROPIEDADES BIOLOGICAS

Shenker y cols. (2003) propusieron que el significado bioldgico de la respuesta contralateral puede ser la
proteccidn de los tejidos y la limitacion del dafio. Por lo tanto, el cuerpo prepara la region no dafiada para combatir
mejor el dafio que ya se ha producido en el lugar del espejo. Se trata de un mecanismo preciso y, por lo tanto,
segun su teoria, es econdémico porque evita una respuesta sistémica que ahorra energia y evita el (posible) efecto

nocivo de una reaccion inflamatoria excesiva.

Shenker y cols. (2003) también especularon sobre las propiedades de la respuesta contralateral. En primer lugar,
el dafio debe ser de una magnitud minima antes de desencadenar una reaccion en la region contralateral. En
segundo lugar, el efecto contralateral debe ser topograficamente preciso. En tercer lugar, la respuesta
contralateral es especifica del estimulo, es decir, si la lesién provoca una respuesta inflamatoria en la zona

dafiada, la respuesta contralateral también es inflamatoria.
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En cuarto lugar, la respuesta contralateral es una sombra de la lesion original, tanto en términos de tiempo como
de magnitud. Como discutimos mas adelante, todos los efectos contralaterales reportados en el SNC cumplen

con estas propiedades.

.1.10. EFECTO CONTRALATERAL DESPUES DE AXOTOMIA DEL NO
Durante afios se ha sabido que las lesiones unilaterales del NO inducen una respuesta bilateral que provoca una
respuesta inflamatoria y microglial en las retinas contralaterales a la lesién (Bodeutsch y cols., 1999). Aun asi, en

numerosos estudios han utilizado el ojo contralateral a la lesion como control.

En estos ultimo afios, se ha corroborado esta observacion y se ha ampliado el conocimiento de la respuesta
bilateral en diferentes modelos animales y en humanos (Panagis y cols., 2005; Sanchez-Migallon y cols.,

2018; Cen y cols., 2015; Kanamori y cols., 2005; Ramirez y cols., 2015; Sanchez-Migallon y cols., 2018).

En la enfermedad humana, los ojos contralaterales muestran lesiones tanto en la coroides como en el EPR (Kaplan
y cols., 1986). La puncién e insercion de un hilo de hierro en un ojo en retinas causo en ambos 0jos una
degeneracién del EPR con macréfagos e infiltracidn de células T; en comparacidn con los ojos dafiados, los ojos

contralaterales a la lesion tenian mas macrofagos y menos linfocitos.

En ratones, después del ApNO, hay una fuerte reaccion de CMs en la retina contralateral (no lesionada) que es
constante, dispersa e independiente de la tasa de supervivencia de CGRs en la retina axotomizada (Galindo-

Romero y cols., 2013a).

También se ha observado en la hipertension ocular unilateral o la axotomia del NO (ApNO o SNO) macrogliosis,
activacion microglial, division y fagocitosis, regulacion positiva del complejo mayor de histocompatibilidad clase I
(MHCII) y expresién aberrante de la subunidad H del neurofilamento axonal altamente fosforilada. (Bodeutsch y
cols., 1999; Panagis y cols., 2005, Kanamori y cols., 2005, Lonngren y cols., 2006; Cen y cols., 2015, Ramirez y
cols., 2015; Sanchez-Migallon y cols., 2018) en la retina no lesionada. En ratas albinas, (Macharadze y cols.,
2009) observaron, ademas de la activacion microglial, que habia pérdida de CGRs ipsilaterales en la retina no
lesionada, pérdida que fue controlada con dexametasona. Se ha demostrado que en la retina contralateral al
ApNO hay una pérdida del 15% de CGRs, que depende de la distancia del NO donde se realizo la axotomia y
que es rescatada con tratamiento (Lucas-Ruiz y cols., 2019). Es importante destacar que esta respuesta bilateral
a un estimulo unilateral no se produce solo después de estimulos nocivos, sino también después de tratamientos
aparentemente inocuos, como la administracion topica de brimonidina que provoca la regulacion positiva de los

factores de crecimiento en ambas retinas (Lonngren y cols., 2006).

Asi, que una axotomia unilateral del NO desencadena una respuesta bilateral que mata las CGRs en la retina no
lesionada, una muerte que se controla con tratamientos antiinflamatorios y antimicrogliales (Lucas-Ruiz y cols.,
2019) y una reaccion inflamatoria con activacion de macro y microglia. Por lo tanto, las retinas contralaterales no

deben usarse como controles.
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.1.11. CULTIVO ORGANOTIPICO DE RETINA

Los cultivos organotipicos de retina (CORs) se desarrollarén por primera vez en la década de los 30 (Tansley,
1933) y es una técnica que permite cultivar la retina in vitro con un tiempo limitado con mantenimiento de
arquitectura e interacciones celulares del tejido. Esto lo convierte en un reemplazo deseable para las
exploraciones experimentales de células disociadas “in vitro” es decir, cultivos celulares. En general, se usan dos
tipos de CORs: el cultivo de neuroretina (Taylor y cols., 2013) o el cultivo de retina intacto con la neuroretina

adherida a la capa del epitelio pigmentario de la retina (EPR) (Pinzon-Duarte y cols., 2000).

In vitro, algunos estudios han demostrado que los cultivos prolongados no muestran viabilidad de més de 15 dias

(Pinzon-Duarte y cols., 2000) y la retina se adelgaza con una apariencia oblicua y rosacea (Ogilvie y cols., 1999).

La degeneracion neuronal se inicia a 2 o 3 dias después de la diseccién con una pérdida significativa de

fotorreceptores, seguidas de perdida de neuronas y de CGRs.

El cultivo organotipico de neuroretina de donantes adultos es un modelo in vitro de degeneracion inducida por la
lesion del NO (Niyadurupola y cols., 2011) o del desprendimiento de retina (Kung y cols., 2017; Taylor y cols.,
2013). Este es el cultivo que usaremos en adelante para nuestro estudio.

Las principales ventajas de utilizar COR serian:

I)  Menos sufrimiento y dolor para los animales de experimentacion (Valdés y cols., 2016).

Il) Menos animales sacrificados porque se pueden usar las dos retinas de cada animal y ademas y cada

retina se puede dividir en 2 partes (Taylor y cols., 2017).

lll) Candidato ideal para pruebas farmacologicas y toxicologicas. Los medicamentos que se analizaran
podrian agregarse directamente al medio de cultivo en concentraciones conocidas (Miguel N.C y cols.,
2012; El Zaoui y colsl., 2015).

IV) Es un sistema inherente de axotomia y de desprendimiento de retina (Taylor y cols., 2013; Kung y cols.,
2017).

V) Permiten experimentar con retinas humanas procedentes de donantes, lo que no es posible de otro

modo.

V1) Dado que en las CORs mueren tanto las CGRs como los fotorreceptores, son un modelo muy bueno
para estudiar la interaccion entre ambas degeneraciones como la que se observa en modelos in vivo de

isquemia-reperfusion (Palmhof y cols., 2019).
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Las principales desventajas de utilizar CORs serian:

I)  Los CORs no son un modelo muy preciso para probar terapias neuroprotectoras especificas para las
CGRs, porque en los CORs hay otros factores que pueden alterar los resultados, principalmente la
muerte concomitante de otras neuronas, y la diferente activacion glial que ocurre cuando los

fotorreceptores y las CGRs estan afectados.

Il) Enlos CORs e independientemente de la poblacién neuronal que se estudie, se pierde la contribucion

sistémica lo que puede alterar la eficacia de la misma terapia cuando se prueba in vivo.

lll) Los estudios son a corto plazo, y a largo plazo los estudios habria que hacerlos in vivo.
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II. HIPOTESIS Y OBJECTIVOS

I1.2. HIPOTESIS

Nuestra primera hipétesis es que tras ApNO, en la retina lesionada habria un aumento de la microglia total y de
la microglia M2, reflejando el curso de muerte rapido de las CGRs. De igual forma, en la retina contralateral a la
lesion sucedera lo mismo, aunque de una forma mas moderada. Nuestra segunda hipétesis es que la muerte de

CGRs y la respuesta glial seria diferente entre los CORs y las retinas axotomizadas.

1.2.1. OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales de este estudio son:

1) Estudiar la respuesta glial en retinas axotomizadas y contralaterales a la lesion.
2) Estudiar y comparar el curso de muerte de CGRs y la repuesta glial en CORs y en retinas axotomizadas
3) Analizar y comparar cuantitativamente la morfologia de las CMs en retinas intactas, axotomizadas,

contralaterales a la lesién y en CORs.

II.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para llevar a cabo cada uno de los objetivos anteriores, llevamos a caho los siguientes objetivos

especificos:

)] Estudiar la respuesta glial en retinas axotomizadas y contralaterales a la lesion.

.0

Caracterizacion de los dos estados de las CMs en retinas intactas de raton.

L)

X3

%

Caracterizacion de los fenotipos de microglia tras ApNO en retinas lesionadas vy

contralaterales a la lesion montadas a plano a diferentes tiempos.

X3

%

Caracterizacion de los fenotipos de microglia tras ApNO en retinas lesionadas vy

contralaterales a la lesion en secciones trasversales de retina a diferentes tiempos.

)] Estudiar la muerte de CGRs y la repuesta glial en CORs, asi como hacer una comparacion

con retinas axotomizadas.

% Analizar el curso de muerte de las CGRs en CORs y en retinas axotomizadas.
+ Evaluar la activacién microglial en CORs y compararlo con retinas axotomizadas.

+ Evaluar la activacion macroglial en CORs y compararlo con retinas axotomizadas.
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) Analizar la morfologia de las CMs cuantitativamente en retinas intactas, axotomizadas,
contralaterales a la lesion y en los CORs.

Para ello se realizaron los siguientes analisis:

- Longitud total

- NUmero de procesos
- Volumen

- Tamafio del soma

- Area y perimetro

- Circularidad del soma

- Andlisis sholl
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ll. MATERIAL Y METODOS

lIl.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ANESTESIA

lIl.2. APLASTAMIENTO DEL NERVIO OPTICO

lIl.3. CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA

lll.4. TRAZADO RETROGRADO DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA.
lIl.5. PROCESADO HISTOLOGICO

III.6. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA
lIl.7. ANTICUERPOS

lil.8. ADQUISICION DE IMAGENES

11l.9. PROCESAMIENTO DE IMAGEN DIGITAL DE DOMINIO PUBLICO
III.10. PROCESADO DE IMAGENES

lII.11. DISTRIBUCION ESPACIAL. MAPAS TOPOGRAFICOS

1.12. ANALISIS ESTADISTICO
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Ill. MATERIALES Y METODOS

IIl.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ANESTESIA

Para la realizacién de los experimentos que conforman esta tesis se utilizaron un total de 42 ratones adultos
pigmentados machos de la cepa C57BL/6 y 32 ratones hembra de la cepa C57BL/6 con un peso entre 25-35 gr

(machos) y 17-24 gr (hembras) y de edades comprendidas entre las 8 y 12 semanas de edad (Figura 19).

Para el objetivo numero 1 se realizaron 7 grupos de 6 animales, con un total de 42 ratones. Para el objetivo
numero 2 se realizaron 6 grupos de 4 animales, con un total de 32 animales. Para el objetivo nimero 3 se utilizaron
los mismos animales que en el objetivo 1y 2. Para las retinas intactas, se utilizaron un total de 6 animales. Todo

esto viene detallado en el disefio experimental de cada objetivo que se incluye y se explica en resultados.

Figura 19: Ratén adulto de 2 meses de edad, de la cepa C57BL/6. llustracion tomada de: hitps:/www.criver.com/.

Los animales procedian de Charles River (Wilmington, Massachusetts, Estados Unidos), o de la colonia de cria
de la Universidad de Murcia (Murcia, Espafia). Los ratones se mantuvieron en jaulas con una dieta estandar, en
habitaciones con control de temperatura (20-22°C) y bajo periodos de 12 horas de luz/oscuridad en el Servicio de

Animales de Experimentacion de la Universidad de Murcia (CEIB).

Los animales fueron tratados segun la normativa europea (Directiva 86/609/CEE) y nacional (R1201/2005) sobre
la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos. Igualmente se siguieron las
directrices sobre el uso de animales en experimentacion oftalmica y del sistema visual de la Asociacién para la
Investigacion en Visién y Oftalmologia (The Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO) y
siguiendo los procedimientos adecuados por la CARM y el comité de experimentacién animal (CEEA) de la U.M
(A1320140704). Asi mismo, cuento con la acreditacion de manejo de animales categoria B y C, segun la normativa

vigente (2021RCI0046).
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Para todas las manipulaciones y procedimientos experimentales que implicaban dolor, sufrimiento o
lesidn, los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de
Ketamina (70mg/kg de peso corporal Ketolar®, Pfizer, Alcobendas, Madrid, Espafia), Xilacina (10 mg/kg
de peso corporal, Rompun®, Bayer, Kiel, Alemania) y buprenorfina diluida 1:20 en suero salino
(Buprex®, Schering-Plough SA, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia), dependiendo del peso del

animal como se representa en la tabla (Tabla 1).

Las manipulaciones microquirurgicas se efectuaron con la ayuda de un microscopio quirurgico OPMI-
11-FC (Carl Zeiss, S.A.) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss, S.A.) y con el instrumental de
microcirugia apropiado.

Inmediatamente después de la cirugia, se les aplico a los animales en la cdrnea un ungiiento oftalmoldgico con
tobramicina (Tobrex®, Alcon-Cusi, S.A., El Masnou, Barcelona, Espafia) para prevenir la desecacion corneal y la

infeccion. Los animales fueron devueltos a su jaula y colocados bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su

recuperacion de la anestesia y posteriormente fueron devueltos a sus habitaculos, donde permanecieron hasta

su sacrificio.
Peso (g) Ketamina 5% (ml) Xilacina 2% (ml) Buprenorfina 5% (ml)
15 0,021 0,008 0,051
20 0,028 0,010 0,064
25 0,035 0,013 0,080
30 0,042 0,015 0,096
35 0,049 0,018 0,112
40 0,056 0,020 0,128

Tabla 1: Anestesia y Analgesia.
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Il.2. APLASTAMIENTO DEL NERVIO OPTICO

El NO izquierdo se aplastd (ApNO) a 0,5 mm de su origen en el disco dptico, segun las técnicas descritas
anteriormente (Vidal-Sanz y cols., 1987; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a; Galindo-
Romero y cols., 2013a, Sanchez-Migallon y cols., 2016, 2018). Brevemente, se rasura la cabeza del animal y se
realiza una incision longitudinal en la linea media del cuero cabelludo. Se abate la piel de la parte izquierda del
rostro y se ejecuta una incision sobre el reborde superior de la 6rbita ocular. Posteriormente, se secciona la
musculatura del recto superior y del recto externo, y se tracciona el globo ocular para visualizar el NO. Una vez
expuesta la region supero-posterior del ojo izquierdo (Ol) del ratdn, se procede a la apertura de las cubiertas
durales del NO y a su aislamiento en si, seguidamente se aplasta con una pequefia pinza angulada durante 10
segundos (Figura 20). Finalmente, se vuelve a suturar la piel del animal con seda quirirgica de grosor 4/0, se
aplica un unguento sobre las corneas de ambos 0jos y se comprueba que la integridad de la vasculatura de la

retina sea funcional mediante funduscopia directa del fondo de ojo a través del microscopio quirdrgico.

Retina

Nervio 6ptico

Figura 20: Esquema representativo del aplastamiento del NO.

El aplastamiento se hizo a 0,5 mm desde la cabeza del NO durante 5 segundos. llustracion realizada en: www.biorender.com.

IIl.3. TRAZADO RETROGRADO DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA

De acuerdo con técnicas previamente establecidas (Vidal-Sanz y cols., 1988, Villegas-Perez y cols., 1988) y
estandarizadas en el Laboratorio de Oftalmologia Experimental de la Universidad de Murcia, el OHSt se aplicd en
ambos CS (Figura 21). El procedimiento para la realizacién de este marcaje implica la rasuracion de la parte
dorsal de la cabeza del animal, realizando una incisién longitudinal en la linea media del cuero cabelludo, para

exponer el craneo del animal.

Tras una craneotomia parietal bilateral con ayuda de una fresadora (Free-Wheeler, Cordless Moto-tool, Model
850; Dremel), se reseca con ayuda de una micropipeta conectada a un sistema de aspirado (Ordisi S.A.,
L Hospitalet, Barcelona, Espafia) la porcién de encéfalo e hipocampo necesario para exponer bilateralmente la

parte posterior del tdlamo y ambos CS.
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En el ratén no es necesario retirar la piamadre que recubre los CS, simplemente se exponen los CS. Una vez
expuestos ambos CS, se aplica una pequefia porcion de esponja de fibrina (Spongostan® Film; Ferrosan,
Dinamarca) previamente empapada en OHSt diluido al 10%, en una disolucion de 10% dimetilsulféxido (DMSO)

en suero salino (Figura 21).

Finalmente, se tapa la superficie del CS con esponja de fibrina y se sutura la piel del animal con seda de 4/0

(Lorca Marin S.A., Murcia, Espafia).

Figura 21: Esquema del trazado retrégrado de las CGRs aplicando el trazador en el CS.

El trazador con OHSt se aplico en ambos CS para marcar todas las CGRs que proyectan a éstos.

El tiempo que tarda el trazador en llegar a las CGRs desde el dia de su aplicacion en los CS es de 5-7 dias, tanto
en rata como en raton (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2013; Nadal-Nicolas y
cols., 2015a). Por ello, en este experimento se realiz6 primero el trazado con OHSt. A los 7 dias se realizd ApNO

y se diseccionaron retinas para CORs [ver capitulo IV. Resultados (disefio experimental)].

II.4. CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA

Todos los CORs se llevaron a cabo en la seccion de cultivos del servicio de apoyo a las ciencias experimentales

(SACE) del LAIB (UMU/ IMIB Arrixaca), y se realizaron en campana de flujo y en condiciones de esterilidad.

En primer lugar, se prepara el medio de cultivo basico (Tabla 2), seguidamente se coge una placa multipocillos
(24 pocillos) y se afiaden 10-14 ml de H2O estéril entre los pocillos para evitar la deshidratacion de las retinas.
Luego se afiaden 300 pl del medio de cultivo basico (Tabla 2) a los 8 pocillos centrales para evitar la
descompensacion de temperatura y humedad entre pocillos, y se deja en la incubadora a 37°C con 5% CO,
durante 24 horas antes de la diseccion. Pasado este periodo de tiempo, se prepara el medio de cultivo completo

(Tabla 3) a partir del medio basico y se guarda en la incubadora a 37°C con 5% CO;durante 2h.
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Transcurrido ese periodo de tiempo, se comienza con la realizacién del procedimiento de obtencion de CORs. En
primer lugar, se sacrifica al animal mediante exposicion a CO; y se procede a la enucleacion oftalmica.
Seguidamente, se enjuagan los ojos en EtOH y se pasa al medio de cultivo basico. Después se limpia el ojo de
tejido muscular y de glandulas. Luego se hace un corte en la cornea con el bisturi apoyando el ojo con las pinzas
de 90°, se corta la cérnea a 1-1'5 mm del limbus y paralelo a este y se retira el cristalino. Se identifica un lugar en
el que esté separada la retina de la esclera y se coge ese punto con unas pinzas Dumont #5 y se insertan las

pinzas Dumont #5 curvas para ir despegando la retina de la esclera.

Una vez que se tienen separadas 3 cuartas partes de la retina, se invierte la esclera para que salga la retina y se
despega el resto de retina. Una vez llegado a este punto, se cogen las pinzas Dumont #5 y se mantiene sujeta la
esclera en la placa Petri mientras que con las pinzas Dumont #5 curvas se van retirando el CC vy el vitreo.

Inmediatamente se procede a cortar el NO con las tijeras. Finalmente se corta la retina por la mitad.

A continuacion, se corta el extremo de una punta p1000 para absorber la retina sin que sufra dafio y se transporta
al inserto. Se quita el medio de diseccion y se estira la retina con un pincel himedo sobre el inserto con la cara
de fotorreceptores pegada a la membrana del inserto “Cell Culture Insert 0,4ul 12mm diametro” (Millipore,
Darmstadt, Alemania). Una vez colocada la retina, se colocan los insertos dentro de los pocillos con medio de
cultivo basico (Tabla 2) y se mantiene la placa a 37°C y 5% de CO, durante 2 horas tras la diseccion.
Posteriormente se cambia por medio de cultivo completo (tabla 3). Este Ultimo paso, se repite cada 24h hasta la

fijacidn de los CORs (ver apartado 5.5).

MEDIO DE CULTIVO BASICO
Concentracion Volumen (hasta 50 ml)
Medio Basal Modificado (DMEM) - 49 ml
Penicilina /[Estreptomicina 100 units/ml penicilina 0.5ml

100 pg/ml estreptomicina

L-Glutamina 200mM 0.5ml

Tabla 2: Composicion del medio de cultivo basico de los CORs
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MEDIO DE CULTIVO COMPLETO
% Volumen (hasta 50 ml)
Medio Basico 50% 25 m|
Suero fetal bovino (SFB) 25% 12.5 ml
Solucion salina balanceada de 25% 12.5ml
Hank sin Ca?* ni Mg?* (HBSS)

Tabla 3: Composicion del medio de cultivo completo de los CORs.

lIl.5. PROCESADO HISTOLOGICO

lII.5.1. SACRIFICIO, PERFUSION Y FIJACION DEL ANIMAL

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis i.p. de Pentobarbital sédico al 20% (Dolethal Vetoquinol®;
Especialidades Veterinarias SA; Alcobendas; Madrid, Espafia). Una vez el animal ya no respondia a estimulos
dolorosos ni presentaba reflejos, pero ain mantenia el latido cardiaco, se procedia a la perfusion intracardiaca.
En primer lugar, se corta la piel desde el apéndice xifoides hacia los hombros. Seguidamente se secciona el
diafragma y posteriormente el musculo y las costillas desde la de linea esternal media hacia las claviculas, con
cuidado de no cortar los pulmones. Después se levanta y clampa el peto costal dejando al descubierto el torax.
Posteriormente, se secciona la auricula derecha dejando que la sangre salga durante unos segundos. Con una
aguja de 20G en el ventriculo izquierdo se inyecta un volumen entre 30-40 ml de suero salino al 0,9% para eliminar
la sangre presente en los vasos y 6rganos y seguidamente, se inyecta por esta aguja un volumen de entre 50-60
ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en 0,1 M de tampdn fosfato salino (PBS).

lII.5.2. ENUCLEACION DEL GLOBO OCULAR

Para saber la correcta orientacion de la retina, se procede a realizar un punto de sutura en el parpado superior de
cada ojo. Cada ojo tiene un punto de sutura diferente para asi poder identificarlo mas adelante, asi el ojo derecho
(OD) se hace una sutura igual de larga en ambos lados y en el Ol una sutura con un lado un lado mas largo que

otro.

Para la enucleacién de los 0jos se realiza una incision en la zona nasal y temporal de la ceja, luego se secciona
rodeando el ojo el tejido que rodea y sujeta el globo ocular a la érbita 6sea. Finalmente, se tracciona el globo
ocular hacia delante y se realiza un corte del NO.

El globo ocular se postfija durante una hora en PFA al 4%. Posteriormente, se lava con PBS 0,1M y se deja en
este a 4°C hasta su posterior manipulacién para montajes globales de retina o preparacion del globo ocular para

secciones.
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111.5.3. RETINAS A PLANO

Para la diseccion y montaje global de la retina a plano, se comienza retirando el tejido que rodea el ojo, luego, se
realiza una incision en el limbo esclero-corneal y se retira la cornea. Seguidamente se extraen las estructuras del
polo anterior del ojo: iris y cristalino, obteniendo la copa dptica donde se aprecia la retina. Se realizan cuatro cortes
transversales de la copa 6ptica desde el limbo esclero-corneal hasta cerca del disco dptico. Estos cortes radiales
se practican en los polos inferior, nasal, temporal y superior del ojo, siendo el corte realizado en el polo superior
el més profundo y préximo al disco dptico para permitir orientar las retinas correctamente més adelante.

Una vez realizados los cuatro cortes transversales, se extrajeron las retinas separandolas de la coroides, la
esclerética y el CC con la ayuda de unas pinzas. Una vez separada de la coroides, la retina queda sujeta al resto

de la copa optica por el NO, asi que se procede a cortarlo con unas tijeras.

Las retinas inmediatamente eran puestas a plano con la cara vitrea hacia arriba en un portaobjetos microscépico
y se procede a la eliminacidn de los restos de vitreo adheridos a la retina con dos pinceles con mucho cuidado de
no dafiarla. Una vez limpia, la retina se coloca sobre un papel de filtro Whatman n° 1 (Whatman, Internacional Ltd.
Maidstone, Reino Unido) al que queda adherida por su superficie vitrea y se postfija en PFA al 4% en PBS 0,1M

durante 1 hora a 4°C. Por ultimo, se mantienen en PBS 0,1M a 4°C hasta realizar la inmunohistofluorescencia.

II.5.4. PROCESADO HISTOLOGICO DE LA RETINA PARA SECCIONES TRANSVERSALES

Para realizar secciones transrversales de retina, una vez extraido el 0jo, se procede en primer lugar a la limpieza
integra de los tejidos que rodean al ojo. Después se realiza una incisidn en el limbo esclero-corneal y se retira la
cornea. Seguidamente se extraen las estructuras del polo anterior del ojo: iris y cristalino, obteniendo la copa
dptica. A continuacion, se coge la copa dptica obtenida y se post- fija durante 1 hora en PFA 4%. La copa dptica
se lava con PBS 0,1My se crioprotege mediante inmersion en soluciones secuencialmente crecientes de sacarosa
(Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia) al 15% y 30% en PBS 0,1M durante 24 horas en cada solucion.
Después, el ojo se incluye en un medio de montaje para su congelacion (Tissue-Tek®, OCT; Sakura, Finetek,

Torrance, CA, EE. UU.) orientadas correctamente.

Se congelan rapidamente en isopentano (2-metilbutano, Sigma-Aldrich, Alcobendas, Madrid, Espafia) a -80°C.
Posteriormente, se realizan las secciones sagitales de 14um de grosor usando un criostato (Leica, Jung CM3000,
Alemania). Las secciones se recogen en portaobjetos especialmente pretratados para este fin (SuperFrost®Plus,
VWR International, Eurolabs SL, Barcelona, Espafa), y finalmente se guardan a -20°C hasta su posterior anélisis

e inmunodeteccion.
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lII.5.5. CULTIVO ORGANOTIPICO DE RETINA

En primer lugar, se afiaden 400 ul de PFA 4% en una placa 24 pocillos. Se trasladan los insertos con los explantes
de retinas a la placa con los pocillos que contienen el PFA 4%. Lentamente se afiade 400 pl de PFA 4% dentro
del inserto, ya que si se hace rapidamente pueden despegarse los explantes de la membrana. Después, se
guardan a 4°C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se retira el PFA y el inserto con la retina se traspasa a
una placa nueva que contiene PBS. Por ultimo, se afiaden 400 ul de PBS dentro del inserto. A partir de este punto

se pueden guardar 3 dias como méximo a 4°C antes de realizar la inmunodeteccion.

lI1.6. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA
111.6.1 INMUNOHISTOFLUORESCENCIA DE RETINA MONTADAS A PLANO

-Permeabilizacion: las retinas se incuban en agitacion durante lavados consecutivos en PBS Triton® X-100 0.5%
(3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente), posteriormente se congelan a -80°C durante 15 minutos en

este mismo tampén y tras la descongelacion se vuelven a lavar 3 veces también en el mismo tampon.

-Incubacion con elllos anticuerpol/s primario/s: Las retinas se incuban con el/los anticuerpo/s especificos de
antigeno correspondiente/s en una solucion de bloqueo que contiene suero del animal en el que esta hecho el
anticuerpo secundario, bien suero normal de burro (Normal Donkey Serum, NDS, Jackson Inmuno Research Inc.,
Cambridge, Reino Unido) o suero normal de cabra (Normal Goat Serum NGS, Jackson Inmuno Research Inc,
Cambridge, Reino Unido) diluido al 2% en Triton® X-100 al 2% en PBS para el bloqueo de las uniones
inespecificas. Se incuban a una temperatura de 4°C durante toda la noche en el frigorifico. Al dia siguiente, se

lavan las retinas en PBS-Triton® X-100 0,5% (3x10 min. a temperatura ambiente).

-Incubacion con elllos anticuerpos/s secundario/s: Los anticuerpos secundarios estan unidos a distintos
fluoréforos que emiten fluorescencia a distinta longitud de onda 0. Los anticuerpos se diluyen en Triton® X-100
al 2% en PBS y las retinas se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion constante. Tras
acabar la incubacion, se lavan las retinas en PBS-Tritén® X-100 0,5% 3 veces a temperatura ambiente y

posteriormente un ultimo lavado en PBS.

La retina se monta sobre un portaobjetos, colocando su cara vitrea hacia arriba, con un medio de montaje, (glicerol
al 50% y p- fenilendiamina al 0,04% en tampon carbonato sodico 0,1 M, pH 9,0; (Dodd y cols., 1984), y se tapa

con un cubreobjetos, que se sella con esmalte de ufias.
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[1.6.2. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA EN SECCIONES TRANSVERSALES DE RETINA

-Permeabilizacion: Previa a la permeabilizaciéon se procede al atemperado de los portas que contienen las
secciones y a la eliminacion del Tissue-tek® adherido a las secciones y al porta mediante un lavado con PBS
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el tejido se permeabiliza con 3 lavados de 5 minutos

con PBS-Triton® X-100 0,1% a temperatura ambiente.

-Incubacion con elllos anticuerpo/s primario/s: Se realiza la incubacién de las secciones con el anticuerpo o
anticuerpos primarios diluidos en tampon de bloqueo con NDS o NGS en PBS-Triton® X-100 0,5% durante toda

la noche a 4°C.

Para evitar la evaporacion de la solucion durante el periodo de incubacion, tras la aplicacion del anticuerpo, el
porta con las secciones se cubre con una capa de plastico elastico (Parafilm®, Bemis Company Inc., Neenha,
Wisconsin, EE.UU.). Al dia siguiente, se lavan las retinas 3 veces durante 5 minutos a temperatura ambiente en
PBS-Triton® X-100 0,1%.

- Incubacion con el/los anticuerpols secundariols: Se incuban las secciones con el anticuerpo o los anticuerpos
secundarios en PBS-Tritén® X-100 0,5% durante 2 horas, cubriendo el porta con las secciones con el Parafim®.
Tras la incubacion, se lavan las retinas con PBS-Triton® X-100 0,1%. Se realizan 3 lavados de 5 minutos a

temperatura ambiente y por ultimo un lavado con PBS para retirar los restos de detergente que puedan quedar.

Finalmente, se montaron con medio de montaje para la fluorescencia que contiene DAPI (Vectashied®,
Laboratorios Vector, Inc., Burlingame, CA, EE. UU.) (ver apartado 7.3) y se tapa con un cubreobjetos, que se

sella con esmalte de ufias.
11.6.3. TINCION DE LOS NUCLEOS CON DAPI

Para tefir los nucleos presentes en la retina se utiliza como marcaje el 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que se
intercala en la doble cadena de ADN tifiendo los nlcleos de todas las células. EI maximo de absorcion es una
longitud de onda de 358 nm (ultravioleta) y su maximo de emision es 461 nm (azul).

Después de la inmunodeteccion, las secciones transversales (Figura 22) se montaron con medio de montaje para

la fluorescencia que contiene DAPI (Vectashied®, Laboratorios Vector, Inc., Burlingame, CA, EE. UU.)
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Figura 22: Fotomontaje de una seccion transversal de retina de raton tefiida con DAPI. A: fotomontaje. a”: magnificacion de la

seccion transversal del fotomontaje. a”: magnificacion de la cabeza del NO.

111.6.4. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA DE CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA

Los explantes deben estar dentro de un pocillo de una placa de 24 multipocillos en suspension.

-Permeabilizacion: Se comienza retirando el PBS de los pocillos y se realizan 3 lavados de 10 minutos con PBS-
Tritén® X-100 0,1% a temperatura ambiente. Seguidamente se afiade la solucién de bloqueo (PBS-Triton® X-100

0,2% y NDS y/o NGS al 5%) y se mantiene en agitacion suave durante 1h'y 30 min a temperatura ambiente.

-Incubacioén con el/los anticuerpol/s primario/s: Se realiza la incubacidn de los cultivos con el anticuerpo o los
anticuerpos primarios diluidos en tampén de bloqueo (NDS o NGS en PBS-Triton® X-100 0,2%) a 4°C durante 24
horas en agitacion suave. Tras la incubacion se realizan 6 lavados de 10 minutos de duracion en agitacion suave
en PBS-Tritdn® X-100 0,1%.

-Incubacién con el/los anticuerpo/s secundario/s: Seguidamente, se incuban los cultivos con elllos
anticuerpo/s secundario/s en PBS-Triton® X-100 0,2% durante 2 horas y agitacién suave. Tras la incubacion se
realizan 6 lavados de 10 minutos con PBS-Triton® X-100 0,1% a temperatura ambiente y agitacién suave. Los
cultivos se montan sobre un portaobjetos, colocando su cara vitrea hacia arriba, con el medio de montaje, y se

tapa con un cubreobjetos, que se sella con esmalte de ufas.
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[11.7. ANTICUERPOS PRIMARIOS

Los anticuerpos, diluciones y casas comerciales que se utilizaron para la inmunodeteccion de las diferentes

poblaciones celulares, se muestran en las Tablas 4 y 5.

IDENTIFICACION ~ ANTIGENO ANTICUEPO CASA COMERCIAL DILUCION
PRIMARIO PRIMARIO
CMs Iba-1 Conejo a Iba-1 ab178846, Abcam, Cambridge, Reino 1:500
Unido
CMs M2 CD206 Cabra a CD206 Biotechne_AF2535 1:1200
CMs activadas CD68 Rata a CD68 Ab53444, Abcam, Cambridge, Reino 1:750
Unido
Astrocitos GFAP Conejo a GFAP (9269 Sigma-Aldrich 1:500
Cabra a GFAP Ab53554, Abcam, Cambridge, Reino
Unido
Células de Mller Vimentina Cabra a GFAP sc-7557, Santa Cruz Biotechnology, 1:250
INC, Heidelberg,
Alemania
Brn3a Ratén IgG1 a MAB1585, Milipore, Burlington, 1/300
Brn3a Massachusetts, Estados Unidos
Rbpms Conejo a RBPMS GTX118619, Genetex, Irvine, 1:750

California, Estados Unidos

CGRs
Blll tubulina Conejo a BIlI Rabbit anti-BIIl, T2200-200 ul 1:1000
tubulina
Gamma Ratén o Gamma mAb mouse anti-SNCG (21-127) 1:1000
synucleina sinucleina H00006623-M01

Tabla 4: Relacion de los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo.
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[11.7.1. ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Para detectar los anticuerpos primarios, se utilizaron anticuerpos hechos en burro y cabra conjugados a su vez
con distintos fluoréforos: Alexa Fluor 488®, Alexa Fluor 594®, Alexa Fluor 555® y Alexa Fluor 647®, que, tras ser
excitados por una longitud de onda concreta, emiten fluorescencia verde, roja y rojo lejano respectivamente, como

se muestra en la tabla 5.

Anticuerpo Secundario Casa Comercial Dilucion
Secundario

Burro a Conejo, Alexa Fluor 488® o 647®
Molecular Probes, Thermo Fisher,
Burro a Cabra, Alexa Fluor 555®@ Madrid, Esparia 1:500

Burro a ratén, Alexa Fluor 594® o 555®

Tabla 5: Relacion de los anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo.

I1.8. ADQUISICION DE IMAGENES
111.8.1. MICROSCOPIA
111.8.1.1. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA LEICA DM6 B

Las retinas se examinarén y se fotografiarén en un microscopio 6ptico, equipado con un sistema de adquisicion
de imagenes digitales (Leica DM4 B, Alemania). El microscopio presenta cuatro laseres: laser de onda continua
ultravioleta de 405 nm; laser multilinea de Argén de 458, 476, 488, y 514 nm; un laser amarillo DPSS de 561 nm;
y un laser rojo HeNe de 633nm. Cuenta también con diferentes objetivos: 5x, 10x, 20x, 40x y 63x. Dicho equipo
esta controlado por el programa informatico (Leica Application Suite X (LAS X), y por la cdmara (Leica
Microsystems Heidelberg GmBH, Alemania), que permite la captura de imégenes en “Z-Stack”, y posteriormente

su reconstruccion tridimensional.
111.8.1.2. MICROSCOPIO CONFOCAL LEICA TCS SP8

Para la captura de detalles con alta resolucién y para la reconstruccién tridimensional de las iméagenes en
profundidad de retinas a plano y explantes, se adquierieron imagenes individuales con el microscopio confocal
(Microscopio Confocal Leica TCS SP8, Alemania). El microscopio confocal esta equipado cuatro laseres: laser de
onda continua ultravioleta de 405 nm; laser multilinea de Argdn de 458, 476, 488, y 514 nm; un laser amarillo
DPSS de 561 nm; y un laser rojo HeNe de 633nm.
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El equipo estd controlado mediante el programa informatico (Leica Application Suite X (LAS X), Leica
Microsystems Heidelberg GmBH, Alemania), que permite la captura de imagenes en “Z-Stack”, y la posterior

reconstruccion tridimensional de tejido capturado, asi como imagenes mas limpias (Figura 23).

Figura 23: Ejemplo de magnificaciones de las CMs en CORs a 3 dias mediante microscopia confocal. En esta figura se pueden
observar CMs-Iba1* con el filtro verde. (A). Magnificacion a 20X. (B). Magnificacion a 63X.

111.8.2. FOTOMONTAJES

Para la reconstruccion y fotomontaje de las retinas a plano y secciones trasversales de retina (Figuras 22 y 24
A), se realiza la adquisicion automética secuencial de campos microscopicos contiguos, sin uniones ni
solapamientos entre campos con el microscopio Leica DM6B, siguiendo el patrén de muestreo de una matriz de
celdas regulares con un area preestablecida que cubria la superficie de la retina, utilizando el objetivo de 20x. El
tamafio del campo de captura fue de 0,24 mm2.Cada microfotografia fue enfocada manualmente antes de ser
capturada y almacenada digitalmente dentro del programa de analisis de imagen IPP. Todas las imagenes que
componen una retina se guardan en un archivo como imagenes de color de 24 bit usando el modulo control del
microscopio Scope-Pro® 5.0 for Windows® del programa IPP. Estas imagenes pueden ser combinadas
automaticamente dentro de una sola imagen de alta resolucién del fotomontaje de la retina para un posterior

estudio de la imagen.

11.8.3. MAGNIFICACIONES EN DETALLE

Las imagenes en detalle se adquirieron bien con en el microscopio confocal Leica TCS SP8 (objetivos de 20x y

63x, Figura 23) o con el microscopio de fluorescencencia Leica DM6B (objetivo de 20x, Figura 24 B).
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Figura 24: Reconstruccion fotografica o fotomontaje de una retina de raton intacta a partir de campos microscépicos

individuales. A: Fotomontaje de retina montada a plano en la que se observan las CMs-lbal*. El cuadro representa el campo

microscopico (a’).

Para representar la colocalizacién de sefiales se fotografiaron las distintas sefiales de fluorescencia de manera

secuencial y consecutiva, controlado por el programa LAS X (ver apartado 111.9.2).
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[11.9. CUANTIFICACION
111.9.1. CUANTIFICACION MANUAL EN RETINAS A PLANO
Iba1*y CD68*
La cuantificacion manual de CGRs y CMs se realizo en 12 campos microscopicos, 3 por cuadrante y 4
por area/region de 0,24 mm?2 en cada cuadrante de la retina (centro, medio y periféria) (
) (Figuras 25y 26).

Figura 25. Representacion esquematica del método de contaje manual del nimero de CMs en cada una de las tres regiones

(centro, media y periferia).

En este dibujo se ilustra las muestras seleccionadas manualmente en cada fotomontaje para la cuantificacion manual. Se tienen 4
fotografias por area {central (C), media (M) y periférica (P)}. En cada cuadrante se analizaron 3 fotografias equidistantes, tomando como

referencia el NO. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, |= inferior.

IBA 1 CD68 MEZCLA

Figura 26. Representacion de microfotografias de fotomontajes globales con el marcador Iba1y el marcador CD68.
Se puede observar un campo microscopico individual adquirido con el filtro verde (A) para detectar las células microgliales |ba1*, con el
filtro rojo lejano (B), se detectan las CMs que expresan CD68" y finalmente una combinacién de ambos (C). Estas imagenes fueron

adquiridas con un aumento de 20X. Barra en A, By C= 20 pym.
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B) CMs CD206*

Para cuantificar el numero de células en la retina de ratén que expresan el fenotipo de microglia M2, se
obtuvieron montajes globales de retina inmunodetectadas con el marcador CD206, y posteriormente se
analizaron mediante el programa Adobe Photoshop. Se cuantifico el nimero total de CMs CD206* en

la retina entera, el NO, asi como el CC (Figura 27).

Figura 27. Representacion de fotomontajes globales de retina (A), CC (B) y NO (C) con el marcador CD206. Estas imagenes

fueron adquiridas con un aumento de 20X.

C) CGRs y Microglia

En las retinas montadas a plano trazadas con OHSt desde el CS, se procedié a la cuantificacién manual de las
CMs fagociticas OHSt* e Iba-1+, utilizando magnificaciones a detalle de la zona central y periferia de las retinas
montadas a plano (Figura 28) y de los CORs. En retinas montadas a pano y en CORs, se cuantificé manualmente
el numero de CMs-OHSt-Iba1*y de CGRs-Brn3a* RBPMS* utilizando magnificaciones a detalle de la zona central

y periferica de la retina (Figura 29).

Figura 28. Representacion de microfotografias a detalle de retinas trazadas con OHSt en retinas montadas a plano y su
colocalizacién con Iba1.
Se puede observar el trazador OHSt en A y el marcador Ibal en B. La superposicién de ambos marcadores en C. Estas imagenes

fueron adquiridas con un aumento de 20X. Barra en A, B, C= 50 um.
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Figura 29. Representacion del marcaje de Brn3a y RBPMS en secciones transversales al ApNO.
Se puede observar Brn3a en Ay RBPMS en B. Estas imagenes fueron adquiridas con un aumento de 20X. /magen tomada durante la

realizacion de esta tesis doctoral.
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[11.9.2. MANUAL EN SECCIONES TRASVERSALES DE RETINA

A) CMs Iba1*, CD68*y CD206*
Una vez obtenidos las secciones transversales, se analizaron 3 fotomontajes por animal y grupo experimental. A
continuacion, se acoplaron con el programa Adobe Photoshop® los fotomontajes capturados con los diferentes
filtros (Figura 30) y se cuantificd manualmente el numero de CMs-lba1* que, a su vez, eran CMs-CD68+ en las

diferentes capas de la retina. Los datos se obtienen en densidad (cels/mm?2).

Figura 30. Representacion del marcaje de Iba1 en secciones transversales al ApNO.

Estas imagenes fueron adquiridas con un aumento de 20X.

111.9.3. DISTRIBUCION ESPACIAL. MAPAS TOPOGRAFICOS

El estudio de la distribucion espacial de las CGRs en la retina es muy importante para estudiar cualquier tipo de
patologia o degeneracion. En nuestro laboratorio se han disefiado protocolos informaticos, que partiendo de los
procedimientos desarrollados previamente para la cuantificacion automatica permiten obtener datos sobre la

densidad espacial.

Estas densidades bien son tratadas teniendo de referencia un area de interés y calculando el nimero de células
que contiene (mapas de isodensidad), o bien partiendo de una célula y calculando las células préximas a ella
dentro de un radio conocido (mapas de nimero de vecinos Figura 31). En la realizacion de esta tesis doctoral, se

ha utilizado el mapa de vecino.
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111.9.3.1 MAPAS DE VECINOS

La realizacién de estos mapas permite determinar especificamente las coordenadas de cada CMs con respecto
a un origen, el NO. Otros datos necesarios que se tienen en cuenta son: el nimero total de la poblacion y el area
de la retina, que se obtiene utilizando una rutina desarrollada en el programa Image-Pro® Plus 5.1 for Windows®.
Para cada célula, estos datos son procesados en distintas fases mediante una rutina desarrollada en JAVA,

descrito anteriormente en nuestro laboratorio (

En conclusién, mediante un programa de representacion grafica (SigmaPlot® 9.0 for Windows®, Systat Software,
Inc., Richmond, CA, EE. UU.) se representa cada célula en funcién de su posicion con respecto al NO y el nimero

de vecinos que posee.

En el mapa, este numero de vecinos viene definido por una escala de color, de manera que los colores frios (gama
de azules) corresponden a un menor numero de vecinos de 0-2 células y los colores mas calidos (gama de rojos)

un mayor nimero de vecinos de 19-21 células o0 mas en un radio de 0,20 mm (Figura 31) (

Figura 31: Visualizacion de la distribucion de las CMs M2 en una retina de ratén usando mapas de vecinos.

En estaimagen se muestra una retina de raton representativa, correspondientes a una retina experimental izquierda. La escala de colores
de cada célula nos muestra el nimero de células vecinas que tiene en un radio determinado. Las células lilas poseen un rango de entre
0-2 células vecinas, y aumenta el niimero hasta las células granates que tienen entre 19-21 células vecinas 0 mas en un radio de 0,20mm.
En la parte inferior izquierda se muestra el niumero total de CMs de cada retina. Abreviaturas: S= superior, T= temporal, N= nasal, |=

inferior. Barra= 1mm.
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111.9.4. ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS CELULAS MICROGLIALES MEDIANTE IMAGE J
IMAGE J

Image jes un programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico programado por javay
desarrollado por Wayne Rasband, (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Se puede descargar

facilmente a través de siguiente enlace: [https://imagej.nih.gov/j].

Fue disefiado para poder mostrar, editar, analizar, procesar, guardar, e imprimir diferentes imagenes. También

puede leer varios formatos de imagen y formatos RAW. En esta tesis doctoral se utiliza para cuantificar y analizar:

l) La densidad media de CMs-lba1*, CMs-CD68* y CMs-CD206* en secciones transversales de retina
(Figuras 32y 33)

)] El tamafio del soma de las CMs-Iba1*en montajes a plano de retina y en CORs (Figura 34)

1) Circularidad del soma de las CMs-Iba1* en montajes a plano de retina y en CORs (Figura 34)
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Cuantificacion de las CMs-lba1* y CMs-CD68* en secciones trasversales de retina
Una vez obtenidos las secciones transversales, se analizaron 3 fotomontajes por animal y grupo experimental. A
continuacién, se cuantificd manualmente el niumero de CMs-lba1*, CMs-CD68* (Figura 32) y CMs-CD206*

(Figura 33) mediante el programa Image J. Los datos se obtuvieron en poblacion total para las CMs-CD206* y
en densidad para las CMs-Iba1*.

Figura 32. Representacion esquematica del método de contaje manual del nimero de CMs-Iba1*y CMs-CD68* en la retina intacta.
A, A’) Imagen de una seccion trasversal de retina inmunotefiida con Iba1y CD68. B, B") Retina total. C, C’) Retina Interna. D, D*) Retina
Externa.

~ 56 ~



MATERTAC Y METOROS

Cuantificacion de las CMs-CD206* en secciones trasversales de retina

Figura 33. Representacién esquematica del método del contaje del niimero total de CMs-CD206* en la retina intacta. A) Imagen

de una seccion trasversal de retina inmunotefiida con CD206*. B) Retina total. C) Retina Interna. D) Retina Externa.
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Figura 34: Reconstruccion del proceso de cuantificacion del tamaio, circularidad y soma de las CMs. A) Programa Image J. B)

Carga de la imagen para cuantificar. C) Seleccién del area a medir. D) Con el programa Image J se procede a analizar y medir el area.
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111.9.5. ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS CELULAS MICROGLIALES MEDIANTE IMAGE J FUJI

IMAGE J FUJI

Se uso el “Simple Neurite Tracer” (SNT), un complemento de software gratuito distribuido por Fiji-lmage J,
fdesarrollado por Mark Longair en 2011 (Longair y cols., 2011). La descarga es gratuita y la documentacion estéan
disponibles en “http:/ffiji.sc/Simple_Neurite_Tracer’. SNT se disefid en un primer momento para rastrear
neuritas, lo que permitié el rastreo semiautomatico de estructuras similares a tubos en pilas Z de microscopio
confocal. Para usar SNT para reconstruir una microglia, el usuario debe seleccionar puntos a lo largo de la linea
media del proceso microglial. Si realmente existe un camino entre los puntos, el software los conectard, incluso si
estan distantes entre si (Figuras 35y 36). Este proceso semiautomatico ayuda a evitar errores de reconstruccion
y al mismo tiempo asegura la correcta tortuosidad del proceso. Proporciona métodos para medir longitud y
volumen de las neuronas, una interfaz para el analisis de Sholl y poder visualizar las imagenes en 3D. También,
como parte del marco de Fiji, Simple Neurite Tracer interactia con otros complementos de ImageJ para un mayor
andlisis y visualizacién, ademas de admitir una seleccion de opciones de importacidn y exportacion. La aplicacion

esta disefiada para imagenes de microscopia de luz como confocal (Longair y cols., 2011).

RECONSTRUCION DE LAS CMs

Mediante el programa Image J Fiji se realizaron las reconstrucciones de las CMs en CORs y en retinas
axotomizadas, contralaterales a la lesion e intactas (Figuras 35 y 36). Para ello, las imagenes se adquirieron en
z-stack con un objetivo de 40x en el microscopio confocal Leica DM6 B. El intervalo entre cada imagen Z es de
0,5 pum. Se adquirieron con toda la profundidad (en el plano Z) de la célula y con todas las ramificaciones esta

dentro del campo.
A través de esta reconstruccion, se obtuvieron los siguientes datos:

- Numero de procesos totales, basales y apicales de las CMs en montajes a plano y en CORs (Figura 35)

- Longitud Total y longitud de las ramas basales y apicales de las CMs en montajes a plano y en CORs
(Figura 35)

- Imagen en 3D en montajes a plano y en CORs (Figura 36)
- Volumen en montajes a plano y en CORs (Figura 37)
- Andlisis Sholl en montajes a plano y en CORs (Figura 38)
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Figura 35: Reconstruccion del nimero de procesos y de la longitud total (basal y apical) de las CMs utilizando SNT. Ay B) Carga
de imagenes confocales en el software Fiji para la reconstruccion microglial; C) menu de Simple Neurite Tracer (SNT); D) ejemplo de
reconstruccion de las CMs con todos los procesos trazados discriminados en la ventana "All paths" (panel central). E, F, G) Paso a paso

de como se reconstruye una CMs.
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Figura 36: Reconstruccion de la morfologia 3D de las CMs utilizando SNT. A y B) Carga de imagenes confocales en el software Fiji
para la reconstruccion microglial; C) ment de Simple Neurite Tracer (SNT); D) ejemplo de reconstruccion 3D con todos los procesos

trazados discriminados en la ventana "All paths" (panel central). Imagen tomada durante la realizacion de esta tesis doctoral.
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Figura 37: Reconstruccion del proceso de cuantificacion del volumen, area y perimetro de las CMs. A) Programa Image J. B)

Carga de la imagen para cuantificar. C) Seleccidn del volumen a medir. D) Medicién del volumen.
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cuantificar. C) Seleccién “path 0" para comenzar a medir. D) Analisis del radio maximo y el nimero de intersecciones.
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l1I.10. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico y de representacion grafica Graph Pad® Prism v6
(Graph Pad, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se presentan como media + desviacion estandar.

Para la comparacion de més de dos grupos se realiza un analisis de comparaciéon multiple por parejas, el test
ANOVA con post-andlisis: Tukey Dunn tras cumplir la condicion de que la F global del test ANOVA sea
estadisticamente significativa. Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0,05.

Para la comparacion de los grupos se utilizo “t-test” prueba no paramétrica y posteriormente un post-analisis;

Kruskal-Wallis. Las diferencias entre los grupos se consideraron significativas cuando p <0,05.
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IV. RESULTADOS

IV.1. CURSO DE LA ACTIVACION GLIAL A LARGO PLAZO EN RETINAS LESIONADAS Y
CONTRALATERALES A LA LESION TRAS UNA AXOTOMIA UNILATERAL

IV.1.1. DISENO EXPERIMENTAL

En el siguiente esquema se muestra el disefio experimental del primer objetivo, en el que se han utilizado un total
de 42 ratones macho de la cepa C57/BL6 (Figura 39).

ApNO \

|
9.: .9—0|

. 9— oD . 9_ CONTROL (INTAGTAS)

S B | i
T~ I | | | 1 dias
o
~ 1d 3d 5d 21d 45d
C57BLIG 8 “* * 8 “
/ “ Iba 1
CD206
Analisis o
n=6 / tiempo GFAP
_r---g"\ VIMENTINA
3 > OAPI Anélisis y
] N cuantificacién
Adqul'slclon de de datos
n=3 tiempo Imagenes

Figura 39: Disefo experimental del estudio de activacion glial en retinas intactas y tras ApNO unilateral.

IV.1.2. Activacion microglial en retinas intactas, lesionadas y contralaterales a la lesion.
IV.1.2.1. Activacion microglial en retinas intactas
El primer objetivo de este estudio fue el de caracterizar los dos estados de las CMs en las retinas intactas (control)

(Figura 39). Las CMs se evaluaron con Iba1 (activacion e inflamacion microglial), CD68 (microglia activa) y CD206
(fenotipo microglia M2) (Figura 40).

En retinas intactas, se encontraron CMs-lba1* en la CFNR, CCG, CPI y CPE con una morfologia ramificada,
indicativa de un estado de reposo. (Figura 40 A). En la CCG, las CMs-Iba1* se distribuyeron uniformemente tal y
como se ha descrito anteriormente ( Nimmerjahn y cols., 2005 ; Sobrado-Calvo y cols.,2007; Nadal-Nicolas y
cols.,2017) (Figura 40 B).

La expresion de CD68 (Figura 40 C, D) y CD206 (Figura 40 E, F), marcadores de activacion de las CMs, se
observé en muy pocas CMs y que se localizaron preferentemente alrededor NO y en el CC (Figura 40 D, F).
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Iba1

CD68

CD206

Figura 40: CMs en retinas intactas (A - F).
Fotomontajes de una seccion trasversal de la retina (A, C, E) y retinas montadas a plano (B, D, F) donde se han inmunodetectado Iba1,
CD68 y CD206 para identificar todas las CMs-Iba1* y sus estados de activacion (CD68* y CD206*). Las ampliaciones en (a' - f’) son de

las &reas enmarcadas en (A - F). GCL: capa de células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; OPL: capa plexiforme externa.
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IV.1.2.2. Activacién microglial en retinas lesionadas
En secciones transversales de retina tras el ApNO, se observd una activacién morfoldgica de las CMs-Iba1*y un
aumento de la expresién de CD68* desde el dia 5 tras ApNO (Figura 41) en comparacion con las retinas intactas

(Figura 40 A, C). Todas las CMs CD68* eran Iba1* pero no al revés.

En la retina total (interna y externa) hubo un aumento progresivo y paralelo de CMs-CD68* e CMs-Iba1* que fue
significativamente mas alto que en retinas intactas a los 3, 5y 9 dias tras la lesidn y disminuy6 a niveles basales
a los 21 dias (Figura 42 C). Cuando analizamos la retina interna (Figura 42 A) y externa (Figura 42 B) por
separado, observamos que la densidad de CMs-Iba1* y CD68* aumentd en la retina interna y disminuyo en la

externa, como las CMs-CD206*.

Las CMs-Iba1*también eran CD68*. Las CMs-CD206* tenian una morfologia diferente a las CMs-Iba1*y CD68*,
ya que eran muy pequefias. En la retina total (interna y externa) hubo un aumento de CMs-CD206* que fue
significativamente mas alto que en las retinas intactas a los 5, 9 y 21 dias y disminuy6 a 45 dias por debajo del
control (Figura 43 C). Cuando analizamos la retina interna (Figura 43 A) y externa (Figura 43 B) por separado,
observamos que la densidad de CMs-CD206* aumenté en la retina interna y disminuyé en la externa. Estos datos

sugieren que las CMs migran desde la retina externa a la CCG donde las CGRs estan muriendo.
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INTACTO

1d | | 3d
5d | | 9d
21d [ 45d

Figura 41: Activacion microglial en secciones trasversales de retinas axotomizadas.
Magnificaciones de secciones transversales de retinas intactas y lesionadas analizadas a tiempos crecientes después de lesion e
inmunotefiidas con Iba1, CD68 y CD206. CCG: capa de células ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CPE: capa

plexiforme externa.
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Figura 42: Densidad media (CMs/mm?) * DE de CMs-lba* y CD68*.En la retina interna (A), externa (B) y total (C) en retinas
axotomizadas. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con las retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p <0,001.
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Figura 43: Numero total * DE de CMs-CD206 * en secciones trasversales de retinas axotomizadas. Prueba de Kruskal-Wallis,

significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p<0,001.
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En las retinas a plano y en la CCG, las CMs mostraron ya en el dia 1 una expresion clara de CD68* (Figura 44).
La densidad de CM saument¢ significativamente a los 5, 9y 21 dias, y su nimero volvié a la normalidad a los 45
dias. Sin embargo, la densidad de CMs-CD68* aumentd significativamente el dia 3 y permanecié mas alta que el
control hasta 45 d (Figura 45).

INTACTO

1d | 3d
5d | | 9d
21d [ 45d

Figura 44: CMs en la CCG de retinas axotomizadas. Ampliaciones de retinas montadas a plano intactas y lesionadas enfocadas en el
CCG y que muestran inmunotincion de Iba1*, CD68* y CD206".
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Figura 45: Densidad media (CMs/mm?) £ DE de CMs-lba*y CD68* en la CCG. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente

en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Topograficamente, las CMs-CD206* en retinas intactas son méas abundantes en la periferia y alrededor del NO y
difusas en el resto de la retina (Figura 46). Tras la axotomia, su densidad aumenta en el resto de la retina

medial/central y en la retina periférica, disminuyendo alrededor del NO (Figuras 46 y 47).

Curiosamente, también hubo un aumento del nimero de CMs-CD206* en el CC, que precedié al de la retina
(Figura 47 C). Finalmente, en las retinas intactas, las CMs-CD206* tenian una morfologia redondeada, con pocas
0 ninguna ramificacion. Después de la lesion, su morfologia cambia y se observaron alargadas y mas delgadas,

y en la cabeza NO y CC mostraron una orientacion polarizada (Figura 48).
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Figura 46: Mapas de vecinos de CMs-CD206* tras ApNO en retinas axotomizadas a diferentes tiempos tras la lesion.

Los colores frios (gama de azules) corresponden a un menor nimero de vecinos y tienen un rango de tamafio de 0-2 células vecinas y
los colores méas calidos (gama de rojos) a un mayor nimero de vecinos con un rango de tamafio de 19-21 células vecinas o méas. Vemos
como en estos mapas de vecinos, a 1 dia hay un menor niimero de vecinos (colores azules y violetas) y como a 5 y 9 dias (colores
rojos, ) este niumero aumenta considerablemente con respecto a intacto. A 45 dias el nimero de vecinos es parecido a una

retina intacta.
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Figura 47: Numero total * DE de CMs-CD206* en la capa de CCG, en la cabeza del NO y en el CC en las retinas intactas y
axotomizadas. Observamos como a 1 dia hay un menor nimero de CMs-CD206* en el CC que va aumentando hasta 5 dias y como a
partir de ahi vemos como ese nimero de CMs-CD206* va disminuyendo. En cuanto al NO vemos como a 1 dia hay un nimero menor de
CMs-CD206* y como a partir de ahi va incrementando hasta 5 dias y 9 dias el nimero de CMs-CD206* hasta que vuelve a bajar a 45

dias. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p <0.01, ** p < 0,01.
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Figura 48: CMs-CD206* en la retina, en el CC y en la cabeza NO en retinas intactas y axotomizadas a diferentes tiempos tras la

lesion. (A): Izquierda: fotomontaje de una retina intacta montada en plano que muestra inmunodeteccion de CD206. Medio, magnificacion
del CC y a la derecha, magnificacion de la cabeza del NO. Estos aumentos son de las areas enmarcadas que se muestran en el

fotomontaje. (B): Magnificaciones de la cabeza del NO y del CC en retinas axotomizadas a diferentes tiempos tras lesion.
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IV.1.2.3. Activacion microglial en retinas contralaterales a la lesion

La respuesta de las CMs en las retinas no lesionadas contralaterales siguié el mismo curso que en las lesionadas,
pero, como era de esperar, esta respuesta fue diferente de la lesionada (Figura 49). Asi, en secciones
observamos que tanto en la retina total como en la retina interna (Figuras 49 y 50), hubo un aumento significativo
de CMs-Iba1*y CMs-CD68* activada a 5 dias, mientras que en la retina externa (Figura 50 B) la densidad de
CMs-Iba1*y CD68* disminuyo a todos los tiempos temporales. Con respecto a las CMs-CD206* en la retina total
(interna y externa) hubo un aumento significativo a 1dia y a partir de ahi una disminucion hasta los 45dias al igual
que en la retina interna En cambio, en la retina externa hay una disminucion desde el dia 1 hasta el dia 45 (Figuras
49y 51).

INTACTO

Iba1

21d [ | 45d

Figura 49: CMs en secciones trasversales de retinas contralaterales al ApNO unilateral. Ampliaciones de retinas transversales

intactas y contralaterales ilesas analizadas tras ApNO e inmunotefidas contra Iba1*, CD68* y CD206*.
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Figura 50: Densidad media (CMs/mm?) + DE de CMs-Iba* y CD68* en la retina interna (A), externa (B) y total (C) en retinas
contralaterales tras ApNO unilateral. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacién con las retinas intactas, *

p<0,05,* p<0,01.
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Figura 51: Namero total + DE de CMs-CD206* en CCG, NO y en CC en las retinas intactas y contralaterales al ApNO unilateral.
Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p<0,001.
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En el CCG, la densidad de CMs-lba1* aumentd significativamente a los 5 dias, mientras que la densidad de CMs-

CD68* activadas fue significativamente mayor de 1 a 45 dias después de ApNO (Figuras 52 y 53).

INTACTO
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Figura 52: Densidad y activacion de CMs en CCG de retinas contralaterales al ApNO unilateral. Ampliaciones de retinas montadas

planas intactas contralaterales ilesas enfocadas en la CCG y que muestran inmunotincién de Iba1*, CD68* y CD206*.
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Figura 53: Densidad media (CMs/mm 2) £ DE de CMs-lba* y CD68*en la CCG de las retinas contralaterales tras ApNO
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unilateral. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Contrariamente a la respuesta en la retina lesionada, el nimero total de CMs-CD206* en las retinas contralaterales
a la lesion disminuyd a dia 1 en el NO y en la retina central/medial, y su nimero permanecié bajo hasta 45 dias.
En el CC, el numero de CMs-CD206* aumenté significativamente a los 5 dias, disminuyendo posteriormente
(Figuras 54 y 55). Alrededor del NO se observaron CMs-CD206* claramente activados, cambiando su morfologia

de manera similar a los de la retina lesionada.
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Figura 54: Mapas de vecinos de CMs-CD206* en retinas contralaterales al ApNO unilateral. Los colores frios (gamas de azules)
corresponden a un menor numero de vecinos y tienen un rango de tamafio de 0-2 células vecinas y los colores mas calidos (gama de
rojos) a un mayor numero de vecinos con un rango de tamafio de 19-21 células vecinas. Vemos como en estos mapas de vecinos, tanto
a 1 dia como a 5y 9 dias hay un r nimero de vecinos similar al grupo intacto (colores azules y violetas) y como a 45 dias el numero de

vecinos es ligeramente menor al grupo intacto.
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Figura 55: Numero total £ DE de CMs-CD206* en la CCG (A), en la cabeza del NO (B) y en el CC (C), en retinas intactas y
contralaterales al ApNO unilateral. Observamos como a 1 dia hay un elevado nimero de CMs-CD206* en el CC que va aumentando
hasta 5 dias y como a partir de ahi vemos como ese nimero de CMs-CD206* va disminuyendo. En cuanto al NO vemos como a 1 dia
hay un nimero menor de CMs-CD206* y como a partir de 5 dias y 9 dias incrementa el niimero de CMs-CD206* hasta que vuelve a bajar
a 45 dias. Prueba de Kruskal-Wallis, significativamente diferente en comparacion con retinas intactas, * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Figura 56: CMs-CD206*en la cabeza del NO y en el CC en retinas intactas y contralaterales tras ApNO unilateral a diferentes dias.
(A): Izquierda: fotomontaje de una retina intacta montada en plano que muestra inmunodeteccion de CD206. Medio, magnificacion del
CC y a la derecha, magnificacién de la cabeza del NO. Estos aumentos son de las &reas enmarcadas que se muestran en el
fotomontaje. (B): Magnificaciones de la cabeza del NO y del CC en retinas contralateraes a la lesion a diferentes tiempos.
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IV.1.3. ACTIVACION MACROGLIAL EN RETINAS LESIONADAS Y CONTRALATERALES A LA LESION

IV.1.3.1. Activacion macroglial en retinas lesionadas

En retinas intactas, la expresion de GFAP y vimentina se restringié en la CCG (Figura 57). Después de la
axotomia, la sefial de GFAP y vimentina aument6 en la CCG a los 5 y 9 dias y disminuy6 a los 21 dias, lo que
indica una hipertrofia transitoria de los astrocitos y de las células de Mller (Figura 57). Con respecto a la
expresion de GFAP y de las células de Miiller (desde la retina interna a la externa), fue sorprendente ver que no
hubo mucha activacion, excepto 9 dias después de la lesidn cuando se observé tincién de GFAP a lo largo de las
células de Muller (Figura 57). En consecuencia, el aumento de la sefial de vimentina fue sutil pero evidente de 5

a 21 dias después de la lesion.
| INTACTO |
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Figura 57: Activacion de astrocitos y células de Miiller en retinas axotomizadas. Aumentos de retinas en seccion transversal intactas
y lesionadas inmunotefiidas contra GFAP y vimentina, y contratefiidas con DAPI. CCG: capa de células ganglionares; CPE: capa

plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna.
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IV.1.3.2. Activacion macroglial en retinas contralaterales

En las retinas contralaterales a la lesién, no hubo cambios cualitativos en la expresion de estas dos proteinas en
comparacién con las retinas intactas, excepto en el dia 3 post-lesién cuando en la CCG la sefial de GFAP y
vimentina fue mas brillante que en el resto de los puntos temporales (Figura 58), lo que indica una hipertrofia

transitoria de los pies de los astrocitos y las células de Mdller.

INTACTO

MEZCLA

Figura 58: Activacion de astrocitos y células de Miiller en retinas contralaterales al ApNO unilateral. Aumentos de retinas en seccion
transversal intactas y lesionadas inmunotefiidas contra GFAP y vimentina, y contratefiidas con DAPI. CCG: capa de células ganglionares;

CPE: capa plexiforme externa; CPI: capa plexiforme interna.
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IV.1.4. RESUMEN

MICROGLIA

)

)

1)

V)

V)

En retinas intactas, las CMs-Iba1* tenian una morfologia ramificada y estaban distribuidas
uniformemente por la retina, indicando un estado de reposo. La CMs activadas, CD68*y CD206* se
observaron alrededor del NO y en el CC y su morfologia era mas redondeada, con pocas o0 ninguna

ramificacion.

En secciones transversales de retina, se observd que la densidad de CMs-lbal* y CD68*
aumentaban en la retina interna y disminuian en la retina externa tras axotomia. Estos datos sugerian
que las CMs-Iba1* y CD68* migraban desde la retina externa a la CCG donde los CGRs se estaban

muriendo.

En secciones transversales de retina contralaterales a la lesion, se observo el mismo patron de CMs-

lba1*y CD68* que en las retinas axotomizadas, pero mas atenuado.

En retinas montadas a plano, las CMs-CD206* se encontraron principalmente alrededor del NO y en
el CC, y algunas dispersas por la retina. Tras la axotomia hubo una relacién inversa entre el aumento
del numero total de CMs-CD206* en CCG y la disminucion alrededor de la cabeza del NO. También
hubo un aumento del nimero de CMs-CD206* en el CC, que precedid al de la retina. En cuanto a la
morfologia, las CMs-CD206* cambiaban, y se observé unas CMs mas alargadas y delgadas.

Ademas, en la cabeza del NO y CC mostraron una orientacion polarizada hacia la retina.

En la retina contralateral a la lesion, al estudiar la densidad de las CMs-Iba1* en la CCG se vio un
aumenté significativamente a los 5 dias, mientras que la densidad de CMs-CD68* activadas fue
significativamente mayor de 1 a 45 dias después de ApNO. Al analizar el nimero total de CMs-
CD206* se vio como estas disminuyeron. Alrededor de la cabeza del NO se observaron CMs-CD206*

claramente activadas, cambiando su morfologia de manera similar a los de la retina lesionada.

MACROGLIA

Vi)

viI)

vilI)

En retinas intactas, la expresion de GFAP y vimentina se restringié en la CCG.

En retinas lesionadas, la sefial de GFAP y vimentina aumenté en la CCG a los 5y 9 dias y disminuy6
alos 21 dias, lo que indica una hipertrofia transitoria de los astrocitos y de los pies terminales de las

células de Muller.

En retinas contralaterales la sefial de GFAP y vimentina a 3 dias fue mas brillante que en el resto de
los puntos temporales, lo que indica una hipertrofia transitoria de los astrocitos y las células de

Mdller.
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IV.1.5. SUMMARY

MICROGLIA

)

n)

V)

V)

In intact retinas, MCs-Iba1* had a branched morphology and were evenly distributed throughout the
retina, indicating a resting state. Activated, MCs-CD68* and MCs-CD206* CMs were observed
around the ON and in the CB and their morphology was more rounded, with little or no branching.

In retinal cross-sections, it was observed that the density of Iba1*and CD68* CMs increased in the
inner retina and decreased in the outer retina after axotomy. These data suggested that MCs-Iba1*
and MCs-CD68* migrated from the outer retina to the GCL where RGCs were dying.

In retinal cross-sections contralateral to the lesion, the same pattern of MCs-Iba1* and MCs-CD68*
was observed as in axotomized retinas but more attenuated.

In flat-mounted retinas, the MCs-CD206* were mainly found around the ON and in the CB, with some
scattered throughout the retina. After axotomy, there was an inverse relationship between the
increase in the total number of MCs-CD206* in the GCL and the decrease around the NO head.
There was also an increase in the number of MCs-CD206* in the CB, which preceded that in the
retina. In terms of morphology, the MCs-CD206* CMs changed, and more elongated and thinner MCs
were observed. In addition, in the ON and CB head, they showed a polarised orientation towards the
retina.

In the contralateral to the lesion retina, studying the density of MCs-lba1* in the GCL showed a
significant increase at 5 days, while the density of activated MCs-CD68* was significantly higher from
1 to 45 days after ONC. Analysis of the total number of MCs-CD206* showed a decrease in the
number of MCs-CD206*. Around the ON head, clearly activated CD206*-MCs were observed,

changing their morphology similar to those in the injured retina.

MACROGLIA

Vi)
viI)

Vi)

In intact retinas, GFAP and vimentin expression was restricted in the GCL.

In lesioned retinas, GFAP and vimentin signal increased in the GCL at 5 and 9 days and decreased
at 21 days, indicating transient hypertrophy of astrocytes and Mller cell endfeet.

In contralateral retinas the GFAP and vimentin signal at 3 days was brighter than in the rest of the

time points, indicating a transient hypertrophy of astrocyte and Miller cell.
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IV.2. ANALISIS COMPARATIVO DE CURSO DE MUERTE DE CGRs Y ACTIVACION MICROGLIAL ENTRE
CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA Y RETINAS AXOTOMIZADAS

IV.2.1. DISENO EXPERIMENTAL
En el siguiente esquema se muestra el disefio experimental del segundo objetivo, en el que se han utilizado un

total de 32 ratones hembra de la cepa C57/BL6 (Figura 59).

Las retinas in vivo e in vitro se analizaron en puntos de tiempo crecientes tras la lesion o los dias de cultivo (n =
4-6 retinas/punto de tiempo/analisis). Como control se utilizaron retinas intactas procesadas como CORs o como

retinas montadas a plano estandar (n = 4-6 retinas/analisis) como se ve en la Figura 59.
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Figura 59: Disefio experimental.

IV.2.2. CURSO TEMPORAL DE MUERTE DE LAS CGRs: CORs vs. ApNO

En primer lugar, caracterizamos la poblacion de CGRs con dos marcadores Brn3a y RBPMS, en retinas intactas
procesadas con dos técnicas diferentes: para el estudio in vivo las retinas se obtuvieron de animales intactos
perfundidos transcardialmente (ver apartado 1l.5.3 de materiales y métodos). Para las retinas in vitro se
diseccionaron en fresco a partir de animales intactos utilizando la técnica de diseccion de explantes, pero sin
colocarlos en los insertos (ver apartado I11.5.5 de material y métodos). Una vez obtenidas las retinas de ambos

grupos, se inmunodetectararon inmediatamente y se analizaron.
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Inmunodetectamos las CGRs con los marcadores mas utilizados, Br3a y RBPMS (/Nadal-Nicolas y cols., 2009,
Kwong vy cols., 2010; Galindo-Romero y cols., 2011; Rodriguez y cols., 2014). Brn3a es un factor de transcripcion
que se regula a la baja cuando la CGRs esta comprometida con la muerte (Sanchez-Migallon y cols., 2016), es
decir, Brn3a es un marcador de viabilidad, mientras que la expresién de RBPMS es somatica y su regulacion a la

baja aln no se ha relacionado con la viabilidad de las CGRs.

Como se muestra en la Figura 60, las técnicas de diseccion y fijacién no afectaron a la inmunodeteccion de las
CGRs. Por lo tanto, aunque para cada analisis utilizamos los controles apropiados (es decir, perfundidos para
ApNO; disecados en fresco para las CORs) las llamaremos retinas intactas (Figura 61). Cabe destacar que la
densidad media de CGRs-RBPMS* es ligeramente superior a la de CGRs-Brn3a*. Brn3a sdlo se expresa en las
CGRs que forman la visién, mientras que RBPMS también se expresa en las CGRs intrinsecamente fotosensibles,

que en el raton representan el 7,5% de todas las CGRs (Cheng y cols., 2021).

Brn3a RBPMS

Figura 60: CGRs en retinas intactas. Ampliaciones representativas de retinas intactas que muestran las CGRs-Brn3a* (rojo) y RBPMS*

(verde).
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Figura 61: Densidad media (cels/mm?) + DE de CGRs-Brn3a* (A) y CGRs-RBPMS* (B) en retinas intactas.
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La muerte de CGRs tras ApNO sigui6 el curso descrito por nuestro laboratorio (Galindo-Romero y cols., 2011,
2013; Sanchez-Migallon y cols., 2016) alcanzando significacion estadistica con ambos marcadores a los 3 dias
de la lesién. En las CORs, la pérdida de CGRs fue significativa al dia 1 o al dia 2 dependiendo del marcador

utilizado (Figura 62).

En el dia 7 in vitro, la densidad de CGRs inmunodetectadas con Brn3a descendi6 a un tercio de la densidad
encontrada tras ApNO. Sorprendentemente, este fuerte descenso no se observo en la inmunodeteccion de
RBPMS (Figuras 62 y 63).

Al comparar los modelos y los marcadores, los analisis de regresion mostraron que la pérdida de CGRs no diferia
entre los modelos y los marcadores hasta el dia 5 (pendiente -pérdida calculada de densidad celular/dia- para
Brn3a -128 (ApNO) y -139 (CORs); para RBPMS -130 (ApNO) y -139 (CORs); p>0,05). Por lo tanto, durante esta
ventana de tiempo (0-5 dias) la pérdida de CGRs sigue la misma cinética en ambos modelos y con ambos

marcadores (Figura 63).

Del dia 5 al 7 hubo diferencias entre modelos y marcadores. Cuando las CGRs se identificaron con Brn3a el curso
de la muerte fue significativamente mas rapido en los CORs que después de ApNO (pendientes -131 (ApNO) y -
455 (CORs); p<0,0001) y cuando las CGRs se identificaron con RBPMS ocurrié lo contrario: La pérdida de CGRs
fue significativamente mas rapida después de ApNO (pendiente -115) que en los CORs (pendiente -70. p=0,048)
(Figura 63).

A continuacion, calculamos la relacién Rbpms: Brn3a. De acuerdo con los andlisis de regresion, esta relacion
oscilé entre 1,1y 1,2 desde la linea de base (intacta) hasta el dia 9 después de ApNO y desde la linea de base
hasta el dia 5 en los CORs. Sin embargo, a los dias 7 y 9 en los CORs habia, respectivamente, 3,5y 5,2 mas
CGRs-Rbpms* que CGRs-Brn3a*(Figura 63).

Para comprobar si otras proteinas estructurales seguian presentes en las CORs cuando las CGRs habian perdido
su viabilidad, analizamos la expresion de B-Ill tubulina y y-sinucleina, ambas proteinas del citoesqueleto y
marcadores de CGRs, en retinas intactas y en CORs de 7 dias (Buckingham y cols., 2008; Miller y cols., 2020).
Como se observa en la Figura 64, la densidad de las CGRs marcadas con estos dos marcadores no difiere de la
encontrada en las RBPMS, lo que significa que las proteinas estructurales, pero no las de viabilidad, siguen

presentes en el tejido.
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100um
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Figura 62: CGRs en retinas intactas y tras CORs y ApNO unilateral. Ampliaciones representativas de retinas intactas y de retinas
analizadas de 1 a 9 dias después de CORs y de ApNO que muestran las CGRs-Brn3a* (rojo) y RBPMS* (verde).
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Figura 63: Graficos X, Y (tiempo frente a células) que muestran la densidad media * DE (células/mm?) de CGRs-Brn3a* (A) y
CGRs-Rbpms* (B) en ambos grupos. El tiempo 0 son datos de retinas intactas. La regresion lineal se calculé en dos fases (Xo en el dia
5). La pendiente 1 no difiere entre modelos o marcadores. La pendiente 2 es significativamente mas pronunciada en los CORs que
después de ApNO para Brn3a, y después de ApNO que en los CORs para RBPMS (p<0,0001). * Intacto frente a experimental (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, prueba de Kruskal-Wallis, prueba de comparaciones multiples de Dunn); # ApNO frente a CORs (#p<0,001, prueba

de Mann-Whitney). n=4-6 retinas/grupo/punto temporal.
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Figura 64: CGRs a 7 dias en CORs inmunodetectadas con diferentes marcadores. Ampliaciones representativas de retinas intactas

y CORs a los 7 dias que muestran la inmunodeteccion de y-sinucleina, Blil tubulina, Brn3a y RBPMS.
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Figura 65: Densidad media (cels/mm?) + DE de CGRs inmunodetectadas con cada marcador en retinas intactas y 7 dias después
de CORs. * Diferencia significativa entre las retinas intactas y las de 7 dias (***p<0,001, prueba de Mann-Whitney); # No hay diferencia
significativa entre los marcadores a los 7 dias (##p<0,001, prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis, Dunn). n=4-6

retinas/grupo.

IV.2.3. ACTIVACION MICROGLIAL EN LOS CORS vs ApNO
A continuacion, se estudio las CMs en la CCG de las retinas intactas, en los CORs y después de ApNO. En cuanto

a la morfologia, ya que la microglia es un factor importante en la eliminacién de las CGRs muertas del tejido.

En las retinas tras ApNO, las CMs mostraron cambios morfolgicos tempranos de activacion, como somas
redondeados y prolongaciones mas cortas y menos numerosas que en su estado de reposo (Figura 66). A partir
de los 5 dias, muchas CMs tenian una morfologia alargada con dos procesos principales y se encontraban a lo
largo de los axones de las CGRs, irradiando desde la cabeza del NO como se ha informado (Nadal-Nicolas y

cols., 2017; Gonzalez-Riquelme y cols., 2021). Este patron topogréfico no se observo en las CORs.
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Figura 66: Pérdida de CMs en CCG de los CORs y tras ApNO unilateral. Ampliaciones representativas de retinas intactas y retinas
analizadas de 1 a 9 dias después de CORs y ApNO que muestran CMs-|ba1*.
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En las CORs, las CMs también mostraron una activacion temprana, pero su morfologia diferia de la de las retinas
tras ApNO con somas mas grandes y ramas mas gruesas. Esta morfologia engrosada se observo en todos los

puntos temporales y fue especialmente clara a los 3 dias in vitro (Figura 66).

Tras ApNO, la densidad de células Iba1* en la CCG aument¢ linealmente desde el dia 1, tal y como se ha descrito
(Galindo-Romero y cols., 2013a; Gonzalez-Riquelme y cols., 2021). En las CORs, hubo una disminucién
significativa de las células Iba1* en el dia 1y posteriormente su densidad aumenté linealmente (Figura 67), pero

esta densidad fue en todos los puntos temporales significativamente menor que en las retinas tras ApNO.

En ambos modelos la densidad de las CMs aumenta con el tiempo. Sin embargo, la cinética de este aumento del
dia 1 al 9 es significativamente mayor después de ApNO que en los CORs (pendiente 13 para los CORs y 15 para
ApNO; p=0,048) (Figura 67).

300- ApNO:
kA R’=0,87
I Pendiente=15

=~ CORs:
R?=0,90

Pendiente=13

200 -
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Iba1*-CMs /mm?
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100 -
/

el
adk

o1 2 3 &5 7T 9
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Figura 67: Graficos X, Y (tiempo frente a células) que muestran la densidad media * DE (células/imm?) de células Iba1* en ambos

grupos.

El tiempo 0 son datos de retinas intactas. Tras una disminucion significativa de las células Iba1* entre el dia 0 y el 1 en los CORs, los
datos se ajustan a una regresion lineal a partir del dia 1. La pendiente entre ambos modelos es significativamente mas pronunciada
después de ApNO que en los CORs (p=0,048). *Experimental frente a intacto (**p<0,01, **p<0,001, prueba de Kruskal-Wallis, prueba de
comparaciones mltiples de Dunn); # ApNO frente a CORs (#p<0,001, prueba de Mann-Whitney). n=4-6 retinas/grupo/punto temporal.
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La morfologia anormal de la microglia en las CORSs, junto con su numero disminuido y su cinética méas lenta, asi
como el hecho de que los marcadores estructurales de las CGRs fueron inmunodetectados cuando las CGRs ya
habia muerto, nos llevo a pensar que puede ser que las CMs in vitro fagociten menos CGRs que in vivo (Figura
66).

Para comprobar esta hipétesis, primero trazamos CGRs con OHSt colocadas sobre el CS y una vez trazadas se
realizd ApNO o CORs. Siete dias después, se cuantifico las CMs-Iba1*OHSt* en todas las muestras. El OHSt es
un trazador retrégrado fluorescente que no puede ser degradado por las CMs tras la fagocitosis de una CGRs
trazada y, por tanto, se acumula en sus fagolisosomas (Figura 68). Asi, la colocalizacion de OHSt e Iba1 significa

que una célula microglial ha engullido al menos una CGR trazada (
).

Como se muestra en la Figura 69, hubo una densidad significativamente mayor de CMs-lba1*OHSt* después de
ApNO que en los CORs. Para evaluar si esto estaba relacionado con un menor nimero de CMs o con una menor
actividad fagocitica, se calculo la proporcion de CMs: células microgliales fagociticas (Iba1*: Iba1*OHSt*) en el
dia 7. La proporcién fue similar en ambos modelos (1,5 en los CORs y 1,4 tras ApNO). Por lo tanto, nuestros datos

muestran que las CGRs en los CORs se eliminan mas lentamente que in vivo porque hay menos CMs en la CCG.

Figura 68: Los CORs tienen una menor densidad de CMs fagociticas en la CCG que las retinas axotomizadas.

Ampliaciones representativas de retinas trazadas 7 dias después de ApNO y CORs que muestran las células trazadas (OHSt, rojo) y las
CMs-Iba1* (verde). Las células Iba1*OHSt* son CMs fagociticas. Los asteriscos en los paneles de Iba1 marcan la zona de la que se

tomaron los aumentos de la derecha.
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Figura 69: Densidad media * DE (células/mm?) de las CMs fagociticas en CORs y después de ApNO. * ApNO frente a CORs
(***p<0,001, test de Mann-Whitney). n=4-6 retinas/grupo.

IV.2.4. ACTIVACION MACROGLIAL

Por dltimo, analizamos la gliosis de las células de Miiller y de los astrocitos en los CORs a lo largo del tiempo. En
los CORs se realizd una doble inmunodeteccidn para GFAP (astrocitos y células de Miiller activadas) y vimentina
(células de Miuiller), ambos filamentos intermedios que se regulan al alza en la gliosis (Bringmann y cols., 2006).
Los astrocitos estaban hipertrofiados desde el dia 2, con procesos mas gruesos y una sefial GFAP mas fuerte

que en el dia 1, y en el dia 7 su cobertura de la CCG disminuy6 (Figura 70).

La activacion de las células de Miiller se analizd en las reconstrucciones confocales 3D. A los 2 y 3 dias del cultivo,
algunas células de Miiller estaban hipertrofiadas y mostraban la expresion de GFAP a lo largo de su soma y tallos,
atravesando la retina (Figura 70, flechas). A partir del dia 4, la activacién de las células de Miller abarcaba la
retina interna y externa con una sefial de GFAP que abarcaba todas las capas de la retina. Por cierto, las
reconstrucciones en 3D permitieron también observar que en el dia 7, cuando la expresion de Brn3a disminuyd

drésticamente, los CORs se habian adelgazado considerablemente.

Las retinas axotomizadas mostraron un aumento de la expresion de GFAP y Vimentina de 5 a 9 dias en la CCG,
indicando una hipertrofia de los astrocitos y de los pies terminales de las células de Miiller. Sin embargo, la gliosis
de las células de Miiller en el resto de la retina fue casi insignificante. Por dltimo, tras ApNO no hubo un

adelgazamiento visible de la retina hasta 45 dias después de la lesion (ver apartado IV.1.3).
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Figura 70: Induccion temprana de macrogliosis en los CORs. Microfotografias confocales representativas enfocadas en la de los
CORs inmunodetectadas contra GFAP (purpura) y Vimentina (verde). Debajo de cada imagen se muestran las representaciones en 3D

del espesor total de cada CORs. Las flechas sefialan las células de Miller activadas. n=4-6 retinas/grupo/tiempo. Barra: 100um.
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IV.2.5. RESUMEN

)

)

1)
V)

V)
Vi)

vII)

La muerte de CGRs tras ApNO es significativa a 3 dias con ambos marcadores, mientras que en los
CORs es ya significativa a 3 dias con Brn3a, pero no con RBPMS.

Se observo que la pérdida de CGRs-Brn3a* fue similar en ambos modelos durante los 5 primeros
dias. In vivo la expresién de Br3a Y RBPMS fue paralela, sin embargo, a partir de 5 dias in vitro la
sefial de RBPMS se mantiene. También se observo la menor poblacion de células microgliales in
vitro. Al probar otros marcadores de CGRs, se vio que sucedia lo mismo que con el RBPMS y que
a partir de 5 dias la sefial se mantenia. Lo que nos indica que los marcadores estructurales estan
presentes pero que no son de viabilidad como si lo es el Brn3a.

La comparacion de los dos modelos muestra que la muerte de CGRs es mas rapida en CORs que
tras ApNO, aunque el patrén de muerte es similar.

Las CMs- Iba1* in vitro tienen una morfologia diferente que las CMs- Iba1* tras ApNO.

Hay una menor cantidad de densidad de CMs-Iba1* in vitro que in vivo.

Al trazar las CGRs con OHSt se observo que hay menos células que fagocitan las CGRs en CORs
que tras ApNO, lo que indica que marcadores estructurales estan presentes, ya que aun quedan
células muertas.

Al estudiar la activacién macroglial en CORs se observé cémo los astrocitos estaban hipertrofiados

y con procesos mas mayor que tras ApNO.
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IV.2.6. SUMMARY

1)

)

1)
V)
V)

Vi)

Vi)

Death of RGCs after ONC is significant at 3 days with both markers, while in ROCs it is already
significant at 3 days with Brn3a, but not with RBPMS.

It was observed that the loss of RGCs-Brn3a* was similar in both models during the first 5 days. In
vivo the expression of Brn3a and RBPMS was parallel, however, after 5 days in vitro the RBPMS
signal is maintained. The lower microglial cell population in vitro was also observed. When testing
other RGCs markers, the same was observed as with RBPMS, and after 5 days the signal was
maintained. This indicates that the structural markers are present but that they are not viability
markers as is the case with Brn3a.

Comparison of the two models shows that RGCs death is faster in ROCs than after ONC, although
the pattern of death is similar.

MCs- Iba1* in vitro have a different morphology than MCs- Iba1* after ONC.

There is a lower amount of MCs-Iba1* density in vitro than in vivo.

When RGCs were traced with OHS, it was observed that fewer cells phagocytosed RGCs in ROCs
than after ONC, which indicates that structural markers are present, as there are still dead cells.
Studying microglial activation in ROCs showed that astrocytes were hypertrophied and with more

extensive processes than after ONC.
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IV.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA MORFOLOGIA DE LAS CELULAS DE MICROGLIA ENTRE CULTIVOS
ORGANOTIPICOS DE RETINA Y RETINAS AXOTOMIZADAS

IV.3.1. DISENO EXPERIMENTAL

El siguiente objetivo de este estudio fue analizar cuantitativamente los cambios morfologicos de las CMs a
diferentes tiempos para conocer su estado de activacion y la relacion con la muerte neuronal en modelos
preclinicos in vivo e in vitro. Para ello se analizaron retinas intactas, retinas axotomizadas (donde se analiz6 la
retina lesionada y la contralateral) y en CORs (Figuras 72 'y 73). Se utilizaron los mismos animales que en el

primer y segundo objetivo como muestra el disefio experimental (Figura 71).

Cultive Organotipico de Retina Aplastamiento Unilateral del nervio optico
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Figura 71: Disefio experimental.

Para realizar este estudio cuantitativo, se realizaron dibujos y representaciones en 3D de las imagenes adquiridas
de las CMs-Iba1* (Figuras 72 y 73), segun se describe en el apartado de material y métodos. La comparacion
entre CMs de retinas lesionadas con ApNO y CORs muestra diferencias entre ambos modelos siendo el tamafio
del soma mayor en el modelo in vitro que in vivo (Figura 72). La comparacion entre CMs de retinas lesionadas y
contralaterales a la lesion muestra mayor nimero de procesos en las retinas contralaterales a la lesion, asi como
mayor longitud total (Figura 73). En retinas lesionadas y contralaterales se observa cualitativamente que las CMs
difieren de las retinas intactas, puesto que estas tienen un mayor nimero de procesos y una mayor longitud total
(Figura 73).

Estos esquemas sirvieron para la obtencién de los siguientes parametros, que se detallan en profundidad en los
siguientes apartados: numero de procesos, tamafo del soma, longitud total, volumen, area y perimetro,

circularidad del soma y analisis Sholl.
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Figura 72: Dibujos (

) y representacion 3D (gris) de las CMs tras ApNO y en CORs a tiempos crecientes tras la lesion o

in vitro. Estos dibujos y esquemas se utilizaron para obtener los pardmetros cuantitativos de la morfologia que se describen en las

siguientes imagenes.
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Figura 73: Dibujos (

) y representacion 3D (

) de CMs representativas tras ApNO y en COR a tiempos crecientes. Estos

dibujos y esquemas se utilizaron para obtener los parametros cuantitativos de la morfologia que se describen en las siguientes imagenes.
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IV.3.2. NUMERO DE PROCESOS
Se procedid a la cuantificacion del numero total de procesos que tiene cada CMs mediante Image J Fiji (Figura
74), analizando las CMs en tres zonas de la retina: zona central, zona medial y zona periférica (Figura 75), y en

toda la retina (Figura 76), y comparandolas con las retinas intactas.

Figura 74: Dibujo representativo de una CMs axotomizada a 21 dias tras ApNO. En ella se puede ver el nimero de procesos que

se cuentan.

Dividiendo la retina en las tres zonas (central, medial y periferia), se observé diferencias significativas en CORs y

en retinas tras ApNO a diferentes tiempos con respecto al intacto en el nimero de procesos (Figura 75).

En CORs se pudo observar cdmo hay una disminucion significativa de procesos en la zona central a diferentes
dias (1,3 y 7). En la zona medial se observd también una disminucién significativa a todos los tiempos. En la zona

periférica se vio también una disminucion significativa a diferentes dias (4 y 7) (Figura 75 A).

Tras ApNO, se analizé la retina lesionada y la contralateral a la lesion. Mientras que, en las retinas lesionadas, se
observé una disminucion significativa a diferentes dias (5,7,9,21) en las tres zonas de la retina (Figura 75 B), en
las retinas contralaterales a la lesion se observo también una disminucion significativa a diferentes dias (7y 9) en

las tres zonas de la retina (Figura 75 C).

Aunque se observd diferencias entre las 3 zonas de la retina a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se

decidio realizar un andlisis total (Figura 76).
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El analisis de la retina total mostré una disminucion significativa en el nimero de procesos entre el modelo in vivo
e in vitro (Figura 76 Ay 76 B).

Al comparar la retina lesionada y la contralateral a la lesion entre si, se vio como en la retina contralateral a la

lesion las CMs tenian un mayor nimero de procesos a los mismos tiempos post-lesion (Figura 76 C).

La comparacion entre ambos modelos mostré que en ambos modelos se observo una disminucién significativa
del numero de procesos desde el dia 1 al 7 con respecto al grupo intacto, siendo mas agravada en el modelo in
vitro (Figura 77 A). De igual forma, después del ApNO, tanto en retinas lesionadas como contralaterales a la
lesion (Figura 77 B y C) el numero de procesos disminuyo significativamente a los mismos tiempos con respecto

al grupo intacto.
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Figura 75: Numero de procesos * DE de las CMs en diferentes zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C:
retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Zona central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica(rojo). * Diferencia

significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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En las retinas axotomizadas se vio como a tiempos largos esta disminucion en el nimero de procesos se mantenia

comparado con el grupo intacto (Figura 75).
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Figura 76: Numero total de procesos * DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales al ApNO en comparacion
con las retinas intactas. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesién (ApNO). Gris (Retina intacta),
verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesidn). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 77: Graficos comparativos que muestran el numero de procesos * DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y
contralaterales a la lesion. A: CORs vy retinas lesionadas (ApNO). B: CORs vy retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina
lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina
contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO vy entre retinas axotomizadas (lesionada vs
contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 A Anova comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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IV.3.2.1 NUMERO DE PROCESOS DE RAMAS BASALES Y APICALES

A continuacion, se realizd un analisis cuantitativo para determinar las ramas basales y apicales de las CMs usando
el programa Image J Fiji (ver materiales y métodos). Las ramas basales o primarias son las que salen del soma
de las CMs (Figura 78 A), mientras que las ramas apicales o secundarias son las que parten de las ramas basales
o primarias (Figura 78 B).

A B

a

Figura 78: llustracion donde se muestra como se calculé el niimero de procesos de las ramas basales y apicales en las CMs en

la retina. Ay B: Ramas basales en color verde y ramas apicales en color gris. A y B) Microglia de una retina axotomizadas a 21 dias.

Siguiendo el mismo procedimiento del apartado anterior, se analiz6 el nimero de procesos de las CMs de 3 zonas
de la retina: zona central, zona medial y zona periférica (Figuras 79 y 80), y de la retina completa (Figura 81 y

82) y se comparo con el grupo intacto.

Dividiendo en tres zonas la retina, los resultados mostraron diferencias significativas tanto en CORs como en

retinas tras ApNO a diferentes tiempos tanto en ramas basales como apicales (Figuras 79 y 80).

Tanto en CORs como tras ApNO (lesionadas y contralaterales a la lesion), la comparacidn entre las tres zonas no
mostro diferencias significativas en el nimero de ramas basales (Figura 79). Sin embargo, la comparacion con el

grupo intacto mostro diferencias significativas en los tres grupos analizados a los diferentes tiempos.

En cuanto a las ramas apicales, se obtuvieron unos resultados similares al de las ramas basales: no hubo
diferencias entre zonas analizadas, pero si un menor nimero de ramas apicales que en el grupo intacto a tiempos
tempranos en CORs (3,4 y 7 dias, Figura 80 A) y mas tardios tras ApNO en retinas lesionadas (de 5 a 45 dias,

Figura 80 B). En las retinas contralaterales, las diferencias con el intacto fueron a 7 y 9 dias (Figura 80 C).
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Las ramas apicales fueron en CORs al igual que el apartado anterior similares entre zonas, sin diferencias
significativas (Figura 80). En cambio, con respecto al grupo intacto si se encontraron diferencias significativas a
3,4y 7 dias (Figura 80 A). En retinas lesionadas, Asi se observo diferencias significativas de 5 a 45 dias entre
las distintas zonas y el grupo intacto (Figura 80 B). En retinas contralaterales a la lesion tampoco se observaron
cambios entre zonas, pero si con respecto al grupo intacto. Se observaron diferencias significativas a 7 y 9 dias
(Figura 80 C).

Debido a la ausencia de cambios entre las diferentes zonas de la retina en los tres grupos analizados, el analisis
de las ramas basales de la retina total (sin diferenciar en las tres zonas) mostré los mismos resultados en ramas

basales (Figura 81) y apicales (Figura 82).

Finalmente, se compararon los dos modelos (CORs y ApNO) y los resultados mostraron que en las ramas basales
no se encontraron cambios entre si entre el modelo in vitro con las retinas axotomizadas (Figura 83 A), en cambio,
al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesidn se observé diferencias significativas a 3y
5 dias (Figura 83 B). Por ultimo, al comparar la retina lesionada y la contralateral entre si, se vio diferencias

significativas a 5y 45 dias (Figura 83 C).

Al analizar las ramas apicales se observdé como en CORs hay una disminucién significativa del niamero de
procesos desde el dia 3 al 7 con respecto al grupo control (Figura 82 A). Al analizar las retinas axotomizadas se
observé una disminucién de 5 a 9 dias con respecto al intacto y como a partir de ahi y hasta 45 dias es casi igual
que intacto (Figura 82 B). Cuando se analizé las retinas contralaterales a la lesion no se vieron grandes cambios,

con la excepcién de 7 dias (Figura 82 C).

Al comparar entre si el modelo in vitro con las retinas axotomizadas se encontraron diferencias significativas a 3
y 5 dias (Figura 84 A), en cambio, al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesion no
observamos diferencias (Figura 84 B). Por tltimo, al comparar la retina lesionada y la contralateral entre si, vemos

diferencias significativas a 5 dias (Figura 84 C).

Al analizar las ramas basales se observé como en CORs hay una disminucién significativa del nimero de procesos

desde el dia 3 al 7 con respecto al grupo control (Figura 81 A).

Al analizar las retinas axotomizadas se observé una disminucion hasta 5 dias con respecto al intacto y como a

partir de ahi y hasta 45 dias es casi igual que intacto (Figura 81 B).

Cuando se analizé las retinas contralaterales a la lesion se vio como a partir de 5 dias hay una disminucién que

perdura hasta los 45 dias (Figura 81 C).

Al comparar entre si el modelo in vitro con las retinas axotomizadas no encontramos cambios entre ellos (Figura
83 A), en cambio, al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesion observamos diferencias
significativas a 3 y 5 dias (Figura 83 B). Por ultimo, al comparar la retina lesionada y la contralateral a la lesion

entre si, se vio diferencias significativas a 5 y 45 dias (Figura 83 C).
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Al analizar las ramas apicales se observé como en CORs hay una disminucion significativa del nimero de

procesos desde el dia 3 al 7 con respecto al grupo intacto (Figura 82 A).

Al analizar las retinas axotomizadas se observé una disminucion de 5 a 9 dias con respecto al intacto y como a

partir de ahi y hasta 45 dias es casi igual que intacto (Figura 82 B).

Cuando se analizé las retinas contralaterales a la lesion no se vieron grandes cambios, con la excepcion de 7 dias
(Figura 82 C).

Al comparar entre si el modelo in vitro con las retinas axotomizadas se encontraron diferencias significativas a 3
y 5 dias (Figura 84 A), en cambio, al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesidn no se
observaron diferencias (Figura 84 B). Por Ultimo, al comparar la retina lesionada y la contralateral a la lesion entre

si, se vieron diferencias significativas a 5 dias (Figura 84 C).
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IV.3.3. TAMANO DEL SOMA
Para calcular el tamafio del soma de las CMs, se utilizé una seccién del Image J, que permitia contornear el soma

de la microglia y calcular su area (Figura 85).

A B

Figura 85: llustracion donde se muestra como se calculd el tamafio del soma en las CMs en la retina. A) Microglia de una retina

axotomizadas a 21 dias. B) Microglia de un CORs a 3 dias. Soma en color negro.

Los resultados mostraron que, en retinas intactas, el tamafio medio del soma es de 76,37+ 28,01 um?2y en retinas

in vivo'y ex vivo fue de 142,20+ 85,52 um2y de 684,03+ 383,24 um?2respectivamente.

En los tres grupos de estudio, se observo que el tamafio del soma aumentd significativamente a partir de 1 dia en
CORs y retinas lesionadas tras ApNO (Figura 86 Ay B), y a 5 dias en retinas contralaterales a la lesion (Figura
86 C).

En CORs, el aumento del tamafio del soma fue significativamente mayor que en ApNO. el tamafio medio del soma
alcanzé su maximo tamafio a 2 dias, alcanzando una media de 1116,81+ 730,37 pum2en CORs y una media de
103,43+ 43,50 um2 en ApNO.

Separando las CMs por rango de tamafios se observé que en CORs se observé a 2 y 3 dias las CMs tenian un
rango de tamafio de >1000 (Figura 87 A). En retinas tras ApNO, se vio también el incremento de las CMs a5y 7
dias con un rango de tamafio de 150-250 y 250-500 (Figura 87 B 'y C). A partir de 7 dias en retinas tras ApNO se

vio cdmo va disminuyendo el rango de tamafio y a 45 dias ya es parecido a las retinas intactas (Figura 87 By C).
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IV.3.4. LONGITUD TOTAL DE LAS CELULAS MICROGLIALES
Se procedié a la cuantificacion de la longitud total que tiene cada CMs (Figura 88) mediante Image J Fiji (ver
materiales y métodos), analizando las CMs en tres zonas de la retina: zona central, zona medial y zona periférica

(Figura 89), y en toda la retina (Figura 90), y comparandolas con las retinas intactas.

o

Figura 88: Dibujo representativo de una CMs axotomizada a 21 dias tras ApNO. En ella se puede ver el nimero como que es y

como se calcula la longitud total.

Dividiendo la retina en las tres zonas (central, medial y periferia), se observo diferencias significativas en CORs y

en retinas tras ApNO a diferentes tiempos (Figura 89).

En CORs se pudo observar cémo hay una disminucion significativa a 1,2,3 y 7 dias con respecto a intacto en la
zona central. En la zona medial se observé también una disminucion significativa a todos los tiempos comparada
con el grupo intacto. En la zona periférica se vio también una disminucion significativa a diferentes dias (3,5 y 7)

con respecto al grupo intacto (Figura 89 A).

Tras ApNO, en retinas lesionadas, se observé una disminucion significativa de 1 a 21 dias con respecto a intacto

en las tres zonas de la retina (Figura 89 B).

Y en contralaterales se observé también una disminucion significativa a diferentes dias con respecto a intacto en

las tres zonas de la retina. (Figura 89 C).
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Aunque se observd diferencias entre las 3 zonas de la retina a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se

decidio realizar un analisis total (Figura 90).

En CORs se observo una disminucion de la longitud total de 1 a 7 con respecto al grupo intacto (Figura 90 A). De
igual forma, después del ApNO, tanto en retinas lesionadas como contralaterales a la lesion (Figura 90 Ay B) la
longitud total disminuyo significativamente a los mismos tiempos con respecto al grupo intacto. En las retinas
axotomizadas se vio como a tiempos largos esta disminucion en la longitud total se mantenia comparado con el

grupo intacto (Figura90 By C).

Al comparar entre si ambos modelos se observé una disminucion significativa de la longitud total entre el modelo

in vivo e in vitro, siendo mayor en el modelo in vitro (Figura91 Ay B).

Al contrario, la retina lesionada con la reina contralateral a la lesién y se observé como la longitud total es mayor

en la retina contralateral a la lesion a diferentes dias post-lesion (Figura 91 C).
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IV.3.4.1 LONGITUD TOTAL DE LAS RAMAS BASALES Y APICALES

A continuacién, se realiz6 un analisis cuantitativo para determinar la longitud de las ramas basales y apicales de
las CMs usando el programa Image J Fiji (ver materiales y métodos). Recordemos que las ramas basales 0
primarias son las que salen del soma de las CMs, mientras que las ramas apicales o secundarias son las que

parten de las ramas basales o primarias (Figura 92).

A

Figura 92: llustracion donde se muestra como se calculé el nimero de procesos de las ramas basales y apicales en las CMs en
laretina. A y B: Ramas basales en color verde y ramas apicales en color gris. A y B) Microglia de una retina axotomizadas a 21 dias.

Siguiendo el mismo procedimiento del apartado anterior, se analizé la longitud total de las ramas basales y
apicales de las CMs de 3 zonas de la retina: zona central, zona medial y zona periférica (Figuras 93 y 94), y de

la retina completa (Figuras 95y 96).

Dividiendo en tres zonas la retina y en comparacion con el grupo intacto, los resultados mostraron diferencias
significativas en CORs como en retinas tras ApNO en las 3 zonas de la retina a diferentes tiempos con respecto

al intacto tanto en ramas basales como apicales (Figuras 93 y 94).

Las ramas basales fueron en CORs similares entre zonas, sin diferencias significativas entre ellas. En cambio,

con respecto al grupo intacto si se encontraron diferencias significativas a diferentes dias (Figura 93 A).

En retinas lesionadas, tampoco hubo diferencias entre zonas, pero si con respecto al grupo intacto. Asi se observo

diferencias significativas de 1 a 21 dias entre las distintas zonas y el grupo intacto (Figura 93 B).

En retinas contralaterales a la lesion tampoco se observaron cambios entre zonas, pero si con respecto al grupo
intacto. Se observaron un aumento a 3 y 5 dias y a partir de ahi una disminucién con respecto al grupo intacto
(Figura 93 C).
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Las ramas apicales fueron en CORs al igual que el apartado anterior similares entre zonas, sin diferencias
significativas (Figura 94). En cambio, con respecto al grupo intacto si se encontraron diferencias significativas a

a todos los tiempos (Figura 94 A).

En retinas lesionadas, tampoco hubo diferencias entre zonas, pero si con respecto al grupo intacto. Asi se observd
diferencias significativas a todos los tiempos entre las distintas zonas y el grupo intacto (Figura 94 B). En retinas
contralaterales a la lesion tampoco se observaron cambios entre zonas, pero si con respecto al grupo intacto. Se

observaron diferencias significativas a 7 y 92 todos los tiempos (Figura 94 C).

Aunque se observé diferencias entre las 3 zonas de la retina a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se
decidio realizar un analisis del nimero de procesos de las CMs en toda la retina en comparacién con retina intacta
(Figuras 95y 96).

Al analizar la longitud de las ramas apicales se observd como en CORs hay una disminucién significativa de la

longitud desde el dia 1 al 7 con respecto al grupo intacto (Figura 95 A).

Al analizar las retinas axotomizadas se observé una disminucion hasta 7 dias con respecto al intacto y como a

partir de ahi y hasta 45 dias es casi igual que intacto (Figura 95 B).

Cuando se analiz6 las retinas contralaterales a la lesion se vio como hasta 5 dias hay un aumento de la longitud

y como a partir de ahi una disminucion que perdura hasta los 45 dias (Figura 95 C).

Al comparar entre si el modelo in vitro con las retinas axotomizadas se encontraron diferencias significativas a 5
dias (Figura 97 A), en cambio, al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesion si se observo
diferencias significativas a 3 y 5 dias siendo mayo la longitud en las retinas contralaterales a la lesion (Figura 97
B). Por ultimo, al comparar la retina lesionada y la contralateral entre si, se vieron diferencias significativas a 5

dias siendo mayor la longitud en las retinas contralaterales a la lesion (Figura 97 C).

Al analizar la longitud de las ramas apicales se observd como en CORs hay una disminucién significativa de la

longitud desde el dia 1 hasta el dia 7 con respecto al grupo intacto (Figura 96 A).

Al analizar las retinas axotomizadas se observo una disminucion a todos los tiempos con respecto al intacto
(Figura 96 B).

Cuando se analiz6 las retinas contralaterales a la lesion se observé una disminucion a tos los tiempos con respecto

al intacto (Figura 96 C).

Al comparar entre si el modelo in vitro con las retinas axotomizadas no se encontraron diferencias significativas
(Figura 98 A), en cambio, al comprar el modelo in vitro con las retinas contralaterales a la lesion si se observaron
diferencias a 3 dias, siendo la longitud mayor en las retinas contralaterales a la lesién (Figura 98 B). Por ultimo,
al comparar la retina lesionada y la contralateral entre si, se vieron diferencias significativas a 5 dias, siendo mayor

en las retinas contralaterales a la lesion (Figura 98 C).
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Figura 96: Longitud total de las ramas apicales * DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO).
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Whitney).

~137 ~



RESUETAROS

A
[ Intacto [] Cultivos Organotipicos de retina (CORs)[JRetina Lesionada (ApNO)
400 -
w
i)
s 3004 °©
©
2 o]
s
Q
§ 200 8% ©° . .
S g j o ° ° f - o
o o o
- o} o) Qo
§ 1004 o ooo:o 5 :Ioo a 00;500 000° o%o ;l;
=2 00 9 050° 080
0d —
ntacto 1d 3d 5d 7d
B
Intacto[J) Cultivos Organotipicos de retina (CORs) [ Retina Contralateral ( al ApNO)
*k%k
172
2 Fekk
® 3004 © iy T sk
8 T o ©
§ 200498 °° o | g : I
g ° 1 . g
o 3
E 1 o} 1_0 & g R o
[ ol o O ojgo
g 100qle o oo 8% ko
= ] 5 ° o 0000 Ogo
04—
ntacto 1d 3d 5d 7d
C
@ Intacto [] Retina Contralateral ( al ApNO)([JRetina Lesionada (ApNO)
Fk
& ]
2 *
s 300 © ° T S
b o
2 ] 5 ) o
blb- THIE T 180,
) o
s Bl N-N B~ e (NE:
e S & N o T ! 50 @ B °
2 100 ks o o &
£ 4° B o 9 5 & o
o]
= o {o3
0
Intacto 1d 3d 5d 7d 9d 21d 45d

Figura 97: Graficos comparativos que muestran la longitud total del nimero de ramas basales * DE de las CMs en CORs y

retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas contralaterales a la lesion

(ApNO). C: retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina

lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas

(lesionada vs contralateral a la lesion). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 98: Graficos comparativos que muestran la longitud total del nimero de ramas apicales * DE de las CMs en CORs y

retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO. B: COR y retinas contralaterales (ApNO). C:
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(retina contralateral a la lesién). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas (lesionada vs

contralateral a la lesién). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién. multiple. prueba de Mann-Whitney).
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IV.3.5. VOLUMEN TOTAL DE LAS CELULAS MICROGLIALES

En cuarto lugar, se procedié a calcular el volumen de las CMs en CORs y en retinas axotomizadas mediante el

programa Image J (ver apartado de materiales y métodos).

Se vio como en CORs hay un aumento significativo a todos los tiempos estudiados comparado con el grupo intacto
(Figura 99 A). Con respecto a las retinas lesionadas y contralaterales a la lesion se vio también un aumento

significativo a todos los tiempos post-lesién comparado con el grupo intacto (Figura 99 B y C).
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Figura 99: Volumen * DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs. B: retinas lesionadas
(ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina
contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple.

prueba de Mann-Whitney).

~140 ~



RESUWETANOS

Al comparar entre si ambos modelos se observé un aumento significativo del volumen entre el modelo in vivo e in

vitro, siendo mayor en el modelo in vitro (Figura 100 Ay B).

En las retinas axotomizadas se vio como a tiempos largos el volumen sigue aumentando con respecto al grupo

intacto. Se vio también diferencias significativas entre retinas lesionadas y contralaterales a la lesion a los

diferentes tiempos post-lesién (Figura 100 C).
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Figura 100: Graficos comparativos que muestran el volumen  DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la
lesion. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina lesionada (ApNO) y retinas
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Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO y entre retinas axotomizadas (lesionada vs contralateral a la lesion). (*p<0.05,

**p<0.01, **p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de Mann-Whitney).
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IV.3.6. AREA Y PERIMETRO DE LAS CELULAS MICROGLIALES

A continuacién, se medi6 el area y perimetro que tenia cada CMs mediante Image J Fiji (ver materiales y
métodos). Al igual que en apartados anteriores, se analizaron en 3 zonas de la retina: zona central, zona medial
y zona periférica (Figuras 101 y 102). Se observo diferencias significativas en el area y en el perimetro en las 3
zonas de la retina a todos los tiempos con respecto al intacto en CORs (Figuras 101 y 102). En la retina lesionada
como en la retina contralateral a la lesion se observo también diferencias significativas en el area y en el perimetro
a diferentes tiempos con respecto al intacto (Figuras 101 y 102). Aunque se observo diferencias entre las 3 zonas

de la retina a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se decidio realizar un analisis total (Figuras 103 y 104).

En cuanto al area, en CORs se vio un aumento significativo de 1 a 7 dias con respecto al grupo intacto (Figura

103 A). De igual forma este aumento significativo se vio también de 1 a 7 dias con el perimetro (Figura 105 A).

Con respecto a la retina lesionada, se observo un aumento significativo en el area de 1 a 9 dias con respecto al
grupo intacto y a partir de ahi comienza una disminucion, siendo a 45 dias el area parecida al grupo intacto (Figura
103 B). Al estudiar también el perimetro, se observé un aumento significativo de 1 a 9 dias y a partir de ahi una

disminucion, siendo a 45 dias parecido al grupo intacto (Figura 105 B).

En la retina contralateral a la lesién hay una disminucién en el &rea a los diferentes tiempos post-lesion (Figura

103 C). Con respecto al perimetro se observo que es parecido al grupo intacto (Figura 105 C).

Al comparar entre si ambos modelos se observo un aumento significativo del area entre el modelo in vivo e in

vitro, siendo mayor en el modelo in vitro (Figura 106 Ay B).

En las retinas axotomizadas se vio como a diferentes tiempos el area es parecida al grupo intacto (Figura 104 C).
En cambio, al comparar estas retinas, se vio como a tiempos cortos (1-7 dias) hay un ligero aumento del perimetro
en la retina lesionada con respecto a la contralateral a la lesion y que en tiempos largos (9-45 dias) esta disminuia

con respecto a la retina contralateral a la lesion (Figura 106 C).
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Figura 101: Area + DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales
ala lesion (ApNO). Zona central (gris claro), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia significativa comparado

con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 102: Perimetro * DE de las CMs en las 3 zonas de la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales

ala lesion (ApNO). Zona central (

), zona medial (gris oscuro) y zona periférica (rojo). * Diferencia significativa comparado

con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 103: Area total £ DE de las CMs en CORs, retinas lesionadas y contralaterales a la lesion. A: CORs. B: retinas lesionadas

(ApNO). C: retinas contralaterales a la lesion (ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina

contralateral a la lesion). * Diferencia significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion multiple.

prueba de Mann-Whitney).
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Figura 104: Graficos comparativos del area * DE de las CMs sen la retina. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y retinas
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(CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesién). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNo y entre

retinas axotomizadas (lesionada vs contralateral a la lesién). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacion multiple. prueba de

Mann-Whitney).
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Figura 105: Perimetro total * DE de las CMs en la retina. A: CORs. B: retinas lesionadas (ApNO). C: retinas contralaterales a la lesién

(ApNO). Gris (Retina intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion). * Diferencia significativa

comparado con intacto (*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba de Mann-Whitney).
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Figura 106: Graficos comparativos del perimetro * DE de las CMs en la retina. A: CORs y retinas lesionadas (ApNO). B: CORs y

retinas contralaterales a la lesion (ApNO). C: retina lesionada (ApNO) y retinas contralaterales a la lesion (ApNO), Gris (Retina intacta),

verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesién). * Diferencia significativa comparando entre CORs y ApNO

y entre retinas axotomizadas (lesionada vs contralateral a la lesién). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba

de Mann-Whitney).
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IV.3.7. CIRCULARIDAD DEL SOMA DE LAS CELULAS MICROGLIALES
Después se procedid a calcular la circularidad del soma de las CMs mediante el programa Image J (ver materiales

y métodos).

Un valor de circularidad de 1,0 nos indica un soma circular perfecto y valores cercanos a 0 no sindican un soma

alargado.

Al igual que en apartados anteriores, se analizaron en 3 zonas de la retina: zona central, zona medial y zona
periférica (Figura 107). Se observd diferencias significativas en las 3 zonas de la retina a todos los tiempos con
respecto al intacto en CORs (Figura 107). En la retina lesionada como en la retina contralateral a la lesion se
observd también diferencias significativas a diferentes tiempos con respecto al intacto (Figura 107). Aunque se
observo diferencias entre las 3 zonas de la retina a diferentes tiempos, para facilitar la lectura se decidi6 realizar

un analisis total (Figura 107).

Se observo como en CORs la circularidad de las CMs es mas cercana a 0, mostrando que las CMs son células
con el soma mas alargado (Figura 108 A). Con respecto a las CMs tras ApNO, se observd como en retinas
lesionadas la circularidad es mas parecida a 0 en los diferentes tiempos post-lesion indicativo de un soma
alargado, pero se vio como a 45 dias la circularidad es més cercana a 1, lo que indicaba un soma circular (Figura
108 B). En las retinas contralaterales a la lesién se vio como a todos los tiempos la circularidad es mas préxima

a 0, indicando soma circular (Figura 108 B).

Al comparar entre si ambos modelos no se observaron diferencias en la circularidad del soma de las CMs entre
el modelo in vivo e in vitro, (Figura 108 A y B). Con respecto a las CMs tras ApNO, tampoco se observaron

cambios en la morfologia entre la retina lesionada y contralateral a la lesion (Figura 108 C).
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Figura 108: Circularidad * DE de las CMs en CORs, Retina lesionada (ApNO) y Retina contralateral a la lesion (ApNO). * Diferencia

significativa comparado con intacto. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Anova comparacién multiple. prueba de Mann-Whitney). Gris (Retina

intacta), verde (CORs), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral a la lesion).
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IV.3.8. SHOLL DE LAS CELULAS MICROGLIALES

El analisis de Sholl nos permitié evaluar el nimero de intersecciones de las CMs que tiene cada célula a

determinadas distancias del nlcleo. Se procedié a realizar este analisis en ambos modelos (Figuras 111y 112).

El radio méximo de interseccion (extraido del anlisis de Sholl) en CORs, disminuia conforme pasan los dias,

siendo a 7 dias parecido al grupo intacto (Figura 110 A). Tras ApNO, se vio como en la retina lesionada el radio

méaximo disminuia a todos los tiempos post-lesion (Figura 110 B). En cambio, en la retina contralateral a la lesion

el radio méaximo logra ser superior al grupo intacto a tiempos largos (Figura 110 C).
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Figura 110: Radio maximo en el que interseccionan las CMs tomando como centro su soma. A: CORs. B: Retina lesionadas. C:

Retina Contralateral a la lesion. Gris (Retina intacta), verde (COR), rojo (retina lesionada) y azul (retina contralateral).
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1V.3.9. RESUMEN

1)

)

1)

V)

Las CMs en CORs con respecto a intacto:

-Aumentan de tamafio de soma

-Disminuye su longitud total

-Disminuye del nimero de procesos, tanto basales como apicales
-Aumenta su volumen

-Aumento del &rea y el perimetro

-Cambia su circularidad de esféricas a alargadas
-Disminuye su radio maximo (extraido del analisis del Sholl)
Las CMs en la retina lesionada con respecto a intacto:
-Aumentan de tamafio de soma

-Disminuye su longitud total, tanto basales como apicales

-Disminuye del niumero de procesos, tanto basales como apicales
-Aumenta su volumen

-Aumenta su area y perimetro

-Cambia su circularidad de esféricas a alargadas

-Disminuye su radio méximo (extraido del analisis del Sholl)

Las CMs en la retina contralateral a la lesion con respecto a intacto:
-Aumentan de tamafio de soma

-Disminuye su longitud total, tanto basales como apicales
-Disminuye del niumero de procesos, tanto basales como apicales
-Aumenta su volumen

-Aumenta su area y perimetro

-Cambia su circularidad de esféricas a alargadas

-Aumenta su radio maximo (extraido del analisis del Sholl)

Las CMs en CORs comparado con retinas axotomizadas:
-Aumento del tamafio del soma in vitro mayor que in vivo

-Menor numeros de procesos in vitro que in vivo

-Mayor disminucidn in vitro que in vivo en la longitud total
-Circularidad parecida entre in vitro € in vivo
-Menor volumen, area y perimetro in vivo que in vitro

-Menor radio maximo in vitro que in vivo
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IV.3.10. SUMMARY
)] MCs in ROCs with respect to intact:
-Increase in soma size
-Decrease in total length
-Decrease in the number of processes, both basal and apical
-Increase in volume
-Increase in area and perimeter
-Change in their circularity from spherical to elongated
-Decrease in maximum radius (extracted from Sholl's analysis)
) MCs in the injured retina with respect to intact:
-Increase in soma size
-Decreases in overall length, both basal and apical
-Decreases in the number of processes, both basal and apical
-Increase in volume
-Increase in area and perimeter
-Change of their circularity from spherical to elongated
-Decrease in maximum radius (extracted from Sholl's analysis)
) MCs in the contralateral retina with respect to intact:
-Increase in soma size
-Decreases in overall length, both basal and apical
-Decreases in the number of processes, both basal and apical
-Increase in volume
-Increase in area and perimeter
-Changes its circularity from spherical to elongated
-Increases its maximum radius (extracted from the Sholl analysis)
\')] MCs in ROCs compared to ONC retinas:
-Larger increase in soma size in vitro than in vivo
-Smaller number of processes in vitro than in vivo
-Greater decrease in vitro than in vivo in total length
-Similar circularity between in vitro and in vivo
-Smaller volume, area and perimeter in vivo than in vitro

-Smaller maximum radius in vitro than in vivo
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IV.4. RESUMEN GRAFICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
A continuacion, se muestra un esquema grafico de todos los resultados obtenidos durante esta tesis para obtener

una vision global de los mismos (Figura 111).

Respuesta Glial Bilateral al Aplastamiento Unilateral de Nervio Optico

O En retinas intactas

O Las CMs-lbat* tiensn una morfologia
ramificadas y se distribuyen uniformamente .
por la refina. s ka;‘;

O Las CMs-CDEZ- y CD205" se encontraron Disco Bptico =
alrededor del MO y en el CC.

O La expresion de GFAF y Vimentina se
observd solo en la CCG.

3 En retinas axotomizadas \
/ N\

\ \
\

Quizsma dptico

refina interna y disminuye en 1a refina extema tras

axotomia. Estos datos sugerian que las CMs-lbal y o

CD68* migran desde la refina externa a la CCG ” -

donde se encuentran las CGRs en degeneracion. -
3 La densidad de las CMs-lbal* aumenta a 5 dias y la densidad CMs-CDE8* a 3 dias. El

numero deCMs-CO205* aumento en el NO y en el CC.

O La densidad de CMs-lbal~ y CDES* aumenta en la /
/

O La activacion macroglial (aumento de la expresidn de GFAP y vimenting) aumenta a 5 y 9
dias, disminuye a 21d, y se circunscribe al complejo de células ganglionares.

1 En retinas contralaterales a la lesion

O La densidad de las CM5-lbal* aumenta a 5 dias y la densidad CMs-CDE2* fue mayor que en retinas
intactas a todos los tiempos estudiados. El numero de CMs-CD206* disminuye en el NO y en el CC.

O La densidad de CMs-lbal* y CDE3* aumenta en la retina interna y disminuye en la externa, de manera
similar a las retinas axotomizadas pero de manera mas atenuada.

O La activacion macroglial se observd stlo a 3 dias.
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Muerte neuronal y activacion glial: CORs vs. ApNO

OLa muerte de CGRs fras ApNO es significativa a 3 dias con ambos
marcadores, mientras que en los CORs es significativa a 2 dias con
Brnda, ya 3 con REPMS. El curso de muerte de las CGRs es igual

con ambos marcadores, y sigue un curso lineal hasta los @ dias.
Eefna monlads a plano Culirers

OEl curso de muerte en los CORs e in vivo es igual hasta los 5 dias y con
ambos marcadores

O A partir de los 5 dias, en los CORs hay una muerte masiva de CGRs que
se visualiza con Br3na perc no con REPMS u ofros marcadores
estructurales.

OEn los CORs las celulas de la micro y macroglia se activan antes y de
manera morfologicamente diferente que en las retinas axotomizadas

O En los CORs la densidad de celulas de la microglia en la CCG es menor
que in vivo, y la limpieza de los cuerpos de las CGRs no es tan rapida,
explicando porgué aun se immunodetectan marcadores estructurales a
los Tdias in vitro.

~159 ~



RESUETAROS

Cambios morfologicos

Cambios morfologicos de las CMs-lbat* en
CORs, retinas lesionadas y contralaterales a
la lesion comparada con CMs en reposo en
retinas intactas:

Aumentan de tamafio.

Disminucidn de la longitud fotal y el ndmero
de procesos.

Area perimetro y volumen mayor.

Soma mas largo.

Los cambios en la retina contralateral
siempre de menor magnitud gue en |a retina
lesionada y en ésta que en los CORS,

!

Microglia en retinas axotomizadas y CORs

oo oo

O La activacion morfologia de las CMs in wiro e in vivo es muy
diferente.

7+
i)

Microglia en reposo Microglia activada Microglia
en CORs activada tras
ApNO

O in witro, |a densidad de CMs en la CCG es significativamente
menor que in vivo a todos los tiempos estudiados.

Figura 111: Esquema grafico
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V. DISCUSION

En esta tesis doctoral, hemos estudiado el curso de activacion de las células gliales después de ApNO en ratones.
Posteriormente se analizo el curso de muerte de las CGRs y el curso de activacion de la glia en CORs. Por Ultimo,

se realiz6 un estudio exhaustivo de los cambios morfologicos de la glia en ambos modelos.

V.1 CURSO DE ACTIVACION GIAL EN RETINAS LESIONADAS Y CONTRALATERALES A LA LESION TRAS
UNA AXOTOMIA UNILATERAL

Al estudiar el curso de activacion glial se observo que tras ApNO, la glia de las retinas lesionadas y contralaterales
reacciona a la lesion. Esta respuesta bilateral, el llamado efecto contralateral, se esta estudiando intensamente
en el sistema visual, y durante la Ultima década han aparecido mas piezas a este rompecabezas (Shenker y cols.
,2003; Gallego y cols., 2012; De Hoz y cols., 2013; Galindo-Romero y cols., 2013a; Rojas y cols., 2014, Lucas-
Ruiz y cols., 2019; Di Pierdomenico y cols., 2019, 2020a; Ramirez y cols., 2020), cuyos mecanismos fisioldgicos
aun se desconocen (; Ramirez y cols., 2012, Lucas-Ruiz y cols., 2019). Aun asi, en todos los informes, las
caracteristicas de este efecto, postulado por Shenker (Shenker y cols., 2003), prevalecen: primero, el dafio debe
alcanzar una magnitud minima para provocar una respuesta contralateral, y segundo, la respuesta de la region
contralateral es la misma que la de la dafiada pero atenuada en tiempo y magnitud. Nuestros datos aqui se
adhieren a esas caracteristicas, ya que la activacion microglial y macroglial observada en las retinas lesionadas
es mas fuerte, comienza antes y dura mas que en las contralaterales. Quizas los resultados mas controvertidos
son la expresion duradera del marcador de fagocitosis CD68 en ambas retinas y la activacién inesperadamente

baja de las células de Milller.
RESPUESTA MACROGLIAL

Sorprendentemente, la activacién macroglial, aunque observada en ambas retinas es mas intensa en las retinas
lesionadas. Se restringi6 principalmente a la CCG, lo que indica que los astrocitos y los extremos de las células
de Mdiller son los principales responsables de la muerte de las CGRs. La hipertrofia de las células de Mdiller
evaluada por la expresion de GFAP y la sobreexpresion de vimentina en sus pies terminales, somas y procesos

distantes, fue muy baja y solo se observo en la retina lesionada.

Los pies terminales de las células de Miiller forman la lamina basal interna, que es esencial para la supervivencia
de CGRs. Por lo tanto, esperabamos una reaccion mas fuerte de las células de Miller a la muerte de CGRs. Se
ha observado hipertrofia de todas las células de Miller en ambas retinas en modelos de hipertension ocular aguda
(Crain y cols., 2013). Este es un modelo muy diferente de la axotomia, ya que provoca la degeneracion de los
fotorreceptores (Ortin-Martinez y cols., 2015; Vidal-Sanz y cols., 2017).
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La degeneracion de los fotorreceptores desencadena una fuerte activacion de las células de Mller, asi como de
las células microgliales, pero no tanto de la activacién de los astrocitos (Bringmann y cols., 2006). La axotomia
del NO es una lesion limpia que afecta especificamente a las CGRs, por lo que no es sorprendente que los
astrocitos, conectados a los axones y vasos de las CGRs, se hipertrofien cuando las CGRs estan muriendo.
Ademas, la activacion de las CMs en la CCG puede activar los astrocitos y la region interna de las células de
Mdiller, ya que existe una relacion entre las neuronas, la microglia y la macroglia. Por tanto, puede ser que los
astrocitos sean mas sensibles a la muerte de CGRs y / 0 degeneracion axonal, es decir, afectacion del complejo
CGRs, mientras que toda la célula de Miiller responde cuando hay pérdida de fotorreceptores y probablemente

neuronas de la CNI.

RESPUESTA MICROGLIAL

Estudios previos han mostrado que las células microgliales que han fagocitado las CGRs muertas, visualizadas
por marcaje transcelular (Thanos y cols., 1991; Galindo-Romero y cols., 2013; Walker y cols.,2015), aparecen 3
dias después de ApNO en ambas retinas. En las retinas lesionadas, su nimero aumenta linealmente a medida
que las CGRs mueren con una cinética paralela pero opuesta. En la retina ilesa, las CGR también mueren, pero
su pérdida es muy lenta y no progresa mas a partir de los 9 0 45 dias (Lucas-Ruiz y cols.,2019; 2021). En
consecuencia, el nimero de CMs marcados transcelularmente permanece bastante constante. Nuestros datos
aqui concuerdancon trabajos previos (Galindo-Romero y cols., 2013), agregando tres conjuntos importantes de
datos: aumento de la densidad microglial, un estado activado fagocitico de larga duracién y la dindamica CMs M2.
La densidad microglial aumenta en la retina interna y CCG, disminuyendo en la retina externa. Con el tiempo, la
densidad de CMs vuelve a valores normales en la retina interna pero no en la externa. Este comportamiento
dindmico ya se ha demostrado en ratas (Nadal-Nicolas y cols.,2017), y puede indicar que la poblacién de CMs
residentes en la CCG no es suficiente para hacer frente a la pérdida masiva de CGRs y / 0 que la muerte de las

CGRs las atrae a la CCG. La ultima hipétesis es mas probable para la retina contralateral.

El aumento de CMs dura mas tiempo y es mayor en las retinas lesionadas (1.4 a 2.15 veces entre 3 y 9 dias) que
en las retinas contralaterales (1.6 veces a los 5 dias). El aumento de la densidad de CMs en las retinas lesionadas
se ajusta a la ventana de tiempo en la que la mayoria de las CGR mueren después de la axotomia (de 3 a 21 dias
(Galindo-Romero y cols., 2013; Sanchez-Migallon y cols.,2018; Lucas-Ruiz y cols.,2019). En la retina contralateral,
este aumento precede a la pérdida significativa de CGRs (Lucas-Ruiz y cols.,2019) pero no a la aparicion de CMs

marcados transcelularmente (Galindo-Romero y cols., 2013).

Curiosamente, aunque la densidad de CMs en la CCG vuelve a la linea de base con el tiempo, las CMs no estan
en un estado de reposo / vigilancia, sino que estan activados, ya que sobreexpresan CD68. La presencia de CMs-

CD68 se explica por el hecho de que en ambas retinas hay CGRs que contintian muriendo a largo plazo.
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En la retina lesionada, > 90% de las CGRs mueren durante las primeras 2 a 3 semanas y las restantes mueren
de manera constante pero muy lenta hasta los 3 meses [(por ejemplo, entre los dias 45 y 90 después de la lesion,
entre ~ 500 y 800 CGRs mueren (Sanchez-Migallon y cols.,2018; Lucas-Ruiz y cols.,2019)]. En las retinas
contralaterales, la muerte de las CGRs es muy lenta: cuando la lesidn se realiza a 0,5 mm de la cabeza dptica de
la retina lesionada, las CMs marcados transcelularmente aparecen muy temprano (Galindo-Romero y cols., 2013),
pero la pérdida de CGRs alcanza significacion a los 45 dias (Lucas-Ruiz y cols.,2019). Sin embargo, surge la
pregunta, ¢ se activan las células microgliales debido a la muerte constante de CGRs o las CGRs mueren debido
a la activacién microglial no resuelta? La activacion alternativa de M2 se refiere a CMs que son fagociticas para
ayudar a limpiar el tejido y restaurar la homeostasis, de ahi su alta expresién de CD68 y que secretan mediadores
antiinflamatorios para amortiguar el entorno inflamatorio agudo creado por la agresion. Expresan antigenos
especificos de M2, como CD206 (Huxlin y cols., 1992, Horie y cols., 2013). Hasta donde sabemos, este es el
primer estudio que describe CMs M2 en la retina. Su morfologia y ubicacién son bastante diferentes a las de las

CMs en reposo o activados clasicamente

En las retinas contralaterales, la morfologia de las CMs no cambia en el CC pero si en la cabeza del NO a dia 5.
Al contrario de la dinamica observada en las retinas lesionadas, ¢ Cual es el significado de este comportamiento?
¢ Ocupan la retina lesionada a través del NO y el CC? ; Migran desde la retina contralateral a través del quiasma
optico hasta la retina lesionada? Y lo mas importante, ¢cual es su funcidn en este modelo? En la médula espinal
se ha demostrado, como mostramos aqui, que hay una respuesta rapida y mantenida de CM activados
clasicamente en el sitio de la lesién que supera la respuesta M2 comparativamente mas pequefia y transitoria,

que promueve un crecimiento regenerativo en los axones sensoriales adultos (Walker y cols.,2015).

Por lo tanto, un aumento mas prolongado y fuerte de CMs M2 en la retina rescataria las CGRs, retrasaria su

muerte y / 0 aumentaria la regeneracion axonal? Se necesitan méas experimentos para dilucidar este punto.
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V.2 ANALISIS COMPARATIVO DE MUERTE DE CGR Y ACTIVACION MICROGLIAL ENTRE CULTIVOS
ORGANOTIPICOS DE RETINA Y RETINAS AXOTOMIZADAS

En esta tesis doctoral se muestra por primera vez una comparacion exhaustiva entre retinas axotomizadas y
CORs. Es importante reconocer que ningin modelo imita a la perfeccion la enfermedad que pretende representar
y, por lo tanto, hay que reconocer sus deficiencias y centrarse en los aspectos que son relevantes. Ambos modelos
se utilizan para evaluar la degeneracion de las CGRs y para probar terapias neuroprotectoras, ya que en ambos
modelos las CGRs son axotomizadas. Sin embargo, difieren en puntos importantes que explican las diferencias
observadas en este trabajo. Mientras que in vivo la retina sufre una lesion (la axotomia del NO) in vitro existen
otros factores como la desconexion del cuerpo, el desprendimiento de la retina y la falta de perfusion sanguinea

y de soporte vitreo.

Los datos del recuento de CGRs son consistentes con los ya descritos en la literatura, tanto en CORs (Bull y cols.,
2011; Johnson y cols., 2016), como en retinas después de ApNO (Galindo-Romero y cols., 2011, 2013, Vidal-
Sanz y cols., 2017; Lucas-Ruiz y cols., 2021). La novedad de este estudio es que se ha realizado un estudio
utilizando 4 marcadores de CGRs como son Brn3a, Rbpms, 3-lll Tubulin y y-Synuclein. Tanto in vivo como in vitro

vemos una disminucion de estos marcadores de CGRs con el tiempo después de la axotomia del NO.

En los CORs, las CGRs se han estudiado hasta 7 dias utilizando marcadores de CGRs que también marcan las
células amacrinas desplazadas (Bull, 2011), o que son estructurales, como la tubulina B-ll (Johnson y cols., 2016;
Pattamatta y cols., 2016). Estos Ultimos autores utilizaron Ropms y Blll-tubulina y sus resultados sobre RBPMS
entran en conflicto con los nuestros, ya que no observaron la tincion de RBPMS mas alla de 1 dia in vitro. Esta

diferencia podria deberse a los protocolos de fijacion e inmunodeteccion que difieren entre su trabajo y el nuestro.

En cuanto a la supervivencia de las CGRs in vitro, la principal diferencia entre ambos modelos se observa a los 7

dias, cuando hay una disminucién muy acusada de la expresion de Brn3a en los CORs pero no tras ApNO.

Brn3a es un marcador de viabilidad que se regula a la baja una vez que las CGRs estan comprometidas con la
muerte (Sanchez-Migallon y cols., 2018). Asi, nuestros datos muestran que, en los CORs, entre los 5y 7 dias, se
produce una oleada masiva de muerte de CGRs, que no sigue la muerte lineal observada en retinas axotomizadas
con Brn3a, Rbpms o trazado (Galindo-Romero y cols., 2011, 2013; Rodriguez y cols., 2014; Vidal-Sanz y cols.,
2017, Sanchez-Migallon y cols., 2018; Lucas-Ruiz y cols., 2021). Sin embargo, en los CORs a 7 dias, RBPMS y

los marcadores estructurales de las CGRs seguian presentes y, por tanto, se inmunodetectaban.

Los CORs es un modelo bastante agresivo y provoca una rapida y grave degeneracion de la retina interna y
externa, como se ha visto aqui y en otros trabajos (Johnson y Martin, 2008; Miiller y cols., 2017), mientras que in

vivo, el entorno es mas estable para las neuronas (van Adel y cols., 2005; Lee y cols., 2009).
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La muerte de las CGRs tras la axotomia es rapida y homogénea en toda la retina, muriendo la mitad de estas
neuronas (~20.000 CGRs en ratones) en 5 dias. Aqui mostramos que la misma proporcién de CGRs han muerto

en CORs en el mismo tiempo.

Las CMs migran desde las capas plexiformes a la CGRs para hacer frente a esta muerte masiva y limpiar el tejido
(Galindo-Romero y cols., 2013; Nadal-Nicolas y cols., 2015) con la ayuda de un nuevo suministro de macréfagos
procedentes tanto de las CMs que entran en la retina a través del NO como de la infiltracion de células mieloides
(Ma y cols., 2017; Rathnasamy y cols., 2019).

En los modelos de degeneracion de fotorreceptores, que también provocan una muerte neuronal rapida y extensa,
el nimero de CMs aumenta por division y también hay entrada de macréfagos desde la coroides (Di Pierdomenico
y cols., 2019, 2020b). Asi, in vivo, cuando la muerte neuronal supera la capacidad fagocitica de las CMs
residentes, para cumplir con los requisitos para resolver el dafio las CMs se dividen o se reponen desde el NO o

mediante el reclutamiento de macrofagos sistémicos.

En los CORs, tanto las CGRs como los fotorreceptores mueren (Miiller y cols., 2017) y las CMs residentes se
movilizan hacia la retina interna y externa. Sin embargo, en los CORs no hay reclutamiento o recambio microglial
(Tassoni y cols., 2015) explicando, por qué la densidad de CMs en la CCG de los CORs es menor que in vivo. La
degeneracién de las CGRs tras ApNO vy los fotorreceptores explica por qué la densidad de CMs en la CCG
disminuye en el dia 1 por debajo de los valores intactos, mientras que la imposibilidad de reclutamiento externo
explica por qué, aunque su densidad en la CCG aumenta con el tiempo, siempre €s menor que in vivo. En otras
palabras, en los CORs las CMs residentes no son suficientes para hacer frente a la degeneracién neuronal masiva.
Por lo tanto, y de acuerdo con nuestros datos, la fagocitosis de las CGRs esta disminuida en los CORs, ya que
no hay suficientes CMs, y éstas pueden tener una capacidad fagocitica deteriorada. Asi, los somas de las CGRs

muertas siguen presentes en el tejido y se inmunodetectan marcadores estructurales, pero no de viabilidad.

Por Ultimo, después ApNO, la activacion de las células de Mller se restringe principalmente a sus extremos
situados en la CCG (Gonzalez-Riquelme y cols., 2021). En las distrofias de la retina, la hipertrofia de las células
de Mdller es mas fuerte en sus somas y procesos madre (Bringmann y cols., 2006; Luna y cols., 2016). En los
ROCs, se activan dias antes que tras ApNO y muestran signos de activacion en sus extremos, somas y procesos

madre, imitando la hipertrofia observada en las agresiones isquémicas (Kuhrt y cols., 2008).

~167 ~



pISCcuUsION

V.3 ANALISIS COMPARATIVO DE LA MORFOLOGIA DE LA MICROGLIA ENTRE CULTIVOS
ORGANOTIPICOS DE RETINA Y RETINAS AXOTOMIZADAS

Las CMs estan cada vez mas implicadas en enfermedades neurodegenerativas, neuropatologia y en el
envejecimiento. Su morfologia diversa y cambiante suele estar relacionada con las funciones que realizan, lo que

nos permite estudiar y evaluar su actividad gracias al anélisis de imagenes (Choi y cols.,2022).

Las CMs tienen una respuesta morfoldgica inmediata y diferente a las diversas alteraciones en la fisiologia
cerebral (Davalos y cols., 2005). Estas van desde una mayor hiperramificacion y morfologias altamente complejas
hasta las morfologias desramificadas y ameboides (Karperien y cols., 2013). La microglia puede también
polarizarse y adoptar forma de bastén (Taylor y cols., 2014). La ramificacién celular de la microglia se define como
una forma compleja que tiene multiples procesos y, diferentes longitudes de los procesos celulares. Dado que la
microglia esta sintonizada con la funcion neuronal y glial a través de la comunicacién cruzada continua entre
células y la motilidad in vivo (Nimmerjahn y cols., 2005; Abiega y cols., 2016), las morfologias de la microglia
pueden servir como indicadores de diversas funciones y disfunciones celulares en el cerebro. Es necesario un
andlisis cuantitativo exhaustivo para describir adecuadamente la diversidad de estos cambios morfolégicos
poder distinguir las diferencias que hay entre las células ramificadas que ocurren con perturbaciones fisiolégicas
sutiles (como la epilepsia y la conmocion cerebral) (Abiega y cols., 2016; Morrinson y cols., 2017; Wyatt-Johnson
SKy cols., 2017) ademas de lesiones graves (como un accidente cerebrovascular) (Gyoneva and Traynelis, 2013).
Por eso hay que realizar estudios morfolégicos mas profundos en diferentes enfermedades para poder

comprender mejor el papel de las CMs (Young and Morrison., 2018).

En esta tesis doctoral se realiza un estudio exhaustivo de las CMs en dos modelos de degeneracion neuronal,
como son los CORs y tras ApNO. Hasta la fecha, hay pocos estudios que estudien tan a fondo las CMs, y menos

en dos modelos de degeneracion.

Por lo general, las CMs se encuentran en estado de reposo, una definicion que se ha revisado recientemente y
ahora se conoce como estado de vigilancia porque las CMs no descansan, sino que escanean activamente su
entorno en busca de dafios o infecciones (Holloway y cols., 2019; Rashid y cols., 2019). En este estado, tienen
ramas largas y ampliamente ramificadas y pequefios cuerpos celulares (Jonas y cols., 2012). Por el contrario,
durante el dafio en la retina, las células acortan sus ramas, desarrollan soma y migran al sitio de la lesion para
reconocer patrones de dafio y actuar para retardar la neurodegeneracion (Cai y cols., 2020, Ito y cols., 1996;

Jonas y cols., 2012).
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En salud, las CMs tienen tres funciones esenciales: (i) funcion centinela que implica una exploracion constante
del entorno con sus procesos altamente dindmicos, (ii) funcién de limpieza fisioldgica que incluye la remodelacién
sinaptica y la migracién a los sitios de muerte neuronal para fagocitar células muertas y (iii) proteccion contra
agentes perjudiciales (Orihuela y cols., 2016; Hickman y cols., 2018). A pesar de su papel en el mantenimiento
de la homeostasis, la microglia esta profundamente involucrada en la neuroinflamacién, ya que una respuesta

sostenida de la microglia puede tener efectos nocivos.

Tras la activacion, la microglia se vuelve muy movil, disminuye de tamafio, retrae sus procesos y libera una plétora
de factores que incluyen citocinas inflamatorias, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno (Kiettenmann y cols.,
2011; Madeira y cols., 2015; Hickman y cols., 2018).

Nuestros datos concuerdan con estas afirmaciones, ya que se observé un menor nimero de procesos y de
longitud total de las CMs tanto in vivo como in vitro. Nuestros datos nos permiten observar como el soma de las
CMs difiere entre ambos modelos ya que en los CORs el tamafio es mucho mayor que tras ApNO.
Morfologicamente encontramos grandes diferencias entre CORs y retinas después de ApNO. En los CORs, las
células parecian méas grandes, mas hipertrofiadas y ameboides que en las CMs in vivo. En retinas intactas, las
CMs tienen un aspecto ramificado con soma redondeado con multiples prolongaciones e intersecciones. Esta
microglia es similar a la descrita por otros autores en retinas intactas de raton (Rojas et al., 2014, de Hoz et al.,
2018). Ademas, a partir de los 5 dias de ApNO, las CMs comienzan a "radializarse" hacia el NO, migrando asi al
lugar de la lesion. En cambio, en los CORs las CMs no presentan este fenomeno y tienen una apariencia mas
estatica. Estudios previos de CMs in vitro (Cadiz y cols., 2022) han encontrado que la microglia cultivada consta
de subpoblaciones dispares marcadas por diferentes firmas moleculares caracteristicas de la microglia en
lesiones y enfermedades, y que las redes de genes de estas poblaciones estan radicalmente alteradas en
comparacién con la microglia ex vivo. Esto podria explicar las diferencias morfoldgicas de las CMs entre CORs y
ApNO.

En nuestro estudio, las CMs en retinas intactas tienen un mayor nimero de procesos y a su vez estos presentan
una longitud mayor mostrando una morfologia ramificada como han descrito estudios previos (Karperien y cols.,
2013). En cambio, tras ApNO observamos como en las retinas lesionadas disminuyen los nimeros de procesos,
asi como su longitud total. En las retinas contralaterales a la lesién vemos el mismo efecto, pero de una manera
mas lenta, por lo que podemos confirmar lo que otros autores ya observaron, el llamado efecto contralateral
(Lucas-Ruiz y cols., 2019). Estos cambios en la morfologia de las CMs han de ser estudiados exhaustivamente,
porque quizas al estudiar las CMs, estas nos avancen con anterioridad una enfermedad, como la epilepsia, la

degeneracion macular asociadad a la edad (DMAE), la hipertension ocular... (Young and Morrison., 2018).

La edad suele ser uno de los principales factores de riesgo en enfermedades neurodegenerativas, como pueden
ser la enfermedad de Alzheimer, Parkinson o DMAE. En estas enfermedades se ha descubierto una microglia
activada (Ma y cols;2012; Patel y cols.,2021; Candlish y cols.,2021).
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Tras ApNO las CMs tienen un volumen, area y perimetro menor tanto en la retina lesionada como en la retina
contralateral al compararlo con las CMs in vitro. Estos datos nos sugieren que las CMs actuan de forma diferente
in vivo e in vitro. Aunque ambos modelos son modelos de axotomia, las condiciones son diferentes, por eso es

importante analizar las CMs en diferentes enfermedades.

Una posible explicacion de la no radializacién y de su morfologia tan diferente que hemos encontrado en las CMs
de los CORs es que, en ausencia del NO, las CMs no reconocen el dafio al NO y, por lo tanto, se enfocan en
actuar en otra parte de la retina. Pero también puede ser, como hemos dicho, que cuando se elimina el entorno
in vivo, la microglia sufre un caso grave de "choque cultural", modulando drasticamente su estado de red
reguladora transcripcional de homeostatico ha activado a través de la regulacion positiva de médulos de genes
especificos de cultivo. Por lo cual, la microglia cultivada se comporta como un tipo de célula dispar que no

recapitula las firmas homeostaticas de la microglia in vivo (Cadiz y cols., 2022).

Los CORs son modelos inherentes a la axotomia del NO (Li y cols., 2018), y sus principales ventajas con respecto
al modelo in vivo son: i/ reduce el sufrimiento de los animales al evitar los procedimientos postoperatorios; i/
numero reducido de animales utilizados, ya que ambas retinas pueden utilizarse como grupos experimentales, e
incluso varias porciones de retina pueden utilizarse con diferentes condiciones experimentales; il mejor intacto

de la concentracién de drogas utilizadas, aumentando asi la confiabilidad de los datos.

De esta forma, los cultivos organotipicos implementan los principios de las 3R. Cabe sefialar que los modelos in
vitro deben tener en cuenta variables que no estan presentes en los modelos in vivo, por lo que se debe tener
cuidado con las extrapolaciones para la prueba de farmacos ya que podrian tener un efecto contraproducente en
otras células que no se han tenido en cuenta en los modelos in vitro. O el comportamiento de algunos tipos

celulares es diferente in vitro comparado con in vivo, como hemos demostrado en este trabajo con CMs.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados del curso de activacion glial en retinas lesionadas y contralaterales a la lesion tras una

axotomia unilateral nos permiten concluir:

El ApNO unilateral desencadena una activacion bilateral y persistente de las CMs y una respuesta
opuesta de las CMs M2 entre ambas retinas.
Tras ApNO, se observé una hipertrofia macroglial transitoria y limitada a la CCG tanto en ambas

retinas.

Los resultados del analisis comparativo del curso de muerte de CGR y activacion microglial entre CORs

y retinas axotomizadas nos permiten concluir:

La muerte de las CGRs en CORs e in vivo es similar hasta 5 dias, o que significa que durante esta
ventana terapéutica los CORs pueden ser Utiles para estudiar nuevos farmacos protectores de las
CGRs.

En los CORs, la activacion morfologica de las CMs es diferente tras ApNO y su nimero en la CCG
€s menor que in vivo, retrasando la fagocitosis de las CGRs muertas.

En los CORs la activacion macroglial es mas extensa que tras ApNO.

La diferente activacién glial entre CORs y ApNO puede alterar la eficacia de las terapias probadas

in vitro al ensayarlas in vivo.

Los resultados del andlisis comparativo de la morfologia de la microglia entre CORs y retinas

axotomizadas nos permiten concluir:

En todos los parametros estudiados la morfologia de las CMs en los grupos experimentales difiere
de la CMs en reposo.

Los cambios mayores se observan en CORs, seguido de las retinas lesionadas y finalmente de las
retinas contralaterales a la lesion, indicando que los CORs son un modelo mas agresivo que el
ApNO.
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VI. CONCLUSIONS

The results of the course of glial activation in lesioned retinas contralateral to the lesion after unilateral

axotomy allow us to conclude:

l. Unilateral ONC triggers a bilateral and persistent activation of MCs and an opposing response of M2
MCs between both retinas.

I After ONC, a transient macroglial hypertrophy limited to the GCL was observed in both retinas.

The results of the comparative analysis of the course of RGC death and microglial activation between

ROCs and axotomized retinas allow us to conclude:

l. The course of RGC death in ROCs and in vivo is similar up to 5 days, which means that during this
therapeutic window ROCs may be useful for studying new RGC-protective drugs.

1. In ROCs, the morphological activation of MCs is different than after ONC and their number in the
GCL is lower than in vivo, delaying the phagocytosis of dead RGCs.

1 Macroglial activation in ROCs is more extense and marked than after ONC.

Iv. The different glial activation between ROCs and ONC may alter the efficacy of therapies tested in

vitro when tested in vivo.

The results of the comparative analysis of microglia morphology between ROCs and axotomized retinas

allow us to conclude:

l. In all the parameters studied, the morphology of the MCs in the experimental groups differs from that
of the resting MCs.
Il. The greatest changes are observed in ROCs, followed by axotomized retinas and finally by

contralateral retinas, indicating that ROCs are a more aggressive model than ONC.
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