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RESUMEN

INTRODUCCION

Una lesion focal al Sistema Nervioso Central (SNC) provoca la muerte neuronal y una
respuesta glial cuyo objetivo es limitar el dafio, generandose un entorno inflamatorio. Un
dafio sistémico, como una intervencion quirargica, puede también provocar una respuesta
inflamatoria sistémica que alcance el SNC. La retina y los nervios 6pticos son elementos del
SNC relativamente accesibles y ampliamente estudiados en nuestro laboratorio. La
axotomia mediante aplastamiento unilateral del nervio éptico a nivel intraorbitario (ApNO) es

un modelo de neurodegeneracion inducida que genera una respuesta inflamatoria.

El ApNO en ratén provoca la muerte por apoptosis de las células ganglionares de la retina
(CGR) en dos fases independientes de la distancia fisica entre el aplastamiento y la cabeza
del nervio éptico: durante los primeros 9-14 dias, se pierde el 85% de las CGR vy, a partir de
entonces, las CGR mueren lentamente hasta alcanzar una supervivencia aproximada del
1,5% de la poblacién original en el dia 90. En la retina contralateral, provoca una muerte fija
del 15% de las CGR, que puede ser modulada temporalmente por la distancia del ApNO: si
la lesion se realiza mas cerca del ojo no lesionado, la pérdida se produce antes. Ademas, el
ApNO desencadena una activacion micro y macroglial bilateral en ambas retinas, que es

mas fuerte, precoz y duradera en la retina lesionada.

El ApNO induce una neurodegeneracidon anterégrada y una disfuncion de la barrera
hematoencefdlica a lo largo de la via visual. Sin embargo, la propagacién de la inflamacién
en areas retino-receptoras como el coliculo superior (CS) o regiones remotas del SNC
(RRSNC), fuera de la via visual, ha sido menos estudiada. El estudio de la activacion de las
células gliales o del perfil de marcadores pro- o antinflamatorios y de apoptosis puede
ayudarnos a comprender los mecanismos implicados en la extensién de la respuesta

inflamatoria.

OBJETIVOS

Los objetivos generales de esta tesis son:

1. Analizar la expresién génica en la respuesta inflamatoria tras el ApNO en la retina
lesionada y en la contralateral.

2. Analizar la expresion génica en la respuesta inflamatoria tras el ApNO en regiones
del SNC, ipsi- y contralaterales a la lesion: el CS, principal centro de proyeccién de
las CGR en el ratén, y RRSNC (hipocampo -H-, bulbo olfatorio -BO-, cerebelo -CE-

y médula espinal -ME-) a diferentes distancias de la lesion.



3. Estudiar a nivel histoldgico la respuesta glial al ApNO en tres regiones
representativas del SNC, ipsi- y contralaterales a la lesion: CS y algunas RRSNC (H
y BO).

MATERIAL Y METODOS

Los animals experimentales fueron ratones macho pigmentados (C57BL/6) de edades
adultas. Se diferenciaron 3 grupos experimentales: animales con aplastamiento del nervio
Optico izquierdo a 0,5 mm del disco 6ptico (ApNO); ratones en los que se realiz6 toda la
cirugia salvo el aplastamiento (Sham) y un grupo de intactos que se us6 como control. Se

llevaron a cabo dos estudios:

e Estudio molecular: Se realiz6 la diseccion en fresco de ambas retinas, CS y RRSNC
a los dias 1, 3, 9 o 30 tras el ApNO o la cirugia Sham. Se extrajo su ARN v,
mediante qPCR, se determinaron los niveles de Tgf-817, II-18, Tnf-a, lbal, Gfap, Mhc
Il'y Tspo en las retinas y en el resto de regiones del SNC a estudio. En los extractos
de CS, H, BO, CE y ME, se determin6 también Caspasa-3, Cxcrl, Lcn2, 11-6, Cd206,
II-4 y Ag4. Los genes se clasificaron como marcadores de apoptosis (Caspasa-3),
pro-inflamatorios (Cxcrl, II-1, 1I-18, Lcn2, Tnf-a, 1I-6), antinflamatorios (Cd206, 1-4,
Tgf-B1) y de gliosis (Ag4, Gfap, lbal, Mhc Il, Tspo). El analisis se realizé con
referencia a la expresién constitutiva de Hprt y Gapdh como genes housekeeping.

e Estudio anatomo-patoldgico: Se realiz6 en secciones sagitales de cerebro a los 3, 9
0 30 dias tras el ApNO o la cirugia Sham. Se cuantificé el area ocupada por la sefial
GFAP y se evaluo6 la deteccion de MHC Il (macroglia, CMa), asi como la densidad
de células Ibal® y la expresion de CD68 (microglia, CMi), tanto en CS como en
algunas RRSNC (H y BO).

Se analiz6 la respuesta de los animales con ApNO vs. intactos o Sham, entre regiones ipsi-

(i) vs. contralaterales (c) a la lesion y entre los diferentes tiempos de supervivencia.
RESULTADOS

En la retina, la cirugia Sham per se fue suficiente para modificar la expresién génica de
marcadores gliales e inflamatorios en ambos ojos. Por tanto, para aislar la respuesta al
ApNO, comparamos los animales ApNO vs. Sham. Tras el ApNO, Tnf-a se sobreexpresé
precozmente en ambas retinas y Tgf-B87 se sobreexpresé antes en la retina contralateral que
en la lesionada. La sobrexpresiéon de Gfap fue exclusiva de la retina lesionada mientras que
el incremento de Ibal, Mhc Il y Tspo se observé en ambas. A los 30 dias, la respuesta glial
se normalizé al nivel del Sham pero II-8 persisti6 elevada en la retina lesionada y Tspo

sobreexpresada en ambas.



Las CMi Ibal” mostraron una baja expresion constitutiva de CD68 y la densidad celular fue
similar en el CS (357+23 cel/mm?), H (310454 cel/mm?) y BO (351+31 cel/mm?) en el ratén
intacto. MHC 1l no se inmunodetectd en células gliales excepto en el BO.

La cirugia Sham caus6 una respuesta inflamatoria y glial en el resto de regiones del SNC
que no se modificd de forma sustancial tras el ApNO (excepto el CS): hubo un incremento
generalizado de la densidad de células Ibal” o de la expresion de Ibal pero sin cambios
histolégicos, y sobrerregulaciéon de marcadores pro-inflamatorios (principalmente, Cxcrl) asi
como de Caspasa-3. Ademas, los signos de activacion glial (sobrerregulacion de Tspo o
Mhc Il) se presentaron siempre en regiones ipsilaterales (BOi, CEi, MEi), donde la reaccién
pro-inflamatoria fue también mayor, y la respuesta en la ME fue menor y mas tardia que en
otras RRSNC. No obstante, el ApNO contribuy6 a que la respuesta inflamatoria perdurara al

menos hasta el dia 30 tras la cirugia.

En el CS, la activacion microglial anatémica (somas celulares redondeados CD68") se
observo en el CSc desde el dia 3 en adelante, junto con una sobrexpresion significativa de
Caspasa-3. En el CSi tras el ApNO o en ambos CS en los animales Sham, la CMi no
presenté signos de activacion. Gfap se sobreexpreso y los astrocitos se hipertrofiaron en
ambos CS desde el dia 9 tras el ApNO, pero la respuesta macroglial también se presenté
tras la cirugia Sham. Ademés, como ocurrid en la retina, el grupo Sham mostré cambios en
la expresion génica de los marcadores estudiados. Por lo que comparando ONC vs. Sham,
aunque Cxcrl se sobrexpresé el dia 1 tras el ApNO en ambos CS, el incremento de Tspo y
Mhc Il fue exclusivo del CSc y la respuesta pro-inflamatoria y la sobrerregulacion de

Caspasa-3 fue mayor y méas duradera en el CSc.

En el H, la CMi fue mas sensible al dafio que la de otras RRSNC. En comparacién con el
raton intacto, los animales Sham mostraron un incremento del nimero de CMi con area
mayor a 20 mm? gue no se observé en otras regiones cerebrales, aunque no se asocio a
sobrexpresion de Tspo o Mhc Il. El ApNO provocé una respuesta con un patrén similar a la
presentada en el CS pero de menor intensidad: hubo un incremento de la densidad
microglial o de expresién de Ibal en ambos H y la respuesta pro-inflamatoria permanecio
elevada en el Hc a los 30 dias tras el ApNO. Sin embargo, no se evidenciaron cambios
histologicos y la CMa o los niveles de Caspasa-3 permanecieron en valores similares al
Sham.

CONCLUSIONES

1. La cirugia Sham es suficiente para modificar la expresion génica de los marcadores

inflamatorios y gliales en ambas retinas. La retina cuyo nervio éptico ha sido



expuesto pero sin aplastamiento presenta una reaccion pro-inflamatoria mayor y
mas precoz que la retina contralateral.

La cirugia Sham causa una respuesta inflamatoria y glial en todas las RRSNC asi
como en ambos CS, donde también se observa un incremento del area ocupada por
GFAP.

El ApNO, en comparacion con los animales Sham, genera una reaccién mayor en
ambos CS. Sin embargo, el ApNO no modifica de forma sustancial la respuesta
apoptotica, glial o inflamatoria ya inducida por la cirugia Sham en las RRSNC.

La respuesta inflamatoria y glial esta presente desde el primer dia tras el ApNO en
ambas retinas, aunque es mas larga y duradera en la retina lesionada. La reaccién
macroglial ocurre solamente en la retina lesionada mientras que la respuesta
microglial se encontra en ambas. Los marcadores de gliosis vuelven a valores
similares al Sham a los 30 dias en ambas retinas pero la respuesta pro-inflamatoria
persiste en la retina lesionada.

El ApNO genera una respuesta mayor en el CSc: se observa una intensa activacién
microglial junto con una respuesta pro-inflamatoria que conduce a la apoptosis.

La respuesta glial e inflamatoria en la via visual (retina y CS) ocurre en relacién a la
conexion entre las CGR axotomizadas y ambas retinas o los CS. Fuera de la via
visual (RRSNC), la reaccién es més global y podria seguir un gradiente en relacion
a su disposicioén anatémica y la lesion.

El hipocampo muestra una mayor susceptibilidad inflamatoria a la cirugia Sham y al
ApNO que otras RRSNC.

Para el analisis experimental de cualquier tejido del SNC donde sea de interés aislar
la respuesta del ApNO, o cualquier otra lesion, del efecto de la cirugia en si, se

deberia usar un animal Sham como control.



SUMMARY

INTRODUCTION

Direct focal injury to the Central Nervous System (CNS) results in neuronal death and triggers
a glial response aimed at reducing damaging and controlling further neuronal death, leading
to an inflammatory environment. Systemic insults, such as a surgical procedures, can also
elicit a systemic inflammatory response that reaches the CNS. The retinas and optic nerves
are relatively easy accessible elements of the CNS and have been extensively studied in our
laboratory. Axotomy through unilateral intraorbital optic nerve crush (ONC) is a model for

induced neurodegeneration, which in turn induces an inflammatory response.

ONC in mice causes apoptotic death of retinal ganglion cell (RGC) in two distinct phases
regardless of the physical distance between the crush site and the optic nerve head: during
the first 9-14 days, 85% of RGCs are lost, followed by a slow decline resulting in
approximately 1.5% of the original population surviving by day 90. In the contralateral retina,
ONC causes to a consistent loss of 15% of RGCs, temporally modulated by distance of ONC:
the closer the injury is performed to uninjured eye, the earlier the degeneration appears.
Additionally, ONC triggers bilateral micro and macroglial reactivation in both retinas, which is

more pronounced, starts earlier and lasts longer in the injured retina.

ONC induces anterograde neurodegeneration and dysfunction of hematoencephalic barrier
along the visual pathway. However, limited research has been conducted on the extent of
inflammation in retino-recipient regions such as the Superior Colliculi (SCi) or remote regions
of CNS (RRCNS), outside the visual pathway. Studying the reactivation of glial cells as well as
the profile of pro- or anti-inflammatory and apoptosis markers can provide insights into the

mecanisms involved in the spread of inflammatory response.

OBJECTIVES

The general objectives of this thesis are as follows:

1. To investigate gene expression in the inflammatory response after ONC in the both
injured and contralateral fellow retina.

2. To examine gene expression in the inflammatory response in some ipsi- and
contralateral CNS regions to ONC: SCi, main projection area of RCGs in mice, and
RRCNS (hippocampus -H-, olfactory bulb -OB-, cerebellum -CE- and spinal cord -
SC-) located at different distances from the lesion.

3. To analyse histologically glial response in three representative ipsi- and contralateral
CNS regions to ONC: SCi and some RRCNS (H and OB).



MATERIAL AND METHODS

The left optic nerves of adult pigmented C57BL/6 male mice were crushed (ONC) at 0.5 mm
from the optic disk or underwent surgery without crushing (Sham). One group of intact mice
was used as controls. Two studies were carried out:

e Molecular study: At 1,3,9 or 30 days after ONC or Sham-surgery (dpl) both retinas,
SCi or RRCNS were freshly dissected and their RNA extracted. Using gPCR we
measured the expression levels of Tgf-B17, II-18, Tnf-a, Ibal, Gfap, Mhc Il and Tspo in
retinas and in the rest of CNS regions under study. In SCi, H, OB, CE and SC
extracts we also analysed Caspase-3, Cxcrl, Lcn2, 1I-6, Cd206, 1I-4 and Ag4. We
classified genes in apoptosis (Caspase-3), pro-inflammatory (Cxcrl, II-1, II-18, Lcn2,
Tnf-a, 11-6), anti-inflammatory (Cd206, II-4, Tgf-B7) and gliosis markers (Aqg4, Gfap,
Ibal, Mhc Il, Tspo). Hptr and Gapdh were used as housekeeping genes.

e Anatomopathological study: Immunodetection of microglia (CMi) and macroglial
(CMa) cells was performed in sagittal brain sections at 3,9 or 30 dpl. The area
occupied by GFAP and MHC Il signals, as well as the density of Ibal® and CD68"
cells were quantified in both SCi and selected RRCNS (H and OB).

We analysed the response in mice with ONC compared to intact or Sham animals, ipsi- (i) vs.

contralateral (c) regions to lesion and at different survival intervals.
RESULTS

In the retina, Sham surgery alone induced modifications in glial and inflammatory gene
expression in both retinas compared to intact animals. Therefore, in order to isolate the
specific effect of ONC, we compared the response ONC vs. Sham. After ONC, the
expression of Tnf-a was upregulated early in both retinas and Tgf-87 exhibited
overexpression first in the contralateral retina and subsequently in the injured retina.
Overexpression of Gfap was exclusively observed in the injured retina, whereas Ibal, Mhc Il
and Tspo showed overexpression in both eyes. The glial response in the ONC group was
similar to Sham animals at 30 dpl, but there was an upregulation of 1I-18 in the injured retina,

and Tspo overexpression remained in both retinas.

Ibal® cells showed a low expression of CD68, and cell density was similar in SCi (357+23
cellmm?), H (310454 cel/l mm?®) and OB (351+31 cel/mm?) in intact mice. MHC Il was not

detected in glial cells, except in the OB.

Sham surgery caused an inflammatory and glial response in the rest of the CNS regions
which is not markedly altered by crushing (excep in SCi). There was a general increase of

Ibal® cell density or Ibal expression, but no histological changes in glial cells. Addtionally,



there was an upregulation of pro-inflammatory markers (especially, Cxcrl) and
overexpression of Caspase-3. The signs of glial reactivation (Tspo or Mhc Il upregulation)
were presented just in ipsilateral regions (i-OB, i-hemiCE, i-SC), where the pro-inflammatory
reaction was also stronger, and response in SC was delayed and less pronounced compared
to other RRCNS. However, ONC contributed to the prolongation of the inflammatory

response, persistint until at least 30 dpl.

In SCi, anatomical reactivation of microglia (characterized by rounded somas and CD68
expression) was observed in the cSCi from 3 dpl onward after ONC, accompanied by
significant overexpression of Caspase-3. In the iSCi after ONC, or in both SCi in Sham
animals, CMi did not show signs of activation. Gfap showed overexpression, and astrocytes
hypertrophied in both SCi from day 9 after ONC, although CMa response was also observed
in Sham animals. Furthemore, Sham mice displayed changes in the gene expression of glial
and inflammatory markers, as described in the retina. Therefore, when comparing ONC vs.
Sham animals, although Cxcrl was upregulated in both SCi at 1 dpl, Tspo and Mhc I
overexpression was exclusive to the c¢SC, and the pro-inflammatory response and

upregulation of Caspase-3 were more pronounced and sustained in the cSC.

In the H, CMi exhibited greater susceptibility to damage compared to other RRCNS. Sham
animals showed a significant incresase of number of CMi > 20 mm? without Tspo/Mhc II
overexpression, which was not observed in the other brain regions. ONC induced a response
with a similar pattern but of lower intensity than what was observed in the SCi: lbal
overexpression or increased Ibal® cell density occured in both H, with pro-inflammatory
response persisting in cH at 30dpl. However, there were no histological changes and CMa or
Caspase-3 remained similar to that of Sham animals.

CONCLUSIONS

1. Sham surgery alone is sufficient to modify the gene expression of inflammatory and
glial markers in both retinas. The retina of the exposed optic nerve without crushing
exhibits an earlier and more pronounced pro-inflammatory response compared to
the contralateral fellow retina.

2. Sham surgery induces a molecular inflammatory and glial response in all RRCNS as
well as both SCi, where an increase in the area occupied by GFAP is also observed.

3. ONC, in comparison to Sham surgery, elicits a heightened response in both SCi.
However, ONC does not markedly alter the apoptosis, glial or inflammatory reactions
already induced by Sham surgery in RRCNS.

4. The inflammatory and glial response becomes evident in both retinas from the first
day after ONC, although it persists for a longer duration in the injured retina. The
macroglial reaction is exclusive to the injured retina, while the microglial response

occurs in both retinas. Gliosis markers return to levels similar to those of Sham



animals at 30 dpl in both retinas, but the pro-inflammatory response continues in the
injured retina.

ONC elicits a more pronounced response in the c¢SCi, including microglial
reactivation and a pro-inflammatory response that leads to apoptosis.

The glial and inflammatory response in the visual pathway (retina and SCi) happens
in relation to the connection between axotomized RGC and both retinas or the
retino-recipient SCi. Outside the visual pathway (RRCNS), the reaction is more
widespread and may follow a gradient depending on the anatomical distance to the
lesion.

The H exhibits a higher susceptibility to inflammatory changes caused by both Sham
surgery and ONC compared to other RRCNS.

In the experimental analysis of any CNS tissue where isolating the response of
ApNO or any other lesion from the effect of the surgery itself is of interest, a Sham

control should be used.
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ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS

En esta tesis se distinguen siete partes: introduccion, hipotesis y objetivos,

material y métodos, resultados, discusion, conclusiones y bibliografia.

El capitulo 1 es la introduccién y consta de varios apartados. En primer lugar, se repasan
los conceptos anatomicos y fisiologicos béasicos del SNC. Dentro de este apartado, se
describen las regiones que se han usado para el estudio realizado en esta tesis. Ademas,
se exponen brevemente las conexiones interhemisféricas cerebrales. A continuacion, se
revisa el sistema visual del roedor y el aplastamiento del nervio 6ptico (ApNO) como modelo
de degeneracién del SNC. En el siguiente apartado, se da una vision general de la barrera
hematoencefédlica. Finalmente, se detallan los marcadores usados para el estudio de la
respuesta glial, inflamatoria y apoptosis, y de la evidencia sobre su utilizacion para estudiar
el ApNO.

En un capitulo 2, se exponen la hipotesis y los objetivos generales y especificos de esta
tesis. El capitulo 3 se dedica a Material y Métodos. Se expone el modelo animal usado
para la axotomia del nervio éptico; el disefio experimental; y las metodologias usadas para
la extraccion de ARNm vy posterior PCRc, asi como para la diseccion de muestras para el
estudio histolégico cerebral por inmunohistofluorescencia y los métodos de analisis de
imagen empleados. Ademas, se especifican las comparaciones realizadas para el analisis

de los resultados en relacion a los objetivos planteados.

En el capitulo 4 se exponen los resultados. Este capitulo esta dividido en dos bloques: el
estudio molecular y el estudio histolégico. En la primera parte, se expone el analisis de la
expresién génica de marcadores inflamatorios y gliales en la retina, y se realiza una
correlacién con la muerte de las CGR vy la activacion microglial. A continuacion, se amplia el
andlisis de la expresion génica en el coliculo superior (CS), como principal area de
proyeccién de las CGR, y fuera de la via visual, en regiones remotas del SNC (hipocampo,
bulbo olfatorio, médula y cerebelo). En la segunda parte, se estudia por
inmunohistofluerescencia la respuesta micro y macroglial en el CS, hipocampo y bulbo

olfatorio.

El capitulo 5 desarrolla la discusion. Para facilitar la comprension, la discusion de los
resultados se ha llevado a cabo en relacién a los objetivos especificos de esta tesis y el

andlisis critico de los mismos con la literatura existente.

En el capitulo 6, se enumeran las principales conclusiones del trabajo. En el capitulo 7, la

bibliografia, se incluyen las referencias de los trabajos citados en esta tesis.



HALLAZGOS ORIGINALES

La realizacién de esta Tesis Doctoral nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos:

e La cirugia Sham fue suficiente para modificar la expresion génica de todos los
marcadores inflamatorios y gliales en las retinas junto con Caspasa-3 como marcador
de apoptosis en el resto de las regiones estudiadas del SNC (coliculo superior,
hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y médula espinal), al menos durante los 30 dias
posteriores al procedimiento. La retina cuyo nervio Optico fue expuesto pero no
aplastado presentdé una reaccion pro-inflamatoria mas precoz y mayor que la
contralateral. En el resto del SNC, aunque hubo un incremento generalizado de
densidad de células Ibal® o sobrexpresion de lbal, no se detectaron cambios
morfolégicos en la microglia por inmunohistofluorescencia. Sin embargo, los
astrocitos se hipertrofiaron en ambos coliculos superiores, dando lugar a un aumento
del area ocupada por GFAP, si bien Gfap se sobreexpres6 también de forma global.

o Este “efecto Sham” apoya el uso de un control experimental Sham cuando interese
aislar la respuesta a la lesién del procedimiento quirdrgico, sobre todo en el analisis
de expresion génica o en el estudio de la macroglia.

e El aplastamiento del nervio o6ptico no cambia de forma sustancial la reaccién
apoptotica, glial o inflamatoria ya obtenida por la cirugia Sham en regiones del SNC
fuera de la via visual, lo que induce a concluir que: la cirugia per se contribuye a la
respuesta; y que la mayor reaccion en la via visual (retina lesionada, contralateral y
coliculos superiores) ocurre en relacion a la desaferentizacion tras la axotomia de las
CGR en la retina lesionada, contralateral y los coliculos superiores.

e Aungue habia datos en otros modelos de axotomia (seccién del nervio 6ptico o
hipertension ocular), en este trabajo se caracteriza por primera vez el cambio
morfologico de la microglia en el coliculo superior, mostrando células redondeadas
con capacidad fagocitica CD68" hasta los 30 dias tras el ApNO, y se amplia la

caracterizacion de la respuesta molecular en el SNC.
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1.INTRODUCCION




1.1 EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados se considera constituido por el
encéfalo (coloquialmente llamado cerebro), la médula espinal, ambos nervios Opticos y la
retina.

Basandonos en el desarrollo embriolégico del SNC de los vertebrados, diferenciamos las
siguientes estructuras que segun el desarrollo evolutivo de cada especie, podemos
encontrar adaptadas (Figura 1). La médula espinal presenta una organizacion relativamente
homogénea en toda su extensién. El encéfalo, de rostral a caudal, se divide en

prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo:

e El prosencéfalo, a su vez, se divide en una porcidbn mas rostral formada por el
telencéfalo y por los hipotadlamos, y una porcién caudal o diencéfalo. El telencéfalo
estd constituido por los hemisferios cerebrales, los nucleos basales y el bulbo
olfatorio. El diencéfalo engloba al tadlamo, hipotalamo, neurohipéfisis y glandula
pineal.

e Elmesencéfalo.

e Del romboencéfalo deriva en la protuberancia, el bulbo raquideo y el cerebelo. En
los mamiferos, se conoce como tronco del encéfalo al mesencéfalo, protuberancia y

bulbo raquideo.
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Figura 1. Esquema del SNC de los vertebrados. La imagen muestra las diferentes divisiones

del SNC en el cerebro humano y en el de ratén. Imagen tomada de (Megias et al.,
2023).

Las principales células del SNC son las neuronas y las células de la glia.




1.1.1 NEURONAS

Santiago Ramén y Cajal usando la tincion mejorada de Golgi descubrié que el SNC estaba
formado por “entidades individuales”, que luego se llamaron neuronas, que se comunicaban
no por continuidad sino por contacto, posteriormente reconocido como sinapsis (Cajal,
1889).

Las neuronas son células derivadas del ectodermo con una alta diferenciacion y una
morfologia particular: se componen de un soma, donde se encuentra el nicleo y la mayoria
de las organelas, del que parten numerosas ramificaciones denominadas dendritas; y el
axon, cuya funcién principal es la transmision del impulso nervioso (Figura 2). La
transmision del impulso, a otra neurona o a otro tipo celular, como la célula muscular, se
realiza a través del potencial de accidon. Para conseguir una transmision mas eficaz, gran
parte de los axones y siempre en el SNC, se encuentran revestidos por una vaina de mielina
sintetizada por el oligodendrocito. De esta manera, se habla de sustancia gris como aquella

rica en somas neuronales y de sustancia blanca como la parte rica en axones y, por tanto,

mielina.
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Figura 2. Esquema representativo de la neurona. Arriba, esquema de los elementos

principales de una neurona. Abajo, ejemplos de algunas neuronas con
especializacién morfolégica caracteristica (por ejemplo, véase en ultimo lugar, las

neuronas de Purkinje del cerebelo). Imagen tomada de (Lucas-Ruiz, 2019).

1.1.2 CELULAS DE LA GLIA

Rudolf Virchow caracteriz6 el tejido glial como una especie de pegamento para las neuronas

(Virchow, 1846) pero fue Santiago Ramdn y Cajal quien las diferencié como otras células




del tejido nervioso (Garcia-Marin et al., 2007; Ramon y Cajal, 1909). La principal diferencia
frente a las neuronas es que no producen potenciales de accion. Las células gliales son
todas las células del sistema nervioso que no son neuronas ni células endoteliales o
sanguineas, de forma que suponen mas del 90% de la poblacion celular (Pelvig et al.,
2008). Ademés de la funcion de sostén, estan implicadas en funciones troficas o de

homoestasis celular, modulacién de las sinapsis y tienen un claro papel inmunitario.

En el SNC, las células gliales se pueden diferenciar en células microgliales o microglia
(CMi), con un origen mesodérmico, o células de la macroglia (CMa), derivadas del
ectodermo como las neuronas. Dentro de la CMa, podemos diferenciar los astrocitos, los

oligodendrocitos, la glia positiva a NG2 y los epindemocitos (Figura 3).

Neuron Oligodendrocyte
Myelin sheaths

: NG2
Retina .
Axon terminal
Microglia Astrocyte
Optic Nerve
Figura 3. Esquema de las células principales células de la glia en relacion con neuronas.

La imagen representa las CMi y CMa (astrocitos, oligodendrocitos, glia NG2 -
epindemocitos no mostrados-) en relacion a las células ganglionares de la retina y
sus axones constituyendo el nervio optico. Imagen tomada de (Yazdankhah et al.,
2021).

Dado que en esta tesis, ademas del encéfalo, estudiaremos también la retina, destacaremos
que en este tejido no hay ependimocitos pero se observa un tipo de CMa especifico, la

célula de Miiller.




1.1.2.1 Microglia

Pio del Rio Hortega acufi6 el término CMi para diferenciar esta poblacion celular de las
neuronas y la CMa y, ademas, fue el primero en proponer el origen embrionario

mesodérmico.

A diferencia de las neuronas y de la CMa, tanto en el ratbn como en el humano, la CMi
proviene del saco de Yolk: durante la etapa embrionaria, antes de iniciar la hematopoyesis,
una poblaciéon de progenitores mieloides hematopoyéticos invade el SNC para diferenciarse
en CMi (Saijo & Glass, 2011). Por su origen y funcién, se consideran los macréfagos
residentes del SNC (Huang et al., 2018).

Su funcién principal es la de “vigilancia” para detectar estimulos nocivos. De esta manera,
cuando las CMi estan en estado vigilante, presentan un soma pequefio del que parten
varias prolongaciones multiramificadas en movimiento que les permiten cubrir una amplia
superficie, entre 15-30 um (Chen et al., 2002; Madeira et al., 2015; Saijo & Glass, 2011).
Cuando detectan un dafio, las CMi cambian su morfologia a estado activo, pierden sus
ramificaciones y adquieren un aspecto ameboide con capacidad fagocitica, presentando una
mayor expresion de la glicoproteina transmembrana CD68 (Jonas et al., 2012; Paolicelli
et al., 2022; Rojas et al., 2014; Zhou et al., 2017) (Figura 4).

AN

Microglia vigilante Microglia activa Microglia fagocitica

Figura 4. Estadios de las células de la microglia. De izquierda a derecha: microglia en
estado vigilante, con soma diferenciado y numerosos procesos multiramificados;
microlgia activa, con pérdida de procesos; microglia fagocitica, con aspecto
ameboide. Imagen tomada y modificada de (Verkhratsky & Butt, 2007).

Aunque puede haber variaciones locorregionales y en funcién del estimulo (Kettenmann &
Verkhratsky, 2011), tradicionalmente se han definido 2 fenotipos de activacion para las CMi,
M1 y M2. La microglia M1 (activacion clasica) se lleva a cabo mediante sefializacion del
factor nuclear kappa B (NF-kB), es la primera linea de defensa y son los responsables de la
produccion de mediadores pro-inflamatorios como interleuquina-13 (IL-1B), Factor de

necrosis tumoral-a (TNF-a) o especies reactivas de oxigeno (ROS) (Akhmetzyanova et al.,




2019a; Chhor etal., 2013). La microglia M2 (activacion alternativa) a través de la via
STAT/JAK1 permite dirigir la respuesta a un fenotipo mas antinflamatorio mediante la
expresion de CD206, Arg-1, factores neurotréficos (como el factor de crecimiento similar a la
insulina-1) o TFG-1B, IL-10, IL-13, IL-4 (Akhmetzyanova et al., 2019a; Iwata et al., 2021; J.
Li etal, 2021). La microglia M2 se puede identificar mediante la deteccion de la
glicoproteina transmembrana CD206, también presente en macréfagos u otras células

dendriticas en ambiente inflamatorio (L. Chen et al., 2002; Horie et al., 2013).

No obstante, dado que ambos tipos pueden coexistir como respuesta a un dafio y el perfil
de liberacién de citoquinas puede variar, las recomendaciones de expertos recomiendan
huir de la simplificacion dicotomica y abordar una clasificacion teniendo en cuenta
caracteristicas morfoldgicas, transcriptémicas, metabodlicas y funcionales de CMi en
condiciones patoldgicas (Chhor et al., 2013; Paolicelli et al., 2022; Ransohoff, 2016).

Ademas de la funciéon inmune, las CMi intervienen en la poda sindptica durante el
neurodesarrollo (Wake et al.,, 2013) o en la regulaciéon de las sinapsis en la vida adulta
(Parkhurst et al., 2013; Schafer et al., 2012). Dados sus multiples roles y su relacién con
numerosas patologias, constituyen un elemento clave en el estudio del SNC (Y. Zhang &
Cui, 2021).

La CMi supone mas del 5% de las células gliales del cerebro humano (Pelvig et al., 2008).
Existen algunos trabajos en los que se aprecian diferencias regionales de densidad de CMi
(Lawson etal., 1990; Verkhratsky & Butt, 2007), mientras que otros observan que la
densidad de CMi es similar en diferentes regiones cerebrales de mamiferos de diferentes
especies evolutivas, a diferencia del nUmero de neuronas (Dos Santos et al., 2020; Grabert
et al., 2016).

1.1.2.2 Macroglia

Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC. Presentan una morfologia
estrellada porque desde el soma parten prolongaciones citoplasmaticas ricas en
gliofilamentos, como la proteina glial fibrilar acida GFAP (del inglés, Glial Fibrillary Acidic

Protein).

La principal funcién es crear una red de soporte fisico y metabdlico a las neuronas, pero
también intervienen en el control del microambiente neuronal y son un elemento constitutivo
de la barrera hemato-encefalica (BHE). Ademas, modulan las sinapsis cerebrales de una

forma activa (Perea & Araque, 2010) y contribuyen en la neurogénesis (Mori et al., 2005).




Los astrocitos también reaccionan ante un dafio en el SNC (proceso conocido como
astrogliosis) fundamentalmente aumentando su tamafo y dirigiendo sus proyecciones a la
zona dafiada. Se han descrito dos fenotipos astrocitarios de forma anéloga a la CMi: Al,
neurotoxico; y A2, neuroprotector (Escartin et al., 2021; Grimaldi et al., 2019). Ademas,
aunque el rol fagocitico se habia vinculado tradicionalmente con la CMi por su origen, cada

vez hay mas evidencia de la capacidad fagocitaria del astrocito y de la sinergia con las CMi

(Konishi et al., 2022; Nguyen et al., 2011).

Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son un tipo de célula glial de menor tamafio que los astrocitos, con un
soma pequefio del que parten sus proyecciones. Las prolongaciones astrocitarias
constituyen la vaina de mielina que envuelve a los axones, que se estructura a intervalos
regulares a lo largo del axén formando los nodos de Ranvier, posibilitando la conduccién
saltatoria y mas eficiente del impulso nervioso. Su célula homéloga en el SNP es la célula
de Schwann pero, a diferencia del oligodendrocito que contacta con varios axones, envuelve
a un unico terminal (Kaplan et al., 2001; Verkhratsky & Butt, 2007).

Glia positiva a NG2

Este tipo de célula glial ha sido la ultima en describirse (Verkhratsky & Butt, 2007). Estas
células son positivas para un proteoglicano de condroitin sulfato llamado NG2 y no expresan
GFAP ni marcadores de oligodendrocito maduro. No obstante, se considera que pertenecen
a la linea oligodendrocitaria, de hecho actian como progenitoras de oligodendrocitos (Butt
etal, 1999). Son las Unicas células gliales capaces de formar sinapsis eléctricas con
neuronas (Bergles et al., 2000; Butt et al., 2005). Ademas, se ha demostrado su funcion en

el control de la respuesta inflamatoria (Nakano et al., 2017).

1.2 DESCRIPCION DE REGIONES DE ESTUDIO

En esta Tesis, nos centraremos en el analisis de 5 regiones cerebrales: el coliculo superior,
como principal region retino-recipiente en el SNC del raton; y varias regiones fuera de la via
visual, que denominaremos como regiones remotas del SNC (RRSNC): hipocampo, bulbo

olfatorio, cerebelo y médula espinal.
1.2.1 COLICULO SUPERIOR
Funcién

El coliculo superior (CS) es una estructura disefiada para integrar la informacion visual,

auditiva y somatosensorial e iniciar las érdenes motoras (Seabrook et al., 2017). Se sitian




bilateralmente en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al coliculo inferior y recibe la

mayoria de las proyecciones de las células ganglionares de la retina (CGR) (Figura 5).

Figura 5. Coliculo superior en un esquema de un corte sagital del cerebro de ratéon. Corte

sagital de cerebro de ratdén con tincion de Nissl. En linea discontinua, se sefiala el
segmento de CS analizado. El CS se sitla inmediatamente caudal a la corteza
granular y agranular retroesplénica; rostral al coliculo inferior. Imagen tomada y
modificada de (D. G. Paxinos, 2014).

Hay varios aspectos que sugieren que el procesamiento de la informacién visual es
diferente entre el CS del primate y el raton (S. Ito & Feldheim, 2018). En el ratén,
aproximadamente el 85-90% de todas las CGR proyectan al CS (Ellis et al., 2016; Salinas-
Navarro et al., 2009). En cambio, en los primates sélo reciben directamente los axones del
10% de las CGR (Perry & Cowey, 1984). Por otro lado, el CS del raton recibird imputs de
CGR selectivas a determinadas direcciones de movimiento, mientras que en el primate no

se conocen muy bien las proyecciones de este tipo de CGR (Weng et al., 2005).

Estructura

El CS se puede diferenciar en superficial (SSC) o profundo (dSC). En el sSC se encuentra:
el stratum griseum superficiale (SGS) o la capa gris superficial (formado a su vez por la
lamina alta o upper stratum griseum superficiale, uSGS, y la lamina intermedia o baja del
SGS, ISGS, del inglés lower SGS), y el stratum opticum (SO) o capa Optica por la que
acceden las fibras visuales procedentes del tracto 6ptico. El sSC también se conoce como
la regién del CS que contiene las capa visuales. El resto supone el CS profundo o dSC, del
inglés deep SC, recibe aferencias multimodales (Cang et al., 2018; S. Ito & Feldheim, 2018)
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la organizacion retinotpica y laminar del CS del ratén. La imagen
representa como el objeto detectado (serpiente) en el eje temporal-nasal en la retina
se representa topograficamente en el eje anterior-posterior en el CS; igualmente
ocurre con el eje dorso-ventral en la retina a medio-lateral en el CS. Las CGR
proyectan sus axones al CS superficial (sSC), fundamentalmente al uSGS. El SO y el
ISGS reciben proyecciones de la corteza visual primaria (V1). ElI CS inferior o
profundo (dSC) recibe proyecciones de la corteza somatosensorial (S1) y de los
nucleos auditivos del mesencéfalo (Al), entre otras aferencias.Imagen tomada de (S.
Ito & Feldheim, 2018).

Células

Cada neurona del CS recibe inervacion de aproximadamente 5 CGR (Chandrasekaran
et al.,, 2007). Centrandonos en el SGS, morfolégicamente en el raton se han identificado 4
tipos de neuronas que ademas, difieren en las estructuras con las que tienen conexién. Se
pueden distinguir las células horizontales, estrelladas, de campo estrecho y de campo
amplio (Gale & Murphy, 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Principales tipos de neuronas en el CS segin su morfologia. Tomada y

modificada de (S. Ito & Feldheim, 2018).

Conexiones

Se han estudiado en numerosas especies de mamiferos, apreciando que se trata de una
regiobn con una estructura con entradas sensoriales organizadas en laminas o estratos
bastante conservada. Los estratos superficiales son los visuales y, los mas profundos,
multimodales y premotores. Todas las capas comparten un mismo mapa topogréfico
alineado con respecto al campo visual. Esta organizacion alineada permite la integracion de
la informacién multisensorial y la orientacién de la respuesta motora hacia el estimulo (Cang
et al., 2018).

1.2.2 HIPOCAMPO

Funcién

La region hipocampal (RH) ha sido una de las areas mas analizadas del SNC, tanto por su
estructura como por su conectividad (Watson et al., 2011). La RH pertenece al conocido
como circuito de Papez, un circuito que conecta varias regiones cerebrales que forman
parte del sistema limbico, implicado en el control de las emociones: conecta el cortex
cingulado con el hipotdlamo a través de los cuerpos mamilares, la RH y el tAlamo anterior
(Weininger et al., 2019). Ademas, tiene un papel fundamental en la memoria, siendo por
ejemplo el foco de afectacion inicial en la enfermedad de Alzheimer (Mufson et al., 2015;
Poo et al., 2016).

Estructura

La RH es una estructura elongada de la regién medial del I6bulo temporal cuyo eje mayor se
extiende en forma de coma desde los nlcleos septales en direccién rostrodorsal, por

encima y detras del diencéfalo. Dentro de la RH, podemos diferenciar la formacion
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hipocampal (FH) y la regién parahipocampal (RpH) (Scharfman etal.,, 2000). La
diferenciacion entre las dos se debe al nimero de capas corticales y a su conectividad. La
RpH comprende 5 areas diferentes, todas con mas de 3 capas: corteza perirrinal, entorrinal,
postrinal, presbiculum y parasubiculum. La corteza entorrinal se considera el nucleo de la
formacion parahipocampal por sus conexiones con la formacion hipocampal y con areas

adyacentes al parahipocampo.

En esta Tesis nos centraremos en el estudio de la FH, a la que de forma general se la
reconoce como hipocampo (H). Comprende 3 divisiones citoarquitecténicas: giro dentado,
hipocampo propiamente dicho o cuerno de Amoén (CA, que se subdivide en CA3, CA2 y
CA1l) y el subiculum. El subiculum es la parte mas baja de la FH, entre CALl y el inicio de la
corteza entorrinal de la regién parahipocampal, es la principal region eferente del hipocampo
(Figura 8).

Dorsal Ventral
Interaural £25- =
6.20 g ;

Interaural ' 2.28
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Figura 8. Esquema de la region hipocampal. A. Seccién coronal en direccion rostro (arriba)-
caudal (abajo) de la region hipocampal (RH), constituida por la formacién hipocampal,
FH -giro dentado (DG), cuerno de Amén (C1, C2, C3) y subiculum- y la region
parahipocampal, RpH- corteza entorrinal lateral (LEA) y perirrinal (PER)-. Imagen
tomada de (Watson et al., 2011). B. En un esquema de cortes coronales, se puede
diferenciar la porcién ventral y dorsal de la FH gracias al método descrito por (Banasr
et al., 2006); imagen tomada de (Banasr et al., 2006). C. Dado que en esta tesis los
cortes para estudio histolégico se hicieron con orientacion sagital, el estudio se
realiz6 de la FH (lateral 0,60-2,16mm), sefialada en linea discontinua. Imagen de
corte sagital de cerebro de raton tefiida con método de Nissl, tomada y modificada (D.
G. Paxinos, 2014).

Células

Las 3 divisiones de la FH comparten la morfologia tricapa, caracteristica tipica del alocortex:
2 capas plexiformes de proyecciones neuronales y entre ellas una capa con alta densidad
de células (Witter et al., 1989). Las células piramidales son el elemento celular principal del
CA. El giro dentado contiene gran cantidad de células pequefias granuales y es una de las
regiones donde hay neurogénesis en el adulto. Ademas de estas neuronas de caracter
excitatorio, existen numerosas interneuronas, muchas de ellas con sefiales inhibitorias
GABAérgicas (Watson et al., 2011). La CMi de la RH se ha reportado ser méas sensibles a

cambios inmunoldgicos que la de otras regiones del cerebro (Grabert et al., 2016).

Conexiones

A nivel intrahipocadmpico, la mayoria de las conexiones son unidireccionales: comienzan en
la corteza entorrinal, llega hasta el giro dentado y desde ahi, las células granulares emiten
sus axones, conocidos como fibras musgosas, a CA3. Las células piramidales de CA3
conectan con CAl, desde donde se pasa a subiculo y acaba de nuevo en la corteza

entorrinal (Rao et al., 2022).

La mayor parte de las aferencias del hipocampo provienen de la corteza entorrinal, a la que
a su vez llegan estimulos via perforante del propio hipocampo o via fimbria/férnix del resto

del prosencéfalo y subcorticales (nucleos pontinos, rafe medial, tAlamo, amigdala, etc.).

El subiculum es la principal via eferente del hipocampo. Las proyecciones son multiples
desde sus diferentes areas: corteza entorrinal, tAlamo, ndcleos septales del circuito olfatorio,
neocortex, hipotdmo. De forma interesante, el area CA3 es capaz de hacer sinapsis con
CA1l, CA2 y CA3 del hipocampo contralateral (Andersen et al., 2006).
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1.2.3 BULBO OLFATORIO

Funcién

El bulbo olfatorio principal (BO) es una estructura neural del prosencéfalo de los vertebrados
situada en el extremo mas rostral al cortex. Pertenece al sistema olfatorio y, ademas de
encargarse de la identificacion de olores o feromonas, interviene en otros procesos como el
comportamiento de busqueda de alimentos, las relaciones sociales, el comportamiento
reproductivo, el refuerzo, las respuestas emocionales, el aprendizaje y la memoria (G.
Paxinos, 2004).

Las neuronas sensitivas olfativas (NSO) o neuroepitelio olfatorio principal se encuentra en el
techo de la cavidad nasal. Tiene la funcién de traducir la informacién olorosa captada a
través de los receptores olfatorios (RO) a los glomérulos de cada bulbo olfatorio. Las NSO
con un mismo receptor olfativo proyectan a un glomérulo del BO, que es inervado por la
dendrita apical de una Unica célula mitral. Por tanto, cada célula mitral representa la
activacién de un Unico tipo de RO. Las células mitrales estan intimamente relacionadas con
el segundo tipo de células de proyeccién del BO, las células en penacho, que pueden
inervar varios glomérulos y cuyos axones son los principales elementos neurales que
proyectan fuera del BO. Tras un procesamiento horizontal mediante interneuronas
periglomerulares y granulares fundamentalmente, la informacién se proyecta al resto de

estructuras telencefalicas, incuyendo la corteza olfatoria principal o piriforme.

Por otro lado, el 6rgano vomeronasal, situado bilateralmente del septo nasal, esta implicado
en la deteccion de las feromonas. Las neuronas sensoriales vomeronasales traducen el
estimulo sensorial al bulbo olfatorio accesorio (BOa), que se encuentra en la parte

posterodorsal del BO, formando una via paralela e independiente.

Estructura

El BO principal es estructura con mofologia bulbar en el que se pueden identificar 7 capas.
La capa del nervio olfatorio (ON) contiene todos los axones amielinicos de las neuronas
sensitivas olfativas y gran cantidad de astrocitos. La capa glomerular (GI) esta constituida
por los glomérulos del BO, cada uno de ellos rodeado por astrocitos periglomerulares que
les confieren cierta segregacién anatomo-funcional, y por células en penacho. La capa de
células mitrales contiene estas células y algunas granuales (Mi). Las dendritas de las
células mitrales (Mi) y granulares conectan con los glomérulos del BO dando lugar a la EPI.
La IPI contiene los axones de las células mitrales y en penacho. La capa de células
granulares (GrO) contiene gran cantidad de células granulares, células sin axén que se

organizan en circunferencias concéntricas y cuyas dendritas actian como interneuronas.
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Las células subependimarias se sitian en la pared de la extension del ventriculo lateral,
constituyen una fuente de progenitores neurales y gliales, ademas de ser el trayecto para
las neuronas provenientes de la zona subventricular en los ventriculos laterales a través la

ruta migratoria rostral para el reemplazamiento continuo de las NSO.

Dado que a nivel histoldgico, el limite entre Mi y la EPI era facilmente diferenciable, el
estudio del BO se realizé principalmente desde este borde a su interior, integrando
principalmente a las células granulares y las capas del BOa (Figura 9).

Figura 9. Esquema del bulbo olfatorio y corte histoldgico coronal tefiido de cerebro de
ratén. A la izquierda, diagrama de las capas; a la derecha, corte con tincién de Nissl.
El BO presenta una extension del ventriculo lateral en el interior del mismo, en cuya
pared se encuentran las células progrenitoras neurogliales, y alrededor del mismo se
identifican 7 capas: capa del nervio olfatorio (ON), glomerular (Gl), plexiforme externa
(EPI), de células mitrales (Mi), plexiforme interna (IPl), granular (GrO) vy
subependimaria. GrA: Capa granular del BOa; MiA: Capa mitral del BOa, EPIA: Capa
plexiforme externa del BOa, vn: nervio vomeronasal. En linea discontinua, se marca
el area analizada: células granulares y las capas del BOa. Imagen tomada de
(Watson et al., 2011).

Conexiones

Las conexiones intrabulbares se realizan a través de los axones de células mitrales y en

penacho mientras que a nivel extra-bulbar, es a expensas de las células en penacho.

Las proyecciones centrifugas o aferentes del BO principal se organizan a través de los
tractos olfativos medial y lateral y se dirigen a los tubérculos olfatorios, a la corteza
piriforme, amigdala, corteza entorrinal e hipocampo (Arisi et al., 2012). El BOa envia sus

proyecciones hacia algunos nucleos del sistema limibico: el nicleo de la cama de la estria
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terminal, el ndcleo de la cama del tracto olfatorio accesorio, y principalmente a los nucleos
medial amigdaloide y el nlcleo cortical posteromedial de la amigdala, éstos dos Ultimos son
llamados comUnmente amigdala vomeronasal (Scalia & Winans, 1975) (Figura 10). A
diferencia del mapa retinotopico, en la via olfativa no existe una organizacién topografica tan
establecida. El BO recibe pocas conexiones centripetas, la mayoria de ellas relacionadas

con nucleos del tronco cerebral con funciones modulatorias sobre la actividad del BO.

vomeronasal nerve

olfactory Bulb

lateral
olfactory fract

Figura 10. Diagrama de las
proyecciones principales

Bed nucleus —_
of the accessory
olfactory tract

piriform
cortex

del bulbo olfatorio

principal 'y accesorio.
Imagen tomada y modificada
de (Watson et al., 2011).

1.2.4 CEREBELO
Funcién

El cerebelo (CE) se sitla en la parte mas caudal del encéfalo en el roedor (Figura 11). Su
funcién principal es la coordinacion del movimiento, regulando el tono muscular y el
equilibrio; aunque también participa en procesos cognitivos (Caston et al., 1998; Sotelo,
2004).

Estructura

En la organizacion externa del CE, podemos distinguir una estructura central, llamada
vermis, flanqueada por los hemisferios cerebelosos. En su superficie, el CE presenta surcos
(denominados como fisuras) que permiten diferenciar los I6bulos cerebelosos (Sillitoe &
Joyner, 2007). A nivel de organizacion interna, podemos diferenciar la corteza cerebelosa y
los nucleos cerebelosos profundos. ElI CE del ratén pigmentado C57BL6 representa el 11%
del peso del raton, por debajo del tamafio medio en comparacion con otras especies

(Wahlsten & Andison, 1991).
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Figura 11.

Cerebelo de raton. En linea discontinua, se sefiala el cerebelo, que se estudié en

toda su extension. Para analizar la respuesta en funcién de la lateralidad, se dividid
en hemicerebelo derecho (contralateral al ApNO) e izquierdo (ipsilateral al ApNO) a
través de un corte sagital a traveés de la linea media del vermis. Imagen de corte
sagital de cerebro de ratén tefiida con método de Nissl, tomada y modificada de G.
Paxinos, 2004.

Células

Las tres capas de la corteza cerebelosa resultan de la disposicién que adquieren las
neuronas mas representativas del cerebelo, las células de Purkinje (CP) (Figura 12):

e Capa molecular (CM), por encima de la capa de CP. Presenta un patron de
neuropilo al estar constituida por las dendritas de las CP, los axones de las
neuronas granualres y otros terminales sinapticos.

e Capa de CP (CCP), constituida por los somas de las CP dispuestos en monocapa.
En esta capa, se encuentran los somas de un tipo especial de glia, la glia de
Bergmann: se trata de una célula glial radial que, ademas de su papel en el
desarrollo temprano del cerebelo, desempefia funciones similares a los astrocitos.

e Capa granular (CG), se sitlla por debajo de la CCP y esta constituida por neuronas
granulares. Ademas, se encuentran otras interneuronas como las células de Glogi o

las células de Lugaro (Sillitoe & Joyner, 2007; Watson et al., 2011).

La capa mas interna es la sustancia blanca, donde se encuentra la mayor cantidad de
células gliales. Ademas, en el interior de la misma, podemos encontrar tres pares de
ndcleos de sustancia gris: el nicleo fastigial, el ndcleo interpuesto y el ndcleo dentado. Las

CP envian sus axones inhibitorios a los nucleos de la sustancia blanca (M. Ito, 2006, 2008).
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Figura 12. Dibujo
representativo de la
citoarquitectura del
cerebelo de raton. Se
pueden diferenciar la
capa molecular (ml),
capa de células de
Purkinje (pcl), la capa
granular (gc) vy la
sustancia blanca (wb).
Tomada y modificada

de (Watson etal,
2011).

Conexiones

El CE se encuentra conectado con el tronco del encéfalo a través de los peddnculos
cerebelosos. Las principales conexiones aferentes son: las vias corticopontocerebelosa,
cerebroolivocerebelosa, cerebrorreticulocerebelosa y aferencias espinales. Las fibras
eferentes parten de los nucleos de la sustancia blanca, y conectan con el nacleo vestibular

lateral y otros nucleos del tronco del encéfalo (Watson et al., 2011).

1.2.5 MEDULA ESPINAL

Funcién

La médula espinal (ME) es la estructura mas caudal del SNC y constituye la principal via

aferente, fundalmentalmente sensitiva, y eferente, sobre todo motora, del encéfalo.
Estructura

La ME del ratbn es una estructura cilindrica ligeramente aplanada en sentido
anterioposterior (Figura 13). Se extiende dentro del canal vertebral desde el final del
romboencéfalo, a la altura del foramen magnum, a la parte mas caudal de la columna
vertebral, a la altura de la sexta vértebral lumbar (en el raton, hay entre 25-30 vértebras). Se
pueden diferenciar 34 segmentos: 8 cervicales, 13 toracicos, 6 lumbares, 4 sacros y 3
coccigeos; presentando un engrosamiento cervical, a la altura del plexo cervical, y otro

engrosamiento lumbar, origen de las raices lumbares (Watson et al., 2011).
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Figura 13. Fotografia de encéfalo y médula espinal de raton C57BL/6 expuestos. En linea
discontinua verde, se delimita el canal espinal; en color blanco, el segmento cervical
y en negro, se sefiala el segmento de estudio, de 4-6 mm, de C1 a C5
aproximadamente. Imagen tomada y modificada de (Dong et al., 2021).

A nivel interno, en un corte transversal se pueden diferenciar dos regiones (Figura 14). La
sustancia gris que se dispone constituyendo las astas medulares, ocupa una posiciéon
central, y es donde se localizan los somas de las neuronas espinales (sensitivas, motoras e
interneuronas). En la zona central, se encuentra el canal ependimario, tapizado por
epindemocitos, y por donde circula el liquido cefalorraquideo. La sustancia blanca, que
redea las astas medulares, y estd formada por axones propioespinales (se inician en las
neuronas espinales y no abandonan la ME), espinoencefdlicos (ascendentes), y
encéfaloespinales (descendentes) (Watson et al., 2011).
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Figura 14. Seccion transversal de un segmento de medula cervical de raton. A. Diagrama
representativo en el que se muestra la morfologia medular ligeramente aplanada y la
division en dos hemimédulas mediante la fisura media anterior (ventral medial fissure)
y el surco mediano posterior (dorsal median sulcus). La sustancia blanca (white
matter) se dispone alrededor de la sustancia gris (gray matter), en la que se puede
diferenciar el asta ventral o motora (ventral horn) y el asta dorsal o sensitiva (dorsal
horn). En el centro, el canal central medular (central canal). Tomada y modificada de
(Watson et al., 2011). B. Inmunohistoquimica de seccion transversal del segmento
medular C4 de ratén C57BL/6 con tincion de Nissl. Imagen tomada y modificada de
(Watson et al., 2009)

Conexiones

Los axones de la sustancia blanca constituyen las principales vias aferentes y eferentes
medulares. Se pueden diferenciar segun donde se encuentre el soma celular de estos
axones: ascendentes (el cuerpo celular estd en la ME y ascienden al encéfalo, como el
tracto espinotaldmico o la columna dorsal), descendentes (el soma celular esta en el
encéfalo, como el tracto corticoespinal) y propioespinales (tanto el soma como los axones
estan localizados en la ME y conectan distintos niveles intramedulares). Otros tractos
espinales son los tractos vestibuloespinales y los espinotalamicos (Nudo & Masterton, 1988;
Watson et al., 2011).

1.3 CONEXIONES INTERHEMISFERICAS

En animales con simetria bilateral, la integracion de la informacion multimodal se realiza en
el cerebro a través del sistema comisural. La presencia de estructuras que garanticen la
comunicacién interhemisférica cerebral entre los animales vertebrados es un patrén
altamente conservado entre especies. No obstante, su complejidad ha ido in crescendo: el
desarrollo de la estructural del isocortex de 6 capas de los mamiferos, trajo consigo el

desarrollo del mayor sistema comisural, el cuerpo calloso (Suarez et al., 2014).

De forma general, se trata de un sistema de axones que se decusan para conectar zonas
funcionalmente relacionadas: de una region a la misma pero en el hemisferio contralateral
(homotodpica) o desde una region a otra distinta del otro lado (heterotdpica). Para la
formacion del sistema comisural, es imprescindible la intermediacion de células de la glia 'y
aunque el sistema se desarrolle durante la embriogénesis, resulta fundamental la
arborizacion de las proyecciones en la etapa postnatal (Mizuno et al., 2010; C.-L. Wang
et al., 2007).

Podemos diferenciar (Figura 15):
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e Cuerpo calloso: Se ubica en la cisura interhemisférica y se extiende entre ambos
hemisferios cerebrales para conectar el cortex cingular y practicamente toda la
corteza cerebral, salvo las areas temporales, méas relacionadas entre si por la
comisura anterior. En un corte sagital, se pude diferenciar, de ventral a rostral: el
rostro o pico, la rodilla o rodete, el tronco o cuerpo y el esplenio (Yorke & Caviness,
1975).

e Comisura hipocampal: Se encuentra insertada en la parte mas posterior del cuerpo
calloso, el esplenio. Conecta ambos hipocampos, fundamentalmente ambos CA3,
asi como proyecciones heterotopicas entre el hipocampo y la corteza entorrinal
(Wyss et al., 1980; Yorke & Caviness, 1975).

e Comisura anterior: Se encuentra por debajo del pico del cuerpo calloso y sobre el

quiasma o6ptico, interconecta ambos BOs, corteza piriforme y cértex temporal (Yorke
& Caviness, 1975).

Human embryo
GW 17

Human adult

Figura 15. Esquema de las conexiones interhemisféricas. El dibujo representa secciones
coronales de cerebro (raton, embrion humano de la semana 37 de gestacion y el
humano adulto) en el que se sefialan el cuerpo calloso (cc) uniendo el isocortex de
ambos hemisferios, la comisura hipocampal cruzando el espleno del cuerpo calloso
(hc) y la comisura anterior (ac), uniendo regiones olfatorias de ambos hemisferios,

como la corteza piriforme (Pir). Imagen tomada de (Suérez et al., 2014).

Por tanto, aunque topogréficamente la via visual (en concreto, el ndcleo geniculado
dorsolateral, el CS, y la corteza visual) estén cerca del hipocampo, no existen conexiones
robustas entre ambos sistemas. El BO, anatdmicamente mas alejado de las otras dos
regiones de estudio, presenta conexiones con el hipocampo. Por su parte, ambos

hipocampos se interconectan por la cisura hipocampal (Figura 16).
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Figura 16. Corte de cerebro de raton
representativo de las
regiones de estudio. Corte
coronal de raton tefiido con
acetilcolinesterasa. La imagen
muestra la estrecha relacion
topogréafica entre el sistema
visual (corteza visual primaria,
V1, y asociativa, V2M y V2L;
nucleo geniculado dorsolateral,
DLG; tracto Optico, opt) y el
hipocampo (H). Resto de
abreviaturas: APT: anterior
pretectal area; CP: cerebral
peduncle; CC: cuerpo calloso;
LP: lateral posterior nucleus of
thalamus; Po: posterior
nucleus of thalamus; PrG:
pregeniculate nucleus (ventral
lateral geniculate nucleus);

VPM: ventral posteromedial
nucleus of thalamus; Zi: zona
incerta. Tomada y modificada
de (G. Paxinos, 2004).

1.4 El SISTEMA VISUAL

El sistema visual es el responsable de recibir, procesar e interpretar los estimulos visuales.
Se considera que estd constituido por ambos ojos, nervios épticos, quiasma, tractos 6
cintillas opticas, nucleos geniculados dorsolaterales (NGdL), CS, radiaciones épticas y la
corteza visual (Figura 17).

Los ojos captan el estimulo luminoso visual a través de la pupila y los medios transparentes,
y mediante la potencia diéptrica de la cérnea y el cristalino, se enfoca la imagen invertida en
la retina. La informacion visual recogida en retina se manda al cerebro a través de los

axones de las CGR, que en su conjunto constituyen el nervio optico (NO).
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Radiaciones opticas

Corteza visual primaria

Figura 17. Sistema visual humano. La retina recibe el estimulo visual que se envia por las vias
Opticas hasta la corteza visual, para que con las areas de asociacion, sea
interpretado por el cerebro. Imagen tomada y modificada de (Hubel, 2000).

Las proyecciones de ambos NO se entrecruzan en el quiasma de una manera estructurada,
y se continldan a través de los tractos o cintillas épticas hasta los NGdL y CS. Desde ahi, las
radiaciones Opticas envian la informacion a la corteza primaria visual que interpretara el

estimulo en conexién con otras areas corticales asociadas.

1.4.1 LA RETINA DEL ROEDOR

La retina, como el resto del SNC, proviene del neuroectodermo, generada a través de una
prolongacion llamada vesicula optica. De esta manera, al ser una extensién del SNC con
mayor facilidad de acceso, constituye un modelo de gran utilidad para el estudio del mismo.
Santiago Ramoén y Cajal, describié la retina como “una extensién periférica del Sistema
Nervioso Central, cuya delicadeza, transparencia y otras caracteristicas estructurales la

hacen especialmente apta para el analisis histolégico” (Ramon y Cajal, 1892) (Figura 18).
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Figura 18. Esquema de la retina
de vertebrados
realizado por Santiago
Ramon y Cajal.

El sistema visual de todos los mamiferos presenta gran similitud, por lo que el sistema visual
del roedor constituye un buen modelo con potencial traslaciéon de los datos. Aunque cada
especie de mamifero pueda tener algin rasgo particular, la organizacion funcional de la
retina en capas es idéntica. De la capa mas interna, mas cerca al humor vitreo, a la externa,
mas cerca de la coroides, se distinguen (Figura 19):

e Membrana limitante interna (MLI): lamina basal de glicoproteinas adheridas a las
células de Miller que separa la retina del humor vitreo.

e Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR): constituida por los axones de las
CGR que se organizan para salir a través de la papila para formar el NO.

e Capa de células ganglionares (CCG): esta formada por los somas de las CGR y de
las células amacrinas desplazadas.

e Capa plexiforme interna (CPI): se producen las sinapsis entre las células amacrinas,
bipolares, interplexiformes y las CGR.

e Capa nuclear interna (CNI): se encuentran los nucleos de las células bipolares,
horizontales, amacrinas, interplexiformes, células de Miiller y las CGR desplazadas.

e Capa plexiforme externa (CPE): se producen las conexiones sinapticas de los

fotorreceptores y las células bipolares, horizontales e interplexiformes.
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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 de los humanos, solamente tienen dos tipos de conos, los que detectan la
luz azul o conos S y los que detectan la luz roja/verde o conos L/M (Szel y cols.,
1992; revisado en Bowmaker y cols., 2006; Ortin-Martinez y cols., 2010, 2014).
Capa de segmentos externos (SE) e internos (SI) de los fotorreceptores, encargada
de captar la informacion luminica.

Membrana limitante externa (MLE), formada por complejos de unién entre la region
mas 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 mediante
la membrana de Brunch. Este epitelio contiene pigmento de melanina, responsable
de la absorcién y reflexion de la luz, y no es una capa nerviosa propia de la retina,

pues tiene un origen embrionario diferente.
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Figura 19. Esquema de la organizacion laminar de la retina y sus principales tipos

celulares. A la izquierda se muestra un esquema de la estructura basica de la retina
y a la derecha una microfotografia de un corte sagital de una retina del roedor
inmunodetectada con DAPI. Imagen cedida por el Dr. Fernando Lucas-Ruiz.
Abreviaturas: MLI, membrana limitante interna; CFNR, capa de las fibras nerviosas
de la retina; CCG, capa de las CGR; CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear
interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa; MLE, membrana

limitante externa; SEF, segmentos externos de los FR; y EP, epitelio pigmentario.
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El estimulo luminoso tiene que atravesar todas las capas de la retina para llegar a los
fotorreceptores, que se encargan de transformar la energia electromagnética (estimulo
luminoso) en eléctrica (cambio del potencial de membrana del fotorreceptor). Los
fotopigmentos se encuentran en los SE de los fotorreceptores, que mandan esa sefial a las
células bipolares, que a su vez las envian a las CGR. Las CGR reciben esta informacion,
previamente modulada en las capas plexiformes por otras neuronas retinianas (células

bipolares, horizontales, amacrinas e interplexiformes).

En el caso en concreto de la retina del roedor, cabe destacar que no posee févea como los
humanos y los primates. La févea es una especializacion regional de la retina, con una alta
densidad celular que obtiene la maxima agudeza visual. En ella, las capas internas se
desplazan lateralmente para que la luz acceda directamente a los conos, no habiendo en su
punto central ni bastones ni capilares. En la regién parafoveal, se encuentra la zona de
mayor densidad de CGR vy células bipolares (Wybar, 1977). Por el contrario, los roedores
presentan una region de alta densidad de CGR denominada estria visual (Galindo-Romero
etal.,, 2011a; Salinas-Navarro, Mayor-Torroglosa, et al., 2009; Salinas-Navarro, Jiménez-
Lépez, et al., 2009).

El motivo fundamental de usar en esta Tesis el ratdn macho pigmentado C57BL/6 como
modelo experimental es que tanto la poblacion de CGR como la via visual ha sido
ampliamente estudiado en nuestro grupo (Galindo-Romero etal.,, 201la; Gonzalez-
Riquelme et al., 2021; Salinas-Navarro, Jiménez-Lépez, et al., 2009). Los ratones son un
modelo animal ampliamente usado pues son econdmicos y manejables, faciles de criar en
cautividad y con un ciclo vital rapido, lo que permite reproducir y comparar experimentos en
poco tiempo. A partir de ahora, en esta Tesis nos referiremos siempre al modelo del roedor

a menos que se especifique lo contrario.

1.4.2 CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA Y SUS
PROYECCIONES

1.4.2.1 Células ganglionares de laretina

El 97% de las CGR se encuentran en la CCG (CGR ortotdpicas) y el resto se encuentra en
la CNI o en la CPI (CGR desplazadas) (Nadal-Nicolas et al., 2014) (Figura 20). Asimismo,
en la CCG también se pueden encontrar células amacrinas desplazadas, que son
dificilmente distinguibles en el estudio de la retina con hematoxilina-eosina (Villegas-Pérez
et al., 1988) pero se trazan retrégradamente con Fluorogold (Nadal-Nicolas et al., 2012) o se
inmunodetectan con anticuerpos especificos, como se verd mas adelante (Galindo-Romero
et al., 2011a; Lucas-Ruiz et al., 2019; Nadal-Nicolas et al., 2009).
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Figura 20. Células ganglionares de la retina ortotdpicas y desplazadas. Secciones
tranversales de retina de rata en la que se muestran CGR ortotopicas, en la de capa
CGR (arriba) y CGR desplazadas en la CNI (A) y en la CPI (B), trazadas
retrogradamente con fluorogold. Tomado y modificado de (Nadal-Nicolas et al., 2014).

El nimero total de CGR varia ampliamente entre las distintas especies, con un rango
aproximado en ratén de 32.000-87.000 o en rata entre 70.000-120.000, con un porcentaje
de células amacrinas desplazadas del 59% y 50% de las células de la CCG,
respectivamente. En humanos y primates, con ojos de similar tamafio, el nimero de CGR
oscila entre 700.000-1.500.000 y el porcentaje de células amacrinas desplazadas tiene una
distribucién muy variable, pudiendo llegar al 80% en la retina periférica (L. Chen et al., 2016;
Nadal-Nicolas et al., 2023; Nadal-Nicolas et al., 2015).

El 85,6% de las CGR de raton (Galindo-Romero et al., 2011a) y el 92,2% de rata (Nadal-
Nicolas et al., 2009), independientemente de su disposicién, recogen la informacién visual
recibida en los fotorreceptores. Ademas de esta poblacién responsable de la vision
“formadora de imagenes”, existe un subgrupo de CGR intrinsecamente fotosensibles
(denomidadas como tal, CGRip, o melanopsinicas) porque contienen un fotopigmento
llamado melanopsina, homdélogo a la rodopsina y opsina de conos, pero con menor
sensibilidad que la de los fotorreceptores. Este sistema visual no formador de imégenes,
tiene como funcién principal la sincronizacion de los ritmos circadianos por su proyeccion
mayoritaria al nicleo supraquiasmatico (NSQ), asi como la respuesta pupilar a través de la
proyeccion al nicleo de la oliva pretectal (Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2000; Ramsey
et al., 2013).

Las CGR, ademés de su clasificacion en funcién a su localizacién o a su funcionalidad,
pueden diferenciarse en funcion de la inmunodeteccion. Las CGR con funcion visual
expresan Brn3a, un factor de transcripcién con dominio POU clase IV (Pou4f), que permite
su estudio morfolégico (Badea & Nathans, 2011), asi como ser un buen marcador para su
deteccion y cuantificacion en retinas intactas o tras una lesién. Por ejemplo, se ha

demostrado que el ApNO provoca la disminucion de las CGR-Brn3a” en la retina lesionada
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y en la contralateral a tiempos largos, que coincide con la muerte de las mismas y es, por
tanto, un marcador de viabilidad (Galindo-Romero et al., 2011a, 2013a; Gonzalez-Riquelme
etal.,, 2023; Nadal-Nicolas etal., 2009). En cambio, las CGRip son detectables por su
expresion de melanopsina, sélo presente en este subtipo celular (Galindo-Romero et al.,
2013a).

1.4.2.2 Nervio Optico y via visual

Independientemente de su funcién y su localizacién, cada CGR proyecta su axén que se
une al resto de axones de las CGR en la CFNR, formando una capa de axones amielinicos
que viajan hacia la papila para formar el NO. Para salir de la esclera, en humanos
atraviesan una regién colaginosa fenestrada denominada lamina cribosa. En roedores, no
existe una estructura tan bien diferenciada, pero resulta equivalente a la del primate u otros
mamiferos superiores (L. Chen et al., 2016). A su salida del globo ocular, los axones se
mielininizan y constituyen el NO, el segundo y Unico nervio craneal considerado como parte
del SNC (Graw, 2010).

Ambos NO llegan al quiasma Optico, donde los axones se decusan al tracto Optico
contralateral. En roedores, esta decusacion es casi completa (95% de los axones de las
CGR), s6lo una minoria proyecta ipsilateralmente, mientras que en humanos la decusacion
es de aproximadamente el 50% (Lund, 1965; Nadal-Nicolas et al., 2012; Salinas-Navarro,

Jiménez-Lépez, et al., 2009).

Las CGR de roedores proyectan a 6 regiones del cerebro: NSQ, nulcleo 6ptico accesorio,
nacleo pretectal, nlcleo accesorio, NGdL y el CS. No obstante, la regién recitinorrecipiente
principal son los CS, situados en las regiones dorsolaterales del mesencéfalo (Linden &
Perry, 1983; Lund, 1965; Rodieck, 1979) (Figura 21); a diferencia de los primates (y los

humanos), donde el &rea retinorrecipiente principal es el NGdL.
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Figura 21. Esquema de la via visual del raton. Los axones de las CGR mantienen una

organizacion retinotdpica a lo largo de toda la via visual. A su salida del globo ocular,
constituyen los nervios 6pticos, que se decusan en el quiasma (linea continua) salvo
un 5% de los axones (linea discontinua), formando los tractos oOpticos. Estas
proyecciones se dirigen a varias regiones cerebrales, a destacar el nucleo geniculado
dorsolateral (dLGN) y el coliculo superior (SC). Las neuronas del dLGN envian sus
axones a la corteza visual primaria (V1): la zona monocular o M sélo recibe
informacion del ojo contralateral y la zona binocular o B recibe imputs de ambos ojos.

Imagen tomada y modificada de (Seabrook et al., 2017).

Las CGRip proyectan sus axones a diferentes nicleos cerebrales de los que proyectan las
CGR. El principal centro retinorecipiente de CGRip es el NSQ, cuya funcién principal es la
regulacion de los ritmos circadianos mediante la estimulacion de la secrecién de melatonina
por la glandula pineal (Gooley et al., 2001; Hannibal et al., 2002). Las proyecciones de las
CGRip responsables del reflejo pupilar llegan a la lamina intergeniculada y al nucleo de la
oliva pretectal. Las CGRIp, al contrario que el resto de las CGR, no mantienen la tipica

ordenacion retinotépica (Vidal-Villegas et al., 2021).

Una pequefia proporcion de axones de las CGR, proyectan sus axones a la retina
contralateral, son las denominadas CGR retino-retininianas (CGR ret-ret) (Avellaneda-
Chevrier et al., 2015). Las CGR ret-ret han sido descritas en anuros (Tennant et al., 1993) y
mamiferos (Muller & Hollander, 1988; Thanos, 1999), principalmente roedores (Avellaneda-
Cheuvrier et al., 2015; Bunt et al., 1983; Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano, et al., 2015) (Figura
22).

28




La funcién de las CGR ret-ret no esta bien establecida. Aunque se ha demostrado su
presencia a nivel histoldgico y que son células funcionalmente activas, pudiendo comunicar
directamente ambos ojos entre si, no conocemos su funcion (Tang et al., 2016). Dado que
existe un mayor niumero de CGR ret-ret en ratones jovenes que va disminuyendo conforme
el animal se hace adulto, se cree que ayudan al desarrollo paralelo entre ambas retinas
(Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano, etal.,, 2015). En roedores adultos, las CGR ret-ret
representan un bajo porcentaje de la poblacién total de las CGR y se sitian y proyectan en
la retina nasal. En rata albina suponen el 0,006% de la poblacién de CGR y en ratén
pigmentado el 0,03% (Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano, et al.,, 2015). En humanos se ha
podido demostrar la presencia de fibras que llegan a la retina a través de la papila, pero no
hay estudios precisos que documenten ni cuantifiguen la existencia de CGR retino-
retinianas (Honrubia & Elliott, 1968).

P23 P65 Figura 22. Esquema representativo de las
CGR retino-retinianas. El esquema
representa dos retinas montadas a
plano. Cada punto equivale a una
CGR que proyecta a la retina
contralateral. Las CGR fueron

identificadas con marcaje retrégrado
desde el ojo contralateral en edades
postnatales 23 y 65. Imagen tomada
de (Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano,
et al., 2015).

1.4.3 CELULAS DE LA GLIA DE LA RETINA.

Ademas de las neuronas, la retina contiene varios tipos de células gliales que, a diferencia
del resto del SNC, se encuentran una menor proporcion respecto a las neuronas. Podemos

diferenciar una poblaciéon de CMa, formada por astrocitos y células de Miiller, y la CMi.

1.4.3.1 Células de Muller

Las células de Miiller son un tipo especifico de glia de la retina y constituyen la poblacion
predominante. Se disponen verticalmente a lo largo de todo el espesor de la retina: el soma
se encuentra en la CNI, desde donde se extienden dos prolongaciones en sentidos
opuestos, una hacia la MLE y otra a la MLI (Garcia & Vecino, 2003) (Figura 23).

Se cree que su funcién principal es el mantenimiento de la citoarquitectura de la retina, pero

también son esenciales para mantener la homeostasis retiniana (Kanamori et al., 2005) o
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promoviendo la supervivencia de las CGR mediante la produccién de factores neutréficos

como el factor neurotréfico ciliar (Kugler & Beyer, 2003; Pease et al., 2009).

Figura 23. Seccion de retina humana

tefiida con anticuerpos
- contra la proteina fijadora
. de retinaldehido celular
(CRALBP). Se pueden
apreciar los somas de las
células de Muller en la CNI,
Sus procesos internos que

se dirigen hacia el interior

CNE
MLE

SIF
SEF

de le la retina (arriba en la
imagen) y sus procesos
externos, que forman la
MLE (puntas de flecha).
Imagen cedida por el Dr.

Fernando Lucas.

1.4.3.2 Astrocitos

Son células con morfologia estrellada por las humerosas prolongaciones citoplasmaticas
irradiadas desde el soma (Figura 24). Se disponen en la parte mas interna de la retina, en
la CFNR y CGR, y alcanzan una mayor densidad en la papila, punto de salida del NO.
Presentan una relacion estrecha con los vasos sanguineos y forman parte de la barrera
hematorretiniana (Ver Apartado 1.1.2. Células de la Glia) (Bodnar et al., 2021; Kanamori
et al.,, 2005). Su principal funcion es crear una red de soporte fisico y metabdlico a las
neuronas, pero también intervienen en mantener la homeostasis retiniana mediando en

procesos inflamatorios incluso con capacidad fagocitica (Nguyen et al., 2011).

Figura 24. Imagen de  microscopia
confococal de astrocitos de
la retina de raton. En la
fotografia se muestra una
magnificacion de retina de
ratbn montada a plano con
astrocitos  inmunodetectados
con anticuerpos anti-GFAP.
Imagen cedida por el Dr.

200 ym Johnny di Pierdomenico.
T S I IS
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Tanto los astrocitos como las células de Miiller expresan GFAP (Gardner et al., 1997), una
proteina constituyente de los filamentos intermedios del citoesqueleto, por lo que la
inmunodeteccion de la misma nos permitird la identificacion de estas células o estudiar los

cambios en su morfologia respecto a distintos estimulos (Varela & Hernandez, 1997).
1.4.3.3 Microglia

En la retina adulta, se encuentran de forma preferente en la CFNR, CCG, CPl y CPE
(Nadal-Nicolas et al., 2017; Sobrado-Calvo et al., 2007) (Figura 25). De forma constitutiva,
las CMi expresan Ibal y baja expresion de Cluster de Diferenciacion 68 (CD68) (D. Ito et al.,
1998). Como se ha expuesto en el Apartado 1.1.2. Células de la Glia, su funcién principal

es la vigilancia inmunitaria, para lo que adaptan su morfologia en funcién de su estado

funcional (Paolicelli et al., 2022).

Figura 25. Imagen de microscopia confococal de células de la microgia de la retina de
raton. A. Imagen de microscopia confocal (10X) en la que se muestra una
magnificacion de retina a plano de ratén con células la CMi de la CCG
inmunodetectadas con el anticuerpo anti-lbal en estado homeostatico (Paolicelli

et al., 2022). B. Magnificacion 20X. Imagen cedida por el Dr. Fernando Lucas-Ruiz.

1.5 MODELOS DE DEGENERACION DEL SNC

La retina es un modelo de estudio del SNC ampliamente utilizado debido a que su anatomia

organizada en capas es bien conocida (Cajal et al., 2021; Dowling, 2012; Galindo-Romero
et al., 2011a; Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano, et al., 2015; Salinas-Navarro, Jiménez-Lopez,
etal.,, 2009); es facilmente accesible, lo que permite su estudio anatémico y funcional
(Gallego-Ortega et al., 2020; Kasi etal.,, 2019; Sims etal., 2021); y se pueden hacer
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pruebas terapéuticas con diferentes vias de administracidon (Lindqvist et al., 2004; Lucas-
Ruiz et al., 2019; Parrilla-Reverter et al., 2009).

Existen modelos de degeneracion retiniana hereditaria (degeneracién de fotoreceptores o

hipertension ocular) o inducida (axotomia, exotoxicidad, isquemia o hipertensién ocular),

entre los que se encuentran:

151

Seccion del nervio 6ptico, SNO (Vidal-Sanz et al., 1987; Villegas-Pérez et al. 1988,
1993; Sharma et al., 2012; Choe et al., 2014; Sanchez-Migallon et al., 2018).
Hipertensién ocular, OHT (Wang et al., 2000; Ramirez et al., 2010; 2020a, b;
Gallego et al., 2012; De Hoz et al., 2013; Frankfort et al., 2013; Chen et al., 2015;
Sapienza et al., 2016; De Hoz et al., 2018; Tribble et al., 2019).
Isquemia/reperfusion (Gallego-Ortega et al., 2020; Lafuente et al., 2001; Sellés-
Navarro et al., 1996; Kerr et al., 2012; Ulbrich et al., 2016).

Inyeccion intravitrea (Lam et al, 1996; Di Pierdomenico et al., 2016; Vidal-Villegas et
al., 2019).

Trauma ocular (Lam et al., 1996; Bricker-Anthony and Rex, 2015).

Aplastamiento del nervio 6ptico, ApNO (Macharadze et al., 2009; Lehmann et al.,
2010; Huang et al., 2018; Séanchez-Migallon, 2018; Lucas-Ruiz et al., 2019;
Mesentier-Louro et al., 2019). Dado que el modelo usado en esta Tesis es el ApNO,

nos centraremos en el estudio del mismo de aqui en adelante.

APLASTAMIENTO DEL NERVIO OPTICO COMO MODELO DE
DEGENERACION DEL SNC

Neurodegeneracién

El ApNO es un modelo ampliamente estudiado como degeneracion neuronal del SNC dado

que la lesion produce una muerte por apoptosis de la mayoria de las CGR (Nadal-Nicolas

etal., 2009; Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano, et al., 2015; Parrilla-Reverter et al., 2009;
Sanchez-Migallén et al.,, 2011, 2016, 2018; Vidal-Sanz et al., 2000; Villegas-Pérez et al.,
1988, 1993) (Figura 26).
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La SNO, en la que se provoca un corte completo, produce un dafio similar al descrito en el
ApNO (Peinado-Ramoén etal., 1996; Sé&nchez-Migallén etal., 2016) (Figura 27). En
definitiva, la axotomia por ApNO o SNO, produce una degeneracion anterdgrada, afectando
al resto del segmento axonal que se incorpora a la via visual, y retrograda, lo que produce

la muerte del soma (Hendry, 1975; Lam & Bray, 1992).

El patron de muerte de CGR tras la axotomia del NO en el roedor sigue un patrén bien
definido en el que se pueden diferenciar dos fases (Figura 27): una fase aguda durante los
primeros 14 dias en los que mueren el 85% de las CGR; y una fase cronica, en la que
continda la degeneracién neuronal mas lentamente, quedando a los 90 dias entre 1-2% de
las CGR (Barron et al., 1986; Nadal-Nicolas et al., 2009; Nadal-Nicolas, Valiente-Soriano,
et al.,, 2015; Thanos, 1988; Villegas-Pérez et al., 1993). En rata, se ha descrito que este
patrén temporal difiere en funcion de la distancia a la que se practique la lesion en el NO
con respecto al globo ocular: las secciones mas proximales a la retina (segmento del NO
intraorbitario), producirian una muerte de CGR mas rpida que las mas distales (segmento
del NO intracraneal) (Figura 26) (Domenici et al., 1991; Villegas-Pérez et al., 1988, 1993).
En el raton, sélo se han estudiado distancias intraorbitarias, y el curso de muerte no se

modifica entre ellas (Lucas-Ruiz, Galindo-Romero, Rodriguez-Ramirez, et al., 2019).
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Figura 27. Curso temporal de muerte
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Teniendo en cuenta que aproximadamente el 40% de las células que conforman la retina
son CGR, su muerte genera una atrofia de la CFNR observable por OCT (Chauhan et al.,
2012; Choe et al., 2014; Nadal-Nicolas, Sobrado-Calvo, et al., 2015). No obstante, existe un
margen temporal entre la muerte de las CGR y la desaparicion de sus axones
intraretinianos, que es la causante del descenso de grosor de la CFNR (Liu et al., 2014;
Munguba et al., 2014). Por ejemplo, en rata albina existe un margen de aproximadamente 9
dias entre la desaparicion de las CGR y sus axones intrarretininanos, siendo evidente de
forma inicial a los 12 dias tras el ApNO y progresando hasta los 4 meses (atrofia del 72% de
CFNR). De hecho, en los primeros 3 a 12 dias tras el ApNO, se puede observar un
engrosamiento en la CFNR a nivel del disco 6ptico, hasta que posteriormente comienza la
atrofia, que comienza a ser significativa a los 21 dias (Rovere et al., 2015). Estos hallazgos
también se han podido observar en modelos de OHT aguda o crénica (C. J. Abbott, Choe,
Burgoyne, et al., 2014; C. J. Abbott, Choe, Lusardi, et al., 2014), podrian ser consecuencia
de la reaccién glial y la inflamacion secundaria al dafio, y contribuirian ademés limitar el flujo

axénico anterogrado (Pease et al., 2000; Rovere et al., 2016).

Sin embargo, el grosor y la funcionalidad de la retina mas externa parecen no afectarse tras
la axotomia, sugiriendo que la retina podria ser capaz de compartimentalizar el dafio tras la

axotomia (Lypka et al., 2022).

La muerte rapida de las CGR tras la axotomia podria deberse a la falta de aporte de
factores neutrotroficos, que de forma natural reciben retrégradamente desde el cerebro,
ademas de la via intraocular a través del epitelio pigmentario y las células de Miller
(Almasieh et al., 2012; Kolomeyer & Zarbin, 2014). EI ApNO supone una alteracion del
citoesqueleto de los axones y un enlentecimiento del transporte de proteinas a través del

mismo (McKerracher et al., 1990). De forma similar, en un modelo de axotomia por OHT, se
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demuestra la interrupcién del transporte retrogrado de BDNF (factor neurotréfico derivado
del cerebro) y de su receptor TrkB (Pease etal.,, 2000). De hecho, existen numerosos
trabajos que describen la eficacia de los factores neurotréficos tras la axotomia del NO
como neuroprotectores para la muerte de las CGR (Galindo-Romero et al., 2013a; Parrilla-
Reverter et al., 2009; Sanchez-Migallon et al., 2011, 2011).

La axotomia del NO produce una muerte selectiva de las CGR, ya estén en la CCG o se
encuentren desplazadas, sin afectar a otras neuronas retinianas, como las células
amacrinas desplazadas (Nadal-Nicolas, Sobrado-Calvo, et al., 2015; Villegas-Pérez et al.,
1993). La muerte se produce por apoptosis dependiente de Caspasa-3 cuya forma activa
s6lo se expresa en las CGR. Durante los primeros 9 dias tras el ApNO, la mitad de las CGR
expresan niveles inmunodetectables de Caspasa-3 activa (Sanchez-Migall6n et al., 2016), y
a nivel de ARN, esta sobrexpresion se detecta a los 3 dias (Lucas-Ruiz, Galindo-Romero,
Rodriguez-Ramirez, etal., 2019). No obstante, se han descrito otros mecanismos de

apoptosis caspasa-independiente en cultivos de CGR (Tezel & Yang, 2004).

La pérdida de CGR tras axotomia del NO, por SNO o ApNO, ha sido estudiada en
profundidad en raton pigmentado y albino (Galindo-Romero et al., 2011a, 2013a; Sanchez-
Migallon et al., 2016, 2018), en rata albina (Parrilla-Reverter et al., 2009; Sanchez-Migallon
etal.,, 2011; Villegas-Pérez etal.,, 1993) asi como en cutivos organotipicos de retina
(Gonzélez-Riquelme et al., 2023). Se han demostrado alteraciones funcionales (Casson
et al., 2004; McGrady et al., 2022), metabdlicas (Agudo-Barriuso et al., 2013; Lindqvist et al.,
2002) y de expresion génicas (Agudo et al., 2008, 2009; Nadal-Nicolas et al., 2009). Por
ello, constituye un buen modelo para el estudio de neurodegeneracién, respuesta
inflamatoria y neuroproteccién (Galindo-Romero etal., 2013a; Lucas-Ruiz etal.,, 2019;
Sanchez-Migallon et al., 2016, 2016).

Inflamacion

Las CMi, que en homeostasis se sitian en las capas mas externas de la retina (CFNR,
CCG, CPI y CPE), migran hasta la CCGR y la CFNR, donde se esta produciendo la muerte
neuronal descrita. Las CMi expresan marcadores de activacion como CD68 y CD206
(Gonzéalez-Riquelme et al., 2021).

Las CMa, astrocitos y células de Miiller, presentan una respuesta también localizada
fundamentalmente en la CCG, donde se ha podido demostrar una hipertrofia transitoria en

los primeros 9 dias tras el ApNO (Gonzéalez-Riquelme et al., 2021).
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1.5.1.1 Respuesta de la retina contralateral tras la axotomia del nervio

optico

Varios modelos experimentales han demostrado que la lesién unilateral en la retina o en el
NO produce una respuesta en la retina contralateral, siempre de menor intensidad a la
retina ipsilateral pero significativamente mayor a una retina intacta. Los modelos mas
estudiados son el de OHT (Gallego et al., 2012; Ramirez et al., 2010; Rojas et al., 2014) y el
ApNO (Bodeutsch et al.,, 1999; Galindo-Romero et al.,, 2013b; Gonzalez-Riquelme et al.,
2021; Macharadze et al., 2009; Sanchez-Migall6n et al., 2018; Sobrado-Calvo et al., 2007).

Para su exposicion en este apartado, nos centraremos en el ApNO.
Neurodegeneracién

El ApNO produce en ratones adultos la muerte del 15% de la poblacién de CG de la retina
contralateral en los primeros 45 dias, sin que haya un fendbmeno de neurodegeneracion
progresivo posterior como se describia en la retina ipsilateral. La muerte de las CGR es mas
precoz (9 dias tras la lesion) si el ApNO se ha realizado a 2 mm de la salida del NO
ipsilateral -es decir, mas cerca del NO contralateral- que si se realiza a 0,5 mm (45 dias)
(Bodeutsch et al., 1999; Lucas-Ruiz et al., 2019; Macharadze et al., 2009) (Figura 28). Se
ha demostrado una sobrexpresion de Caspasa-3 coincidente con estos tiempos estudiados,
por lo que se presupone que la muerte es por apoptosis (Lucas-Ruiz, Galindo-Romero,
Rodriguez-Ramirez, et al., 2019). No obstante, no se ha podido demostrar que el nimero de
CGR Caspasa-3" incremente, probablemente sea una cuestion técnica en relacion a la

expresion transitoria (Sanchez-Migallén et al., 2016).
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Figura 28. Curso temporal de muerte de CGR de la retina contralateral tras el ApNO a 2 o
0,5 mm del ojo ipsilateral a la lesién. Cuando el ApNO se realiza a 2 mm, el primer
descenso significativo se produce a los 9 dias y, a 0,5mm, a los 45 dias. En ambos
casos, el ApNO provoca la muerte del 15% de CGR en los primeros 45 dias, sin
neurodgeneracion posterior. Tomada y modifica de (Lucas-Ruiz, Galindo-Romero,
Rodriguez-Ramirez, et al., 2019).

Dado que la muerte de CGR es mucho mas limitada en la retina contralateral, no se ha

demostrado edema transitorio ni atrofia de CFNR medida por OCT (Rovere et al., 2015).
Inflamacioén

En la retina contralateral al ApNO, hay trabajos que demuestran aumento del nimero de
CMi (Galindo-Romero et al., 2013a; Panagis et al., 2005) y otros que demuestran que no
proliferan ni cambian su disposicién (S. Liu et al., 2012). No obstante, se ha comprobado
que existe una activacion microglial fagocitica mediante la expresién de CD68+ y menos

CMi CD206+ que en la retina lesionada (Gonzalez-Riquelme et al., 2021).

El resumen de la respuesta en la retina lesionada y contralateral al ApNO se expone en la
Tabla 1, a continuacion.

Retina ipsilateral Retina contralateral

12 fase (0-14 dias): muerte del

85% de las CGR. Fase Unica (0-45 dias): muerte del
CGR 15% de las CGR, posteriormente

22 fase (0-90 dias): muerte del estable*.

resto hasta 2% a los 90 dias.

Morfologia de CMi activa. Morfologia de CMi activa.
CMi Migracion de capas externas a No cambios en disposicion.
internas.
No cambios en disposicion. No cambios en disposicion.
CMa
Hipertrofia transitoria a los 9 dias.  Hipertrofia transitoria a los 3 dias.
Tabla 1. Resumen de respuesta de retina lesionada y contralateral al ApNO. Ambas sufren

neurodegeneracién y activacion glial, siendo ambos procesos de mayor intensidad en la
retina del ApNO. *Muerte del 15% de CGR, a los 45 dias si el ApNO es a 0,5 mmy a los

9 dias si el ApNO es a los 2 mm.

El estudio del efecto contralateral en el SNC ha sido estudiado fundamentalmente en

modelos animales y los ejemplos de afectacién contralateral en los humanos son escasos.
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La oftalmia simpatica es una enfermedad en la que los pacientes que tienen un dafio
traumatico en un 0jo, presentan una reaccién inflamatoria uveal en el ojo contralateral
(Cunningham et al., 2017). No obstante, también se ha explicado por un mecanismo
autoinmune antigenos oculares liberados tras la lesion inicial. Aunque el modelo del ApNO
podria inducirnos a su traslaciéon a las neuritis Opticas, lo cierto es que su fisiopatologia
inflamatoria hace que se estudien mejor mediante el modelo de encefalitis autoinmune
experimental (Redler & Levy, 2020). En en caso de las neuritis Opticas en la Esclerosis
Mdtiple, dado que existe un fenédmeno neurodegenerativo progresivo con adelgazamiento
de CFNR en ambas retinas, no se ha podido demostrar un efecto retino-retiniano (Petzold
etal., 2017). En el caso de las neuritis Opticas asociada a anticuerpos anti-AQ4
(Neuromielitis Optica) o anticuerpos anti-MOG (Enfermedad asociada a anticuerpos anti-
MOG), dado que en ambos casos hay un dafio inflamatorio primario en la retina, tampoco se
ha demostrado un efecto contralateral (Oertel etal.,, 2021). No obstante, Oertel y
colaboradores (Oertel etal.,, 2022) observaron que los pacientes con neuritis Optica
asociada a anticuerpos anti-MOG presentan menor grosor de la CFNR en el ojo no afecto
que pacientes anti-MOG positivos sin neuritis éptica, sugiriendo un dafio retino-retiniano

contralateral.

1.5.1.2 Mecanismos implicados en la respuesta contralateral en el
ApNO.

Se han propuesto 5 mecanismos implicados en la respuesta contralateral, que actuarian por
separado o de forma conjunta (de Hoz et al., 2013; Gallego et al., 2012; Lucas-Ruiz et al.,
2021; Ramirez et al., 2010, 2015):

e Muerte de las CGR retino-retinianas: La axotomia del NO provocaria un dafio
primario en las CGR que proyectan su axén a la retina contralateral, cuya
degeneracion walleriana podria ser el desencadenante de la respuesta en el lado
opuesto.

e Liberacion de sefiales de estrés por las CGR retino-retinianas: Varios trabajos
han demostrado la sobrexpresion en la retina contralateral de marcadores de
muerte neuronal y citoquinas pro-inflamatorias (Bodeutsch et al., 1999; Lucas-Ruiz,
Galindo-Romero, Salinas-Navarro, et al., 2019; Macharadze et al., 2009).

e Propagacion de lareaccion glial desde el NO dafiado a la retina contralateral a
través del quiasma. La respuesta glial serian la responsable de extender la
respuesta inflamatoria.

e Degeneracion retrograda en laretina de las areas cerebrales desaferentizadas:
El 5% de las CGR de la retina contralateral a la lesién que no decusan y proyectan
directamente al CS de su lado, que seria el desaferentizado por la axotomia,

vehiculizarian el dafio de forma retroégrada.
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e Efecto sistémico: En un modelo de OHT, se ha demostrado infiltracién monocitaria
sanguinea en la retina contralateral (Tribble etal., 2021). Ademas, la propia
intervencién quirdrgica o la manipulacién animal, podrian favorecer una reactividad

en ambas retinas (Lonngren et al., 2006).

1.5.2 EFECTO CONTRALATERAL O REMOTO A LA AXOTOMIA DEL
NERVIO OPTICO EN OTRAS AREAS DEL SNC

En estudios de axotomia por SNO en rata, se ha descrito una disfuncion de la BHE desde la
zona de la lesién y en toda la via visual (Smith et al., 2016, 2018). Esto contribuye a la
inflamacion y la gliosis en las zonas de proyeccion de las CGR (Smith et al., 2018). Ademas,
se ha demostrado degeneracién neuronal anterégrada en el NGdL y en la corteza visual

primaria (You et al., 2012).

En regiones fuera de la via visual, aunque hay mucha literatura que describe la inflamacién
inducida por un dafio traumatico en la zona primaria de estimulo o adyacente, el efecto
neuroinflamatorio o degenerativo remoto, contralateral o no, estd menos caracterizado
(Block et al., 2005; Viscomi & Molinari, 2014; Weishaupt et al., 2016).

En modelos de dafio cerebral traumatico, se ha observado que la lesion unilateral puede
provocar una respuesta macro y microglial, ipsi y contralateral a la lesién (J. Zhao et al.,
2019), con un aumento de citoquinas en el hemisferio no dafiado (Niesman et al., 2014; Taib
etal., 2017). A diferencia del trauma del ApNO, en el que se puede focalizar y dirigir el
estimulo, un traumatismo craneal con una intensidad suficiente puede generar un dafio
axonal cerebral difuso con una respuesta inflamatoria global (Hill et al., 2016). No obstante,
no se podria descartar que también intervengan los mecanismos descritos en el apartado
anterior (J. Zhao et al., 2019).

Otros estudios describen que un dafio traumatico en la ME provocan activacién glial en el
cerebro (Hausmann, 2003). Ademas, un dafio en un nervio periférico como el ciatico puede
alterar la barrera hemato-espinal y promover el desplazamiento de monocitos/macréfagos y

de citoquinas proinflamatorias como IL-1f al parénquima de la ME (Echeverry et al., 2011).

A nivel clinico, es bien conocido el efecto que puede tener a distancia un dafio en una zona
concreta del SNC: la diasquisis (Finger et al., 2004). Se trata de un fendmeno fisioldgico
basado en la depresidn reversible de funciones conectadas anatémica o funcionalmente al
area lesionada (Gonzéalez-Aguado et al., 2000). Recientemente, se ha avanzado mas en su
estudio por las ténicas de neuroimagen funcional avanzada y por su potencial uso en

rehabilitacion (Demeurisse etal., 1990; Weishaupt etal., 2016). No obstante, la
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fisiopatologia subyacente sigue sin ser bien conocida y no esta claro que sea un fenémeno

inflamatorio.
1.5.2.1 Efecto en el Sham o inflamacidén via sistémica

Por lo general, la intervencion sobre un animal, por inocua que parezca, desencadena una
respuesta que se ha podido observar principalmente en estudios que evallan la respuesta
inflamatoria. Algunos autores sugieren que la respuesta en la retina contralateral al ApNO,
podria estar en relacion con sensibilidad de las CMi a cualquier cambio que se produzca en
el tejido nervioso (Lénngren et al., 2006; Thanos et al., 1996), aunque no se ha estudiado el

trafico de células del sistema inmune de fuera a dentro de la BHE.

De hecho, hay algunos trabajos que demuestran que disefios experimentales, a priori,
Sham, generan una respuesta igual o mayor que el experimental. En términos de
investigacién, se considera Sham a la intervencibn en la que se realiza todo el
procedimiento salvo la lesi6bn objeto de estudio. Por ejemplo, en el trabajo de Ezaki y
colaboradores (Ezaki et al., 2016) se demuestra que la heurodegeneracién en hipocampo se

relaciona mas con la herida en el cuero cabelludo que con el traumatismo craneoencefélico.

La afectacion en el cerebro a estimulos sistémicos es diversa. Por ejemplo, Hamadi y
colaboradores (Hamadi etal.,, 2016) observaron que tras una adrenalectomia bilateral
provoca gliosis y muerte neuronal en hipocampo més que en animales Sham. Aunque el
mecanismo no esta claro, podria ser consecuencia de la dependencia de las neuronas en
hipocampo de las hormonas adrenocorticales. La inflamacién sistémica sin un dafio directo
al SNC puede generar una respuesta inflamatoria: Brandi y colaboradores (Brandi et al.,
2022) demuestran que la inyeccion intraperitoneal de LPS consigue la respuesta micro y
macroglial en 16 regiones de estudio cerebrales, como en la sepsis (Zrzavy et al., 2019). Un
estimulo mas focal, como una fractura 6sea provocada en ratén, también induce la

reactividad microglial (Lai et al., 2020).

1.6 LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

El SNC esta rodeado por una serie de barreras que, aunque tradicionalmente se les atribuye
un rol de aislamiento, realmente ejercen un papel de alta regulacion para proteger el
parénquima de posibles dafios externos que accedan a través de la circulacion sanguinea
periférica. En la Figura 29 se muestran las 3 barreras que recubren la superficie del SNC: la
barrera hematomeningea o subaracnoidea (BHM), sangre-liquido cefalorraquideo o

hematolicuoral (BHL) y hematoencefalica (BHE) (en inglés “Blood Brain Barrier, BBB”).
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Figura 29. Barreras celulares en la superficie del SNC. Tomada de Alves de Lima et al., 2020.

De forma particular, nos centraremos en el estudio de la BHE. Se trata de una estructura
altamente especializada que regula el microambiente del SNC y controla la comunicacién
con el resto del cuerpo con el objetivo fundamental de protegerlo de procesos sistémicos

que puedan suponer un dafio, como toxicos, infecciones o inflamacion.

1.6.1 ANATOMIA DE LA BHE

La BHE puede definirse como una propiedad funcional de los vasos sanguineos del SNC
por la que se limita el intercambio libre de solutos entre el plasma sanguineo y el tejido
nervioso (Goldstein & Betz, 1986). La BHE estd compuesta por varios componentes:
componentes extracelulares (glicocalix y membrana basal) y celulares (células endoteliales,
pericitos, astrocitos) (Bodnar et al., 2021; Galea, 2021) (Figura 30).
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Figura 30. Esquema de la barrera hemato-encefalica. Imagen tomada de Galea, 2021.

Glicocalix. El glicocalix consiste en una red de glicosaminoglicanos segregado por las
células endoteliales. Su principal funcién es la de ser un tamiz molecular que reduce la la
capacidad de difusién de moléculas mayores a 40 kiloDalton. Ademas, el glicocalix posee
una carga negativa que inhibe la permeabilidad de la BHE a las proteinas cargadas
negativamente (Butt et al.,, 1990). Aunque es un elemento constitutivo en todo el arbol
circulatorio, en el SNC adquiere mayor grosor. Ante inflamacién sistémica, el glicocalix
reduce su grosor y aumenta su permeabilidad (N. J. Abbott et al., 2010; Erickson & Banks,
2018).

Células endoteliales. Presentan varias caracteristicas que las diferencian del resto del
arbol vascular:

- La presencia de un sellado intercelular del endotelio a través de “tight junctions” o uniones
estrechas, unas estructuras celulares proteicas Unicas al citoesqueleto que aproximan para
unir las membras lipidicas de células adyacentes. Funcionalmente, impiden cualquier
comunicacién directa entre los espacios intravascular y extracelular cerebral (Greene &
Campbell, 2016; Huber et al., 2001; Tietz & Engelhardt, 2015).

- La ausencia de fenestraciones en las células endoteliales, excepto en los vasos de las
areas cerebrales sin BHE (Haddad-Tovolli et al., 2017).

- La carencia relativa de vesiculas de pinocitosis o endocitosis, en comparacién con el
elevado nimero de vesiculas observable en otros érganos (N. J. Abbott et al., 2010).

- La presencia de un gran nimero de sistemas transportadores que controlan el intercambio

de moléculas y menos proteinas de adhesion leucocitaria (Tietz & Engelhardt, 2015).
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No obstante, las células endoteliales del SNC expresan receptores celulares capaces de
responder a la inflamacion sistémica (IL-1B, IL6, TNF-a; por ejemplo) y alterar su
funcionalidad (Engelhardt & Sorokin, 2009).

Membranal basal. La membrana basal (MB) es una matriz extracelular amorfa pero
altamente organizada formada por 4 tipos de proteinas: colageno IV, nidégenos,
proteoglicanos, heparan sulfato y laminina. Estructuralmente, podemos diferenciar 2 capas,
una de ella derivada del endotelio, y otra, de los astrocitos. Entre estas capas, existe un
espacio perivascular donde residen macréfagos de forma fisiolégica, con una funcién de
limpieza (scavenging) pero capaces de responder a estimulos inflamatorios (Van Hove
et al., 2019).

La MB juega un rol importante en la permeabilidad de la BHE a las células. La migracién
celular se produce en capilares y especialmente en las vénulas postcapilares. En la capa
endotelial hay algunas zonas con baja expresion de laminina que actGan como puntos de
salida para la extravasacion celular. Tras atravesar la capa endotelial de la MB, los
leucocitos acceden al espacio perivascular, donde pueden permanecer retenidos o
atravesar la capa glial. Para ello, es necesario la escisién selectiva del destroglicano, un
receptor celular que ancla los extremos de los astrocitos a la capa glial de la MB. Por tanto,
la capa glial supone una barrera més importante que su homéloga endotelial (Castro Dias
et al., 2019; Sofroniew, 2015).

Pericitos. Los pericitos son células derivadas de la cresta neural que se encuentran en
envolviendo las células endoteliales de los capilares y vénulas de todo el cuerpo, siendo la
proporcién pericitos/endotelio en cerebro la mas alta de todo el organismo. Los pericitos
desempefian un doble papel en la regulacién de la BHE: por un lado, tienen la capacidad de
inhibir la transcitosis y, por otro, pueden intervenir el flujo cerebral mediante la regulacion del

diametro capilar (Armulik et al., 2010; Brown et al., 2019).

Astrocitos. Los pies astrocitarios constituyen la capa mas interna de la BHE. Aunque no se
unen entre si, tienenen capacidad de control sobre las uniones estrechas del endotelio a
través de la sintesis de angiotensinégeno o angiopoyetina-1. Ademas, expresan aquoporina

4 (AQ4), lo que permite regular el flujo de agua en la BHE (Neuwelt et al., 2011).

1.6.2 OTRAS BARRERAS ANATOMO-FUNCIONALES EN EL SNC
1.6.2.1 La barrera sangre-liquido cefalorraquideo

La barrera hematolicuoral es la que se encuentra presente en los plexos coroideos, las

estructuras encargadas de la produccion de LCR (Liddelow, 2015) (Figura 31). Se
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constituye un epitelio cuboide ciliado cuyas células permanecen unidas entre si mediante
uniones estrechas, similares a las de la BHE, tapizando los capilares fenestrados de los
plexos coroideos. De forma analoga a los macréfagos que residen de forma fisiologica en el
espacio perivascular de la BHE, en este caso se denominan como células de Kolmer y se
sitian unidas a las microvellosidades del epitelio (Ghersi-Egea et al., 2018; Ling et al.,
1998). Al igual que las células endoteliales en la BHE, las células epiteliales tienen
numerosos transportadores que permiten controlar el flujo de sustancias y monitorizar la
composicién de LCR (Bodnar et al., 2021; Engelhardt et al., 2001).
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Figura 31. Esquema de la barrera hematolicuoral. A diferencia de la BHE, las células

endoteliales de los capilares de los plexos son fenestradas y las uniones estrechas se
establecen entre el epitelio cuboide ciliado. Tomada y modificada de (Bodnar et al.,
2021).

1.6.2.2 La barrera meningea o subaracnoidea

Las meninges son las membranas compuestas fundamentalmente por tejido conectivo que
cubren y protegen el SNC (Alves de Lima et al., 2020) (Figura 32). Podemos diferenciar 3
capas con 2 espacios intermedios, de fuera hacia dentro. La duramadre limita con el
periostio en el encéfalo y, bajo ella, se encuentra el espacio subdural, que contiene una
escasa cantidad de LCR. La aracnoides se sitla justo debajo de la duramadre y esta
compuesta por dos capas separadas: la capa celular, que supone una extensién de la
barrera sangre-liquido cefalorraquideo, y la capa trabecular, que delimita el espacio
subaracnoideo, donde se encuentra la mayor cantidad de LCR y los vasos sanguineos. La
piamadre es la capa mas profunda y se encuentra adherida a la superficie del cerebro o la
ME, donde a su vez se dispone una densa red glial de astrocitos que se entrelazan con las
Células de la piamadre. La capa pial esta compuesta por células mesoteliales planas
superpuestas formando una capa conectiva estrecha, unidas por desmosonas y gap
junctions, que hacen que sea impermeable al LCR. Esta capa permite separar fisicamente
los vasos sanguineos: tanto en su recorrido por el espacio subaracnoideo como cuando

entran en el tejido neural, aumentando asi la eficacia de la BHE.
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Recientemente, se ha descubierto una cuarta capa meningea llamada membrana
subaracnoidea linfatica (SLYM, del inglés “subarachnoid lymphatic-like membrane”), que
divide el espacio subaracnoideo en dos compartimentos diferentes. Se encuentra presente
tanto en el humano como en el raton. Morfo-inmunofenotipicamente es similar a una
membrana mesotelial, se encuentra en intima relacion con el endotelio de los vasos
venosos meningeos y permite el intercambio de pequefios solutos entre el LCR y los vasos
venosos (Mgllgard et al., 2023).

1.6.2.3 La barrera hematorretiniana

Aunque el objetivo funcional es el mismo, la organizacién de la barrera hematorretiniana
(BHR) es distinta a la de la BHE. En la retina, podemos diferenciar la BHR interna y externa,
que son responsables de la irrigacion de los 2/3 internos y del tercio externo,

respectivamente, de la retina (Figura 33).

e LaBHR interna es la que se conforma en toda la microcirculacion retiniana y la que
sigue una estructura similar a la BHE: células endoteliales unidas mediante uniones
estrechas, pericitos y, ademas de astrocitos, células de Miiller (Trost et al., 2016).

¢ LaBHR externa actla de limitante de la retina de la capa coriocapilar. Esta formada
basicamente el epitelino pigmentario de la retina, cuyas células se unen igualmente
por uniones estrechas. Supondria una estructura equivalente a la barrera

hematolicuoral (Cunha-Vaz et al., 2011).
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1.6.3 PERMEABILIDAD DE LA BHE

La terminologia para referirse a la permeabilidad de la BHE puede ser confusa en la
literatura porque a menudo se ha relacionado con la difusién a través de la BHE. Sin
embargo, aunque la difusion, el mecanismo por el que se produce paso de una sustancia de
una zona de alta concentracion a otra de baja sin aporte de energia, es un proceso

importante; la mayoria de moléculas o células estan sujetas a un transporte mas especifico.

La permeabilidad de la BHE puede verse afectada en funciéon de diversos estimulos. Un
aumento de la permeabilidad de la BHE, independientemente del origen, lleva a un dafio
neuronal mediado por células del sistema inmune y/o citoquinas pro-inflamatorias. Podemos
diferenciar esta respuesta al cambio en funcion de si lleva consigo una rotura fisica (cambio
disruptivo) o no (cambio no disruptivo) de los elementos que la integran (Varatharaj & Galea,
2017) (Tabla 2).
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CAMBIO DISRUPTIVO DE LA CAMBIO NO DISRUPTIVO

BHE DE LA BHE
Modificacion A nivel histoldgico A nivel molecular
Funcionalidad Cambio en anatomia Cambio en funcién
Deteccion Detectable usando trazadores inertes ~ No detectable usando

trazadores inertes

Especificidad No especificos Espeficicos  para  algunas
moléculas
Transmigracion No es necesario para que se Principal mecanismo
celular produzca transmigracion celular. Los subyacente en el tréfico celular.
cambios disruptivos pueden

producirse si la transmigracion es
intensa.

Cambios celulares -Glicocdlix: degradacion.

-Endotelio:  laxitud en uniones -Endotelio: produccién de
estrechas, aumento transcitosis, dafio  citoquinas, sobrexpresion de
endotelial (endoteliopatia). receptores celulares y

transportadores.
-Membrana basal: degradacion de

capa glial.
-Astrocitos: dafio astrocitario  -Astrocitos: modulacion de su
(astrocitopatia). funcién.

Tabla 2. Caracteristicas de los cambios disruptivo y no disruptivo de la BHE. Tomada y

modificada de Varatharaj & Galea, 2017.

Habr& estimulos, como la inflamacién (Schmitt et al., 2012), una infeccidn sistémica (Galea,
2021) o un dafo traumatico fuera del SNC (S. Yang et al., 2017; T. Yang et al., 2020), que
puedan provocar ambos cambios en funcion de su origen o intensidad (Varga et al., 2020).
En cambio, causas que provoquen de forma intrinseca un dafio claro de alguno de los
elementos de la BHE (Smith et al., 2016), originaran de forma primaria un cambio disruptivo
(Gust etal., 2017) y, de forma secundaria, una cascada inflamatoria que dara lugar al

aumento de la permeabilidad de la BHE (Bodnar et al., 2021).

1.6.4 LA BHE TRAS EL ApNO

La axotomia del nervio 6ptico, por ApNO o por SNO, supone un dafio directo al SNC y su
impacto en la permeabilidad de la BHE ha sido escasamente estudiado. Se ha demostrado
que una SNO parcial en rata desencadena una apertura transitoria de la BHE en el
guiasma, los tractos opticos, los nicleos geniculados laterales y los CS mediante mapas de

imagen multiespectrales (Figura 34) (Smith etal., 2016). En el estudio histol6gico del

a7




cerebro en un trabajo posterior del mismo grupo, no detectaron fluorescencia Evans Blue,
probablemente por el procesado, y s6lo encontraron evidencia clara de permeabilidad de la
BHE en el tracto Optico contralateral (Smith etal, 2018). Ademds, se detectaron
macréfagos/microglia activada (Ibal® ED1%) en los ventriculos laterales (Smith et al., 2016),

zona ya reconocida como de trafico de células inflamatorias (Schmitt et al., 2012).
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Figura 34. Permeabilidad de la BHE tras la seccién del nervio dptico. La imagen muestra el
recorrido de la fluorescencia Evans Blue en modelo de SNO parcial en rata adulta. Se
observa permeabilidad de la BHE desde el dia 1, siendo maxima a los 7 dias (figura

E). Imagen tomada de (Smith et al., 2016).

Por tanto, hasta el momento sélo hay evidencia de disfuncion clara de la BHE en regiones

cerebrales conectadas al estimulo primario.
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1.7 NEUROINFLAMACION

Como se ha expuesto en apartados anteriores, las células gliales ejercen un papel
fundamental en la vigilancia del SNC. Ante un estimulo nocivo se activan dando lugar a una
gliosis, lo que implica cambios morfolégicos y moleculares que en el caso de que no se
controlen pueden acabar en una disregulacion glial que provoque disfunciébn o muerte
neuronal. Tanto si el estimulo es directo sobre el SNC (por ejemplo, el ApNO) como si es un

cuadro sistémico, la BHE o BHR pueden alterarse, afectando a la homeostasis del SNC.

En el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral, estudiaremos la respuesta inflamatoria y
glial del SNC a nivel histolégico y molecular. A continuacion se detallan los marcadores de
gliosis estudiados, que nos informaran de los cambios en la CMa y/o CMi; y los marcadores
inflamatorios, que nos permitirA conocer el perfil pro- o antinflamatorios producto
principalmente de la glia o las células del sistema inmune. Ademas, evaluaremos la

expresion de Caspasa-3 como marcador de apoptosis.
1.7.1 MARCADORES DE GLIOSIS

La CMi expresan en su membrana la proteina transmembrana adaptadora de union de
calcio ionizada (Ibal), y dado que la activaciéon induce cambios morfoldégicos severos,
constituye un buen marcador para evaluar los cambios mofolégicos. Ademas, las CMi
activadas sobreexpresan la proteina translocadora de la mitocondria (TSPO), asi como la

glicoproteina CD68, principalmente cuando adquieren capacidad fagocitica.

Las CMa estudiadas en esta Tesis, astrocitos y células de Miller en la retina, expresan
GFAP (Gardner et al., 1997) en los filamentos intermedios del citoesqueleto, por lo que la
inmunodeteccién de la misma permite la identificaciébn de estas células o estudiar los
cambios en su morfologia respecto a distintos estimulos (Varela & Hernandez, 1997).

Asimismo, expresan AQ4, el canal de agua mas frecuente en el SNC.

Ademas, la glia o las neuronas, en condiciones patolégicas, pueden expresar el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad Il (MHC IlI), una proteina heterodimérica propia de células

presentadoras de antigenos como los linfocitos B, las células dendriticas o los macrofagos.
1.7.1.1 AQ4

La AQ4 pertenece a la familia de las acuoporinas, canales transmembrana que transportan
principalmente agua. Las acuoporinas presentan una expresion diferencial en funcion del
tejido y su expresion y funcidn se regula en respuesta a difentes sefiales celulares (Geng &
Yang, 2017).
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La AQ4 es la mas prevalente en el SNC (Saadoun & Papadopoulos, 2010). A nivel cerebral,
se encuentra localizada fundamentalmente en los pies astrocitarios que se disponen
alrededor de la BHE y en los epindemocitos (Nagelhus et al., 2004). En el sistema visual, se
encuentra en el NO y en la retina, principalmente en procesos celulares de las células de
Muller (Gleiser et al., 2016).

La funcion principal de la AQ4 es participar en la homeostasis del SNC, fundamentalmente
mediante el transporte de agua, pero también parece estar implicacia en el balance i6nico o
en la eliminacion de residuos (sistema glinfatico) (Hubbard et al., 2018).

Dibas y colaboradores (Dibas et al., 2010) demostré en un modelo de ApNO en ratén que la
expresion de AQ4 se redujo en los dias 2, 7 y 14 tras el ApNO, sugiriendo una disfuncién
del intercambio de moléculas de agua tras el ApNO que podria interferir en la funcién
retiniana (Figura 35).
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Figura 35.

Expresion de AQ4 tras el
ApNO. ElI ApNO induce una
infraexpresion de la proteina
AQ4 medida por Western Blot
(A) y de su ARNm (B) analizado
por gqPCR frente a la retina del
animal intacto. Imagen tomada y
modificada de (Dibas etal.,
2010).

Su significacién clinica mas conocida es la Neuromielitis 6ptica, una enfermedad
desmielinizante en la que en la mayoria de los pacientes se detectan anticuerpos anti-AQ4,
dando lugar a una astrocitopatia que se manifiesta clinicamente en brotes inflamatorios en
el NO (neuritis 6pticas) o en la ME (mielitis longitudinalmente extensas), principalmente
(Lennon et al., 2004; Sepulveda et al., 2016).

1.7.1.2 GFAP

La proteina acidica fibrilar glial (GFAP) es un filamento intermedio del citoesqueleto de los

astrocitos y las células de Muller de la retina (Gardner et al., 1997). Su funcién fundamental
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es proporcionar la citoarquitectura del astrocito para que actle como célula de soporte fisico
y funcional de las neuronas (Z. Yang & Wang, 2015). La expresion de Gfap esta regulada
por numerosos factores, como la propia actividad neuronal, a través de cambios ionicos o

por factores humorales, como algunas hormonas (D. Li et al., 2020).

La activacién de los astrocitos (astrogliosis) lleva consigo un incremento de la expresién de
GFAP, que puede ser consecuencia de estimulos inflamatorios, ictus, neurodegeneracion o
un dafio traumatico (Hol & Pekny, 2015; Olabarria & Goldman, 2017).

La expresién de Gfap en la retina tras el ApNO ha sido estudiada en modelos murinos. Por
lo general, los estudios demuestran que el primer dia tras el ApNO se mantiene sin cambios
y se sobreexpres6 a partir del segundo o tercer dia de la lesidn, siendo mantenido al menos
2 semanas (Chen & Weber, 2002; Dibas etal, 2010; Tonari etal., 2012). Por
inmunohistoquimica, Gonzalez-Riquelme y colaboradores (Gonzalez-Riquelme et al., 2021)
demostramos un incremento transitorio de astrocitos y células de Miller entre los 5y 21

dias tras el ApNO en la retina lesionada y sélo en el dia 3 en la retina contralateral.

A nivel clinico, la medida de GFAP en sangre se puede usar como un biomarcador de un
dafio astrocitario. En enfermedades como la neuromielitis 6ptica, en la que los anticuerpos
anti-AQ4 del pie astrocitario, causan una reaccion inflamatoria glial, la GFAP puede
liberarse al LCR y al suero (H. Kim et al., 2022; Schindler et al., 2023).

1.7.1.3 lIbal

La proteina Iba 1 o proteina adaptadora de unién de calcio ionizada se codifica en el gen
Ibal o Aifl. Esta molécula se expresa principalmente en CMi y células del sistema
mononuclear fagocitico, como macréfagos y monocitos infiltrados (Ghosh, 2010). Se
encuentra en el citoplasma e interactia con el calcio y las fibras de actina, modulando su
reorganizacion, permitiendo reestructurar la membrane y promover los procesos de
migracioén y fagocitosis en las CMi activadas (Jonas et al., 2012; Ohsawa et al., 2004). Su
uso como identificador de la microglia es incuestionable, pero no es (til para diferenciar su
estado de activacion (D. Ito et al., 1998; Zotova et al., 2011).

Tanto en la retina lesionada tras el ApNO como en la contralateral, las CMi invaden la capa
de CGR a expensas de la retina externa y permanecen crénicamente activadas (Gonzalez-
Riquelme et al., 2021; Qu & Jakobs, 2013).

En el CS, el ApNO causa un incremento de la densidad de CMi Ibal® en el CS contralateral
(CSc) a los 3 dias de la lesion respecto al animal intacto y no se ven cambios en el CS
ipsilateral (CSi) en un modelo de axotomia en rata (Smith et al., 2018). En un modelo de

OHT unilateral, se demuestra aumento de densidad de CMi en ambos CS (Sapienza et al.,
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2016). No existen datos de la respuesta glial en el hipocampo al ApNO, pero se ha descrito
aumento de CMi Ibal® por axotomia de axones aferentes (Owens etal., 2005) o como
respuesta a un estimulo sistémico (Miladinovic et al., 2019). Las CMi del BO y BOa
presentan un patrén heterogéneo en la expresion de lbal (Okere & Kaba, 2000) y su
densidad celular puede variar en funcidon de diversos estimulos, pero no se conoce su
relacion con el ApNO (J. Kim et al., 2019; Tonchev et al., 2003).

1.7.1.4 CD68

El Cluster de Diferenciacion 68 (CD68) es una proteina altamente expresada por las células
del sistema mononuclear fagocitico y por las CMi. La proteina CD68 humana esta codificada
por el gen Cd68, el equivalente en el raton se le conoce como macrosialina. Los anticuerpos
monoclonales anti-CD68 que reaccionan con tejidos en roedores incluyen FA-11, usado en
esta tesis, o ED1, clon més utilizado en rata. Su funcion esta en relacion con la captacion de
lipoproteinas de baja densidad (Micklem et al., 1989; Ramprasad et al., 1995).

El CD68 se encuentra principalmente en la membrana lisosomal pero también en la
superficie, por lo que se observa principalmente en el soma y no es util para el estudio
morfologico de la CMi. Cuando la CMi se encuentra ramificada en estado vigilante, su
expresion es minima o constitutiva, realmente se considera presente cuando la CMi esta
activada o ya con aspecto ameboide y capacidad fagocitica (Lier et al., 2021; Zhou et al.,
2017).

En la retina, el ApNO produce un aumento significativo y duradero de CMi CD68+, tanto en
la retina del ApNO como en la contralateral (Gonzalez-Riquelme et al., 2021; Rojas et al.,
2014).

En el CS contralateral al ApNO en rata, presenta un incremento de las células ED1+
respecto al animal intacto (Smith et al.,, 2018). La inyeccion de TNF-a en un ojo, induce
aumento de la expresion de Cd68 tanto en el CS ipsilateral como en el contralateral
respecto al CS de una rata intacta (Sapienza et al., 2016). No se ha caracterizado la
expresioén de CMi CD68 a nivel histoldgico o su expresién molecular en el hipocampo o en el
bulbo olfatorio tras el ApNO. No obstante, se ha estudiado la expresion de CMi Cd68 en

estas regiones cerebrales tras otros estimulos (Hendrickx et al., 2017; Tonchev et al., 2003).

1.7.1.5 MHC I

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase Il (del inglés, “ Major Histocompatibility
Complex“ o MHC 1) pertenece a la famlia de genes del MHC, en humanos también

conocido como complejo HLA (del inglés, “Human Leucocytic Antigen®). EI MHC es una
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familia de genes cuya funcién es la codificacion de glucoproteinas con el mismo nombre
(MHC o HLA) que participan en la presentacion de antigenos a los linfocitos T, permitiendo

su activacion.

Segun la funcién de las proteinas que traducen, se pueden distinguir el MHC |y el MHC II.
El MHC | se encuentra en todas las células nucleadas y es capaz de activar al linfocito T
CD8". En cambio, el CMH Il s6lo se expresa en células presentadoras de antigenos (células
dendriticas, fagocitos mononucleares, linfocitos B, algunas células endoteliales, epitelio del
timo) y se relaciona con el linfocito TCD4". Las moléculas del MHC 1y Il no se expresan de
forma constitutiva ni en las neuronas ni en la glia del SNC (Hamo et al., 2007; Hickey &
Kimura, 1987; Kolomeyer & Zarbin, 2014). De hecho, constituyen un érgano diana raro en la
enfermedad injerto contra huesped (M. Li etal., 2021; Zeiser & Teshima, 2021). Pero los
astrocitos y la CMi pueden expresarlos en situaciones patolégicas, probablemente por el
estimulo de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a o IL-6 (Belle et al., 2017; Mathew
et al., 2020), favoreciendo la interaccién con el sistema inmune y perdiendo el aislamiento
inmunoldgico (Hendrickx et al., 2017; Padovan et al., 2001; Waisman & Johann, 2018; Wong
et al., 1984).

En la retina, se ha comprobado sobrexpresion de Mhc 1l en el modelo de hipertensién ocular
aguda en la CMi y CMa del lado lesionado y en el contralateral (Gallego et al., 2012) y se

demuestra aumento de expresion en secciones del NO aplastado (Shaked et al., 2004).

No se ha estudiado a nivel histolégico ni molecular la expresion de MHC 1l tras el ApNO en
el coliculo superior, el hipocampo o el bulbo olfatorio. En el hipocampo, se ha estudiado la
expresién de Mhc Il en relacién con lesiones isquémicas (Finsen etal., 1993) o la edad
(VanGuilder et al., 2011).

1.7.1.6 TSPO

La proteina translocadora mitocondrial 18kDa (TSPO) esté codificada en el gen Tspo. Se
encuentra en la membrana mitocondrial externa. Aunqgue inicialmente se describi6 como
receptor periférico de benzodiacepinas, hoy dia se le atribuyen mdltiples funciones, como
son el transporte del colesterol a las mitocondrias para la sintesis de esteroides o su

participacion en la respuesta inmune (G.-J. Liu et al., 2014; Papadopoulos et al., 2006).

Tspo se expresa de forma constitutiva en todo el cuerpo y menos en cerebro. De forma
particular, en cerebro se expresa en las células endoteliales, los epindemacitos y las células
de Purkinje. Las regiones con mayor expresion son la capa glomerular del BO, los plexos

coroideos, las zonas de neurogénesis (zona subventricular, el tracto migratorio rostral y la
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zona subgranular del giro dentado) y la CCP del cerebelo. La CMi en estado vigilante no

expresa Tspo pero cuando se activa lo hace de forma llamativa (Betlazar et al., 2018).

En la retina del raton, Tspo se expresa tanto en la CMi como en la CMa (Klee et al., 2019) y
se ha relacionado con la limitacién de la respuesta inflamatoria (Karlstetter et al., 2014;
Mages et al., 2019; M. Wang et al., 2014). En un modelo de ApNO en ratén pigmentado
como el que se ha usado en esta tesis, el tratamiento con minociclina, un antibiético que
suprime la activacion de la CMi, induce la sobrexpresién de Tspo en la retina lesionada y en
la contralateral respecto a los lesionados sin tratamiento (Lucas-Ruiz et al., 2019). En un
modelo de degeneracion del epitelio pigmentario, el uso de ligandos de TSPO atendan la
respuesta inflamatoria (Rashid etal., 2020). No se ha descrito la expresién tisular o
molecular de Tspo en relacion a la axotomia del NO en el cerebro pero se ha estudiado en
modelos de isquemia (H.-D. Li et al., 2017) o de encefalomielitis autoinmune experimental
(Mattner et al., 2013).

1.7.2 MARCADORES INFLAMATORIOS

Las citoquinas son proteinas solubles de bajo peso molecular fundamentales para la
comunicacioén intercelular. Participan en funciones como la diferenciacion celular, la
hematopoyesis, el control de la respuesta inmune, la reparacion celular o la apoptosis. Se
caracterizan por su redundancia, muchas citoquinas distintas comparten funciones
similares, y por su pleiotropia, actian sobre muchos tipos celulares y una célula puede

expresar receptores para mdultiples citocinas (C. Liu et al., 2021).

Son producidas por varios tipos celulares, principalmente por células del sistema inmune v,
de forma particular, por las células de la glia en el SNC, sobre todo la CMi. De forma
general, cada citoquina se une a un receptor de superficie y desencadena una cascada de
sefializacion que lleva a la regulacién positiva 0 negativa de diversos genes, que motivaran

el cambio morfolégico o funcional en la célula (C. Liu et al., 2021).

El estudio de la expresién de citoquinas, de sus receptores celulares o de otras proteinas
relacionadas con la respuesta inflamatoria nos permite analizar de forma indirecta lo que
ocurre en el tejido. En esta Tesis, nos centraremos en el estudio de varios marcadores pro-
inflamatorios (Caspasa-3, Cxcrl, IL-18, Lcn2, TNF-a) y antinflamatorios (Cd206, 1I-4, II-6,

Tof-1B).

1.7.2.1 CXCR1

CXCR1 es uno de los receptores de membrana de IL-8. IL-8 es una quimiocina pro-

inflamatoria que actia como activador y factor quimiotactico de neutrofilos y otras células
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del sistema inmune a través de los receptores CXCR1 y CXCR2. Cxcrl se expresa en la
mayoria de los tejidos, pero principalmente en las células del sistema inmune y, en

particular, en los neutrdéfilos (J. Lee et al., 1992).

Cxcrl se expresa de forma uniforme en el cerebro y en la retina, tanto en las neuronas
como en CMi y CMa, e intervienen tanto en la modulacién de la sinapsis como en la
neuroinflamacion (Danik et al., 2003; Flynn et al., 2003; Goczalik et al., 2008). IL-8/CXCR1
induce la activacién de los astrocitos (Du et al., 2017) y el bloqueo de la expresiéon de Cxcrl

reduce la muerte neuronal (Du et al., 2018).

IL-8/CXCR1 induce la muerte por apoptosis de CGR in vitro (J.-J. Wang et al., 2018). El
blogueo del receptor CXCR1/2 en un modelo de isquemia de raton disminuye la infiltracion

de polimorfonucleares en el tejido (da Cunha Sousa et al., 2013).
1.7.2.2 IL-1B

La interleuquina 1B (IL-1B) pertenece a la superfamilia de la IL-1. La IL-13 ejerce su accién a
través de su unién con el receptor IL-1R1, que a su vez tiene también un antagonista. Se
trata de una citoquina inducible expresada por el sistema inmune y por microglia y astrocitos
tras detectar un dafio, que a su vez favorece la activacion de la microglia pro-inflamatoria.
La IL-1B se ha relacionado con la neurodegeneracion a través de la activacion de la
microglia (Rothwell, 2003).

En el modelo de OHT, se ha observado tanto un aumento como un descenso de expresion
de IL-718 en la retina lesionada (Crish et al., 2010; Fernandez-Albarral et al., 2021; Kaur
et al.,, 2013). El CS presenta aumento de la expresion de IL-78 tanto en el lado ipsi- como
contralateral a la retina lesionada respecto al CS de un animal intacto (Sapienza et al.,
2016). Como se ha expuesto en el caso de TNF-a en el modelo animal de adrenalectomia,
IL-18 aumentd su expresién en el hipocampo en ratas sometidas a adrenalectomia respecto

a sus Sham.
1.7.2.3 Lcn2

Lipocalin-2 (Lcn2), también se conoce conoce como oncogen 24p3 o Ngal (del inglés,
“neutrophil gelatinase-associated lipocalin”), forma parte de la familia de las proteinas
lipocalinas, implicadas en el transporte de ligandos hidréfobos (Dekens et al., 2021). De
hecho, Lcn2 fue descubierta en relacién a su unién y secuestro de hierro ante bacterias
sideré6foras (Goetz et al., 2002). Lcn2 se une principalmente a los receptores multiligandos
24p3R y megalina, que median su internalizacion en las células, y modifican la expresion
génica (Hvidberg et al., 2005).
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En condiciones fisiologicas, la expresiéon constitutiva de Lcn2 es baja y limitada sélo a
algunos tipos celulares, como los neutréfilos, o algunos tejidos, como el rifién, la préstata o
el epitelio del tracto respiratorio o gastrointestinal. Se relaciona con una gran variedad de
procesos fisiolégicos: respuesta contra infecciones bacterianas, regulacion del metabolismo
de hierro, y ser una proteina de fase aguda, en la respuesta anti- o proinflamatoria y pro- o

antiapoptotica (Dekens et al., 2021).

De forma particular en el SNC, su estudio es reciente (Ferreira et al., 2015). En modelos
murinos o en tejidos humanos post-mortem, la expresion o los niveles de ARNm de Lcn2
son bajos en condiciones fisioldgicas. Lcn2 se suele encontrar en relacion a los vasos
sanguineos y en la microglia en estado vigilante; aunque tanto los astrocitos, las neuronas,
la microglia y las células endoteliales presentan receptores de Lcn2 (J.-H. Kim et al., 2017;
Llorens et al., 2020).

Lcn2 induce la activacion de astrocitos y CMi (Jang, Kim, et al., 2013; Jang, Lee, etal.,
2013; S. Lee etal., 2015). Se ha demostrado que puede actuar como inductora de otras
quimocinas, y favorecer la entrada de células del sistemina inmune a través de la BHE,
como a su vez ser promovida por otras moléculas pro-inflamatorias, como TNF-a (S. Lee
etal., 2011; Naudé et al., 2012).

Al igual que fuera del SNC, su expresion aumenta tanto por un estimulo agudo (ictus, sepsis
inducida por lipopolisacérido, dafio medular o cerebral traumatico) como por un dafio
cronico (modelos de ELA, Parkinson, Alzheimer) (Dekens et al., 2021). No obstante, su
propiedad anti o pro-inflamatoria per se, no queda bien establecida: por ejemplo, en
encefalitis autoinmune experimental los resultados son contradictorios (Berard et al., 2012;
Nam et al., 2014), y parece definirse mas bien como un marcador de dafio de tejido, como lo
es en el dafo renal (Marakala, 2022). En respuesta al ApNO, la expresion de Lcn2 aumenta

en la retina lesionada (Ueno et al., 2018).

1.7.2.4 TNF-a

El Factor de Necrosis Tumoral alpha, TNF-a, se codifica por el gen del mismo nombre. Se
puede diferenciar una forma transmembrana (tmTNF-a) y otra soluble a (sTNF-a), mediante
la cual ejerce su papel biolégico. Ambas isoformas pueden unirse a sus receptores: TNFR1,
presente en todos los tejidos celulares, o TNFR2, que se expresa en las células del sistema
immune (Bradley, 2008).

En la retina y el cerebro, TNF-a liberado por la CMi con un fenotipo pro-inflamatorio se une

a TNFR1 presente en la superficie de otras células (Goldmann & Prinz, 2013). La sefial
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TNF-a/TNFR1 no induce la apoptosis en células sanas, pero en ambientes inflamatorios,

induce la muerte celular (Sedger & McDermott, 2014).

La citoquina TNF-a y su implicaciéon en la muerte de CGR se ha estudiado en modelos de
axotomia en ratén (Agudo et al., 2008; Tse etal., 2018) y de glaucoma en ratén y en
humanos (Tezel et al., 2001; Wei et al., 2019).

En un modelo de SON parcial, el homogeneizado de cerebro presenta un incremento
transitorio de expresion Tnf-a hasta los 3 dias después de la lesion (Smith et al., 2018). El
CS en particular, presena aumento de la expresion de Tnf-a tanto en el lado ipsi- como
contralateral a la retina lesionada respecto al CS de un animal intacto (Sapienza etal.,
2016). En un modelo de adrenalectomia bilateral en rata, demuestran un aumento de la
expresién de Tnf-a en el hipocampo respecto al animal Sham y que ese incremento precede
la muerte de neuronas hipocampales (Hamadi et al., 2016), hallazgo que también esta
descrito en modelos de isquemia del hipocampo (Rothwell, 2003; Zhu et al., 2006) o de

lesion traumatica directa (Tchelingerian et al., 1993).

1.7.2.5 IL-6

La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina pequefia que, aunque genéticamente presenta
bajo grado de homologia entre el ratén y el hombre, estructuralmente es muy parecida, lo

que explica que se hayan encontrando efectos biolégicos similares (Veverka et al., 2012).

IL-6 es producida por diferentes tipos celulares: células B y T, monocitos, fibroblastos,
endotelio o0 algunas células epiteliales. Para ejercer su efecto, la IL-6 se une a su receptor
IL-6R (IL-6R a), que se encuentra en la membrana (mIL-6R) o en su forma soluble (sIL-6R),
que a su vez debe unirse a la glicopreteina 130 (gp 130, también conocida como subunidad
B del IL-6R, para iniar la ruta de sefializacion e inducir la transcripcion génica (Figura 36).
Las células que no expresan IL-6R, que de forma basal no responderian a IL-6, pueden ser
estimuladas por el complejo slIL-6R-IL-6 (proceso conocido como trans-sefializacion)
(Garbers et al., 2018).
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Figura 36. Esquema de la sefializacién de 1I-6. 1I-6 se une a su receptor de membrana mIL-6R
(sefalizacion clasica) o a su forma soluble sIL-6R (trans-sefializacion) del receptor IL-
6R a. La sefalizacién IL-6 est4 mediada por la homonimerizacion de gp130, que se
expresa de forma ubicua, y activa la ruta JAK-SAT y SHP2-MAPK. D1-D3:
subdominios de IL-6R a; Gp130= Glicoproteina 130; JAK/STAT = del inglés, “Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription”; SHP2/MAPK = del inglés,
“Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2/mitogen-activated protein
kinase”; STAT3 = del inglés, “signal transducers and activators of transcription 3”.

Imagen tomada y modificada de (Fujihara et al., 2020).

La IL-6 esta implicada en numerosos procesos fisiolégicos: estimula la produccién de
proteinas de la fase aguda, hematopoyesis, angiogénesis, diferenciacion osteoclastica, etc.
En el sistema inmune en particular, en una citoquina principalmente pro-inflamatoria, dado
que favorece la produccion de anticuerpos, la activacion de linfocitos T y media el balance
entre los linfocitos proinflamatorios T helper (Th) 17 y los linfocitos T reguladores (reg). La
IL-6 también se considera una mioquina, una citocina producida por el musculo, ejerciendo

en este caso un papel antinflamatorios (Brandt & Pedersen, 2010).

En el SNC, IL-6R se expresa fundamentalmente en oligodendrocitos y CMi. Se conoce que
las neuronas, la CMa, la CMi y las células endoteliales puede producir IL-6 tras un dafio y
que sus niveles en sangre y LCR se encuentran elevados en muchas enfermedades
neuroinflamatorias (Erta et al., 2012). La disregulacion de la expresion o la sefializacion de
IL-6 se ha relacionado con numerosas enfermedades inflamatorias o linfoproliferativas
(Garbers et al., 2018). Por ejemplo, en la neuromielitis Optica, el uso de tratamientos anti-IL-

6 han demostrado claramente su eficacia (Fujihara et al., 2020).
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Curiosamente, en el modelo de axotomia por ApNO, la administracién intravitrea de IL-6 ha
demostrado conseguir la regeneracién de los axones de CGR (Fischer, 2017; Leibinger
etal.,, 2016). En un modelo de isquemia cerebral en rata, la IL-6 consigue modular la
integridad de la BHE y reduce la expresién de otras citoquinas pro-inflamatorias (como IL-18

y TNF-a) y la muerte neuronal (Feng et al., 2015).

1.7.2.6 CD206

El receptor de manosa de macréfagos (CD206) es una glicoproteina transmembrana,
miembro de la familia de las lectinas tipo C. Su funcién principal es la internalizacién de las
proteinas manosiladas, presentes en algunos antigenos microbianos, para su
procesamiento antigénico (Stahl & Ezekowitz, 1998); aunque también se ha relacionado con

la pinocitosis y la fagocitosis (Régnier-Vigouroux, 2003).

Se encuentra principalmente en las células dendriticas inmaduras, en los macréfagos
tisulares (Wollenberg et al., 2002) y en la CMa (Burudi et al., 1999) y en la CMi (Durafourt
et al., 2012). En la CMi en particular, es un marcador que se sobreexpresa cuando la célula
adquiere un fenotipo méas antinflamatorios, e intenta aliviar el dafio tisular fagocitando las

células apoptéticas (Chhor et al., 2013; Durafourt et al., 2012).

La expresion de CD206 en la CMi de la retina es escasa y se concentra fundamentalmente
alrededor del NO. Tras el ApNO, las CMi CD206" se incrementan y, curiosamente,
disminuyen en la retina contralateral (Gonzéalez-Riquelme et al., 2021). El uso de moléculas
con efecto antinflamatorios en este modelo, como a-1 antitripsina (Zhou et al., 2018) o la

progesterona (P. Yang et al., 2021), aumenta la expresion de Cd206.

De forma similar, la CMi en cerebro o ME, se activan ante un estimulo nocivo y la
polarizacién al anteriormente conocido como fenotipo M2 CD206" contribuye a controlar el
dafo (Akhmetzyanova et al., 2019b; Bai et al., 2021; Ran et al., 2021).

1.7.2.7 IL-4

La interleucina-4 (IL-4) es una citocina antinflamatoria producida principalmente por los
linfocitos Th2 (T helper o cooperadores 2), mastocitos y baséfilos. Sus funciones principales
son: ser un feedback positivo para la produccion de IL-4 y otras citoquinas antiinflamatorias,
como IL-13; feedback negativo para la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, como
TNF-a, interferén gamma (IFNy) o IL-17; promover la proliferacién de linfocitos B con
sobrexpresion de MHC Il y receptores de IL-4 (IL-4Rs). Hay 2 tipos de IL-4Rs: IL-4R tipo |,

principalmente expresado en las células hematopoyéticas, e IL-4R tipo I, que también
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funciona como receptor de IL-13, en células no hematopoyéticas (Gadani etal.,, 2012;
Sequeida et al., 2020).

Tanto la CMi como CMa tienen IL-4Rs. Tanto IL-4, como IL-10 o IL-13, promueven la
diferenciacion de CMi a un perfil mas antinflamatorio (Michels et al., 2014; Quarta et al.,
2020). Tanto en modelos de epilepsia genética como relacionada con gliomas, se ha
observado que IL-4 puede modular la epileptogénesis regulando la polarizacion de las CMi
(L. Chen et al., 2020; T. Li et al., 2017; Sun et al., 2017). En modelos de isquemia cerebral,
IL-4 inhibe la activacion de la CMi pro-inflamatoria y favorece la recuperacion neurofuncional
(Yang et al., 2016; Zhao et al., 2015). A nivel de la macroglia, IL-4 es capaz de inhibir la

proliferacion astrocitaria (Mashkaryan et al., 2020).

La administracion de IL-4 favorece la polarizacién y duracién de CMi a un fenotipo mas
antinflamatorio, reduciendo la pérdida de CGR en un modelo de isquemia/reperfusion de
glaucoma (D. Chen et al., 2022). Ademas, es capaz de inducir un fenotipo reparador en el
epitelio pigmentario de la retina que podria contribuir a este efecto neuroprotector (Zhou
et al., 2022). En un modelo de axotomia de ApNO en el que se ha probado la progesterona
como neuroprotector, se objetiva aumento de expresion de Il-4 a partir del tercer dia tras la
lesién (P. Yang et al., 2021).

1.7.2.8 TGF-B1

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-$1) es codificado por el gen del mismo
nombre. Pertenece a la familia de los factores de crecimiento de las citocinas. Presenta una
amplia expresion en todo el cuerpo, destacando el bazo y el timo (Yue et al., 2014). Es una
citocina especialmente implicada en el control de la proliferacién y la diferenciacién (Azhar
et al., 2009).

En el sistema inmune, la funcion es principalmente supresora. Se sintetiza por los linfocitos
T reguladores, entre otras células. TGF-B1 inhibe la proliferacion de los linfocitos T
autorreactivos y favorece la supervivencia de los linfocitos T reguladores, los linfocitos B y
actia de forma bivalente en la serie monocito/macréfago (Gilbert et al., 1997; Lebman &
Edmiston, 1999). Ademas, puede inhibir la secrecion de otras citoquinas pro-inflamatorias,
como el IFN-y o el TNF-a (Sanjabi et al., 2009).

En la CMi, cuando esti4 activada con un fenotipo mas antinflamatorio, se sintetizan
citoquinas con este efecto, como TGF-1, II-4 o IL-10, que intervienen en el control de la
respuesta inflamatoria y en la remodelacion del tejido, su reparacion y su recuperacion
(Goldmann & Prinz, 2013; Mathieu et al., 2010) (Figura 37).
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Figura 37. Polarizacién de la microglia en la inflamacién en el SNC. La microglia en estado
vigilante puede ser activada por diversos estimulos que marcaran la polarizacion
celular. IFN-y o el lipoporisacarido (LPS) promueven un pro-inflamatorio, que
favorece liberacion de ILs pro-inflamatorias y la atraccion de linfocitos Thl o Th17,
que activaran a neutréfilos y macréfagos, favoreciendo la reaccion inflamatoria local.
1I-4, IL-10 o IL-13 inducen un estado antinflamatorios, que favorece la liberaciéon de
citoquinas antinflamatorias y la activacién de linfocitos Treg, que contribuyen a
suprimir la respuesta inmune; promueve la fagocitosis de residuos celulares y
contribuye a la reparacion tisular. Imagen tomada de (Goldmann & Prinz, 2013).

En el modelo del ApNO en raton, de forma similar a lo expuesto con TSPO, el tratamiento
con minociclina induce una sobrerregulacion de TGF-B87 en la retina lesionada y en la
contralateral (Lucas-Ruiz et al., 2019). En el cerebro, conocemos que el modelo de ratén
knokout para TGF-B17 presenta una intensa activacion de la CMi y pérdida neuronal (Brionne
et al.,, 2003), demostrando ante diversos estimulos su papel neuroprotector mediante el

control de la inflamacién (Dhandapani & Brann, 2003; Martinez-Canabal, 2015).
1.7.3 MARCADORES DE APOPTOSIS
1.7.3.1 Caspasa-3

La Caspasa-3 pertenece a la familia de las caspasas, un grupo de enzimas que poseen un

residuo de cisteina que media la ruptura de proteinas.

El estudio de la Caspasa-3 se aborda dado que ejerce un papel fundamental en la

apoptosis, uno de los dos mecanismos basicos de muerte celular (necrosis y apoptosis). La
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necrosis ocasiona una dilatacion del citoplasma de la célula que acaba en una lisis de la
misma, con liberacion del material al medio extracelular, con la consiguiente respuesta

inflamatoria tisular (Wyllie et al., 1980).

En la apoptosis, la célula conserva la integridad de la membrana, se condensa la cromatina
y se fragmenta el ADN, siendo posteriormente fagocitada sin liberar productos celulares al
medio ni generar respuesta inflamatoria. La muerte por apoptosis es un mecanismo celular
programado genéticamente que se activa tras determinados estimulos: la via extrinseca es
activada por el receptor de TNF (Schulze-Osthoff et al., 1998) y la via intrinseca se inicia por
una alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocontrial (Green & Kroemer, 2004);

ambas vias confluyen en la activacién de la Caspasa-3, que ejecutara la apoptosis.

Una lesion en el SNC como el ApNO provoca un aumento de Caspasa-3 en la retina
lesionada y en la contralateral, y la administracién de inhibidores de las caspasas previene
la apoptosis de las CGR (Lucas-Ruiz et al., 2019; Sanchez-Migallén et al., 2016; Tawfik
etal.,, 2021). Uno de los mecanismos subyacentes a este efecto esta mediado por el
incremento de expresion de Tnfrl tras el ApNO, que activa la ruta de las caspasas por la via
extrinseca y cuya inhibicion también favorece la supervivencia de las CGR (Agudo et al.,
2008; Lucas-Ruiz et al., 2019; Vidal-Sanz et al., 2000). Aunque existen numerosos trabajos
que estudian la neurodegeneracion en la via visual anterior, el estudio de
neurodegeneracion en CS u otras regiones retino-recipientes es escaso y se ha centrado
hasta ahora en la respuesta inflamatoria glial (Sapienza et al., 2016; Smith et al., 2018).
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2. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS




2.1 HIPOTESIS

Las hipotesis de este trabajo son:

1. La respuesta inflamatoria y degenerativa en la retina contralateral al ApNO
se debe tanto a mecanismos desencadenados por el aplastamiento del nervio éptico

(ApNO) como ala cirugia en si misma.

2. La reaccion inflamatoria tras el ApNO de ambas retinas se extiende al
coliculo superior, por ser el principal centro de proyeccién de las CGR, asi como a

otras regiones del SNC con un efecto distancia-dependiente respecto a la lesién.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales de este estudio son tres:

1. Analizar la expresion génica en la respuesta inflamatoria tras el ApNO en la
retina lesionada y en la contralateral.

2. Analizar la expresion génica en la respuesta inflamatoria tras el ApNO en
regiones del SNC, ipsi- y contralaterales a la lesion: el coliculo superior,
principal centro de proyecciéon de las CGR en el raton, y en regiones remotas
del SNC, fuera de la via visual (RRSNC: hipocampo, bulbo olfatorio, cerebelo y
médula espinal), a diferentes distancias de la lesién.

3. Estudiar a nivel anatomo-patoldgico la respuesta glial al ApNO en tres areas
representativas del SNC, ipsi- y contralaterales a la lesidn: coliculo superior y

algunas RRSNC (hipocampo y bulbo olfatorio).
2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para llevar a cabo estos objetivos generales, se llevaron a cabo los siguientes objetivos

especificos:

A. Analizar la respuesta inflamatoria tras el ApNO en la retina lesionada y en la
contralateral a la lesion.
a. Analizar la expresion génica de moléculas pro- y antinflamatorias.
b. Analizar la expresion génica de marcadores de gliosis.
c. Comparar la respuesta a la cirugia Sham frente a retinas intactas.
d

Comparar el efecto del ApNO frente a la cirugia Sham.




B. Analizar la respuesta inflamatoria en el CS ipsi- y contralateral al ApNO, como

principal centro de proyeccién de las CGR en el ratén.

a.

-~ o a0 T

° Q@

Analizar la expresion génica de moléculas pro- y antinflamatorias.
Analizar la expresion génica de marcadores de gliosis.

Analizar la densidad, tamafio y morfologia de las CMi Ibal".

Analizar el marcaje con CD68 en las CMi Ibal".

Analizar la evolucién del area ocupada por GFAP.

Analizar el marcaje con MHC Il en los astrocitos.

Demostrar el efecto del ApNO en el CS de un animal intacto.
Comparar la respuesta a la cirugia Sham en el CS respecto al intacto.

Comparar la respuesta al ApNO frente a la cirugia Sham.

C. Analizar la respuesta inflamatoria tras el ApNO en diferentes regiones fuera de

la via visual y a diferentes distancias de la lesion (RRSNC: hipocampo, bulbo

olfatorio, cerebelo y médula espinal).

a.
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Analizar la expresién génica de moléculas pro- y antinflamatorias.

Analizar la expresién génica de marcadores de gliosis.

Analizar la densidad, tamafio y morfologia de las CMi lbal".

Analizar el marcaje con CD68 en las CMi Ibal”.

Analizar la evolucion del &rea ocupada por GFAP.

Analizar el marcaje con MHC Il en los astrocitos.

Comparar la respuesta a la cirugia Sham en cada regién respecto al intacto.

Comparar la respuesta al ApNO frente a la cirugia Sham.
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3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratones macho pigmentados (C57BL/6)
con un peso de entre 25-35¢g y con edades adultas comprendidas entre las 8 y 12 semanas
de edad. Los animales fueron criados y mantenidos en el Servicio de Animales de
Experimentacion de la Universidad de Murcia. En éste, se alimentaron “ad libitum” y se
mantenian en jaulas, en habitaciones aclimatadas con temperatura y ciclos de luz/oscuridad

controlados.

Los animales fueron tratados de acuerdo con la Normativa Europea (Directiva 2010/63/UE)
y Espafiola (RD 53/2013) vigente sobre la proteccion de los animales utilizados para la
experimentacion y otros fines cientificos y siguiendo las indicaciones de la Asociacion para
la Investigacién en Vision y Oftalmologia (The Association for Research in Vision and
Ophthalmology, ARVO). Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica y
estudios animales de la Universidad de Murcia (protocolos aprobados: A1320140704,
A13170110 y A13170111).

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

En este apartado se exponen animales utilizados para este proyecto por grupos temporales
y segun las técnicas usadas para el andlisis. Expondremos el disefio experimental en
funcion de nuestros objetivos principales. En todos ellos, nos referiremos como “animales
intactos” a aquellos a los que no se les realizd ninguna lesién, y como “animales
experimentales” a aquellos ratones a los que se les realizé una intervencion quirdrgica, bien

aplastamiento del ApNO o toda la cirugia salvo el aplastamiento (Sham).

Objetivo 1. Analizar la expresion génica en la respuesta inflamatoria tras el ApNO en
la retina lesionada y en la contralateral. Objetivo 2. Analizar la expresiéon génica en la
respuesta inflamatoria tras el ApNO en regiones del SNC, ipsi- y contralaterales a la
lesién: el CS, principal centro de proyeccion de las CGR en el raton, y RRSNC (H, BO,

CE y ME) a diferentes distancias de la lesion.

El disefio experimental para los dos primeros objetivos se esquematiza en la Figura 38. Se
realizaron 3 grupos: animales intactos, ratones con ApNO y otros a los que se les realizo la
cirugia completa salvo el aplastamiento del NO (Sham). Se estudiaron 3 animales por
intervalo de supervivencia a 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesion. Las muestras estudiadas fueron

las retina, el CS, el BO, CE, ME y el H, tanto ipsi- como contralaterales a la lesion.
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Figura 38. Esquema del disefio experimental para el estudio molecular. Se analizaron
marcadores de gliosis, pro- y antinflamatorios y de apoptosis. En los animales Sham,
la retina ipsilateral al NO expuesto, aunque potencialmente no sufre un dafio directo,

se denomind retina Sham.

Objetivo 3. Estudiar a nivel antomo-patolégico la respuesta glial al ApNO en tres
areas representativas del SNC, ipsi- y contralaterales a la lesiéon: CS y algunas RRSNC
(Hy BO).

El disefio experimental se ilustra en la Figura 39: Se hicieron 3 grupos: animales intactos,
ratones con ApNO y sus Sham. Se estudiaron 3 animales por tiempo de estudio, a 3, 9 6 30
dias tras la lesién. Las regiones analizadas fueron CS, H y BO, tanto ipsi- como

contralaterales.
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Figura 39. Esquema del disefio experimental para el estudio anatomo-patolégico. Se

analizé la respuesta inflamatoria macro y microglial.

Una vez que cada hemiencéfalo fue cortado en secciones sagitales, se eligieron entre 3-4
portaobjetos que contuvieran secciones que por su aspecto macroscoépico presentaran las
regiones de estudio (3-4 portaobjetos por hemiencéfalo y tiempo para cada
inmunohistofluorescencia). De esta manera, se realizé la inmunodetenccion microglial de
aproximadamente 6 secciones por animal y tiempo estudiado. De igual modo, se llevé a

cabo el mismo método para la inmunohistofluorescencia macroglial (Tabla 3).

Intacto (n=18, 9 por hemiencéfalo)

3 dias post-ApNO 3 dias Sham
Inmunohistofluorescencia (n=18) (n=18)
para el estudio microglial:
9 dias post-ApNO 9 dias Sham
Ibal, CD68, DAPI. (n=18) (n=18)
(=) 30 dias post-ApNO 30 dias Sham
(n=18) (n=18)

Intacto (n=18, 9 por hemiencéfalo)

Inmunohistofluorescencia 3 dias post-ApNO 3 dias Sham
para el estudio macroglial: (n=18) (n=18)
GFAP, MHC II, DAPI. 9 dias post-ApNO 9 dias Sham
(n=18) (n=18)
(n=54)
30 dias post-ApNO 30 dias Sham
(n=18) (n=18)
Tabla 3. Secciones de hemiencéfalo usadas para el estudio de la la reaccion micro o

macroglial tras el ApNO en las regiones cerebrales de interés.

Posteriormente, se procedié a la adquisicibn de imagenes de las areas de interés
mencionadas (ver Apartado 3.5.6. Adquisicidon de Imagenes). Se fotografiaron entre 3-6
imagenes representativas por cada area cerebral de interés, animal y tiempo de estudio,

que posteriormente se analizaron (ver Apartado 3.5.7. Procesado de Imagenes).
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3.3 APLASTAMIENTO DEL NERVIO OPTICO O CIRUGIA SHAM

Antes de la cirugia, todos los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal de una mezcla de Ketamina 5% (70mg/kg de peso corporal Ketolar®, Pfizer,
Alcobendas, Madrid, Espafia), Xilacina 2% (10 mg/kg de peso corporal, Rompun®, Bayer,
Kiel, Alemania) y Buprenorfina 5% diluida 1:20 en suero salino (Buprex®, Schering-Plough
SA, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia), dependiendo del peso del animal. Las
manipulaciones microquirdrgicas se efectuaron con la ayuda de un microscopio quirdrgico
OPMI-11-FC (Carl Zeiss, S.A.) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss, S.A.) y con el

instrumental de microcirugia pertinente.

Inmediatamente después de la cirugia, se aplic6 en ambas superficies oculares pomada
ocular de tobramicina (Tobrex®, Alcon-Cusi, S.A., El Masnou, Barcelona, Espafia) para
prevenir la desecacion corneal. Los animales fueron entonces devueltos a su jaula y
colocados bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su recuperacion de la anestesia vy,
posteriormente, fueron depositados en el animalario, donde permanecieron hasta su
sacrificio.

En todos los grupos experimentales se realizé la cirugia en el ojo izquierdo, ojo
experimental, mientras que el ojo derecho, ojo contralateral, se mantuvo intacto.

3.3.1 APLASTAMIENTO DEL NERVIO OPTICO

El aplastamiento del nervio 6ptico (ApNO) se realizé siguiendo la técnica descrita (Galindo-
Romero et al., 2013a; Lucas-Ruiz et al., 2019; Nadal-Nicolas et al., 2009; Parrilla-Reverter
et al., 2009; Sanchez-Migallon et al., 2016, 2018; Vidal-Sanz et al., 1987). Se procedio al
rasurado de la cabeza del animal para hacer una incision en direccién longitudinal a la linea
media sagital. A continuacién, se separan los bordes para visualizar el reborde superior de
la 6rbita ocular izquierda, se desinserta el tendén de Zinn y se secciona con el bisturi la
insercion del recto y oblicuo superiores. Esto permite la tracciéon del globo ocular para
exponer la porcién anterior del nervio éptico izquierdo, donde se practica el aplastamiento
con un pequefio férceps angulado a 2 mm distal al polo posterior del ojo durante 10
segundos. Para acabar, el globo ocular se reposiciona en la cuenca orbitaria tras la
distraccion minima del procedimiento y se sutura la piel junto con el tejido celular
subcutaneo con seda quirdrgica de grosor 4/0. Para comprobar que durante el ApNO no ha
dafiado la irrigacion de la papila o de la retina, se realiza una funduscopia directa para
constatar la normalidad de los vasos retinianos y la correcta coloracion de la retina en
ambos ojos. Finalmente, se aplica un ungiiento corneal en ambos ojos para evitar la
gueratitis por desecacion durante la anestesia del animal. En el caso del Sham, se realiza el

mismo procedimiento expuesto anteriormente salvo el ApNO.
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3.3.2 CIRUGIA SHAM

Ademas de incluir un grupo de animales intactos, para descartar el efecto de la cirugia en la
neuroinflamacioén, se realizé un grupo experimental “Sham”, en el que los animales eran
anestesiados y se realizaba la cirugia segun se ha descrito en el apartado anterior pero, una
vez expuesto el NO izquierdo, no se aplastaba (ver Apartado 3.2. Disefio Experimental).
En los animales Sham, la retina ipsilateral al NO expuesto, aunque potencialmente no sufre

un dafo directo, se denominé retina Sham.

3.4 EXTRACCION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS MOLECULAR

Los animales utilizados para el estudio molecular (Figura 38) (Tabla 3) fueron sacrificados
con una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico al 20% e inmmediatamente se

procedio a la diseccion en fresco de las areas de interés: retinas, CSs, Hs y BOs.
3.4.1 DISECCION DE TEJIDOS EN FRESCO

Retina

En primer lugar, se procede a la enucleacién del ojo e inmersion en HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution, Gibco, Reino Unido) con Anfotericina al 1%. A continuacioén, se
procede a separar la coérnea recortandola siguiendo todo su didmetro a 1-1,5 mm por
delante del limbus y paralelo a este. Una vez excluida la cornea, se procede a retirar el
cristalino y el humor vitreo evitando dafiar la retina. Para separar la retina de la coroides y
de la esclera, se utilizan dos pinzas: una sujeta la ora serrata mientras la otra se introduce
entre la retina y la coroides. De esta manera, se consigue separar la retina hasta que el
Unico punto de unién es el NO, que finalmente se corta con tijeras. Una vez separada la
retina, se introduce en un eppendorf y se congela inmediatamente con nitrégeno liquido y se

guardan a -80°C hasta la posterior extraccion de ARN.
Encéfalo y médula espinal

Inicialmente, se corta la piel del ratdn mediante un corte en direccién sagital para exponer el
craneo del animal. A continuacién, usando tijeras y con sumo cuidado de evitar el dafio del
parénquima cerebral, se corta el craneo desde la region media occipital hasta el hueso
nasal, lo que permite desplazar a sendos lados las laminas dseas para exponer el cerebro,
el cerebelo y la union bulbomedular. Ademas, se secciona el segmento cervical de la
columna vertebral para exponer el canal espinal y la ME espinal (Figura 13). Para extraer el
cerebro, se corta la ME cervical a la altura de C1-C2 y se tracciona levemente hacia arriba
del cerebro. Para separarlo definitivamente de la base del crdneo, se cortan los nervios

craneales que la atraviesan evitando dafiar la regiéon quiasmatica y la porcién intracraneal
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de ambos NO. Una vez que tenemos el encéfalo fuera del craneo, se divide en dos
mediante el uso de un bisturi siguiendo el eje sagital mayor; es decir, seccionando a través
la cisura interhemisférica y la cara superior del vermis. En cuanto a la ME, se secciona una

porcion cervical espinal y se divide en ambas hemimédulas por el surco mediano dorsal.

Una vez que los tejidos son divididos por lateralidad, se puede identificar y diseccionar, de
cada mitad, el CS, H, BO, hemicerebelos (hemiCE) y hemimédulas (hemiME). Cada
muestra se guarda en un eppendorf correctamente identificado para su congelacion
inmediata con nitrégeno liquido y posterior almacenamiento a -80°C hasta que se proceda a

la extraccion de ARN.

3.4.2 EXTRACCION DE ARN

Antes de iniciar el proceso de extraccion de ARN (acido ribonucleico), se procedié a la
atemperacion de las muestras en hielo. En primer lugar, se afiadid6 500 ul de Nucleozol
(Macherey-Nagel, Duren, Alemania) a cada eppendorf y se tritur6 y mezclé de forma
simultanea con un homogeneizador manual (San Luis, Misuri, Estados Unidos). A
continuacion, se afiadi6 200 pl de agua libre de ARNasas (Sigma-Aldrich, Alcobendas,
Madrid, Espafia) en cada microtubo, se agité vigorosamente durante 15 segundos y se dejé
reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente (RT, del inglés “room temperature”). Acto
seguido, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 revoluciones por minuto (rpm) durante
15 minutos RT para conseguir la diferenciacion de fases en la solucion. Se recogi6 el
sobrenadante de cada muestra y se le afadi6 el volumen analogo de isopropanol (Sigma-
Aldrich, Alcobendas, Madrid, Espafia) y se mezcl6 con el vértex. Se dejaron reposar durante
10 minutos y, a continuacion, se volvié a centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm RT. Al
finalizar, se retir6 el sobrenadante y se podia observar a simple vista el pellet en el fondo
del microtubo. Se afiadié 200 pul de etanol 75% a cada tubo y se centrifugd de nuevo
durante 3 minutos. Seguidamente, se elimind con pipeta el etanol con precauciéon de no
retirar el pellet y se dej6é secar durante 1 hora. Para finalizar, se afiadié 20 ul de agua libre
de ARNasas a cada muestra, y se calent6é durante 15 minutos a 55°C para disolver el ARN,
se centrifugaron y se guardaron congeladas a -80°C hasta que se fuese a llevar a cabo la

sintesis del ADN complementario (ADNCc).

3.4.3 SINTESIS DE ADNc

Para la sintesis del ADNc, tras la descongelacion a temperatura ambiente, se cuantificé la
concentracion de ARN (ng/ul) de cada muestra en un Nanodrop (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachussetts, Estados Unidos) y se aislé 1ug total de ARN de cada muestra.
Se siguieron las instrucciones del kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” de

Invitrogen (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachussetts, Estados Unidos).
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Inicialmente, se destruyeron los restos de ADN, si los hubiera, con ADNasa (Z-DNase,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachussetts, Estados Unidos) a 37°C durante 2
minutos. A continuacion, se afiadieron cebadores que reconoceran las secuencias de ARN y
nucledtidos mientras se incubaba durante 5 minutos a 55°. Posteriormente, se afiadié la
enzima retrotranscriptasa y agua libre de ARNasa en cada tubo y se introducjo en el
termociclador que estaraba configurado para que se sucedieran 3 fases (10 minutos a 25°C,
120 minutos a 37°C y 5 minutos a 85°C). Una vez finaliza, las muestras se guardan a -20°.

3.4.4 PCR CUANTITATIVA

La PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 por el Servicio de Gendémica del Instituto Murciano de
Investigacion Biosanitaria (IMIB-Pascual Parrilla) usando SYBR Premix Ex Taq Il (Tl
RNaseH Plus, TaKara; Thermo Fisher Scientific), 450 nM primers, en un volumen total de 5
pl. Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacion cuyas condiciones fueron: fusion durante
15 segundos a 95°C, alineacién y elongacion de la cadena durante 45 segundos a 60° y de
extension a 72°C. Se aplica una curva de disociacion al final de cada carrera mediante el
aumento gradual de temperatura de 60 a 95° mientras se recogen los datos de
fluorescencia de forma continua. Los valores de Ct se convirtieron a “Cuantificacion relativa”

utilizando el método 224

descrito por(Livak & Schmittgen, 2001). Se evaluaron dos genes
candidatos para control de carga (Hprt y Gadph) utilizando NormFinder. Todos eran

igualmente termoestables y se utiliz6 la media de sus Ct.

3.4.4.1 Genes de estudio

Los genes estudiados y los primers se adquirieron en la casa comercial Sigma-Aldrich, San
Luis, Misuri, Estados Unidos. Se exponen en la Tabla 4, a continuacion.
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Gen/Proteina Forward Reverse

Aq4 GTGTTCACTATTTTTGCCAG CAATATATCCAGTGGTTTGCC
Iba TTCATCCTCTCTCTTCCATC TCAGCTTTTGAAATCTCCTC
Gfap GGAAGATCTATGAGGAGGAAG  CTGCAAACTTAGACCGATAC
Caspasa-3 Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
Cd206 Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
Cxcrl AACACCATGCTGTCATATTC GTAAGCTACTATGCTTGCTG
Mhc I Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
Tgf-B1 GCATACCAACTATTGCTTCAG TGTCCAGGCTCCAAATATAG
I-18 GGATGATGATGATAACCTGC CATGGAGAATATCACTTGTTGG
-4 Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
I1-6 AAGAAATGATGGATGCTACC GAGTTTCTGTATCTCTCTGAAG
Lcn2 Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
Tnf-a CTATGTCTCAGCCTCTTCTC CATTTGGGAACTTCTCATCC
Tspo ACGTACAAAGTAGGCTCC AACACCATGCTGTCATATTC
Gapdh Predisefiado y validado por Sigma-Aldrich
Hprt AGGGATTTGAATCACGTTTG TTTACTGGCAACATCAACAG
Tabla 4. Primers utilizados de los genes de interés para qPCR.

3.4.5 ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis de la expresion de cada gen estudiado se realizo por cada tejido a estudio (retina,
CS, H, BO, CE, ME) al dia 1, 3, 9 6 30 tras la lesién y en animales intactos. La expresion
génica de cada tejido se analiz6 en animales intactos, Sham y tras el ApNO. De esta
manera, se pudo establecer si el gen a estudio estaba sobrexpresado/sobrerregulado o
infraexpresado/infrarregulado en relacién con el valor de referencia en cada comparacion.

Se llevaron a cabo 2 comparaciones:

e Comparacién de la respuesta inflamatoria Sham vs. intacto. Por una parte, se
estudio la expresién en el animal intacto, valor que se consideré como de referencia
(valor 1) para ese tejido y para ambos lados. Luego se analizé la respuesta del
tejido a estudio, ipsilateral o contralateral al ApNO, en los animales Sham y se
expres6é de forma relativa respecto al valor del intacto. Se buscaron diferencias

estadisticamente significativas entre la expresion génica del Sham y la del intacto.
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e Comparacién de la respuesta inflamatoria ApNO vs. Sham. Para aislar la
respuesta inflamatoria exclusivamente por el ApNO, se comparo el tejido de interés
del animal ApNO con la expresion en su correspondiente Sham, considerado en
este caso como valor de referencia (valor 1). Se examind si habia diferencias entre
los animales ApNO respecto a su Sham; entre los otros grupos de otros tiempos de

estudio; y entre ambos hemisferios.

En cada analisis comparativo realizado para cada tejido, se buscaron también diferencias

entre ambos lados y a lo largo de los tiempos estudiados.

3.5 DISECCION DE MUESTRAS PARA ESTUDIO HISTOLOGICO

3.5.1 SACRIFICIO, PERFUSION Y FIJACION DEL ANIMAL

Para sacrificar a los animales, se les administré via intraperitoneal una sobredosis de de
pentobarbital sddico al 20% (Dolethal Vetoquinol®, Especialidades Veterinarias S.A.;

Alcobendas; Madrid, Espafia).

En aquellos animales utilizados para el estudio anatémico, tras la sobredosis, se realizé la
perfusion para la fijaciéon de los tejidos desde el ventriculo izquierdo. Para ello, se corto la
piel siguiendo la linea media desde la apdfisis xifoides hasta la porcidn mas rostral del térax
y se expuso la caja toracica. Se seccioné el diafragma y se retir6 el peto costal dejando
expuestos mediastino anterior y el corazén. A continuacién, se cort6é la auricula derecha,
comprobando la salida espontdnea de sangre. Se procedié a la perfusién a través del apex
ventricular con una aguja de 20G 30-40ml de suero salino al 0,9% para sustituir la sangre
del arbol vascular e infundir posteriormente por la misma aguja un volumen de entre 50-60
ml| de paraformaldehido (PFA) al 4% en 0,1 Molar (M) de tampén fosfato salino (PBS, del
inglés “Phosphate Buffer Saline”).

3.5.2 DISECCION DEL ENCEFALO

La extraccion conjunta del encéfalo y la ME se realiz6 tras la fijacion del animal siguiendo el
mismo método explicado en el Apartado 3.4.1. Diseccidon de tejidos en fresco, salvo la

realizacion del corte sagital, dado que la fijacion se hace en una Unica pieza.
3.5.3 PROCESADO HISTOLOGICO DEL ENCEFALO

Inmediatamente tras la extraccion del encéfalo, se post-fija durante dos horas en PFA 4%.
Posteriormente se lava con PBS 0,1M y se crioprotege mediante inmersion en soluciones
secuencialmente crecientes de sacarosa (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia):

primero sacarosa al 15% en PBS 0,1M vy, a continuacion, en sacarosa al 30% durante 24
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horas cada fase. A continuacién, se divide en dos mitades siguiendo la cisura
interhemisférica cerebral y la cara dorsal del vermis. Cada una de ellas, correctamente

identificada, es congelada rapidamente en hielo seco y se almacenada a -80°C.

- =~

Figura 40. Encéfalo de ratén seccionado en dos mitades a través del eje sagital mayor. La
pieza mas cercana al extremo izquierdo de la imagen se corresponde con la mitad
derecha y la otra, la hemiseccion encefélica izquierda. En esta Ultima, se visualiza
facilmente, de rostral a caudal (de derecha a izquierda en la imagen), el bulbo
olfatorio, la corteza prefrontal, el coliculo superior y el cerebelo, acabando finalmente

en la porcion mas alta de la médula espinal cervical.

3.5.4 SECCIONES DE CEREBRO

En el momento del corte del hemisferio en secciones, se procedia al montaje del mismo
sobre la platina usando el medio 6éptimo de montaje para congelacién (Tissue-Tek®
O.C.T.™; Sakura, Finetek U.S.A, Inc., Torrance, CA, EE.UU). Las secciones se realizaron
con una orientacién sagital y con un grosor de 25 pum usando un criostato (Leica, Jung
CM3000, Alemania). Las secciones se recogieron en portaobjetos pretratados para este fin
(SuperFrost®Plus, VWR International, Eurolabs SL, Barcelona, Espafia) y se guardaron a -

20°C hasta su uso.
3.5.5 INMUNOHISTOFLUORESCENCIA

El estudio histolégico de las areas de interés estudiadas en cerebro y de diferentes

poblaciones celulares se realizé6 mediante técnicas de inmunohistofluorescencia.
El protocolo seguido para las secciones sagitales de cerebro fue el siguiente:

1. Permeabilizacion: En primer lugar, se procede al atemperado y retirada de Tissue-

Tek® adherido a las secciones y al porta mediante dos lavados con PBS durante 5

76




minutos a temperatura ambiente (2x5 min RT). Posteriormente, el tejido se
permeabiliza con tres lavados de PBS-Triton® X-100 0,1% (3x10 min RT).

2. Incubacién con los anticuerpos primarios: Se preparé la solucion con los
anticuerpos primarios, el tampén de bloqueo con NDS (Normal Donkey Serum,
NDS, Jackson InmunoResearch Inc., Cambridge, Reino Unido) o NGS (Normal
Goat Serum NGS, Jackson InmunoResearch Inc, Cambridge, Reino Unido) diluido
al 2% en PBS-Triton® X-100 al 2% en PBS 0,1M y se aplic6 300 uL a cada
portaobjetos. Para evitar el escape del liquido o la evaporacién, se cubrieron
posteriormente con una capa de plastico elastico (Parafiim®, Bemis Company Inc.,
Neenha, Wisconsin, EE.UU.) y permanecieron durante 24 horas a 4°C. Al dia
siguiente, se retiré el plastico y las secciones se lavaron en PBS-Triton® X-100
0,5% (3x10 min RT).

3. Incubacion con los anticuerpos secundarios: La incubacién de los cortes con los
anticuerpos secundarios en PBS-Tritébn® X-100 2% se realiz6 durante 2 horas RT,
también cubiertos con Parafim®. Tras la incubacion, se lavaron las retinas con
PBS-Triton® X-100 0,5% (3x10min RT) y, por ultimo, dos lavados con PBS 0,1M

para retirar los restos de detergente (2x5min RT).

Los cortes histolégicos se montaron con un medio de montaje comercial que contiene DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol, Vectashied®, Laboratorios Vector, Inc., Burlingame, CA,

EE.UU.), se cubrieron con un cubreobjetos y se sellaron con esmalte de ufias.
3.5.5.1 Anticuerpos primarios y poblaciones inmunodetectadas

Para la identificacion de las distintas poblaciones celulares, se usaron varios
anticuerpos primarios (Tabla 5) que reconocian de manera especifica distintas proteinas de
interés. Los anticuerpos primarios fueron reconocidos por anticuerpos secundarios
conjugados a un fluoréforo que permitia su deteccién. Para el marcaje general de todas las
células, se utilizoé el marcaje con DAPI ya que se intercala en la doble cadena de ADN vy tifie

todos los nicleos celulares, con un maximo de emision a 461nm.
Inmunodeteccién de las células de la microglia

La deteccion de la poblacién total de las CMi se realiz6 mediante el uso de un anticuerpo
gue reconoce a lbal. Esta molécula s6lo se expresa en CMi y células del sistema

monononuclear fagocitico (ver Apartado 1.1.2.1. Microglia).

Ademas, se inmunodetect6 la glicoproteina CD68, expresada en la membrana lisosomal de
la CMi y de los monocitos, que se sobrerregula cuando la célula se activa y adquiere

actividad fagocitica (Figura 39).
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Coliculo Superior Hipocampo Bulbo Olfatorio

100 pm

Merge + DAPI

Figura 41. Imagen representativa del estudio de CMi por inmunohistofluorescencia. Se observa
la expresién de CMi Ibal® (verde), CD68" (rojo) y la superposicién de ambas con DAPI en

secciones sagitales de las regiones cerebrales estudiadas de un raton C57BL/6 intacto.

Inmunodeteccién de la macroglia

El estudio de la CMa se hizo a través de la inmunodeteccion de la GFAP, una proteina del
citoesqueleto que se expresa en los astrocitos en el SNC, aunque también se puede
encontrar en las células de Miller de la retina (ver Apartado 1.1.2.2. Macroglia).

Ademas, se inmunodetect6 la expresién de MHC II.
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Coliculo Superior Hipocampo Bulbo Olfatorio

Figura 42. Imagen representativa del estudio de la macroglia por

MHC Il

Merge + DAPI

inmunohistofluorescencia. Se observa la expresién de CMa GFAP" (parpura), MHC
Il (verde) y la superposicion de ambas con DAPI en secciones sagitales de las
regiones cerebrales estudiadas de un raton C57BL/6 intacto. El BO fue la Unica

region del SNC donde se observé expresion constitutiva de MHC L.

3.5.5.2 Anticuerpos secundarios

Para detectar los anticuerpos primarios, se utilizaron anticuerpos secundarios de burro,
cabra y coballa conjugados con fluoréforos Alexa Fluor 488® (verde), Alexa Fluor 555®

(rojo) o Alexa Fluor 647® (rojo lejano) (Tabla 5).




Casa

. Dilucion . comercial y
o o . Anticuerpo Casa Anticuerpo Cat number L
Identificacion Antigeno . , . del Ac . . Dilucién del
primario Comercial . . secundario secundario
primario Ac
secundario
Burro a
ab178846, _
conejo
) Abcam, )
Conejo a ]
Ibal Cambridge, 1:500 A32790
Iba-1 Alexa
Reino
Células de Unid Fluor
nido
la 488
microglia ab53444,
Abcam, Molecular
Rata a ) Cabra a
CD68 Cambridge, 1:750 A21247 Probes,
CD68 rata 555
Reino Thermo
Unido Fisher,
Madrid,
173 004
) Esparia
Synaptic Cabraa
Cobaya
GFAP Systems,  1:300  coballa  A21450 1:500
a GFAP ] '
Gottingen, 647
Células de )
Alemania
la
. MHC Class
macroglia
Rata a Il (I-A/1-E)
] Cabraa
MHC I MHC 1l Antibody 1:250 A21434
rata 555
deraton  (14-5321-
82)
Tabla 5. Listado de anticuerpos usados en la inmunohistofluorescencia. Anticuerpos

primarios y secundarios, diluciones y casas comerciales que se usaron para la
inmunodeteccion de determinadas poblaciones celulares o proteinas.

3.5.6 ADQUISICION DE IMAGENES

Los cortes sagitales de cerebro se examinaron al microscopio para localizar las regiones a
estudio, que se fotografiaron por separado. La adquisicién de imagenes se realizé mediante
un microscopio Leica DM6 B (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Alemania) que combina la
microscopia de fluorescencia con la tecnologia THUNDER, que permite obtener imagenes
con una alta resolucion eliminando el fondo irrelevante mediante aclaramiento
computacional. El microscopio tiene acoplado a una camara digital de alta resolucion Leica
DFC9000 GT (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Alemania), una platina y enfoque motorizados
controlados por el programa informatico de adquisicion multidimensional de imagenes LAS-

X Navigator (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Alemania). EI microscopio estaba equipado con

80




filtros de fluorescencia UV (BP 340-380, LP 425) que permite la observacion de la
fluorescencia blanca; GFP (BP 470/40, BP 525/50) para Alexa Fluor 488®; Y3 (BP 535/50,
BP 610/75) para Alexa Fluor 555®; y Y5 (BP 620/60, BP 700/75) para Alexa Fluor 647®.

Para la fotografia de una subregion, se delimitaba la localizacion de la misma vy, a
continuacion, el microscopio permitia la adquisicion automatica y secuencial de campos
contiguos usando el objetivo X20, lo que permiti6 obtener una imagen por cada filtro.
Asimismo, las imagenes obtenidas en cada canal se podian superponer para obtener una

foto Unica.
3.5.7 PROCESADO DE IMAGENES

El estudio de imagenes se realiz6 en Fiji® (Fiji Is Just ImageJ), una distribucién del software
de cdédigo abierto ImageJ, centrado en la imagen bioldgica. ImageJ fue desarrollado en el
National Institute of Health y es uno de los programas mas populares por su acceso gratuito
y por su arquitectura abierta que permite ampliar su funcionalidad a través de plugins Java u
otras aplicaciones (Schneider et al., 2012).

3.5.7.1 Cuantificacion semiautomatica de las células de la microglia

Como se representa en la Figura 43, inicialmente se calcula la superficie del area de interés
a estudio. Para ello, se delimita la region, y segun la escala de la imagen, obtenemos el dato
en mm?. El marcaje usado para delimitar el area de interés, también conocido como ROI
(del inglés, “Region Of Interest”) se puede guardar como archivo para ser superpuesto
posteriormente en la capa de células lbal’. La introduccion del ROI sobre la imagen permite
delimitar que el contaje de células sea en su interior. La imagen debe ser convertida a 16
bits para pasar a escala de grises para visualizar mejor la coloracién positiva, en rojo. A
continuacion, a través de un umbral que se ajusta a cada imagen, se estratifica en
caracteristicas de interés versus fondo. Dado que nuestro objetivo es analizar el nimero de
células Ibal®, definimos como soma aquellas marcas con tamafio de 0,03 pulgadas
cuadradas (19,35 mmz) y circularidad de 0,02 a 1. Para acabar, se realizaba la
cuantificacion automatica con el marcaje numerado de los somas considerados como

células Ihal’.

De esta manera, dividiendo el nimero de células por el area estudiada, podemos obtener la
densidad de las mismas en cada seccion de cerebro y, contando entre 3 y 6 secciones por
area (de hemisferio derecho o izquierdo), obtenemos la densidad media de células Ibal” por
cada animal y region. La densidad de células Ibal” (densidad CMi Ibal®) de una regién en
un tiempo concreto sera la media de los valores obtenidos de cada region en los 3 animales

estudiados.
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Figura 43. Proceso de cuantificacion de células Ibal” en un hipocampo de un ratén intacto
con Fiji®. A. Seleccion de la regién a estudio (“region of interest”, ROI). B. Cambio
de escala de pulgadas a mm?, sabiendo que las fotos tomadas a 20X con la barra de
50 um se corresponde a 161 pulgadas, para el calculo de la superficie de la region a
estudio; en este caso, 1,584 mm?. C. Colocacién del ROI sobre la imagen del canal
en verde donde se muestran las células lbal+. D. Transformacion de la imagen a
escala de grises. E. Definicion de particulas a los puntos coloreados con un area
mayor a 0,03 pulgadas y con una circularidad entre 0,02-1. F. Contaje automético de

los somas de células Ibal’; en este caso, 312.

3.5.7.2 Estudio de la superficie celular de las células de la microglia

El estudio de la superficie celular de las CMi lbal® se realizé siguiendo la metodologia
expuesta en el apartado anterior, 3.5.7.1. Cuantificacion semiautomética de las células
de la microglia. Una vez que se obtenia el nimero de células (Figura 43-F), Fiji® las

distribuye segun el area celular (Figura 44). Para uniformizar la distribucién, se pasé de
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pulgadas cuadradas a mm?. Teniendo en cuenta que el tamafio celular minimo establecido
era de 0,03 pulgadas cuadradas (19,35 mm?), se reclasificaron en rangos de 20 mm? desde

0 a 200, y luego cada 100 mm?, excluyendo aquellas formaciones de mas de 1000 mm?>.

Este proceso se realiz6 en las mismas secciones que se usaron para el contaje de CMi en
las regiones cerebrales estudiadas. De esta manera, se pudo obtener un contaje promedio
por rango para cada animal y luego un contaje promedio global para cada grupo y tiempo

estudiado.

Para analizar si habia diferencias en el tamafio de las células en una regién, se simplifico la
distribucion por rangos en dos subdivisiones: células pequefias pequefias o con area celular
< 20 mm? y células grandes o con area celular > 20 mm?, obteniendo para cada grupo su
porcentaje respecto del total. Se realizé un analisis estadistico con el nimero absoluto de
CMi Ibal® asi como con los porcentajes relativos, para evaluar diferencias en relacion al
intacto o al Sham, asi como ipsi- o contralateral a la lesién, a lo largo de los 3 tiempos

estudiados.

File Edit Font
index ‘hm start |:Dunt ‘ -
fo 0030 182

0ana 13 0-20 N° (y porcentaje)

20-39 , de CMi con superficie
40-59
60-79
= 80-99

~ @ mam; A w =
o
=
@
o
@

=
o
@
@
@

100-119
300x240 pixels, RGB; 281K 120-139

Area Distribution - [m] x

140-159

160-179

180-199 de CMi con superficie
celular > 20 mm?

N° (y porcentaje)

0.0301

Count; 284 Min: 0.0301 200-299

Mean: 0155 Max: 1.030
StdDev: 0167 Mode: 0.0301 (182)

Bins: 11 Bin Width: 0.0909 300_399

:ust m ﬂ value=0.0301
900-1000

count=152

Figura 44. Ejemplo del proceso de cuantificacion de la distribucion por éarea celular de
células Ibal+ en una seccion estudiada con Fiji®. En la primera tabla, se muestra
la distribucion en 10 rangos, enumerados del 1 al 10, en el que el primero siempre

identifica el numero de células <20 mm? y luego las distribuye en rangos de forma
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automatica. En la imagen inferior, el programa representa graficamente en un
histograma estos resultados. En la tabla de la derecha, se ejemplifica la redistribucion
realizada en rangos uniformes de 20 mm? hasta 299 mm? y posteriormente cada 100
mm? hasta 1000 mm?. De esta manera, diferenciamos el nimero células pequenas (<
20 mmz) y su porcentaje respecto del total; asi como el nimero absoluto y su
porcentaje del resto (>20 mmz).

Hay que tener en cuenta que la area celular a la que nos referimos es la sefialada y
coloreada para el contaje de CMi que, como se puede apreciar en la figura previa (Figura
43-E), corresponde generalmente al soma celular. Este método obviaria las variaciones en

la area de la célula a expensas de sus ramificaciones.
3.5.7.3 Cuantificacion automética del area ocupada por GFAP

Dada las caracteristicas histolégicas propias de los astrocitos, resulta dificil delimitar con la
microscopia el aumento o descenso de la proliferaciéon de los mismos, asi como detectar
variaciones de tamafio sin repercusién en el nimero. Por ello, optamos por analizar la
respuesta estudiando el tanto por ciento de area marcada por GFAP respecto al total del
area de interés. Para ello, las fotografias en el microscopio de fluorescencia se realizaron

siempre con los mismos pardmetros de ganancia y exposicion.

En la Figura 45, se detalla el proceso. Partimos del calculo de la superficie de la regién de
interés usando el ROl que previamente usamos para el contaje de CMi Ibal’. A
continuacion, se selecciona la imagen de GFAP y la convertimos a tipo RGB (Red, Green,
Blue; modelo de color basado en la sintesis de un color basado en la adicion de los tres
colores de luz primarios). Esto permite elegir un umbral con el mismo nivel de brillo y
contraste (18/155) para todas las imagenes, de forma que la Unica diferencia entre las
mismas seria el area marcada. Para finalizar, se procede al calculo automatico de la
superficie que el programa interpreta como coloreada con dicho filtro y se calcula un
porcentaje de 4rea ocupada por GFAP relativo al area total a estudio.
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Figura 45. Proceso para la cuantificacion del area ocupada por GFAP con Fiji®. A y B.
Célculo de la superficie del area de interés. C. Introduccion del ROI sobre la imagen
obtenida en el canal rojo lejano del anticuerpo Cabra a coballa 647 para Coballa a
GFAP. D. Transformacion de la imagen a tipo RGB. E. Ajuste uniforme de brillo y
contraste definidos en 18/155 para todas las imagenes. F. Célculo automatico del

area ocupada por GFAP.

3.5.8 ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis de la expresion la respuesta glial (micro o macroglia) se estudié en cerebro

(coliculo superior, hipocampo o bulbo olfatorio).
3.5.8.1 Andlisis del estudio histolégico de la microglia

Para el analisis de la CMi de cada regién cerebral, en primer lugar se caracterizé densidad

media (cel/mmz) de Ibal” de dicha zona en animales intactos, en ambos hemisferios, y se
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realiz6 la media entre ambos para tomar el valor promedio. De esta manera, se pudo

mostrar la variacion en la densidad de CMi Ibal® respecto al intacto de una region ipsi- y

contralateral a la lesion en animales ApNO o Sham en los 3 tiempos estudiados en términos

absolutos.

A continuacién, se llevé a cabo el siguiente estudio por cada region de interés:

Comparacion de la respuesta microglial Sham o ApNO vs. intacto: Para el
estudio comparativo, por un lado, se consideré la densidad media de CMi lbal” de
la region a estudio del animal intacto como el 100%. De esta manera, obtuvimos los
porcentajes de CMi Ibal” en el grupo Sham o en el grupo ApNO relativos al intacto.
Se analizaron si habia diferencias entre los animales ApNO y Sham respecto al
intacto; entre cada ApNO y su Sham, asi como entre los grupos de otros tiempos de
estudio; y entre ambos hemisferios.

Comparacion de la respuesta microglial ApNO vs. Sham: Por otro lado,
consideramos la densidad media de CMi Ibal” del grupo Sham de cada tiempo
como el 100%, lo que nos permitié obtener el porcentaje de CMi Ibal” de su grupo
ApNO correspondiente en relacion al Sham. Se examiné si habia diferencias entre
los animales ApNO respecto a su Sham; entre los otros grupos de otros tiempos de

estudio; y entre ambos hemisferios.

La expresion de CD68 se analizé de forma cualitativa.

Andlisis del estudio del area celular de CMi Ibal®

En cada region de interés, estudiamos el area de las CMi Ibal® diferenciandolas en dos

subpoblaciones: células grandes, > 20 mm?o pequefias, < 20 mm?Z. Para cada subpoblacion,

se realiz6:

Comparacion de la respuesta microglial Sham o ApNO vs. intacto: Se analiz6
tanto en términos absolutos (nimero de CMi Ibal®) como relativos (porcentaje
respecto al total del grupo estudiado). El estudio se realiz6 en cada hemisferio por
separado: entre los animales ApNO y Sham respecto al intacto; entre cada ApNO y
su Sham, asi como entre los grupos de otros tiempos de estudio.

Comparacion de la respuesta microglial ApNO vs. Sham: Se obtuvo el
porcentaje de CMi Ibal” del tamafio estudiado de cada grupo ApNO en relacién a
su Sham (considerado en este caso como el 100%). Se examiné si habia
diferencias entre los animales ApNO respecto a su Sham; entre los otros grupos de

otros tiempos de estudio; y entre ambos hemisferios.
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3.5.8.2 Analisis del estudio histolégico de la macroglia

Dado que el area ocupada por la expresion de GFAP en cada inmunohistofluorescencia
puede ser relativamente variable por las propias condiciones particulares de cada
experimento, se decidié ponderar la superficie obtenida en cada seccion por el valor medio
obtenido en el animal intacto de la inmunodeteccién correspondiente, ademas de realizar
siempre la captura con el microscopio de fluorescencia con los mismos parametros de

ganancia y exposicion.

En el caso del animal intacto, de igual manera, los valores absolutos de area ocupada por
GFAP se ponderaron por el promedio obtenido en su inmunodeteccién correspondiente. Por

tanto, se obtuvo el valor de fluorescencia 1 para la region a estudio del animal intacto.

En la caracterizacién de la respuesta CMa de cada area de interés, se mostré la variacion
de area ocupada por GFAP respecto al intacto en animales ApNO o Sham en los 3 tiempos

estudiados. Posteriormente, se realiz6 el siguiente andlisis en cada zona de estudio:

e Comparacion de la respuesta macroglial Sham o ApNO vs. intacto: De forma
analoga al estudio de la microglia, en primer lugar se mostré el porcentaje de area
ocupada por GFAP del animal ApNO o Sham respecto al &rea ocupada por GFAP
en el animal intacto (considerado como 100%). Se analizaron si habia diferencias
entre los animales ApNO y Sham respecto al intacto; entre cada ApNO y su Sham,
asi como entre los grupos de otros tiempos de estudio; y entre ambos hemisferios.

e Comparacion de la respuesta macroglial ApNO vs. Sham: Se considerd al
animal Sham como el 100%, lo que permitié obtener los porcentajes en cada grupo
de ApNO respecto a sus respectivos Sham. Se examiné si habia diferencias entre
los animales ApNO respecto a su Sham; entre los otros grupos de otros tiempos de

estudio; y entre ambos hemisferios.

El analisis de la expresién de MHC |l se realizé de forma cualitativa.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con el programa estadistico y de representacion grafica
Graph Pad® Prism v6 (GraphPad, San Diego, CA, EE.UU.).

Para la comparacion de dos grupos, se realiza la prueba t-test o Mann Whitney test. Para la
comparacion de mas de dos grupos se realiza un analisis de comparacion multiple por
parejas, generalmente el test ANOVA o Kruskall Wallis 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.
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3.7 TABLAS RESUMEN DE METODOLOGIA

Pregunta Comparacion Tejido Método
Retina
-EH: (Gonzélez-
Riquelme et al., 2021;
Nadal-Nicolas et al.,
2017; Rovere et al.,
¢El ApNO causa unarespuesta 2016: Sanchez-
glial, inflamatoria y/o apoptosis ApNO vs. Intacto Retina Migallon et al., 2016).
en laretina?
-EM: (Agudo et al.,
2009; Lucas-Ruiz
et al., 2019); ampliado
en esta tesis.
¢Lacirugia Sham causa una
. . . ) EM realizado en esta
respuesta inflamatoria y/o glial Sham vs. Intacto Retina s
esis
en laretina?
-EH Sham no
, . . realizado.
¢Cual es el impacto exclusivo
del AbNO enl N Sham vs. ApNO Retina
nlaretina’ .
el AP enlaretina -EM realizado en esta
tesis
Otras regiones del SNC
CSoHo
¢El ApNO causa una respuesta BO
L . . EH y EM realizado en
glial, inflamatoria y/o apoptosis ApNO vs. Intacto ,
. esta tesis
enel CSoHoBOo Ce*o Me*? 0CE*o
ME*
¢Lacirugia Sham es capaz de CSoHo
. B
generar una respuesta glial, © EH y EM realizado en
inf 0 v/ ) | Sham vs. Intacto 2 tesi
esta tesis
inflamatoria y/o apoptosis en e 0 CE* 0
CSoHoBOo Ce*o Me*? ME*
CSoHo
. p . . BO
¢, Cuél es el impacto exclusivo EH y EM realizado en
Sham vs. ApNO )
del ApNO en CSo Ho BO? esta tesis
oCE*o
ME*




Tabla 6. Preguntas a responder, revision de la literatura y metodologia usada. EH: Estudio
histolégico o anatomo-patoldgic, EM: Estudio molecular. En todos los experimentos
realizados, se ha comparado la respuesta ipsi- y contralateral a la lesion, ademas de
entre los tiempos estudiados (para EH; 3,9 6 30 dias tras el ApNO, y para el EM; 1,3,9 6
30 dias tras el ApNO). *En Cerebelo (CE) y Médula (ME) sélo se ha realizado EM.

010 Ol€E c
(10 0100 0,
Propios Globales
Ibal
Ibal
Microglia Tspo Anti-inflamatorios:
CD68 Cd206, II-4, Tgf-B1
Mhc Il ) )
Pro-inflamatorios:
Gfap Caspasa-3, Cxcrl,
GFAP II-18, Len2, Tnf-a, 11-6
Macroglia Ag4d ]
MHC 1I Apoptosis: Caspasa-3
Mhc Il
Marcadores
Marcadores de gliosis inflamatorios y de
apoptosis
Tabla 7. Marcadores estudiados para el estudio de neuroinflamacion. Las CMi se estudian a

nivel histoldgico con la inmunodeteccion de Ibal y CD68 y mediante la expresion génica
de Ibal y Tspo. Las CMa se inmunodetectan con GFAP y MHC Il y mediante la
expresion de Gfap, Ag4 y Mhc Il. Ademas, se estudia la expresion de marcadores
proinflamatorios (Cxcrl, Il-18, Lcn2, Tnf-a), antinflamatorios (Cd206, II-4, 1I-6, Tgf-B1) y

de apoptosis (Caspasa-3).
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4 RESULTADOS




4.1 ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
EL SNC

El ApNO supone una axotomia de todas la fibras que componen el NO lo que provoca
muerte de la mayoria de las CGR y una respuesta inflamatoria y glial en la retina
directamente lesionada. Ademas, se desencadena una respuesta de caracteristicas
similares pero con mucho menor intensidad en la retina contralateral. El estudio histolégico
de la respuesta glial en ambas retinas ha sido recientemente publicado por nuestro grupo
(Gonzalez-Riquelme et al., 2021) y el analisis de posibles mediadores moleculares ha sido
sujeto de estudio en algunos trabajos (Agudo et al., 2009; Lucas-Ruiz et al., 2019). Sin
embargo, el impacto de la respuesta inflamatoria y glial a lo largo de la via visual o fuera de

ella, adyacentes o alejadas anatomicamente de la retina, ha sido escasamente abordado.

Asi, nos propusimos como primer objetivo de esta Tesis analizar los cambios en la
expresion génica medinate gPCR en la retina lesionada y contralateral; ambos CS, como
principal region retino-recipiente en la via visual; y en otras regiones remotas del SNC fuera
de la via visual (RRSNC: H, BO, CE y ME). Evaluamos marcadores de gliosis (CMi, lbal;
CMa, Gfap y Ag4); marcadores de activacion glial (Mhc Il y Tspo); marcadores inflamatorios
(con predominio de accién pro-inflamatoria —Cxcr1, IL-18, Lcn2, Tnf-a, 1I-6— o antinflamatoria

—Cd206, II-4, Tgf-B1-) y Caspasa-3 como marcador de apoptosis.

La expresion de cada gen en el animal intacto se ha utilizado como referencia y su valor se
ha considerado como la unidad. Como se ha expuesto en el Apartado 3.4. Extracciéon de
muestras para el analisis molecular, la expresion de cada gen se estudié de forma
relativa a los genes housekeeping. En cada tejido estudiado, en primer lugar, se compara la
expresiéon génica del animal Sham con el animal intacto (Figura 46). En segundo lugar,
dado que como se verd a continuacién, la cirugia Sham demostré alterar la expresion
génica en alguna regién, y con objeto de aislar el efecto exclusivamente del ApNO, se
compararon los animales con el ApNO respecto a sus respectivos Sham.

En primer lugar, se expondran los resultados del estudio de la retina lesionada vy, a
continuacion, la retina contralateral. Posteriormente, se expondran los resultados en el resto
de tejidos: en estas areas, se mostraran primero los datos en la region contralateral al
ApNO, dado que la mayor parte de CGR proyectan sus axones al hemisferio contralateral, y

luego en la ipsilateral.

92




Comparacion Hemisferio#

Retina

Coliculo
Superior Sham vs Contralateral
. Intacto

Hipocampo
50 ApNO
VS i *

Cerebelo gham Ipsilateral
Médula

Espinal

Figura 46. Esquema de la estructura para el andlisis de la expresién génica en cada tejido.

Para cada region estudiada se hicieron 2 comparaciones: Sham vs. Intacto y ApNO
vs. Intacto. En cada una de ellas, se compara la respuesta contralateral con la
ipsilateral a la lesion. “Se refiere a hemisferio cerebral salvo en 3 casos: en el
cerebelo, alude al hemisferio cerebeloso; en la médula espinal, que se corresponde a
la hemimédula correspondiente y a las retinas.*En el caso de la retina, dado que el
ApNO es un dafio directo al lado ipsilateral, lo denominaremos lesionado.

4.1.1 ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
LA RETINA TRAS EL ApNO.

4.1.1.1 Respuesta inflamatoria en la retina tras la cirugia Sham

Los resultados expuestos en la Figura 47-A y 48-A muestran que la cirugia Sham induce un
cambio en la expresion de los marcadores inflamatorios y gliales estudiados que se

resumen en la Tabla 8.
4.1.1.1.1 Retina Sham

Si bien la cirugia Sham no parece implicar un dafo directo al NO o a la retina, al exponer el
nervio en su trayecto intraorbitario sin manipulacién directa con cierre posterior,
denominaremos retina Sham a la correspondiente al mismo lado en el que se expone el NO

sin lesionarlo (ver Apartado 3.2. Disefio experimental).
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Las moléculas pro-inflamatorias estudiadas, II-78 y Tnf-a, aumentaron en el dia 1 y 30 tras
el ApNO. En particular, la expresiéon de Tnf-a el primer dia fue significativamente mayor que

en la retina contralateral.

Hubo un descenso de expresion de los marcadores de CMa (Gfap/Ag4) y CMi (lbal),
especialmente a los 9 dias. En cuanto a los marcadores de reactivacion glial, Tspo y Mhc II,

s6lo se elevard Tspo el dia 1 tras el ApNO.
4.1.1.1.2 Retina contralateral

La induccion de la respuesta pro-inflamatoria de la cirugia Sham no solo se limita a la retina
del NO expuesto, sino que también se aprecia en la retina contralateral. No obstante, los
cambios fueron menores y se apreciaron mas tarde. II-78 aumenté a los 9 dias y Tnf-a sélo
a los 30 dias, sin que ninguno de estos incrementos fuera significativamente mayor al lado

lesionado.

La expresion de Ag4, Gfap e Ibal no presentd cambios respecto al intacto pero Tspo

también se sobreexpreso, aunque de forma mas tardia a la retina Sham, a los 9 6 30 dias.

RETINAS Dia 1 Dia 3 Dia9 | Dia 30

Tor-A1
| 1

18 ]

Marcadores
inflamatorios

Tnf-a
Contralateral ! 1

Aq4 L
. L
G 0
s | Gl |
S | L
0
g b
E |
| Mhel
=

Tspo ‘ i

Contralateral 1 1
Tabla 8. Resumen de la expresion de los genes estudiados en la retina Sham y la

contralateral al ApNO respecto a la retina intacta a los dias 1, 3, 9 6 30 del ApNO.
Las flechas 1 en verde indican aumento de expresion y las | en rojo sefialan descenso

de expresion.
4.1.1.2 Respuesta inflamatoria en la retina tras el ApNO

La cirugia Sham resulta suficiente para provocar cambios inflamatorios. Para aislar el
efecto del ApNO en la retina, se realiz6 la comparacion entre animales con el ApNO y sus

respectivos Sham (Figuras 47-B y 48-B, resumidas en la Tabla 9).
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4.1.1.2.1 Retinalesionada

En cuanto a las citoquinas pro-inflamatorias, Tnf-a se sobreexpres6 a los 3 y 9 dias, e II-18
a los 30 dias de forma significativa respecto a la retina contralateral. Asimismo, hubo un
intento antinflamatorios mediado por Tgf-87 a partir del dia 9, no observado en la retina

contralateral.

En cuanto a los marcadores de gliosis, hubo una respuesta mas precoz de la CMa, por un
aumento de expresion de Gfap ya el primer dia tras el ApNO que se mantuvo hasta el dia 9,
suponiendo un incremento significativamente mayor que el producido en la retina
contralateral. Ibal (CMi) comenzé a sobreexpresarse el dia 3 y también alcanz6é su maximo

el dia 9. Igualmente, 9 dias tras el ApNO, Ag4 se sobreexpresé en ambas retinas.

A diferencia del animal Sham respecto al intacto, la evidencia de activacion glial fue
evidente: Mhc Il se sobreexpres6 en los dias 3 y 9 dias tras el ApNO, en este caso de forma
significativa respecto a la contralateral. Tspo se sobreexpresé en todos los tiempos de
estudio excepto el dia 3. Todos los marcadores de gliosis excepto Tspo volvieron a niveles

similares al Sham.

4.1.1.2.2 Retina contralateral

La retina contralateral también presentd una respuesta rapida tras el ApNO. Las citoquinas
pro-inflamatorias (ll-718 y Tnf-a) se expresaron en los dias 1y 3, sin diferencias significativas
respecto a la retina contralateral. A diferencia de la sobrerregulacién a partir del dia 9 de
Tgf-B1 en la retina lesionada, la accién antinflamatoria es evidente vy significativa respecto a

la retina lesionada en los primeros tres dias.

La respuesta microglial (incremento de Ibal) también ocurrié en los 3 primeros dias, méas
precoz que en la contralateral, donde la respuesta inicial fue a expensas de la CMa (Gfap),
que en este caso permanece sin cambios respecto al Sham. La glia presentaba marcadores

de activacion: Mhc Il en los dias 1y 3, y Tspo el dia 30.
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Figura 47.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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= Retina Sham 3 Retina lesionada

*
#

H

*k

Marcadores
anti-inflamatorios

TGF-g1
Expresion relativa
Expresion relativa

#
7!_'

8- 81 L

IL-1B

Expresi6n relativa
Expresi6n relativa
'S

*k

Marcadores pro-inflamatorios

TNF-a
Expresion relativa
-~ -]

*
*
*
*
*
Expresién relativa
: 9

uin ::I| .:..1*. ..... ; 1 i - |1| ..... |l||-[“I|
1 30

3 9 30 1 3 9
Dias tras el ApNO Dias tras el ApNO

Expresion de los marcadores inflamatorios por gPCR en la retina lesionada y
contralateral. Se estudid la expresion de marcadores antinflamatorios (Tgf-87) y pro-
inflamatorios (I-718 y Tnf-a) a los dias 1, 3, 9 6 30 tras la lesion. A. Gréficos de barras
que muestran el nivel de expresién + DEM de los mediadores en la retina Sham
(izquierda) o contralateral (derecha) tras la cirugia Sham comparado con retinas
intactas (1). B. Graficos de barras que muestran el nivel de expresion de los
mediadores + DEM en la retina lesionada o contralateral respecto a sus Sham (1). Se
examino si habian diferencias entre los animales Sham respecto a su Intacto o en los
ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:
#p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 48.
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por gPCR en la retina lesionada y

contralateral. Se estudi6 CMa (Ag4 y Gfap), CMi (Ibal) y marcadores de activacion

glial (Mhc Il'y Tspo) a los dias 1, 3, 9 6 30. A. Gréficos de barras que muestran el

nivel de expresion de los mediadores en la retina Sham (izquierda) o contralateral

(derecha) tras la cirugia Sham comparado con retinas intactas (1). B. Gréficos de

barras que muestran el nivel de expresion de los mediadores en la retina lesionada o

contralateral respecto a sus Sham (1). Se examiné si habia diferencias entre los

animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way

ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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RETINAS Dia 1 Dia 3 Dia9 | Dia 30
| 1
gg| T9MPT ; ; ! ]
??s % I-18 Lo 1
St 7
M —
== Tnf-a | ANO | 1 1
1 1
Aq4 1
1
3 1 1 1
s | Cfe
P | 1 1
g | Il ; | |
% Mhc Il | 1 1
: ] ;
= [ 1 1 1
Tspo Contralateral
Tabla 9. Resumen de la expresion de los genes estudiados en la retina lesionada y la

contralateral al ApNO respecto a sus correspondientes Sham a los dias 1, 3,9 6 30
del ApNO. Las flechas 1 en verde indican aumento de expresion y las | en rojo sefialan

descenso de expresion.

4.1.1.2.3 Correlaciéon entre degeneracién de las CGR, activacion microglial y

respuesta inflamatoria.

Como se expone en el Apartado 1.5.1. Aplastamiento del nervio éptico como modelo
de degeneracién en el SNC, en el Laboratorio se ha documentado previamente que el
ApNO en la retina lesionada causa una muerte del 85% de las CGR en los primeros 14 dias,
activacion de la CMi con migracion de las CMi Ibal® a las capas mas internas e hipertrofia
transtitoria de las CMa GFAP” (astrocitos y células de Miiller). En la retina contralateral, se
ha documentado la muerte del 15% de las CGR en los primeros 45 dias y una hipertrofia
transitoria de las CMa GFAP" a los 3 dias pero no se observaron cambios a nivel histolégico
en las CMi Ibal*(Barron et al., 1986; Gonzélez-Riquelme et al., 2021; Nadal-Nicolas et al.,
2009; Nadal-Nicolas., et al., 2015; Thanos, 1988; Villegas-Pérez et al., 1993). En ambas
retinas, hubieron signos de activacién por sobrexpresion de CD68 (Gonzalez-Riquelme
et al., 2021).

Dado que nuestro grupo ha estudiado el curso de muerte de las CGR tras el ApNO
(Galindo-Romero et al., 2011b; Lucas-Ruiz., et al., 2019; Nadal-Nicolas et al., 2009; Nadal-
Nicolas., et al., 2015) y la respuesta micro y macroglial en la retina (Gonzalez-Riquelme
et al.,, 2021; Nadal-Nicolas et al., 2017), nos propusimos relacionar estos datos anatémicos

con la expresién de los genes estudiados en esta Tesis (Figura 49).

Para estudiar esta correlacién, nos centraremos en la respuesta exclusivamente atribuible al

ApNO; es decir, en la comparacién de los animales con ApNO vs. Sham (Figuras 47-B y
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48-B; Tabla 9). La reaccién en la retina lesionada y la contralateral fue rapida, desde el dia
1 tras el ApNO, tanto de marcadores pro- y antinflamatorios como de gliosis. La respuesta
fue mas duradera en la retina lesionada que en la contralateral, en la que ademas

observamos que algunos marcadores se infraregulaban.

Tanto las citoquinas pro-inflamatorias (Tnf-a, 1I-718) como la antinflamatoria (Tgf-G87),
aumentan de forma mas precoz en la retina contralateral que en la retina lesionada. No
obstante, mientras que las citoquinas pro-inflamatorias perduran elevadas en las retinas del
ApNO, Tgf-B171 se infrarregula a partir del dia 9 en la retina contralateral, sugiriendo menor
necesidad de sefial antinflamatoria. De forma particular, en la retina lesionada hubo una
sobrexpresion de Tnf-a a los 3 y 9 dias tras el ApNO, cuando la muerte de la CGR es
significativa por primera vez y comienza la segunda fase de muerte, respectivamente. La
citoquina antinflamatoria Tgf-87 s6lo se sobreexpresé a los 9 dias, cuando ya han muerto la
mayoria de CGR.

En cuanto a los marcadores de gliosis, la respuesta macroglial (aumento de Gfap) fue
exclusiva de la retina del ApNO mientras que la respuesta microglial (aumento de Ibal) se
vio en ambas, siendo més precoz en la retina contralateral. Tanto en la retina del ApNO
como la contralateral, aumentaron la expresion de marcadores de activacion glial (Mhc Il'y
Tspo), pero en la retina contralateral Tspo se infrarregulé a los 9 dias y en la lesionada

permanecié sobreexpresado a los 30 dias.
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Figura 49. Resumen del curso de la expresiéon de los marcadores estudiados tras el ApNO

en relacion a la muerte de CGR y la densidad de CMi Ibal®. Se muestra la retina
lesionada (A) y contralateral (B) respecto a los animales Sham (considerados como
valor 100%). En la figura, la linea naranja representa la disminucion de la densidad
de CGR inducida por la axotomia (Barron et al., 1986; Gonzéalez-Riquelme et al.,
2021; Nadal-Nicolas et al., 2009; Nadal-Nicolas., et al., 2015; Thanos, 1988; Villegas-
Pérez et al., 1993); y la linea verde, la variacién de densidad de CMi lbal” en las
retinas. Los marcadores que expresaron un aumento o descenso de expresion estan

por encima de la linea naranja y, por debajo, los que se infrarregularon.
4.1.2 ESTUDIO MOLECULAR DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
OTRAS REGIONES DEL SNC

4.1.2.1 Coliculo superior

4.1.2.1.1 Respuesta inflamatoria y apoptosis en el coliculo superior tras la cirugia
Sham
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La cirugia Sham fue suficiente para producir cambios en la expresién de los marcadores

inflamatorios y gliales en ambos CS (Figuras 50-A, 51-A, 52-A), resumidos en la Tabla 10.

En el CS contralateral (CSc), hubo evidencia de apoptosis (sobrexpresion de Caspasa-3) a
partir del dia 9 tras la cirugia. La sobrexpresion de los marcadores pro-inflamatorios Cxcrl,
Lcn2 e 11-6 fue evidente el dia 1. La expresion de citoquinas Tnf-a e 1l-18 no se modifico a lo
largo de los tiempos estudiados. En cuanto a los marcadores antinflamatorios, Cd206 e Il-4
se sobreexpresaron en todos los tiempos estudiados y Tgf-87 a los 30 dias tras la cirugia.
Los marcadores de gliosis permanecieron sin cambios respecto al intacto en todos los

tiempos estudiados salvo una infrarregulacion de Aqg4 el primer dia tras la cirugia.

En el CS ipsilateral (CSi), el perfil de expresion de los genes pro- y antinflamatorios fue
muy similar al expuesto en el CSc salvo 1I-6, que mostré6 mas tendencia a sobre-expresarse
en el CSi. A diferencia del CSc, en el CSi se observaron signos de respuesta glial el primer
dia tras la la intervencion, tanto de la CMa (infrarregulacion de Gfap) como microglial

(sobrexpresién de Ibal).

A) COLICULO SUPERIOR Sham vs. Intacto | Dial | Dia 3 | Dia 9 | Dia 30
o8 mpopionis | Caspasa-3 o
Cxcrl 1
18 -
promomaiosos | Len? L
Tnf-a N
s I
Cd206 _Contralateral 1 : 1 :
Marcadores 14 1 1 1
antinflamatorios 1 - 1 1
Tot-1 : ;
Aqe L1
atap —
"te aliosis. Ibal -
Mhec I _
Tspo Contralateral -
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Tabla 10. Resumen de la expresién de los genes estudiados en el CS contra- e ipsilateral a la
cirugia Sham respecto al intacto alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,

**p<0.01). - : muestra no disponible.

4.1.2.1.2 Respuestainflamatoria y apoptosis en el coliculo superior tras el ApNO

Al igual que lo observado en la retina, la cirugia Sham también modificé la expresién génica
en el CS. Por ello, realizamos la comparacion entre animales con ApNO y sus respectivos
Sham (Figuras 50-B, 51-B, 52-B) (Tabla 11).

El CSc al ApNO mostrd, en comparacién con los animales Sham correspondientes, una
respuesta inflamatoria evidente: Tnf-a y Cxcrl se elevaron el primer dia tras el ApNO hasta
los 9 dias, momento en el que se aprecian signos de apoptosis (sobrexpresién de Caspasa-
3) que resulta significativamente mayor en el CSc que en el CSi. A los 30 dias del ApNO,

persiste la sobrexpresion de Tnf-a y Lcn2.

La respuesta antinflamatoria segun los genes estudiados es muy escasa, s0lo se observa
sobrexpresion de Tgf-87 en el dia 1 y 9 tras el ApNO. La respuesta de la CMi
(sobrexpresién de Ibal) es evidente desde el dia 1 tras el ApNO y se mantiene hasta el dia
9, punto en el que se iniciaria la respuesta de la CMa (sobrexpresion de Gfap y Ag4) y se

sobreexpresa Mhc Il. Tspo se sobreexpresa el dia 1 y 30 tras el ApNO.

En el CSi al ApNO, Caspasa-3 y Cxcrl aumentaron su expresion de forma transitoria el dia
1, y ambos se infarregularon a partir del dia 30. Este incremento coincidié con un
incremento de Il-4. El resto de marcadores antinflamatorios permanecieron sin cambios
respecto a sus respectivos Sham. En el CSi no hubo evidencia de gliosis salvo

sobrexpresion de Gfap a los 3 dias tras el ApNO.
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B) COLICULO SUPERIOR ApNO vs. Sham | Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30

Marcador Caspasa-3 1 - !
de apoptosis P - 1
Cxcrl i - L
1 - 1
18 :
Marcadores

pro-inflamatorios Len2 Contralateral - il

Tnf-a

Contralateral 1 - 1

11-6
:
Cd206
-

Marcadores 14 I
antinflamatorios Contralateral -
Tof-B1
9f-B Contralateral 1 - 1
!
had - 1
¢ | Ipsilateral | 1
Gfap Contralateral - )
Marcadores
S Ibal PSR
de gliosis t |- [
Mne —
Tspo
P Contralateral 1 - 1
Tabla 11. Resumen de la expresion de los genes estudiados en el CS contra- e ipsilateral al

ApNO respecto a su Sham a los 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01). - : muestra no disponible.
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Figura 50.
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Expresion de los marcadores pro-inflamatorios y de apoptosis por qPCR en el
CS contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Caspasa-3, Cxcrl, Lcn2, II-18, Tnf-a e
II-6 alos dias 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesion. A. Graficos de barras que muestran el
nivel de expresion + DEM de los genes estudiados en el CS contralateral (derecho) o
ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el CS intacto (1). B.
Gréaficos de barras que muestran el nivel de expresion + DEM de los genes
estudiados en el CS contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham (1). Se
examino si habian diferencias entre los animales Sham respecto a su Intacto o en los
ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:
#p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 51.

ey A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores antinflamatorios por qPCR en el CS contra- e
ipsilateral al ApNO. Se estudio Cd206, Il-4, Tgf-87 a los dias 1, 3, 9 6 30 dias tras la
lesion. A. Niveles de expresién de los genes estudiados en el CS contralateral
(derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el CS intacto
(considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los genes
estudiados en el CS contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham
(considerados como 1, linea de puntos). Se examiné si habian diferencias entre los
animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 52.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores de gliosis por gPCR en el CS contra- e ipsilateral
al ApNO. Se estudi6 CMa (Ag4 y Gfap), CMi (Ibal) y marcadores de activacion glial
(Mhc 1l 'y Tspo) a los dias 1, 3, 9 6 30. A. Niveles de expresion de los genes
estudiados en el CS contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia
Sham comparado con el CS intacto (considerado como 1, linea de puntos). B.
Niveles de expresién de los genes estudiados en el CS contra- e ipsilateral respecto a
sus respectivos Sham (considerados como 1, linea de puntos). Se examind si habian
diferencias entre los animales Sham respecto a su Intacto o ApNO respecto a su
Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre
ambos hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05,
##p<0.01).
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4.1.2.2 Hipocampo
4.1.2.2.1 Respuestainflamatoriay apoptosis en el hipocampo tras la cirugia Sham

Ademas de en la via visual (retina y CS), la cirugia Sham también modificé la expresion
génica en el H de forma significativa (Figuras 53-A, 54-A, 55-A; Tabla 12).

En el hipocampo contralateral (Hc), se observé un incremento de Caspasa-3 y Lcn2 junto
con una una infrarregulacion de otros marcadores pro-inflamatorios (Cxcrl y Tnf-a) y de un
incremento de las moléculas antinflamatorias Cd206 e Il-4 el dia 1. La reaccion glial fue

escasa, s6lamente una sobrexpresion precoz y transitoria de Ag4.

En el hipocampo ipsilateral (Hi), ademas de la sobrexpresion el primer dia de Caspasa-3 y
Lcn2 como en el contralateral, aumentd Tnf-a el dia 1, 1I-6 e 1I-18 el dia 3 y Lcn2 a los 9
dias. Se produjo también un incremento de la citoquina antinflamatoria 11-4 el dia 1 y 9. Se
observé una sobrexpresion de Ag4 y Gfap en los 3 primeros dias tras la lesion,
significativamente mayor que en el contralateral.

A) HIPOCAMPO Sham vs. Intacto Dia 9 | Dia 30

Marcador

de apoptosis Caspasa-3 Contralateral
Cxerl | .
Contralateral
-1
B Contralateral

Marcadores Lcn2 1
pro-inflamatorios Contralateral
Tnf-a
Contralateral
11-6
Contralateral
Cd206
Contralateral
Marcadores 1

antinflamatorios Il-4 -
To-p1
Aq4

Gfap
ores | b
Mhec Il

Tspo

Contralateral
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Tabla 12. Resumen de la expresion de los genes estudiados en el H contra- e ipsilateral a la
cirugia Sham respecto al intacto alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,

**p<0.01). - : muestra no disponible.

4.1.2.2.2 Respuestainflamatoria y apoptosis en el hipocampo tras el ApNO

Los resultados se exponen en las Figuras 53-B, 54-B, 55-B y Tabla 13.

Respecto a los animales Sham, en el Hc se observé un incremento de Cxcrl significativo en
el dia 1 y dia 30 tras el ApNO, que no se observé en el Hi. Por el contrario, el incremento de
Lcn2 a los 30 dias se encontré en ambos lados. 1I-4 es la Gnica citoquina antinflamatoria que
se sobreexpresa en ambos hipocampos. Se observé un incremento de la expresion de Ibal
alos 3y 9 dias tras el ApNO.

El Hi mostré incremento de citoquinas pro-inflamatorias, particularmente 11-6 a los 3 y 9 dias
e lI-18 a los 9 dias, asi como Lcn2 a los 30 dias; aunque en ningun caso fue un aumento

significativo respecto al contralateral.

No se encontraron cambios en los marcadores de reactividad glial.
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Tabla 13.

B) HIPOCAMPO ApNO vs. Sham Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30
de apoptosis | Caspasa:3 :
Cxcerl 1 : 1
18 T
liaedores | Len2 1
Tni-a Contralateral
e -
Cd206 Contralateral l :
Marcadores -4 | TSI | 1
antinflamatorios Contralateral i
Tore1
A4 Contralateral
Gfap
"t giosie. lbat 1
Mhc Il
Tspo Contralateral

Resumen de la expresion de los genes estudiados en el H contra- e ipsilateral al
ApNO respecto a su Sham a los 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01). - : muestra no disponible.
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Figura 53.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los de los marcadores pro-inflamatorios y de apoptosis por gPCR
en el hipocampo contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudi6 Caspasa-3, Cxcrl,
Len2, 1I-18, Tnf-a e 1I-6 alos 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesion. A. Graficos de barras que
muestran el nivel de expresién + DEM de los genes estudiados en el hipocampo
contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el
hipocampo intacto (1). B. Graficos de barras que muestran el nivel de expresion +
DEM de los genes estudiados en el hipocampo contra- e ipsilateral respecto a sus
respectivos Sham (1). Se examind si habian diferencias entre los animales Sham
respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test,
significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 54.

e A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores antinflamatorios por qPCR en el hipocampo
contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Cd206, Il-4, Tgf-871 a los dias 1, 3, 9 6 30
dias tras la lesiéon. A. Niveles de expresion de los genes estudiados en el hipocampo
contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el
hipocampo intacto (considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de
los genes estudiados en el hipocampo contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos
Sham (considerados como 1, linea de puntos). Se examind si habian diferencias
entre los animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos
hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 55.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores de gliosis por qPCR en el hipocampo contra- e
ipsilateral al ApNO. Se estudi6 CMa (Ag4 y Gfap), CMi (Ibal) y marcadores de
activacion glial (Mhc Il y Tspo) a los 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesion. A. Niveles de
expresion de los genes estudiados en el hipocampo contralateral (derecho) o
ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el hipocampo intacto
(considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los genes
estudiados en el hipocampo contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham
(considerados como 1, linea de puntos). Se examiné si habian diferencias entre los
animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way

ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios

(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).

112




4.1.2.3 Bulbo Olfatorio

4.1.2.3.1 Respuestainflamatoria en el BO tras la cirugia Sham

En el BO, la cirugia Sham modifico la expresion génica (Figuras 56-A, 57-A, 58-A), que se
resumen en la Tabla 14.

El BO contralateral (BOc) presentd un aumento de la expresion de Cxcrl en el dia 1y
Lcn2 el dia 3 pero predominé una infrarregulacion de la mayoria de marcadores pro-
inflamatorios a partir del dia 9 tras la intervencién (Cxcrl, II-18, Tnf-a e 1I-6) y
antinflamatorios (Cd206). La expresién de Gfap fue significativamente mayor que en el BO
ipsilateral el dia 1 y volvi6 a valores comparables con el intacto a partir del dia 3 en
adelante.

En el BO ipsilateral (BOi), se observd un pico de sobrexpresion de Tnf-a e 1I-6 el dia 3 tras
la lesién significativamente mayor que en el BOc. La respuesta antinflamatoria mediada por
la II-4 también fue mayor en el BOi y Tgf-87 aument6 su expresién a los 3 dias. El BOi
mostré mayor expresion de moléculas relacionadas con la reactivacién glial (Mhc Il 'y Tspo)

que los animales intactos.

A) BULBO OLFATORIO Sham vs. Intacto | Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30

Cxerl o I I

-18 I
pro'\flierl]rflcaar?wgiﬁfios Len2 - i
Tni-a L[

11-6 1
Contralateral |
Cd206 1 - - :
Contralateral - i l
Marcadores -4 - 1 !
antinflamatorios -
Tof-B1 1
Contralateral
Aq4
q Contralateral
Gfal
P 1
Marcadores
o lbal
de gliosis Contralateral
T

Mhc Il
Contralateral

Tspo

Contralateral
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Tabla 14. Resumen de la expresion de los genes estudiados en el BO contra- e ipsilateral a la
cirugia Sham respecto al intacto alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01). - : muestra no disponible.

4.1.2.3.2 Respuestainflamatoria en el BO tras el ApNO

En comparacién con los animales Sham, el BOi y BOc se comportan de forma similar
(Figuras 56-B, 57-B, 58-B) (Tabla 15).

En el BOc, Cxcrl se infrarreguld el dia 1 tras el ApNO vy, posteriormente, se sobreexpresa a
los 9 dias. La expresion de los marcadores antinflamatorios es similar entre ambos lados:
infrarregulacién de Tgf-87 el dia 1 y sobrerregulacién de Cd206 a partir del dia 9.

En el BOi, Cxcrl se infrarregulé el dia 1 y, posteriormente, se sobreexpresa a los 30 dias.
La reactividad glial fue similar en ambos lados: la respuesta de la CMi (infrarregulacién de
Ibal) fue mas precoz que la de CMa (sobrerregulacion de Gfap/Ag4).

B) BULBO OLFATORIO ApNO vs. Sham | Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30

Cxert L 1
-18 Contralateral : :
proinfiamatorios | LCN2 :
Ti-a
-
| - 1 1

Cd206
T I
Marcadores 11-4
antinflamatorios - -
Tof-B1
9f-B Contralateral | i
Ag4
i
Gfa
P 1
Marcadores
o Ibal
de gliosis Contralateral )
Mhec Il
Contralateral

Tspo

Contralateral -

114




Tabla 15.

Resumen de la expresién de los genes estudiados en el BO contra- e ipsilateral al
ApNO respecto a su Sham a los 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 7 en verde indican
aumento significativo de expresiéon y las | en rojo sefialan descenso significativo de
expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**p<0.01). - : muestra no disponible.
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Figura 56.

Figura 57.

Expresion de los marcadores pro-inflamatorios por gqPCR en el BO contra- e
ipsilateral al ApNO. Se estudi6 Cxcrl, Lcn2, lI-18, Tnf-a e 1I-6 a los dias 1, 3, 9 6 30
dias tras la lesién. A. Gréficos de barras que muestran el nivel de expresién + DEM
de los genes estudiados en el BO contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras
la cirugia Sham comparado con el BO intacto (1). B. Gréficos de barras que muestran
el nivel de expresién + DEM de los genes estudiados en el BO contra- e ipsilateral
respecto a sus respectivos Sham (1). Se examind si habian diferencias entre los
animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Expresion de los marcadores antinflamatorios por qPCR en el BO contra- e
ipsilateral al ApNO. Se estudié Cd206, Il-4, Tgf-67 a los dias 1, 3, 9 6 30 dias tras la
lesion. A. Niveles de expresion de los genes estudiados en el BO contralateral
(derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el hipocampo
intacto (considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los genes
estudiados en el BO contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham
(considerados como 1, linea de puntos). Se examind si habian diferencias entre los
animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios

(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 58.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores de gliosis por qPCR en el BO contra- e ipsilateral
al ApNO. Se estudiéo CMa (Ag4 y Gfap), CMi (Ibal) y marcadores de activacion glial
(Mhc Il 'y Tspo) a los dias 1, 3, 9 6 30 tras la lesién. A. Niveles de expresion de los
genes estudiados en el BO contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la
cirugia Sham comparado con el hipocampo intacto (considerado como 1, linea de
puntos). B. Niveles de expresion de los genes estudiados en el BO contra- e
ipsilateral respecto a sus respectivos Sham (considerados como 1, linea de puntos).
Se examind si habian diferencias entre los animales Sham respecto a su Intacto o en
los ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:
*p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion
estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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4.1.2.4 Cerebelo

4.1.2.4.1 Respuestainflamatoria y apoptosis en el cerebelo tras la cirugia Sham

Como en el estudio de los tejidos previos, la cirugia Sham modifico la expresion génica

(Figuras 59-A, 60-A, 61-A) que se exponen de forma resumida en la Tabla 16.

En el hemicerebelo contralateral (hCc) no se detectaron cambios en los marcadores
inflamatorios estudiados respecto al animal intacto salvo un aumento de la expresion de
Lcn2 el dia 1, que también se observo en el hemicerebelo ipsilateral. En cambio, la CMa

presenté variaciones: Ag4 se sobreexpreso a los 3 dias y Gfap a los 9 dias, presentando, en

ambos casos, un incremento significativamente mayor en el hCc.

En el hemicerebelo ipsilateral (hCi), se observé un incremento ligeramente mayor en la
expresion de marcadores pro-inflamatorios: el primer dia, ademas de Lcn2, Cxcrl se sobre-

regulé de forma significativa respecto al contralateral, y Caspasa-3 a los 30 dias. La CMi

(Ibal) se infrarregul6 el dia 9.

Marcador

de apoptosis | Caspasa-3
Cxcrl
1-18
pro-infiamatorios | L€N2
Tnf-a
-6
Cd206
antinflamatorios | 14
Tof-B1
Aq4
Gfap
e gliosie. Ibal
Mhc Il
Tspo

A) CEREBELO Sham vs. Intacto

Contralateral

Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30
T -
- !
!
1
?
!
- 1
)
1
1
1
!
1
!
!
! !
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Tabla 16. Resumen de la expresiéon de los genes estudiados en el hemicerebelo contra- e
ipsilateral a la cirugia Sham respecto al intacto alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1
en verde indican aumento significativo de expresion y las | en rojo sefialan descenso
significativo de expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion

estadistica: *p<0.05, **p<0.01). - : muestra no disponible.

4.1.2.4.2 Respuestainflamatoria y apoptosis en el cerebelo tras el ApNO

Para aislar el efecto del ApNO de la cirugia, se realiz6 la comparacion del ApNO con los
animales Sham (Figuras 59-B, 60-B, 61-B) (Tabla 17).

En el hCc tras el ApNO, no se maodificé la expresion de los marcadores pro-inflamatorios
estudiados. Tanto el hCi como el hCc, presentaron sobrexpresiéon de Cd206 a los 9 6 30
dias, respectivamente. La glia no presenté cambios respecto al Sham salvo por una
infrarregulacién a los 9 dias de Tspo, aunque sin diferencias significativas respecto al

hemisferio ipsilateral.

En el hCi tras el ApNO, la respuesta pro-inflamatoria también fue escasa pero ligeramente
mayor que en el contralateral: Cxcrl se sobre-expres6é de forma significativa respecto al
lado contrario e 1l-6 se infra-regul6 a los 30 dias. Curiosamente, presenté una
infrarregulacién inicial de Caspasa-3 el dia 1 pero a los 9 dias, se incrementé de forma
significativa respecto al hCc. No present6 cambios en la glia salvo una infrarregulacion de

Tspo a los 9 dias en el hCc.
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Tabla 17.

B) CEREBELO ApNO vs. Sham Dial | Dia3 | Dia9 | Dia 30
Marcador ! - 1
de apoptosis | Caspasa-3 :
Cxcrl - 1
Contralateral -
18
Marcadores
pro-inflamatorios Len2 -
Tnf-
a Contralateral
I1-6 -
Cd206 - !
Contralateral 1 - 1
Marcadores -4
antinflamatorios Contralateral -
Tgf-B1
sl
Aqg4
q Contralateral
Gfa
P Contralateral
Marcadores | Ipsilateral |
de gliosis Ibal Contralateral
Mhc 1l
Tspo
P Contralateral |

Resumen de la expresion de los genes estudiados en el hemicerebelo contra- e
ipsilateral al ApNO respecto a su Sham alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde
indican aumento significativo de expresion y las | en rojo sefialan descenso significativo
de expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:
*p<0.05, *p<0.01). - : muestra no disponible.
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Figura 59.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores pro-inflamatorios y de apoptosis por qPCR en el
hemicerebelo contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Caspasa-3, Cxcrl, Lcn2, II-
18 ,Tnf-a e 1-6 a los dias 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesion. A. Graficos de barras que
muestran el nivel de expresion + DEM de los genes estudiados en el hemicerebelo
contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el
hemicerebelo intacto (1). B. Graficos de barras que muestran el nivel de expresion +
DEM de los genes estudiados en el hemicerebelo contra- e ipsilateral respecto a sus
respectivos Sham (1). Se examiné si habian diferencias entre los animales Sham
respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test,
significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 60.

ey A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham

@
3

69
=3 Contralateral " s

= Ipsilateral

~
1

CD206
Expresion relativa
n
: * j
Expresién relativa
N

=
-~ L © o
1 1 1

-

=]

1

n
Expresion relativa

Expresion relativa

Marcadores anti-inflamatorios
IL-4

TGF-p1
Expresi6n relativa

Expresion relativa

1 3 9 30 1 3 9
mmm Dias tras el ApNO Dias tras el ApNO

Expresion de los marcadores antinflamatorios por qPCR en el hemicerebelo
contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Cd206, II-4, Tgf-87 a los dias 1, 3, 9 6 30
dias tras la lesion. A. Niveles de expresion de los genes estudiados en el
hemicerebelo contralateral (derecho) o ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham
comparado con el hipocampo intacto (considerado como 1, linea de puntos). B.
Niveles de expresion de los genes estudiados en el hemicerebelo contra- e ipsilateral
respecto a sus respectivos Sham (considerados como 1, linea de puntos). Se
examino si habian diferencias entre los animales Sham respecto a su Intacto o en los
ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05,
**n<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:
#p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 61.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores de gliosis por gPCR en el hemicerebelo contra- e
ipsilateral al ApNO. Se estudi6 CMa (Ag4 y Gfap), CMi (lbal) y marcadores de
activacion glial (Mhc Il y Tspo) a los dias 1, 3, 9 6 30 dias tras el ApNO. A. Niveles de
expresion de los genes estudiados en el hemicerebelo contralateral (derecho) o
ipsilateral (izquierdo) tras la cirugia Sham comparado con el hipocampo intacto
(considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los genes
estudiados en el hemicerebelo contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham
(considerados como 1, linea de puntos). Se examind si habian diferencias entre los
animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way
ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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4.1.2.5 Médula espinal

4.1.25.1 Respuesta inflamatoria y apoptosis en la médula espinal tras la cirugia
Sham

Como en todos los tejidos anteriores, la cirugia Sham modificé la expresion génica (Figura
62-A, 63-A, 64-A; Tablal8).

En la hemimédula contralateral (hMEc), los cambios inflamatorios se presentaron a los 30
dias: hubo una sobrexpresionde 1I-6 e II-18, en este Ultimo caso de forma significativa
respecto a la hemimédula ipsilateral y del marcador antinflamatorios Cd206. Ibal (CMi) se
sobre-expres6 a partir de los 9 dias. En cambio, el incremento de los marcadores de CMa

(Aq4, Gfap) fue més precoz.

En la hemimédula ipsilateral (hMEi), Caspasa-3 se sobreexpresd a los 9 dias pero sin
diferencias significativas respecto al lado contralateral. El resto de marcadores pro-
inflamatorios se mantuvieron sin cambios. Tgf-87 se incrementd de forma significativa
respecto a la hMEc a los 30 dias. En este caso, Ibal se sobre-expresd de forma mas precoz

y Ag4/Gfap (CMa), de forma mas tardia.

A) MEDULA ESPINAL Sham vs. Intacto | Dia1l | Dia 3 | Dia 9 | Dia 30

Marcador

de apoptosis Caspasa-3 Contralateral -
Cxcrl
Contralateral -
-1
Marcadores B Contralateral - 1
pro-inflamatorios
Tnf-a
Contralateral -
11-6
Contralateral - 1

Cd206 - 1
Marcadores Contralateral - T
antinflamatorios T - T
TohR1 C -
1 - 1
had P - |
- 1
Gtap o

Marcadores

Ol Ibal
S I

Mhec Il
- 1

Tspo

Contralateral - 1
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Tabla 18. Resumen de la expresion de los genes estudiados en la hemimédula contra- e
ipsilateral a la cirugia Sham respecto al intacto alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1
en verde indican aumento significativo de expresion y las | en rojo sefialan descenso
significativo de expresién respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacién
estadistica: *p<0.05, **p<0.01). - : muestra no disponible.

4.1.2.5.2 Respuestainflamatoriay apoptosis en la médula espinal tras el ApNO

La respuesta en ambas hemimédulas es similar (Figura 62-B, 63-B, 64-B) (Tabla 19). No
hubo cambios en la expresion de Caspasa-3 y ambas presentaron una respuesta escasa y
tardia de los marcadores pro-inflamatorios: 1I-718 a los 30 dias. La médula no presenté
cambios en la expresién de lbal pero hubo reactividad macroglial: Ag4 y Gfap se sobre-
expresaron a partir de los 9 dias. Cd206 se sobre-expres6 a los 30 dias en hMEi y Tgf-87 en
hMEc en los dias 1 y 30 tras el ApNO.

A) MEDULA ESPINAL ApNO vs. Intacto | Dial | Dia3 | Dia 9 | Dia 30

Marcador

de apoptosis Caspasa-3 -

Cxcrl
-
-18

Marcadores Contralateral - 1

pro-inflamatorios

Tnf-a ISR
Contralateral -

I1-6
: |
Cd206
Marcadores -
antinflamatorios
Tof-B1
gf-B Contralateral i - 1
Ag4
: : t
Gfa
P : t
Marcadores
0 Ibal
de gliosis Contralateral - !
Mhc I
:

Tspo

Contralateral -
Tabla 19. Resumen de la expresion de los genes estudiados en la hemimédula contra- e

ipsilateral al ApNO respecto a su Sham alos 1, 3, 9 6 30 dias. Las flechas 1 en verde
indican aumento significativo de expresién y las | en rojo sefialan descenso significativo
de expresion respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion estadistica:

*p<0.05, **p<0.01). - : muestra no disponible.
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Figura 62.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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3 9 30 1 3 9
Dias tras el ApNO Dias tras el ApNO

Expresion de los marcadores pro-inflamatorios y de apoptosis por gPCR en la
hemimédula contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Caspasa-3, Cxcrl, II-18, Tnf-
ae ll-6 alos dias 1, 3, 9 6 30 dias tras la lesién. A. Gréficos de barras que muestran
el nivel de expresion + DEM de los genes estudiados en la hemimédula contralateral
(derecha) o ipsilateral (izquierda) tras la cirugia Sham comparado con la hemimédula
intacta (1). B. Gréficos de barras que muestran el nivel de expresion + DEM de los
genes estudiados en la hemimédula contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos
Sham (1). Se examiné si habian diferencias entre los animales Sham respecto a su
Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way ANOVA Test, significacion
estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios (One-way ANOVA Test,
significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 63.

A: Sham vs. Intacto B: ApNO vs. Sham
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Expresion de los marcadores antinflamatorios por qPCR en la hemimédula
contra- e ipsilateral al ApNO. Se estudié Cd206 y Tgf-87 alos 1, 3, 9 6 30 dias tras
la lesion. A. Niveles de expresion de los genes estudiados en la hemimédula
contralateral (derecha) o ipsilateral (izquierda) tras la cirugia Sham comparado con la
imédula intacta (considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los
genes estudiados en la hemimédula contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos
Sham (considerados como 1, linea de puntos). Se examind si habian diferencias
entre los animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos
hemisferios (One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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Figura 64.
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de los marcadores de gliosis por gPCR en la hemimédula contra- e
al ApNO. Se estudi6 CMa (Ag4 y Gfap), CMi (Ibal) y marcadores de

activacion glial (Mhc Il'y Tspo) a los dias 1, 3, 9 6 30 dias de la lesién. A. Niveles de

expresion de los genes estudiados en la hemimédula contralateral (derecha) o

ipsilateral (izquierda) tras la cirugia Sham comparado con la hemimédula intacta

(considerado como 1, linea de puntos). B. Niveles de expresion de los genes

estudiados en la hemimédula contra- e ipsilateral respecto a sus respectivos Sham

(considerados como 1, linea de puntos). Se examiné si habian diferencias entre los

animales Sham respecto a su Intacto o en los ApNO respecto a su Sham (One-way

ANOVA Test, significacion estadistica: *p<0.05, **p<0.01) y entre ambos hemisferios
(One-way ANOVA Test, significacion estadistica: #p<0.05, ##p<0.01).
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4.2 ESTUDIO ANATOMO-PATOLOGICO DE LA RESPUESTA GLIAL EN

EL CEREBRO TRAS EL APNO

4.2.1 ACTIVACION MICROGLIAL

En este apartado, analizaremos la respuesta de las CMi Ibal® en el CS, ya que ésta es la
region del cerebro a la que proyectan la mayor parte de los axones de las CGR, yen Hy
BO, como regiones representativas dentro de las RRSNC, areas dentro del SNC sin

conexién directa con las proyecciones retinianas.

Para ello, inicialmente, se ha estudiado la densidad de las CMi Ibal® en cada regi6n en
animales intactos, en los grupos Sham y con ApNO. A continuacién, se expondran los
resultados de la respuesta en el hemisferio contralateral (derecho) e ipsilateral (izquierdo)
en los grupos Sham y ApNO en relacién al grupo intacto a los 3, 9 o0 30 dias tras la cirugia.
Posteriormente, compararemos la respuesta en el area contralateral e ipsilateral observada
en el grupo ApNO en relacion al Sham (considerado entonces como el 100%) con el mismo

esquema temporal.

Ademas, estudiaremos de forma cualitativa la expresion del Cluster of Differentation 68

(CD68") en las regiones mencionadas y en los distintos tiempos analizados.

Finalmente, analizaremos los cambios en el area celular de las CMi Ibal”, considerandolas
diferenciadas en dos poblaciones por tamafio (células > 20 mm? o < 20 mmz), entre los
animales ApNO o Sham y el intacto; asi como entre el ApNO y sus respectivos Sham, y

entre ambos hemisferios.

4.2.1.1 Coliculo superior
4.2.1.1.1 Caracterizacion de las CMi de coliculo superior en animales intactos

La densidad media de CMi Ibal® en el CS derecho fue de 350 + 22 cel/mm? y en el
izquierdo de 363 + 25 cel/mm?, obteniendo una media entre ambos de 357 + 23 cel/mm?;
valor que se consideré como referencia del CS intacto para ambos lados (Tabla 20).

Como se aprecia en la Figura 65, las CMi Ibal® se disponen con una morfologia
quiescente: se aprecia un soma pequefio en relacion al tamafio total de la célula, del que
surgen varios procesos primarios que se ramifican sucesivamente. Las células se
encuentran separadas entre si aunque se pueden intuir el contacto entre ellas a través de

sus ramificaciones secundarias y terciarias.
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Practicamente el total de CMi Ibal® expresa CD68, adquiriendo un marcaje tenue y
puntiforme. La expresion de CD68 se sitla principalmente en membrana del soma celular y
en el inicio de las ramificaciones primarias, aunque también se puede seguir dibujando

longitudinalmente los procesos primarios de algunas CMi.

Coliculo Intacto
Derecho lzquierdo
Animal
1 321 338
2 366 368
3 346 395
4 369 349
Media
(cellmm?) 350 363
DEM 22 25
Media total
(cel/mm?) 357
DEM 23
Tabla 20. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacion estandar de la media) de CMi Ibal® en

el CS de animales intactos en ambos hemisferios y la media + DEM entre ambos.

130




Merge+DAPI

Figura 65. Inmnunodeteccion de CMi en una seccién sagital de coliculo superior de un
ratdn C57BL/6 intacto. Se muestran las CMi inmunodetectadas con |bal (verde),

CD68 (rojo) y la superposicién de ambas con DAPI (Merge +DAPI).

131




4.2.1.1.2 Caracterizaciéon de larespuesta microglial en el CS contralateral tras ApNO

El analisis de la respuesta microglial en el CSc es el control positivo del modelo

experimental, ya que la mayoria de las CGR proyectan sus axones contralateralmente.

Como se muestra en la Tabla 21, en los CS contralaterales de animales Sham la densidad
media de CMi Ibal® se mantuvo estable respecto al intacto. Asimismo, permanecieron

morfolégicamente en un estado similar al descrito en los animales intactos.

En cambio, en los CS contralaterales tras el ApNO se observé un aumento de la densidad
de CMi mayor de 500 cel/mm? en todos los tiempos. Ademas, las CMi cambiaron su
morfologia a un estado de activacion en el que el soma de la célula adquiere gran tamafio y
las ramificaciones se acortan, tomando un aspecto ameboide a 3, 9 o 30 dias tras el ApNO
(Figuras 66, 67 y 68, respectivamente). Practicamente el total de la superficie celular

también se marcé con CD68, siendo més intenso en el soma que en las ramificaciones.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Animal Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 371 485 365 606 389 727

2 381 525 249 584 485 642

3 349 548 286 537 378 688
(C'Z'l?rﬂﬁz) 367 519 300 576 417 686
DEM 16 32 59 35 59 42

Tabla 21. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacién estandar de la media) de CMi Ibal® en

el CS contralateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Figura 66.

Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y del DAPI superpuestas .
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Intacto

Sham 9d
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Figura 67. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto

Figura 68.

Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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4.2.1.1.3 Caracterizacion de la respuesta microglial en el CS ipsilateral tras ApNO

En el CSi, la densidad media de CMi Ibal® se mantuvo en nimero similar respecto al

intacto, tanto en Sham como en ApNO a los 3 dias (Tabla 22). A partir de los 9 dias,

mientras en Sham permanecio estable, se observé un aumento en el grupo del ApNO, con

una densidad media de 410 + 20 cel/mm?” a los 30 dias. En cuanto a la morfologia celular,

las CMi Ibal® presentaron un estado quiescente con una expresion de CD68 similar a la

presentada en el animal intacto en los 3 tiempos estudiados (Figuras 69, 70y 71).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Animal Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 378 419 321 489 288 388

2 411 349 301 372 320 417

3 346 366 307 361 353 425
(C'Z'l/er?]ﬁz) 378 378 310 407 320 410
DEM 32 36 10 71 33 20

Tabla 22. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacién estandar de la media) de CMi Ibal® en

el CS ipsilateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Figura 69.

Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Figura 70.

Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Figura 71. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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4.2.1.1.4 Respuesta microglial relativa en el CS tras la cirugia Sham o ApNO en

comparacion con el CS intacto

Como se muestra en la Figura 72-A, en el CSc tras la cirugia Sham, se observd un

aumento significativo a los 30 dias. Como se muestra en la Figura 72-B, el porcentaje de

CMi Ibal® aumenté progresiva y significativamente en los CS contralaterales tras el ApNO a

todos los tiempos analizados. Este aumento es gradual, y alcanza su pico a los 30 dias tras
la lesion (192% + 12) (Tabla 23).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 104 136 102 170 109 204

2 107 147 70 164 136 180

3 98 154 80 151 106 193
Media (%) 103 146* 84 161* 117+ 192*

DEM 4,6 9 17 10 17 12

Tabla 23. Porcentajes de densidad relativa de la CMi Ibal® en el CS contralateral en relacion

al CS intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesién. *

diferencia estadisticamente significativa en comparacién con animales intactos (Test de
Mann Whitney p< 0,05).

La densidad media de CMi Ibal” en CSi de los animales Sham presenté una disminucion

significativa del 13% a los 9 dias y a los 30, el descenso fue del 10% pero no alcanzé la

significacion estadistica (Figura 72-A). Tras el ApNO, el porcentaje de aumento de CMi

Ibal® sélo alcanzo la significacion estadistica a los 30 dias, con un ligero incremento del

115% + 5,6 (Figura 72-B) (Tabla 24).

Dias tras la seccion del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 106 118 90 137 81 109

2 115 98 84 104 90 117

3 97 103 86 101 99 119
Media (%) 106 106 87* 114 90 115~

DEM 9,1 10 29 20 9,1 5,6
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Tabla 24. Porcentajes de densidad relativa de la CMi Ibal® en el CS ipsilateral en relacién al
CS intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion. *
diferencia estadisticamente significativa en comparaciéon con animales intactos (Test de
Mann Whitney p< 0,05).

4.2.1.1.5 Respuesta microglial en el CS tras el ApNO relativa al grupo Sham

Con el fin de excluir la respuesta microglial producida por la cirugia en si, se calcul6 el
porcentaje de densidad de CMi Ibal® relativa a sus correspondientes Sham (considerados

como el 100%) en ambos hemisferios cerebrales.

Los resultados mostraron una grafica similar a la comparacion previa con los animales
intactos (Figura 72-C). En ambas localizaciones, se observé la misma tendencia, aunque
mas pronunciada en el hemisferio contralateral: un aumento del porcentaje de densidad de
CMi Ibal® relativo al Sham a los 9 dias y descenso posterior a los 30 dias del ApNO,
aunque este aumento no fue significativo. A 3 dias, el incremento relativo fue mayor en el
hemisferio contralateral que en el ipsilateral. El incremento relativo de densidad de CMi fue
mayor en el CSc a la lesion ApNO que en el ipsilateral en todos los tiempos estudiados. Sin
embargo, en ningun tiempo se alcanza la significacion estadistica respecto al Sham, entre
los tiempos estudiados ni entre ambos hemisferios (Tabla 25).

Dias tras la seccion del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 132 111 202 158 174 121

2 143 92 194 120 154 130

3 149 97 179 117 165 133
Media (%) 142 100 192 132 164 128
DEM 8,7 9,6 12 23 10 6,2

Tabla 25. Variacion relativa en porcentajes de la densidad de la microglia en el CS en

relacion al CS Sham ipsilateral o contralateral correspondiente (considerados
como el 100 %). No hay diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 72. Porcentaje de CMi Ibal® en el coliculo superior de ratones C57BL/6 a los

diferentes tiempos tras el ApNO. Graficos de barras que muestran el porcentaje +
DEM de CMi Ibal® en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo ApNO (barras
naranjas), con respecto a los ratones intactos (A, B) o Sham (C), considerados como
el 100%, a los distintos tiempos de analisis. Las barras en colores claros representan
al CS contralateral y las oscuras al ipsilateral. El analisis estadistico ha estudiado las
diferencias entre animales Sham o ApNO vs. Intactos y ApNO vs. Sham, asi como
entre los diferentes tiempos de estudio y entre ambos lados. *:diferencia
estadisticamente significativa en comparaciéon con animales intactos (Test de Mann
Whitney p< 0,05).

4.21.1.6 Estudio del éarea celular de las células Ibal® en el coliculo superior

contralateral e ipsilateral

Ademas de calcular la densidad media de CMi Ibal®, se analiz6 el area celular de las CMi
Ibal® en los diferentes grupos experimentales mediante el software ImageJ, dividiendo las
CMi Ibal* en menores y mayores de 20 mm? y representando niimero absoluto y porcentaje
de CMi Ibal® respecto al total en cada grupo (ver Apartado 3.5.7.2. Estudio de la

superficie celular de las células de la microglia).
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Los resultados se muestran en la Figura 73. En el CSc tras el ApNO, hubo un incremento
del nimero de células con tamafio mayor a 20 mm? progresivo en el tiempo que no se
observé en sendos grupos Sham, superando en los 3 tiempos estudiados el porcentaje de
células > 20 mm? presentes en el intacto. Aunque también se produjo un aumento gradual
del nimero de células < 20 mm?, siendo significativamente mayor a 9 dias, la variacién
respecto al Sham fue menor. En los grupos Sham, solo se observé un aumento significativo
del porcentaje relativo al intacto en CMi Ibal* mayores de 20 mm? a 30 dias, que coincide
con la disminucién del porcentaje de CMi Ibal® menores de 20 mm?. En el CSi tras el
ApNO, el nimero de CMi Ibal® > 20 mm? aumentd de forma significativa a los 30 dias
respecto al intacto. Respecto al total de poblacién celular, tanto a los 3 como a los 30 dias,
el porcentaje de células grandes era mayor que en el intacto. En consecuencia, se aprecio
un descenso significativo en el porcentaje de células < 20 mm? respecto al porcentaje del

intacto en dichos grupos, aunque el nUmero absoluto permanecié estable.

Finalmente, se compard el area celular de las CMi Ibal” en los CS de ambos hemisferios de
los animales ApNO respecto los animales Sham. Aunque no hay diferencias
estadisticamente significativas, se aprecia una tendencia a un mayor porcentaje células
grandes en el CSc, mientras que el CSi permanece sin cambios relevantes respecto al
Sham.

Como se observa en la Figura 74, los CS contralaterales de los animales sometidos a
ApNO presentaron CMi Ibal” reactivas con morfologia ameboide y aumento de la expresion
de CD68, sobre todo en el dia 3 y 9, mientras que en el dia 30 impresionan de una
tendencia regresiva a su situacion basal; en cambio, en los Sham no se observan estos
cambios. El CSi de animales ApNO o sus Sham no mostré hallazgos relevantes en la

inmunohistofluorescencia.
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Figura 73. Estudio del &rea de las CMi Ibal® en el CS de ratones C57BL/6 a los diferentes

tiempos tras el ApNO o Sham. Graficos de barras que muestran el nimero o
porcentaje + DEM de CMi Ibal® con un area mayor o menor 20 mm? en el grupo
Sham (barras azules), en el grupo ApNO (barras naranjas) y en los ratones intactos
(barra gris); en los CS contralateral o ipsilateral. Abajo, comparacién del porcentaje
de CMi Iba" respecto a su Sham correspondiente (considerado como el 100%). Las
barras en colores claros representan al CS contralateral y las oscuras al ipsilateral.

*.diferencia estadisticamente significativa entre los grupos sefialados (Test de Mann

Whitney p< 0,05).
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CS CONTRALATERAL CS IPSILATERAL
Sham ApNO Sham ApNO

3d - --

Figura 74. Figura resumen de la respuesta de las CMi Ibal® CD68" en el CS contra- e

ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3,9 6 30 dias.

4.2.1.2 Hipocampo
4.2.1.2.1 Caracterizacion de las CMi de hipocampo en animales intactos

Como se observa en la Tabla 26, la densidad media de CMi Ibal” en el H en el hemisferio
derecho fue de 312 + 21 CMi/mm?, y en el hemisferio izquierdo de 307 + 79 CMi/mm®. No se
encontraron diferencias significativas, con una densidad media total de 310 + 54 CMi/mm?.
Este resultado se utiliz6 como valor medio normal para comparar con los grupos

experimentales.

En la Figura 75, se muestra la poblacion de CMi en una seccién representativa de un
hipocampo de un animal intacto, inmunodetectada con Ibal y CD68. Las CMi Ibal® se

distribuyen de una forma uniforme por el asta de Amén y el giro dentado. En cuanto a su
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morfologia, se trata de células de soma pequefio del que parten 2-3 ramificaciones
principales que se arborizan, entrando en contacto unas con otras a través de sus
terminaciones distales. Practicamente la totalidad de las CMi Ibal® expresa ligeramente
CD68, principalmente en el cuerpo celular de la misma, aunque también hay marcaje en las

ramificaciones, que dan lugar a un piqueteado que se hace muy evidente en CA3.

Las CMi Ibal® con morfologia ameboide e intenso marcaje Cd68", es decir, activadas, se
encuentran en la zona del plexo coroideo, en la piamadre o en zonas que parecen

corresponder a vasos sanguineos (Figura 75-Magnificacién).

Hipocampo Intacto
Derecho lIzquierdo
Ratén
1 310 389
2 290 294
3 309 203
4 341 341
(C'Z:/er?]'rﬁz) 312 307
DEM 21 79
oot | auo
DEM 54
Tabla 26. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacién estandar de la media) de células de

microglia Ibal® en el hipocampo de animales intactos en ambos hemisferios y la

media £ DEM entre ambos.
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Figura 75.

Inmnunodeteccion de CMi en una seccidn sagital de hipocampo de un ratén
C57BL/6 intacto. Se muestran las CMi inmunodetectadas con Ibal (verde), CD68
(rojo) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge+DAPI). Magnificacion: arriba
de la imagen, CMi Ibal® con expresion puntiforme de CD68 correspondientes con
CMi del hipocampo; abajo, células con morfologia ameboide Ibal® con expresién en

toda su superficie de CD68 en probable relacion con un vaso sanguineo.
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4.2.1.2.2 Caracterizacion de la respuesta microglial en el hipocampo contralateral

tras ApNO

Los resultados muestran que la densidad media de CMi en el hipocampo contralateral (Hc)

de animales Sham o tras el ApNO, fue similar a la densidad media de los animales intactos

a 3y 9 dias, y no hubo diferencia entre Sham y ApNO. A 30 dias tras el ApNO, se observé

un cierto incremento (Tabla 27). El aspecto de las CMi Ibal® persiste con una morfologia

similar, con un soma pequefio que expresa Ibal y ligeramente CD68 del que parten varias

proyecciones primarias en todos los tiempos estudiados tras la lesion (Figuras 76, 77 y 78).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 261 329 355 320 443 366
2 329 303 206 216 425 319
3 322 329 226 285 443 437
Media
(celimm?) 355 320 262 274 437 374
DEM 37 15 81 53 10 60
Tabla 27. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacion estandar de la media) de CMi Ibal® en

el hipocampo contralateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Intacto

Iba1

Merge+QAPI x : Merge+DAPI

Figura 76.

Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefales y DAPI superpuestas.
Magnificacion: Se observa la CMi de H, en la parte superior del cuadrante, con
morfologia ramificada, mientras que la CMi de CS presenta aspecto ameboide con

intenso marcaje CD68".
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Intacto

Sham 9d ApNO 9d

Merge+DAPI ‘Merge+DAPI -

Figura 77. Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto

Sham 30d

Merge+DAPI ; -} Merge+DAPI

Figura 78.

Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas. En las
imagenes del ApNO 30 dias, se observan las CMi Ibal® con intenso marcaje

CD68"en el tracto 6ptico, mientras que las CMi de H permanecen en su estado basal.
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4.2.1.2.3 Caracterizaciéon de la respuesta microglial en el hipocampo ipsilateral tras

ApNO

En el hipocampo ipsilateral (Hi) tras la lesion, la densidad media de CMi Ibal” permanece

en cifras similares a las del animal intacto salvo en el ApNO a los 30 dias, donde se aprecia

un incremento mayor (Tabla 28). No se observaron cambios relevantes en las imagenes de

inmunohistofluorescencia (Figuras 79, 80 y 81).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Ratoén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 271 349 269 297 331 411
2 260 331 233 239 306 464
3 340 282 161 285 357 461
Media
(celimm?) 290 321 221 274 331 446
DEM 44 35 55 31 26 30
Tabla 28. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacion estandar de la media) de CMi Ibal® en

el hipocampo ipsilateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Intacto

1'0;) prn e gl
Sham 3d

Merge+DAPI" = - N'Merge+DAPI _

Figura 79. Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto

1‘0'0m 4 PR e A
Sham 9d ONC 9d

Merge+DAPI N Merge+DAPI

Figura 80. Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto

Sham 30d ApNO 30d

Merge+DAPI - - _' _' 55 e Merge+DAPI"

Figura 81. Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). En el H intacto y en la parte inferior de los H

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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4.2.1.2.4 Respuesta microglial relativa en el hipocampo tras la cirugia Sham o ApNO

en comparacion con el CS intacto

El analisis de aumento o disminucién de porcentaje de densidad de CMi Ibal” relativo a los
animales intactos (considerados el 100%) muestra que en el Hc a la lesién tanto tras la
cirugia Sham como ApNO no presentaron cambios significativos, excepto a 30 dias tras la
cirugia Sham, que fue significativamente mayor (Figura 82-A y B) (Tabla 29).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Ratoén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 84 106 115 103 143 118
2 106 98 67 70 137 103
3 104 106 73 92 143 141
Media (%) 98 103 85 88 141* 121
DEM 12 5 26 17 3 19
Tabla 29. Porcentajes de densidad relativa de la CMi Ibal® en el hipocampo contralateral en

relacion al hipocampo intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos

tras la lesion. * diferencia estadisticamente significativa en comparacion con animales
intactos (Test de Mann Whitney p< 0,05).

En el Hi a la lesién del grupo Sham, se observo una disminucion del porcentaje de densidad
de CMi Ibal” relativa a los animales intactos a los 9 dias. A los 30 dias, el porcentaje de
densidad CMi Ibal® en el hipocampo Sham es similar al intacto (Figura 82-A) (Tabla 30).
Tras el ApNO, el porcentaje de densidad de CMi Ibal® es similar al grupo intacto a 3y 9
dias y significativamente mayor a 30 dias, con un incremento del 144% + 10% (Figura 82-
B) (Tabla 30).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 87 113 87 96 107 133

2 84 107 75 77 99 150

3 110 91 52 92 115 149
Media (%) 94 104 71* 88 107 144*

DEM 14 11 18 10 8 10
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Tabla 30. Porcentajes de densidad relativa de la CMi lbal® en el hipocampo ipsilateral en

relaciéon al hipocampo intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos

tras la lesion. * diferencia estadisticamente significativa en comparacién con animales
intactos (Test de Mann Whitney p< 0,05).

4.2.1.2.5 Respuesta microglial en el hipocampo tras el ApNO relativa al grupo Sham

Para analizar la respuesta de CMi debida al ApNO y no a la cirugia en si, se calculo la

variacion relativa de densidad de CMi Ibal® en los hipocampos de los grupos con ApNO

respecto a sus respectivos Sham (considerados como el 100%). Los resultados muestran

que no se presentaron cambios significativos respecto al Sham, entre los tiempos

estudiados ni en ninguno de los hemisferios. No obstante, en el Hi se aprecia una tendencia

al incremento progresivo en el tiempo que no ocurre en el Hec (Tabla 31) (Figura 82-C).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Raton Contralateral lIpsilateral | Contralateral Ipsilateral [ Contralateral Ipsilateral
1 93 120 122 134 84 124
2 85 114 82 108 73 140
3 93 97 109 129 100 139
Media (%) 90 111 104 124 86 134
DEM 4 12 20 14 14 9
Tabla 31. Variacién relativa en porcentajes de la densidad de la CMi Ibal” en el hipocampo

en relacion al hipocampo Sham ipsilateral o contralateral (considerados como el

100 %). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 82. Porcentaje de CMi Ibal” en el hipocampo de ratones C57BL/6 a los diferentes

tiempos tras el ApNO. Gréficos de barras que muestran el porcentaje + DEM de
CMi Ibal® en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo ApNO (barras naranjas),
con respecto a los ratones intactos (A, B) o Sham (C), considerados como el 100%, a
los distintos tiempos de andlisis. Las barras en colores claros representan al
hipocampo contralateral y las oscuras al ipsilateral. El analisis estadistico ha
estudiado las diferencias entre animales Sham o ApNO vs. Intactos y ApNO vs.
Sham, asi como entre los diferentes tiempos de estudio y entre ambos lados.
*.diferencia estadisticamente significativa en comparacién con animales intactos (Test
de Mann Whitney p< 0,05).

4.2.1.2.6 Estudio del area celular de las células Ibal® en el hipocampo ipsi- y

contralateral

A continuacion, se cuantificé el tamafio celular de las CMi Ibal® en el Hi e Hc tras ApNO o
tras la cirugia Sham, dividiendo entre CMi Ibal® pequefias (< 20 mm?) o CMi Ibal® grandes
(>20 mm®) (Figura 83).

En el Hc en comparacion con el animal intacto, los resultados mostraron que las células con

tamafio mayor a 20 mm? aumentan significativamente a los 3 y 30 dias en los grupos Sham
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asi como en todos los tiempos estudiados con ApNO, en este caso sin lograr significacion
estadistica. En cambio, en el grupo Sham 9 dias hubo una reducciéon del namero y
porcentaje de células con area mayor a 20 mm? y un incremento absoluto y relativo de las
de area menor a 20 mm?, ambas variaciones significativas respecto al intacto. Asimismo,
hubo un incremento del nimero de CMi Ibal® con superficie menor a 20 mm? y de su

porcentaje respecto al total a los 9 6 30 dias.

En el Hi, el nimero de células mayor a 20 mm? se mantuvo similar al intacto salvo un
incremento significativo en el grupo ApNO a los 30 dias. Los grupos de ApNO tuvieron
mayor numero de células pequefias respecto al intacto en todos los tiempos estudiados, sin
que estos cambios fueran estadisticamente significativos.

Finalmente, se comparé la proporcién de CMi Ibal® en funcién de su area celular entre los
hipocampos de ambos hemisferios de los animales ApNO respecto los animales Sham y no
se encontraron diferencias respecto a sus Sham.

La Figura 84 permite visualizar la respuesta en el Hi e Hc a la lesién, permitiendo
comprobar que, en comparacién con las porciones de CS observados en las imagenes de
ApNO a los 3 y 30 dias, las CMi no adquieren morfologia ameboide ni un marcaje intenso
CD68".
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Figura 83. Estudio del area de las CMi Ibal® en el hipocampo de ratones C57BL/6 a los

diferentes tiempos tras el ApNO o Sham. Graficos de barras que muestran el
ndmero o porcentaje + DEM de CMi Ibal” con un area mayor o menor de 20 mm? en
el grupo Sham (barras azules), en el grupo ApNO (barras naranjas) y en los ratones

intactos (barra gris), en los hipocampos (H) contralateral o ipsilateral. Abajo,

comparacién del porcentaje de CMi Iba"

(considerado como el 100%). Las barras en colores claros representan al H

contralateral y las oscuras al ipsilateral. *:diferencia estadisticamente significativa

respecto a su Sham correspondiente

entre los grupos sefialados (Test de Mann Whitney p< 0,05).
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HIPOCAMPO CONTRALATERAL HIPOCAMPO IPSILATERAL
Sham ApNO Sham ApNO

9d Iba1

30d WIS

Figura 84. Figura resumen de la respuesta de las CMi Ibal® CD68" en el hipocampo contra-

e ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3,9 6 30 dias.

4.2.1.3 Bulbo Olfatorio
4.2.1.3.1 Caracterizacién de las CMi del BO en animales intactos

Para el estudio de la CMi del BO, nos centraremos en el estudio de la misma en la capa
granular dado que es la capa de mayor extension y facilmente distinguible en los cortes
sagitales (Ver Apartado 1.2.3. Bulbo Olfatorio). Como se observa en la Tabla 32, la
densidad media de CMi Ibal” del BO derecho e izquierdo fue 351 + 83 y 347 + 95, CMi/mm?,
respectivamente; similar entre ambos. Se calculd el promedio de varios animales
analizados, el valor que se utilizara de referencia para compararlo con los grupos

experimentales, y fue de 351 + 83 CMi/mm?.

Como se muestra en la Figura 85, las CMi Ibal® se disponen con un soma de pequefio del

gue se originan numerosas ramificaciones, morfologia tipica del estado de reposo de las
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CMi. Las CMi Ibal® de la capa granular muestran en la regiéon del soma celular una

expresién baja de CD68 pero presente practicamente en la totalidad de las mismas.

Bulbo Olfatorio
Intacto
Derecho lzquierdo
Animal
1 338 316
2 268 244
3 346 355
4 469 472
Media
(cel/mmz) 355 347
DEM 83 95
Media total
(cel/mm?) 351
DEM 83
Tabla 32. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacién estandar de la media) de células de

microglia Ibal® en el BO de animales intactos en ambos hemisferios y la media *
DEM entre ambos.
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Merge+DAPI

Figura 85. Inmnunodeteccion de CMi en una seccién sagital de bulbo olfatorio de un ratén
C57BL/6 intacto. Se muestran las CMi inmunodetectadas con Ibal (verde), CD68

(rojo) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge+DAPI).
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4.2.1.3.2 Caracterizaciéon de larespuesta microglial en el BO contralateral tras ApNO

La densidad media de CMi Ibal” en el BO contralateral (BOc) a la lesion fue similar al grupo

intacto, tanto en el grupo con cirugia Sham como con ApNO y a todos los tiempos tras la

lesién (Tabla 33). En cuanto a la morfologia y la expresion de CD68, tampoco se observan

cambios en las imagenes de inmunofluorescencia a 3, 9 6 30 dias (Figuras 86, 87 y 88,

respectivamente).
Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 284 334 318 376 379 446
2 301 365 350 338 338 393
3 323 368 338 364 388 344
(ctz/ll/eriirﬁz) 303 356 335 359 368 395
DEM 19 19 16 19 26 51
Tabla 33. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacién estandar de la media) de CMi Ibal*en

el BO contralateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Merge+DAPI" = | Merge+DAPI

Figura 86.

Secciones sagitales de un BO intacto y de BO contralaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefiales y DAPI

superpuestas (Merge + DAPI).
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Sham 9d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 87.

Secciones sagitales de un BO intacto y de BO contralaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefiales y DAPI

superpuestas (Merge + DAPI).
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Figura 88. Secciones sagitales de un BO intacto y de BO contralaterales analizados 30
dias después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas
con Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefiales y
DAPI superpuestas (Merge + DAPI).
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4.2.1.3.3 Caracterizaciéon de larespuesta microglial en el BO ipsilateral tras ApNO

En el BOi se produce un aumento de la densidad de las CMi Ibal® a los 30 dias tras la
lesion, similar entre animales Sham y ApNO. El resto de tiempos estudiados se mantuvo en
valores similares a la densidad media del BO intacto de referencia (351 + 83 CMi/mm?)
(Tabla 34).

No se observaron cambios en el estudio del tejido en los 3 tiempos estudiados respecto al
animal intacto o a lo largo de los tiempos estudiados, como se muestra en las Figuras 89,
90y 91.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 315 398 335 458 481
2 309 376 301 317 434 421
3 367 353 355 332 469 504
(C'g'l‘friﬁz) 330 375 328 328 454 469
DEM 32 23 39 10 18 43
Tabla 34. Densidad media (cel/mm?) + DEM (desviacion estandar de la media) de CMi Ibal®

en el BO ipsilateral al ApNO con sus respectivos Sham.
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Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 89.

Secciones sagitales de un BO intacto y de BO ipsilaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefales y DAPI

superpuestas (Merge + DAPI).
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Sham 9d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 90.

Secciones sagitales de un BO intacto y de BO ipsilaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefales y DAPI

superpuestas (Merge + DAPI).
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Sham 30d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 91.

3

Secciones sagitales de un BO intacto y de BO ipsilaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMi inmunodetectadas con
Ibal (verde) y CD68 (rojo). Las imagenes inferiores muestra ambas sefiales y DAPI

superpuestas (Merge + DAPI).
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4.2.1.3.4 Respuesta microglial relativa en el BO tras la cirugia Sham o ApNO en

comparacion con el BO intacto

El BOc a la lesién no presenté cambios en relacién a la densidad de CMi Ibal” respecto al

animal intacto con la cirugia Sham (Figura 92-A) o tras el ApNO (Figura 92-B) (Tabla 35).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 81 95 91 107 108 127

2 86 104 100 96 96 112

3 92 105 96 104 110 98
(C'Z'l‘fn‘i"ﬁz) 86 101 96 102 105 112
DEM 55 54 4,7 5,6 7,5 14,5
Tabla 35. Porcentajes de densidad relativa de la CMi Ibal® en el BO contralateral en relacién

al BO intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesién. No

se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Sin embargo, el BOi de los animales estudiados a los 30 dias tras el ApNO presentaron un
aumento significativo de la densidad relativa de CMi del 134 + 12 % (Figura 92-B), mientras
que en su grupo Sham fue del 129 + 5,1 % (Figura 92-A) (Tabla 36). El porcentaje de

densidad relativa de microglia permanecio estable a los 3 y 9 dias, en Sham y ApNO.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 90 113 - 96 130 137

2 88 107 86 90 124 120

3 105 100 101 95 134 143
(C'Z'l?rﬂﬁz) 94 107 93 94 129 134*

DEM 9,2 6,4 11 2,7 51 12
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Tabla 36.

4.2.1.35

Porcentajes de densidad relativa de la CMi Ibal® en el BO contralateral en relacién

al BO intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion.

Muestra del BO ipsilateral del ratén 1 del grupo Sham 9 dias no disponible. *:diferencia

estadisticamente significativa en comparacién con animales intactos (Test de Mann
Whitney p< 0,05).

Respuesta microglial en el BO tras el ApNO relativa al grupo Sham

El BO tras el ApNO no presenté cambios significativos respecto a sus correspondientes

Sham (considerados en este caso como el 100%), entre los tiempos estudiados o entre
ambos lados (Tabla 37) (Figura 92-C).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias
Raton Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral
1 110 120 112 102 121 106
2 121 114 101 97 107 93
3 122 107 108 101 94 111
( C'Z'l‘fr?]ﬁz) 118 114 107 100 107 103
DEM 6,3 6,8 5,8 2,9 14 9,4
Tabla 37. Variacion relativa de la densidad de la CMi Ibal” en porcentaje en el BO en relacion

al BO Sham ipsilateral o contralateral (considerados como el 100%). No hay

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 92. Porcentaje de CMi Ibal® en el BO de ratones C57BL/6 a los diferentes tiempos

tras el ApNO. Gréficos de barras que muestran el porcentaje + DEM de CMi lbal”
en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo ApNO (barras naranjas), con respecto
a los ratones intactos (A, B) o Sham (C), considerados como el 100%, a los distintos
tiempos de analisis. Las barras en colores claros representan al BO contralateral y las
oscuras al ipsilateral. El andlisis estadistico ha estudiado las diferencias entre
animales Sham o ApNO vs. Intactos y ApNO vs. Sham, asi como entre los diferentes
tiempos de estudio y entre ambos lados. *:diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con animales intactos (Test de Mann Whitney p< 0,05).

4.2.1.3.6 Estudio del area celular de las células Ibal" en el BO

El area celular de las CMi en el BOc o BOi al ApNO o a cirugia Sham no mostré diferencias
respecto a los animales intactos. Logicamente, tampoco se encontraron diferencias entre los
animales con ApNO vy sus respectivos Sham (Figura 93). Las imagenes expuestas en este

apartado se resumen en la Figura 94.
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Figura 93. Estudio del area de las CMi Ibal® en el bulbo olfatorio de ratones C57BL/6 a los

diferentes tiempos tras el ApNO o Sham. Gréficos de barras que muestran el
ndmero o porcentaje + DEM de CMi Ibal” con un area mayor o menor de 20 mm? en
el grupo Sham (barras azules), en el grupo ApNO (barras naranjas) y en los ratones
intactos (barra gris), en el bulbo olfatorio (BO) contralateral o ipsilateral. Abajo,
comparacién del porcentaje de CMi Iba" respecto a su Sham correspondiente
(considerado como el 100%). Las barras en colores claros representan al BO
contralateral y las oscuras al ipsilateral. *:.diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos sefialados (Test de Mann Whitney p< 0,05).
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BO CONTRALATERAL BO IPSILATERAL
Sham ApNO Sham ApNO

3d Ibal

9d Iba1

30d

Figura94.  Figura resumen de la respuesta de las CMi Ibal® CD68" en el bulbo olfatorio
contra- e ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3, 9 6 30 dias.
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4.2.2 ACTIVACION MACROGLIAL

A continuacion, se expondra el estudio de la respuesta macroglial en las mismas regiones
referidas anteriormente (CS, H y BO) de un grupo intacto y a los 3, 9 6 30 dias tras el ApNO
o la cirugia Sham. Para ello, se analizaron secciones sagitales de los mismos tejidos

inmunodetectando los astrocitos dada su expresién de GFAP.

La cuantificacion del area ocupada por inmunofluorescencia GFAP se realiz6 mediante el
software ImageJ (ver Apartado 3.5.7.3. Cuantificacion automética de la superficie
ocupada por GFAP). De forma resumida: dado que el area ocupada por la expresion de
GFAP en cada inmunohistofluorescencia puede ser relativamente variable por las propias
condiciones particulares de cada experimento, se decidié ponderar la superficie obtenida en
cada seccién por el valor obtenido en el animal intacto de la inmunodeteccién
correspondiente, adem@s de realizar la captura con el microscopio de fluorescencia con los
mismos pardmetros de ganancia y exposicion. En el caso del animal intacto, de igual
manera, los valores absolutos de area ocupada por GFAP se ponderaron por el promedio
obtenido en su inmunodeteccién correspondeinte. Por tanto, se obtuvo el valor de

fluorescencia 1 para la regién a estudio del animal intacto.

Para ello, inicialmente, se ha estudiado el area ocupada por GFAP en cada region en
animales intactos y en los grupos Sham y con ApNO. A continuacion, se expondran los
resultados de la respuesta en el hemisferio contralateral (derecho) e ipsilateral (izquierdo).
Finalmente, compararemos la respuesta en el area ipsilateral y contralateral observada en el

grupo ApNO en relacién al Sham (considerado entonces como el 100%).

El estudio de la expresion de MHC Il se realiz6 de forma cualitativa a través de la

visualizacion de las secciones de los distintos tiempos desde la lesion.

4.2.2.1 Coliculo superior

4.2.2.1.1 Caracterizacion de la activacion macroglial de coliculo superior en

animales intactos

Como se ha expuesto anteriormente, el valor del area ocupada por inmunofluorescencia
GFAP del CS intacto fue 1 (ver Apartado 3.5.8.2. Analisis del estudio histolégico de la
macroglia). Como se puede ver en la Figura 95, la mayor expresion de GFAP en astrocitos
tuvo lugar en la superficie externa del CS, sin ser posible diferenciar en esta imagen
unidades celulares independientes. No se observo una expresion constitutiva generalizada
de MHC Il en los astrocitos. En esta imagen, se muestran dos células de aspecto ameboide
GFAP/MHC 1II", insertadas en la superficie del CS en probable intima relacién con la

piamadre (Figura 95-Magnificacion).
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Merge+DAPI

Figura 95. Inmnunodeteccion de CMa en una seccion sagital de coliculo superior de un
ratbn C57BL/6 intacto. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP

(purpura), MHC I (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge+DAPI).
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4.2.2.1.2 Caracterizaciéon de larespuesta macroglial en el CS contralateral tras ApNO

Se ha demostrado que la OHT en rata provoca una reacciéon micro (Ibal) y macroglial
(GFAP) en el CSc y CSi respecto al animal intacto pero no se ha cuantificado (Sapienza
et al.,, 2016). En el modelo de SNO, se ha demostrado un incremento la densidad de CMi
Ibal® en el CSc respecto al animal intacto (Smith et al., 2018), como también confirman
nuestros resultados anteriormente expuestos. Sin embargo, la respuesta de CMa en ambos
CS tras el ApNO ha sido escasamente estudiada.

Como se muestra en la Tabla 38, el area ocupada por CMa GFAP" en el CSc tras el ApNO
o la cirugia Sham se incrementé progresivamente en todos tiempos estudiados respecto al
CS intacto. En los CSc de los animales Sham, se produjo un incremento progresivo similar
pero de menor cuantia. De esta manera, a los 30 dias de la lesién, el area ocupada por
GFAP alcanz6 un aumento relativo de 3 £ 0,3 a los 30 dias en los animales con el ApNO y

2,1+ 0,7 en el grupo con cirugia Sham.

Estos resultados de incremento de area ocupada por GFAP se pueden observar a 9 6 30
dias en las Figuras 97 y 98, respectivamente. Ademés de este aumento del &rea ocupada
por GFAP en la superficie del CSc, se observd un mayor marcaje de las prolongaciones y
ramificaciones astrocitarias hacia su interior. A diferencia del grupo experimental a los 3 dias
(Figura 96), a 9 6 30 dias aparecieron células MHC II" dentro del parénquima del CSc,

ademas de un mayor nimero de éstas insertas en la superficie del tejido.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 15 1.6 1.2 1.4 1.7 29

2 1.0 1.2 1.1 1.2 29 29

3 0.6 1.2 1.4 1.8 1.8 3.4
Media 11 1.3 1.2 15 2.1 3.0
DEM 0.5 0.2 0.2 0.3 0.7 0.3

Tabla 38. Area + DEM (desviacion estandar de la media) ocupada por GFAP en el CS
contralateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto

(considerado como 1).
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Intacto

+MHC lI+

Sham 3d

Merge+DAPI , Merge+DAPI

Figura 96.

Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto +MHC I+

Sham 9d

Merge+DAPI . ; - Merge+DAPI

Figura 97. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Figura 98. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS contralaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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4.2.2.1.3 Caracterizaciéon de la respuesta macroglial en el CS ipsilateral tras ApNO

En el CSi, los resultados mostraron que el area ocupada por GFAP también se increment6

en todos los tiempos estudiados tanto en el grupo tras ApNO como en el grupo con cirugia

Sham. Como se muestra en la Tabla 39, al aumento de area ocupada por GFAP fue

siempre mayor en los grupos de ApNO que en los Sham, destacando a los 9 6 30 dias del

ApNO.

Estos resultados se confirman en las Figuras 99, 100 y 101, en las que se ilustran los

cambios observados en el CSi. A diferencia de lo que ocurria en el lado opuesto a la lesion,

en esta serie los cambios no son evidentes hasta los 30 dias (Figura 101), con un

engrosamiento en la capa mas externa del CSi a expensas de un aumento en la

proliferacion o en las proyecciones astrocitarias que motivan el aumento del area GFAP".

De forma similar a lo que ocurre en el CSc, en el CSi comienzan a aparecer células de

aspecto ameboide MHC II” en el parénquima del CS a los 9 6 30 dias (Figuras 96 y 97).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico

3 dias 9 dias 30 dias
Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO
1 1.3 1.6 11 1.3 1.3 2.2
2 1.3 1.1 1.1 1.4 15 2.2
3 11 1.2 0.8 2.0 1.2 3.3
Media 1.2 1.3 1.0 1.6 1.3 2.6
DEM 0.1 0.3 0.2 04 0.1 0.6

Tabla 39.

Area + DEM (desviacion estandar de la media) ocupada por GFAP en el CS

ipsilateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto (considerado

como 1).
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Intacto +MHC |+

Sham 3d

Merge+DAPI - Merge+DAPI

Figura 99. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto +MHC I+

Sham 9d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 100. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Figura 101. Secciones sagitales de un CS intacto y de CS ipsilaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (purpura) y MHC Il (verde). En el CS intacto y en la parte inferior de los CS
experimentales se expone la imagen de ambas sefales y DAPI superpuestas.
Magnificacién: Células con aspecto ameboide MHC II” insertas en la piamadre de la

superficie del CS.
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4.2.2.1.4 Respuesta macroglial relativa en el CS tras la cirugia Sham o ApNO en

comparacion con el CS intacto

En el CSc al ApNO, se encontré un aumento estadisticamente significativo del porcentaje

del area ocupada por GFAP relativo al intacto en todos los tiempos estudiados tanto en los

animales Sham (excepto en el grupo de 3 dias) (Figura 102-A) como en el ApNO (Figuras
102-B) (Tabla 40).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratoén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 160 164 128 143 173 297

2 101 126 109 122 299 297

3 65 125 146 190 191 349
Media 109 138* 127* 152* 221* 314*
DEM 48 22 18 35 68 30

Tabla 40. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el CS contralateral en relacion al coliculo

superior intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion.

* diferencia estadisticamente significativa en comparacion con animales intactos (Test de
Mann Whitney p< 0,05).

De forma similar, en el CSi se produjo un incremento significativo del porcentaje de area

ocupada por GFAP en todos los tiempos estudiados, tanto en los animales Sham (excepto

en el grupo de 9 dias) (Figura 102-A) como en los sometidos a ApNO (Figura 102-B). A los
30 dias, los CSi y CSc al ApNO llegaron a un aumento del 264 + 65 % y 314 + 30%,
respectivamente (Tabla 40 y 41).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 134 170 117 136 137 226

2 137 118 111 144 152 226

3 112 125 84 207 127 339
Media 128* 138* 104 162* 139* 264*
DEM 14 29 17 39 13 65
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Tabla 41.

Porcentaje de area ocupada por GFAP en el CS ipsilateral en relacion al coliculo

superior intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion.

* diferencia estadisticamente significativa en comparacién con animales intactos (Test de

Mann Whitney p< 0,05).

4.2.2.1.5 Respuesta macroglial en el CS tras el ApNO relativa al grupo Sham.

Con la reactividad macroglial demostrada en la cirugia Sham y con el objetivo de aislar

exclusivamente la respuesta de CMa GFAP”, se analizé la variacion del porcentaje de area

ocupada por GFAP en relacion a sus respectivos animales Sham (considerados como el

100%) en ambos hemisferios cerebrales.

Tanto en el CSc como CSi, se observa una tendencia de aumento gradual y progresivo de

area ocupada por GFAP, que se aprecia fundamentalmente en los animales con ApNO

(Figura 103). Este aumento es mayor en el CSi que en el contralateral. No obstante, en

ningun tiempo se alcanza la significacion estadistica respecto al Sham, entre los tiempos

estudiados ni entre ambos hemisferios (Tabla 42) (Figura 102-C).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico

3 dias 9 dias 30 dias

Raton Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral [ Contralateral Ipsilateral

1 151 133 112 130 135 163

2 116 92 96 138 135 163

3 115 98 149 199 158 245
Media 127 108 119 156 142 190
DEM 21 22 27 38 14 47

Tabla 42. Variacion relativa del area ocupada por GFAP del CS en relacion al CS Sham

ipsilateral o contralateral (considerados como el 100 %). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 102.

Porcentaje de area ocupada por GFAP en el CS de ratones C57BL/6 a los
diferentes tiempos tras el ApNO. Gréficos de barras que muestran el porcentaje +
DEM de area ocupada por en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo ApNO
(barras naranjas), con respecto a los ratones intactos (A, B) o Sham (C),
considerados como el 100%, a los distintos tiempos de analisis. Las barras en colores
claros representan al CS contralateral y las oscuras al ipsilateral. El andlisis
estadistico ha estudiado las diferencias entre animales Sham o ApNO vs. Intactos y
ApNO vs. Sham, asi como entre los diferentes tiempos de estudio y entre ambos

lados. *:.diferencia estadisticamente significativa en comparacion con animales
intactos (Test de Mann Whitney p< 0,05).
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CS CONTRALATERAL CS IPSILATERAL
Sham ApNO Sham ApNO

MHC Il

Figura 103. Figura resumen de la respuesta de las CMa GFAP™ MHC II" en el CS contra- e

ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3,9 6 30 dias.

4.2.2.2 Hipocampo

4.2.2.2.1 Caracterizacion de la activacién macroglial en hipocampo en animales

intactos

Siguiendo el método expuesto anteriormente, se hizo una media del area ocupada por

GFAP en el H derecho e izquierdo y éste valor se consideré como 1.

Como se puede apreciar en la Figura 104, los astrocitos se distribuian de forma homogénea
por el H. Sin embargo, se puede distinguir la sombra no ocupada por GFAP del giro
dentado, constituida por células granulares y, de la misma manera, la huella de las células
piramidales en el asta de Amén. Ademas, la imagen permite mostrar la mayor densidad de
células GFAP" en la superficie del parénquima en contacto con el liquido cefalorraquideo de

los ventriculos laterales. No se observan astrocitos GFAP"/MHC II*.
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Merge+DAPI

Figura 104. Inmnunodeteccion de CMa en una seccion sagital de hipocampo de un ratén
C57BL/6 intacto. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP (purpura),
MHC Il (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge+DAPI). Abajo, a la
izquierda, astrocitos GFAP" en la superficie de las astas de los ventriculos laterales.
Magnificacién: astrocitos con su aspecto tipico estrellado, con intenso marcaje

GFAP, sin expresion de MHC II.
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4.2.2.2.2 Caracterizacién de la respuesta macroglial en el hipocampo contralateral
tras ApNO

Como se muestra en la Tabla 43, en el Hc, el area ocupada por GFAP se mantiene en
valores cercanos a la unidad en todos los tiempos estudiados salvo en el ApNO a los 30
dias, donde se puede observar un incremento de 1,4 + 0,4 veces el area del intacto. Este
hallazgo se puede apreciar comparando las Figuras 105, 106 y 107; en esta Ultima destaca
un amento del area ocupada por GFAP. En la imagen representativa del grupo ApNO a los
30 dias, se pueden visualizar ramificaciones astrocitarias engrosadas en toda la region
hipocampal, con menor espacio entre ellas que en los tiempos estudiados previamente, asi
como un engrosamiento de la sefial GFAP" en la superficie que contacta con los ventriculos
laterales; en cambio, el H de los animales Sham 30 dias, permanecié con un aspecto mas

similar al del animal intacto.

En cuanto a la expresiéon o nimero de células MHC 11" en la cirugia Sham o ApNO, sélo se
visualizaron esporadicamente en relacion con los plexos coroideos o bajo el epéndimo de
los ventriculos laterales, sin colocalizacion con GFAP. No se observaron células MHC II*

dentro del parénquima cerebral.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Ratén Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 1.2 1.2 1.3 0.4 11 0.9

2 11 1.0 0.5 0.4 1.4 15

3 0.9 1.4 0.4 1.9 0.9 1.6
Media 11 1.2 0.8 0.9 11 14
DEM 0.1 0.2 0.5 0.9 0.2 0.4

Tabla 43. Area + DEM (desviacién estandar de la media) ocupada por GFAP" en el hipocampo
contralateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto

(considerado como 1).
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Intacto +MHC I+

Sham 3d

MHC Il

ApNO 3d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 105. Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto +MHC I+

Sham 9d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 106. Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto

+MHC II+

Sham 30d ApNO 30d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 107.

Secciones sagitales de un H intacto y de H contralaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefales y DAPI superpuestas.
Magnificacién: Area CAl en la que se muestran astrocitos GFAP'/MHC II' con

somas hipertréficos y aspecto estrellado.
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4.2.2.2.3 Caracterizaciéon de la respuesta macroglial en el hipocampo ipsilateral tras
ApNO

Como se muestra en la Tabla 44, en el Hi, de forma similar a lo expuesto en el lado opuesto
a la lesién, el area ocupada por GFAP en el ApNO a los 30 dias experimenta un incremento
importante, llegando a un valor mas alto que en el Hc (1,7 £ 0,4 veces el area ocupada por
GFAP del intacto). Curiosamente, en el grupo del ApNO a los 9 dias, se observé una
reduccion del area ocupada por GFAP a 0,6 + 0,3. En el resto de tiempos y condiciones
estudiadas, el area ocupada por GFAP se mantuvo en valores similares al valor de

referencia del intacto.

En las Figuras 108, 109 y 110 se ilustran los cambios observados en el Hi. Tampoco se
observa un incremento de células ameboides MHC 1" en la superficie ependimaria o dentro

del area hipocampal a los tiempos estudiados en cirugias Sham o ApNO.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 0.7 0.7 1.9 0.3 0.5 1.7

2 1.0 1.0 0.8 0.7 0.9 11

3 0.8 14 0.7 0.9 1.2 2.2
Media 0.9 1.0 1.2 0.6 0.9 1.7
DEM 0.1 0.4 0.7 0.3 0.3 0.6

Tabla 44. Area = DEM (desviacion estandar de la media) ocupada por GFAP en el hipocampo

ipsilateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto (considerado
como 1).
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Figura 108.

Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 3 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H

experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Intacto +MHC I+

Sham 9d

Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 109. Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 9 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefiales y DAPI superpuestas.
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Figura 110. Secciones sagitales de un H intacto y de H ipsilaterales analizados 30 dias
después de la cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con
GFAP (parpura) y MHC Il (verde). En el H intacto y en la parte inferior de los H
experimentales se expone la imagen de ambas sefales y DAPI superpuestas.
Magnificacién: Area CAl en la que se muestran astrocitos GFAP'/MHC II' con

somas hipertréficos y aspecto estrellado.
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4.2.2.2.4 Respuesta macroglial relativa en el hipocampo tras la cirugia Sham o

ApNO en comparacion con el hipocampo intacto

El Hc a la cirugia no presenté cambios estadisticamente significativos en el area ocupada
por GFAP en los animales Sham (Figura 111-A) ni ApNO (Figura 111-B), aunque el grupo

30 dias con ApNO mostraron un incremento del 131% + 36 respecto al intacto (Tabla 45).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 116 114 125 34 111 90

2 108 93 52 40 132 145

3 90 135 43 184 87 159
Media 105 114 73 86 110 131
DEM 13 21 45 85 23 36

Tabla 45. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el hipocampo contralateral en relacién al

hipocampo intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la

lesion. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En el andlisis para comparar la respuesta relativa de las CMa GFAP" en el Hi en relacién al
hipocampo intacto, se comprobd que los animales Sham tampoco presentaron un cambio
en relacion al intacto (Figura 111-A) (Tabla 46). En cambio, los animales sometidos a

ApNO a los 30 dias, presentaron un incremento estadisticamente significativo del area

ocupada por GFAP (Figura 111-B).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 72 65 187 30 48 166

2 97 100 81 66 90 102

3 80 139 67 89 112 215
Media 83 101 112 62* 83 161*
DEM 13 37 65 30 32 56
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Tabla 46. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el hipocampo ipsilateral en relaciéon al
hipocampo intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la
lesién. * diferencia estadisticamente significativa en comparacion con animales intactos
(Test de Mann Whitney p< 0,05).

4.2.2.2.5 Respuesta macroglial en el hipocampo tras el ApNO relativa al grupo Sham

Comparando los animales de cada grupo de ApNO con sus respectivos Sham
(considerados en este caso como el 100%), no se encontraron diferencias significativas
respecto a su correspondiente Sham, entre los tiempos estudiados ni entre ambos
hemisferios (Tabla 47) (Figura 111-C).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral

1 109 78 46 27 82 103

2 89 121 55 59 131 64

3 129 168 251 80 144 133
Media 109 122 117 55 119 100
DEM 20 45 116 27 33 35

Tabla 47. Variacion relativa del area ocupada por GFAP del hipocampo en relacién al
hipocampo Sham ipsilateral o contralateral (considerados como el 100%). No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

La Figura 112 permite visualizar a lo largo de los 3 tiempos estudiados que el aspecto de
los hipocampos ipsi- y contralaterales al ApNO no presentaron diferencias muy notables
respecto a sus Sham. A tener en cuenta, que las imagenes pertenecen a diferentes tandas
de inmunohistofluorescencia, por lo que las condiciones experimentales pueden influir en la
tincién. Por ello, para el analisis, siempre se tuvo en cuenta el area ocupada por GFAP en
un hipocampo intacto de cada tinciébn como se expuso en el Apartado 3.5.8.2. Anélisis del
estudio histoldgico de la macroglia.
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Figura 111. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el hipocampo de ratones C57BL/6 a

los diferentes tiempos tras el ApNO. Gréficos de barras que muestran el porcentaje
+ DEM de éarea ocupada por GFAP en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo
ApNO (barras naranjas), con respecto a los ratones intactos (A,B) o Sham (C),
considerados como el 100%, a los distintos tiempos de analisis. Las barras en colores
claros representan al hipocampo contralateral y las oscuras al ipsilateral. El analisis
estadistico ha estudiado las diferencias entre animales Sham o ApNO vs. Intactos y
ApNO vs. Sham, asi como entre los diferentes tiempos de estudio y entre ambos
lados. *:.diferencia estadisticamente significativa en comparacion con animales
intactos (Test de Mann Whitney p< 0,05).
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Figura 112. Figura resumen de la respuesta de las CMa GFAP" MHC II" en el hipocampo
contra- e ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3, 9 6 30 dias.

4.2.2.3 Bulbo olfatorio
4.2.2.3.1 Caracterizacion de la activacion macroglial del BO en animales intactos

En la Figura 113, se muestra un corte sagital representativo del BO de un animal intacto. El
area ocupada por GFAP en el BO del animal intacto se consideré como 1. Como se puede
observar, los astrocitos que ocupan toda la capa granular presentan pequefio tamafio,
morfologia tipica y una expresion tenue de GFAP. Al contrario de lo que hemos expuesto

hasta ahora en el CS y en H, hay un marcaje puntiforme de MHC" en la capa granular.
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Figura 113.

Merge+DAPI

Inmnunodeteccion de CMa en una seccion sagital de bulbo olfatorio de un ratén
C57BL/6 intacto. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP (puarpura),
MHC Il (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
Magnificacion: capa de células granulares, células pequefias sin axén, que actdan

como interneuronas; astrocitos pequefios GFAP”, y expresién débil de MHC II.
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4.2.2.3.2 Caracterizacion de la respuesta macroglial en el BO contralateral tras
ApNO

Como se muestra en la Tabla 48, el area ocupada por GFAP en la capa de células
granulares del BOc se mantuvo estable en todos los tiempos estudiados en los grupos
experimentales, Sham y ApNO, excepto el grupo Sham a los 9 dias donde se produjo un
incremento cuantitativo de hasta 2,8 + 0,1. No obstante, en analisis cualitativo de imagen no
se observaron cambios resefiables en la expresion de GFAP" (Figuras 114, 115, 116). En
cambio, en el estudio de la expresion de MHC I, a los 9 6 30 dias (Figuras 115 y 116),
fueron mas frecuentes las células con morfologia ameboide GFAP/MHC II" insertas en las

capas mas externas del BO.

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 0.6 0.5 0.87 0.3 1.3 1.3

2 0.6 1.7 0.9 0.3 0.9 0.5

3 1.0 0.9 0.71 2.0 0.8 1.7
Media 0.7 1.0 0.83 0.8 1.0 11
DEM 0.2 0.6 0.1 1.0 0.2 0.6

Tabla 48. Area + DEM (desviacién estandar de la media) ocupada por GFAP® en el BO

contralateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto

(considerado como 1).
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Merge+DAPI : Merge+DAPI

Figura 114. Secciones sagitales de BO contralaterales analizados 3 dias después de la
cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP

(purpura) y MHC I (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 115. Secciones sagitales de BO contralaterales analizados 9 dias después de la
cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP

(purpura) y MHC I (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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Sham 30d ApNO 30d

Merge+DAPI

Figura 116. Secciones sagitales de BO contralaterales analizados 30 dias después de la
cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP

(purpura) y MHC I (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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4.2.2.3.3 Caracterizaciéon de larespuesta macroglial en el BO ipsilateral tras ApNO

En la Tabla 49 se muestran los datos sobre la respuesta macroglial en el BOi al ApNO. A
los 3 dias de la lesion, la respuesta fue idéntica en el grupo del ApNO y su Sham.
Curiosamente, similar a lo que ocurria en el BOc, el mayor incremento se observo en el
grupo Sham 9 dias. No obstante, a diferencia del apartado anterior, donde no se apreciaron
cambios a los 30 dias, en este caso, se produjo un descenso del area ocupada por GFAP,

tanto en el grupo Sham como en el control.

En las Figuras 117 y 118 (3 y 9 dias, respectivamente), se observa un patrén de
inmunofluorescencia de GFAP" similar al animal intacto. Por el contrario, el 4rea ocupada
por GFAP fue menor en el grupo ApNO y Sham a los 30 dias (Figura 119). Como ocurria en
el BOg, las células MHC 1" se hacen mas frecuentes insertas en el parénquima del BO a
tiempos mas tardios, y se encuentran tanto en animales Sham como ApNO (Figuras 117 y
118).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 15 0.7 - 0.1 0.5 0.3

2 1.8 2.2 0.8 0.5 0.5 0.8

3 0.3 0.8 1.2 0.6 0.4 0.2
Media 1.2 1.2 1 0.4 0.5 0.4
DEM 0.8 0.8 0.28 0.2 0.1 0.3

Tabla 49. Area + DEM (desviaci6n estandar de la media) ocupada por GFAP' en el BO
ipsilateral al ApNO o Sham relativa a la superficie en el animal intacto
(considerado como 1). Dato del area ocupada por GFAP del raton 1 del grupo Sham 9

dias no disponible.
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Merge+DAPI Merge+DAPI

Figura 117. Secciones sagitales de BO ipsilaterales analizados 3 dias después de la cirugia
Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP (purpura) y MHC
Il (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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Figura 118. Secciones sagitales de BO ipsilaterales analizados 9 dias después de la cirugia
Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP (purpura) y MHC
Il (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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)

Figura 119. Secciones sagitales de BO ipsilaterales analizados 30 dias después de la
cirugia Sham o ApNO. Se muestran las CMa inmunodetectadas con GFAP

(purpura) y MHC 11 (verde) y la superposicion de ambas con DAPI (Merge + DAPI).
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4.2.2.3.4 Respuesta macroglial relativa en el BO tras la cirugia Sham o ApNO en

comparacion con el BO intacto

En el BOc al ApNO, el area ocupada por GFAP no presentdé cambios estadisticamente
significativos en los animales Sham (Figura 120-A) o ApNO respecto al intacto (Figura 120-
B) (Tabla 50).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 64.2 45.6 86.4 27.7 127.7 126.2

2 58.7 169.6 89.4 29.5 90.8 46.0

3 97.8 91.0 70.5 195.3 83.7 170.4
Media 73.6 102.0 82.1 84.1 100.7 114.2
DEM 21.2 62.7 10.1 96.2 23.6 63.1

Tabla 50. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el BO contralateral en relaciéon al BO

intacto (considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

La respuesta fue similar en el BOi (Figuras 120-A y 120-B). Se observa una tendencia al
descenso del &rea ocupada por GFAP a partir de los 9 dias en el grupo del ApNO que no
alcanza valores significativos (Tabla 51).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Sham ApNO Sham ApNO Sham ApNO

1 151.8 68.6 - 10.8 52.5 29.1

2 176.7 217.9 79.5 45.6 54.0 76.1

3 31.9 76.8 119.2 57.7 37.0 20.1
Media 120.1 121.1 99.3 38.0 47.8 41.7
DEM 77.4 83.9 28.1 24.4 9.4 30.1
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Tabla 51. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el BO ipsilateral en relacién al BO intacto
(considerado como el 100%) a los distintos tiempos tras la lesion. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

4.2.2.3.5 Respuesta macroglial en el BO tras el ApNO relativa al grupo Sham

Finalmente, estudiamos el incremento del porcentaje de area ocupada por GFAP relativo a
los animales con cirugia Sham a los 3, 9 o 30 dias. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ambos hemisferios, entre los tiempos estudiados ni respecto a sus Sham
(Figura 120-C) (Tabla 52).

Dias tras el aplastamiento del nervio 6ptico
3 dias 9 dias 30 dias

Raton Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral | Contralateral Ipsilateral

1 62 57 34 11 125 29

2 231 181 36 46 46 77

3 124 64 238 58 169 20
Media 139 101 103 38 113 42
DEM 85 70 117 24 63 30

Tabla 52. Variacion relativa del area ocupada por GFAP del BO en relacion al BO Sham
Ipsilateral o contralateral (considerados como el 100%). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.

La Figura 121 muestra, de forma global, la similitud entre el BO contra- e ipsilateral al ApNO
y sus respectivos Sham, asi como la expresién de MHC Il en animales Sham y ApNO, que

no varia de forma marcada respecto al intacto (Figura 113).
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Figura 120. Porcentaje de area ocupada por GFAP en el BO de ratones C57BL/6 a los

diferentes tiempos tras el ApNO. Gréficos de barras que muestran el porcentaje +
DEM de é&rea ocupada por GFAP en el grupo Sham (barras azules) y en el grupo
ApNO (barras naranjas), con respecto a los ratones intactos (A, B) o Sham (C),
considerados como el 100%, a los distintos tiempos de analisis. Las barras en colores

claros representan al BO contralateral y las oscuras al ipsilateral. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas.
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ApNO Sham ApNO

30d

Figura 121. Figura resumen de la respuesta de las CMa GFAP" MHC II* en el bulbo olfatorio

contra e ipsilateral tras el ApNO o Sham alos 3,9 6 30 dias.
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5.DISCUSION




La discusion de esta tesis se desarrollara en base a los objetivos especificos planteados.

5.1 RESPUESTA EN LA RETINA LESIONADA Y EN LA

CONTRALATERAL AL ApNO.

La cirugia Sham es suficiente para modificar la expresion de marcadores

inflamatorios y gliales en ambas retinas

En los experimentos llevados a cabo en esta tesis, se confirma que la cirugia Sham es
suficiente para producir en ambas retinas una sobrexpresion de los marcadores pro-
inflamatorios y cambios en los marcadores gliales estudiados: a destacar, sobrerregulacion
de II-1, Tnf-a y Tspo inicialmente en el lado de la cirugia y posteriormente en el contralateral,

e infrarregulacién generalizada de Gfap, lbal y Ag4.

Estos cambios podrian estar motivados por dos causas principalmente. Por un lado, la
manipulacién animal o la cirugia en si supone una lesion que puede modificar el perfil
inflamatorio del individuo y reactivar la CMi (Fan et al., 2020; Lénngren et al., 2006). Por
otro, aunque en la cirugia Sham no se produzca un dafio tan severo como un aplastamiento
en el nervio, la manipulacién quirirgica de la cavidad orbitaria para exponer el nervio, puede
justificar que se observe una respuesta mayor en la retina del lado del procedimiento

quirargico que en la contralateral.

Por ello, en los estudios que aborden el efecto de la axotomia per se, de forma aislada al
resto del proceso quirdrgico, es importante utilizar como control el animal Sham (Lucas-Ruiz
etal.,, 2021; Lucas-Ruiz etal., 2019; Tribble et al., 2021). Sin embargo, a diferencia de
numerosos estudios de retina tras ApNO, por ahora no se han realizado andlisis histolégicos
de la glia retiniana en animales Sham. De cara a evitar una posible magnificacién del efecto

del ApNO, seria de interés su estudio experimental.

La respuesta inflamatoria y glial al ApNO fue ya evidente desde el primer dia tras el

ApNO en ambas retinas, aunque fue mas duradera en la retina lesionada.

El analisis molecular realizado en esta Tesis apoya los hallazgos histolégicos publicados en

la literatura sobre el efecto en la retina del ApNO.

La sobrexpresion de Ibal en la retina lesionada corresponderia a la migracion de la retina
externa a la retina interna y a la proliferacion de CMi Ibal® observada en las primeras 3
semanas tras el ApNO, en las que ocurre la muerte del 85% de la poblacién de CGR
(Nadal-Nicolas et al., 2009; Nadal-Nicolas et al., 2015). Aunque en la retina contralateral hay
controversia en cuanto a la proliferacion de las CMi (Gonzéalez-Riguelme et al., 2021; S. Liu

et al., 2012), a nivel molecular hemos podido demostrar incremento precoz y significativo de
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la proteina Ibal, que seria congruente con una degeneracion mas discreta de CGR, un 15%
entre los 9 y 45 dias tras la lesién (Lucas-Ruiz, Galindo-Romero, Rodriguez-Ramirez, et al.,
2019).

La sobrexpresion de Gfap fue exclusiva de la retina del ApNO vy significativamente mayor
que en la retina contralateral en los primeros 9 dias, momento en el que se sefiala la
hipertrofia transitoria de CMa GFAP" en el estudio histol6gico tras el ApNO (Gonzélez-
Riquelme et al., 2021). La respuesta macroglial se ha relacionado como causa del aumento
de grosor de la CFNR en los primeros 12 dias tras el ApNO (Rovere et al., 2015) y con la
muerte de las CGR, al demostrar que la reduccién de la astrogliosis en animales expuesto a
bromfenac minimiza la pérdida de CGR tras el ApNO (Rovere etal., 2016, 2019). En la
retina contralateral, no se observaron cambios en la expresién de Gfap en los 30 dias de
estudio, lo que coincide con los cambios minimos observados a los 3 dias en el tejido
(Gonzalez-Riquelme et al.,, 2021). En cambio, la respuesta de CMa observada tras la
axotomia por OHT aguda inducida por laser es diferente: se observa desde el inicio una
astrogliosis en ambas retinas en los primeros 15 dias (Fernandez-Albarral et al., 2022) y, a
partir de las 3 semanas, un descenso del &rea ocupada por GFAP, mayor en la retina

lesionada que en la contralateral (Ramirez et al., 2010).

Nuestros resultados muestran que en ambas retinas hay sobrexpresién de marcadores de
reactividad glial respecto a los animales Sham (Mhc II, Tspo). Como en el modelo de OHT,
Mhc Il se sobreexpresa en ambas retinas (Fernandez-Albarral et al., 2022; Gallego et al.,
2012). No obstante, la retina lesionada permanece con una respuesta pro-inflamatoria
mayor a los 30 dias (Tspo, II-1B8), a pesar del intento antinflamatorio mediado por moléculas

como Tgf-B1, y de que los marcadores gliales vuelven a valores comparables al Sham.

Tanto en el animal Sham como en el ApNO, se observa una sobrexpresion de los
marcadores pro-inflamatorios. Las principales diferencias entre ellos son la reactividad glial,
la expresion antinflamatoria y de Ag4: (1) a diferencia de la infrarregulacion de todos los
marcadores gliales en los animales Sham, los animales axotomizados presentaron una
sobrexpresion de Gfap en la retina lesionada y de Ibal y Mhc Il en ambas retinas; (2)
mientras Tgf-87 no se modificé en el Sham, el ApNO provoco una sobrexpresion precoz en
la retina contralateral, y tardia en la lesionada; (3) de manera opuesta a la infrarregulacion
observada en el Sham o descrita en los primeros 14 dias tras el ApNO en trabajos previos
(Dibas et al., 2010; Qu & Jakobs, 2013), se encontré una sobrexpresiéon de Aq4 a los 9 dias
en ambas retinas. Teniendo en cuenta que el efecto sistémico por el procedimiento se ha
suprimido al usar como comparador al Sham, estos hallazgos se justificarian probablemente
por el dafio directo del tejido nervioso y el cambio disruptivo en la BHE (Smith et al., 2016;
Varatharaj & Galea, 2017).
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Tgf-B1 regula la activacion de la CMi tras un dafio evitando una reactivacion excesiva
(Spittau et al., 2020). En la retina, Tgf-B87 es expresada por las neuronas y la glia, y polariza
la respuesta a un fenotipo antinflamatorio (Paolicelli et al., 2022; Walshe et al., 2011). De
hecho, se ha demostrado su efecto neuroprotector al comprobar que la inhibicion de Tgf-81
favorece la apoptosis de las CGR tras el ApNO (lwata et al., 2021; Lucas-Ruiz et al., 2019).
Nuestros resultados demuestran que el patrén de expresién de Tgf-87 va en consonancia
con la muerte de las CGR: en la retina lesionada, Tgf-87 se sobreexpresa a los 30 dias,
momento en el que ya han muerto la mayoria de las CGR; en la retina contralateral, TGF-81
se sobreexpresa inmediatamente tras el ApNO, lo que sugiere un intento de proteger la
pérdida de CGR, y una infrarregulacion a partir de los 9 dias, punto en el que se inicia la
muerte de las CGR en el ojo contralateral (Galindo-Romero et al., 2011b; Lucas-Ruiz et al.,
2019; Sanchez-Migallon et al., 2016).

Tanto Tnf-a como Tspo se sobreexpresan en los animales Sham y con ApNO,
ejemplificando el efecto dual de la CMi. Como también se ha visto en otros trabajos de
axotomia por ApNO (Agudo et al., 2008; Lucas-Ruiz et al., 2019) o por OHC (Fernandez-
Albarral et al., 2021; Tezel et al., 2001), la activacién de la CMi se acompafia de incremento
de Tnf-a. La unién a su receptor TNFR1 en un ambiente proinflamatorio como el descrito
contribuye a la muerte de las CGR en el ApNO (Sedger & McDermott, 2014). El tratamiento
con antagonistas de la via TNF-a/TNFR1 reduce la expresién de TNF-a/TNFR1 y la muerte
de CGR (Lucas-Ruiz et al., 2019). Por otro lado, la CMi activada expresa TSPO (Klee et al.,
2019). TSPO se ha relacionado con la capacidad endégena de controlar una respuesta
inflamatoria y la fagocitosis induciendo el viraje de la CMi a fenotipo antinflamatorio
(Karlstetter et al., 2014; Mages et al., 2019; M. Wang et al., 2014), favoreciendo la liberacion
de citoquinas de este perfil (Lucas-Ruiz et al., 2019).

Teniendo en cuenta la respuesta al ApNO en la retina contralateral, el uso de la retina

no lesionada como control experimental debe hacerse con cautela.

La respuesta en la retina ipsilateral se puede considerar una consecuencia bioldgica
esperable. El ApNO, que supone un dafio traumatico de las capas meningeas y una ruptura
de la BHE, provoca la muerte de practicamente la totalidad de las CGR axotomizadas,
liberando sefales de estrés y la consecuente reaccion glial (Barron et al., 1986; Nadal-
Nicolas etal., 2009; Nadal-Nicolas et al., 2015; Parrilla-Reverter et al., 2009; Sanchez-
Migallon et al., 2016; Thanos, 1988; Villegas-Pérez et al., 1993, 1993). Sin embargo, los
mecanismos implicados en los cambios observados en la retina contralateral estan sujetos a
debate (Lucas-Ruiz et al., 2021).

La escasa proporcion de CGR retino-retinianas en el raton pigmentado, el 0,03% de la

poblacién total de CGR (Nadal-Nicolds etal.,, 2015), hace poco probable que su
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degeneracion walleriana, con la consiguiente liberaciéon de sefiales de estrés en la retina
contralateral (Bodeutsch et al., 1999; Gonzalez-Riquelme etal.,, 2021; Lucas-Ruiz etal.,
2019; Macharadze et al., 2009), pudiera ser el desencadenante de la respuesta en el lado
opuesto. Sin embargo, Nadal-Nicolas y colaboradores (Nadal-Nicolas etal.,, 2016)
demostraron que el déficit de ATP extracelular, marcador de dafio tisular inflamatorio,

conseguia retrasar la muerte de las CGR contralaterales.

De forma similar, teniendo en cuenta que soélo el 5% de las CGR proyectan al CS ipsilateral
(Lund, 1965; Nadal-Nicolas et al., 2012; Salinas-Navarro, Jiménez-Lépez, et al., 2009), es
poco probable que sean suficientes para transmitir de forma retrograda a la retina el impacto
del CS desaferentizado. No obstante, Sapienza y colaboradores (Sapienza et al., 2016)
demuestran que la inyeccion de TNF-a en el CS causa reaccion de CMi y CMa en ambos
CS y en ambas retinas, ademas de la muerte del 20% de CGR de cada ojo. De esta
manera, proponen que el dafio en la retina o el NO de un ojo puede inflamar ambos CS, que

a su vez pueden actuar como retransmisores del dafio de forma retrégrada a ambas retinas.

La propagacion de la reaccion glial desde el NO dafiado a la retina contralateral a través del
guiasma podria ser uno de los mecanismos mas plausibles en el ApNO. Existe evidencia de
que el dafio astrocitario por OHT unilateral puede provocar la liberacibn de metabolitos
derivados del astrocito en la retina contralateral (Cooper etal., 2020), aunque segun
nuestros datos la reaccion macroglial contralateral tras el ApNO es menor. La activacion de
CMi ocurre en ambas y podria presentar un gradiente longitud-dependiente, pues aparece
antes en la retina lesionada que en la contralateral, efecto que disminuye si la axotomia se
realiza mas cerca del ojo contralateral (Lucas-Ruiz etal.,, 2019; Ramirez et al., 2020).
Ademas, la rotura de la BHE en el NO podria favorecer la entrada de células inflamatorias y

su extension a lo largo de la via visual (Smith et al., 2018).

Segun nuestros datos y los publicados hasta la fecha, dado que la sobrexpresién de Gfap
sélo se observa en la retina lesionada y la hipertrofia de CMa GFAP" es mucho mayor en la
retina del ApNO, es probable que la reaccién esté mediada por la CMi. Aunque a nivel
histologico la activacion de CMi aparece antes en la retina lesionada, nuestros datos
muestran una sobrexpresién desde el dia 1 de Ibal en la retina contralateral, lo que sugiere
que la reactividad microglial se produce realmente en ambas de forma precoz, pero con
mayor intensidad en la retina mas cercana al ApNO. Ademas, el curso de expresion de Ibal
concuerda con la grafica de Tgf-871, factor de crecimiento liberado por la CMi antinflamatoria

(Goldmann & Prinz, 2013; Mathieu et al., 2010), que no se maodifica en los animales Sham.

En conclusion, los resultados expuestos contribuyen a sentar las bases moleculares de la

respuesta retiniana al ApNO en la retina lesionada y contralateral, y confirma que el control
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de la inflamacién mediada por la glia puede ser una diana terapéutica para la

neuroproteccién (Boia et al., 2020; Madeira et al., 2015).

52 RESPUESTA EN EL COLICULO SUPERIOR IPSI- Y

CONTRALATERAL AL ApNO.

El ApNO provoca reactivacion microglial en el CS contralateral y una astrogliosis en
en ambos CS.

Conociendo que el 95% de las CGR se decusan en el quiasma y que el CS es la principal
region retino-recipiente en el raton (Linden & Perry, 1983; Lund, 1965; Nadal-Nicolas et al.,
2012; Rodieck, 1979; Salinas-Navarro, Jiménez-LOpez, et al., 2009), la respuesta en el CSc
al ApNO supone el control experimental positivo de la lesion. La muerte por axotomia de las
CGR causa un incremento de la densidad de CMi Ibal/CD68" en el CSc en todos los
tiempos estudiados y en el CSi a los 30 dias. Smith y colaboradores (Smith et al., 2018)
demostraron en un modelo de axotomia por SNO en rata el incremento de CMi lbal*/ED1"
(clon del anticuerpo monoclonal anti-CD68) en el CSc, sin apreciar cambios en el CSi, pero

este estudio se limité a la primera semana y no evalu6 las CMa.

En modelos de dafio del NO causado por OHT unilateral, también se observa una respuesta
glial en ambos CS. En modelos de OHT crénica en ratdon, se ha puesto de manifiesto un
aumento de densidad de CMi en ambos CS (Tribble et al., 2021) o sélo en el CSc (Sapienza
et al., 2016) junto con astrogliosis en ambos. La OHT transitoria produce un aumento de la
inmunorreactividad GFAP" pero sélo en el CSc (S. Zhang et al., 2009). En concordancia con
estos articulos, en nuestro modelo, que produce un dafio del NO permanente, hemos visto
que el area ocupada por GFAP aumenta de forma progresiva desde el primer dia hasta el
dia 30 en ambos CS.

La cirugia Sham es suficiente para modificar la expresion de marcadores
inflamatorios y gliales asi como para aumentar el &rea ocupada por GFAP en ambos
Cs.

La cirugia Sham fue un estimulo capaz de incrementar de forma precoz la expresién de Ibal
en el CSi y ocasionar variaciones significativas en la densidad de CMi Ibal” en ambos CS,
aunque a nivel histolégico no se observaron variaciones en comparacion con el CS intacto.
De forma similar, la cirugia Sham consiguié incrementar el area ocupada por GFAP
respecto al animal intacto en ambos CS, sobre todo a partir de los 9 dias, siendo en este

caso evidente en el tejido. Aunque el CSc presenta una tendencia a mayor respuesta micro

222




y macroglial, el porcentaje de CMi Ibal® o el area ocupada por GFAP no presenta

diferencias estadisticamente significativas entre ambos hemisferios.

Aunqgue los cambios en la glia a nivel histolégico se detectaron a partir de los 9 dias, la
variaciéon de la expresion en muchos de los marcadores pro- (Cxcrl, Lcn2, 1I-6) y
antinflamatorios estudiados (Cd206, Il-4), que probablemente sean el sustrato de estos
cambios, fueron evidentes desde el dia 1 tras el ApNO y similares en ambos CS.
Curiosamente, s6lo con la cirugia Sham ya hay evidencia de sobrexpresion tardia de

Caspasa-3 en ambos CS.

Nuestros datos apoyan otros trabajos de la literatura que demuestran que la manipulacién
animal o el procedimiento quirdrgico (Lonngren et al., 2006), al igual que otros estimulos
sistémicos (Hamadi et al., 2016; Michels et al., 2014; Zrzavy et al., 2019), son suficientes
para provocar cambios en glia o en la expresion génica inflamatoria. Por ello, si se pretende
aislar el impacto del ApNO de los cambios asociados al procedimiento, metodol6gicamente

resulta importante que el comparador sea el animal Sham.
El ApNO respecto al Sham genera una respuesta mayor en el CS contralateral.

Siguiendo el razonamiento anterior, se comprobé que el ApNO respecto al Sham causé6 un
incremento relativo de densidad de CMi Ibal” y de la expresion de Ibal desde el dia 1,
mayor en el CSc que en el CSi en todos los tiempos estudiados. Aunque no se consiguen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos CS, la histologia es clara: se
observan células Ibal® con morfologia ameboide sélo en el CSc al ApNO con una
inmunohistofluorescencia intensa CD68" desde el dia 3 y una sobrexpresion significativa de
Tspo en el dia 1. Con este aspecto morfoldgico, se podria plantear si se trata de CMi
residente o macréfagos que infiltran el SNC tras una ruptura de la BHE por el ApNO (Smith
et al., 2016), dado que ambos tipos celulares expresan Ibal y CD68 (Carson, 2002; Carson
etal., 1999; Lier et al., 2021; Micklem et al., 1989). Sin embargo, es conocido que las CMi
residentes raramente son desplazadas y, a diferencia de las células nucleadas de estirpe
hematopoyética, expresan escasamente CD45 (Hickey & Kimura, 1988; Sedgwick et al.,
1991).

En cambio, la respuesta de CMa en el CS, medida por el area ocupada por GFAP y por la
expresion de Gfap, fue més tardia (dia 9) y mas simétrica entre ambos lados. Teniendo en
cuenta que ya era visible en el Sham, es probable que la respuesta macroglial tenga mas

relacién con la cirugia que con la axotomia en si.

En general, a nivel molecular, el pico de expresion de los marcadores gliales (Ibal, Gfap,
Ag4, Mhc Il) se produjo a los 9 dias tras el ApNO y los marcadores de reactividad glial

estudiados (Tspo y Mhc Il) sélo se sobreexpresaron en el CSc. Este punto temporal entra
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dentro del margen de los primeros 14 dias en los que se produce la muerte del 85% de las
CGR tras el ApNO (Nadal-Nicolas et al., 2009; Nadal-Nicolas et al., 2015; Sanchez-Migallén
etal., 2016; Villegas-Pérez et al.,, 1993), lo que sugiere que la reaccién glial se pueda

relacionar con la desaferentizacion del CS por pérdida de su principal region aferente.

A diferencia de Tspo, Mhc Il no se expresa de forma constitutiva en el SNC del animal sano
(Betlazar et al.,, 2018; Hamo et al., 2007; Hickey & Kimura, 1987; Kolomeyer & Zarbin,
2014), como se ha podido observar en las imagenes de tejido cerebral del raton intacto,
excepto en el BO. Aunque desconocemos el tipo celular exacto en el BO que expresa Mhc
Il, se podria considerar a la glia envolvente olfativa. Se trata de un tipo de CMa radial que
rodea a los axones amielinicos de las neuronas olfativas, con un importante papel en la

inmunoproteccion de la mucosa y con capacidad fagocitica (Denaro et al., 2022).

No obstante, como se ha espuesto en esta Tesis, MHC Il tampoco se ha detectado en tejido
en animales Sham o ApNO en los que su ARNm estaba elevado, sélo de forma muy escasa
en células monunucleadas en parénquima o en la superficie meningea. El Mhc Il se
sobreexpresa como respuesta a un dafio mediante la induccién de moléculas pro-
inflamatorias como TNF-a (Mathew et al., 2020). Como describen Chidlow y colaboradores
(Chidlow et al., 2012) para intentar explicar la sobrexpresién de citoquinas inflamatorias y su
ausencia de deteccion en tejido en un modelo de OHT, se podrian dar 3 posibles razones
que, de forma similar, expliquen la sobrexpresion de Mhc Il sin incremento de su sefial: el
ARMm no se ha traducido, la proteina sélo se expresa de forma transitoria o el nivel de
proteina expresada estd por debajo del Ilimite detectable con técnicas de

inmunohistofluorescencia.

Por los resultados expuestos en esta tesis, ambos CS presentan una respuesta inflamatoria,
como también se ha observado tras la SNO (Smith et al., 2018) y en algunos modelos de
OHT aguda (Sapienza et al., 2016; Tribble et al., 2021; S. Zhang et al., 2009), en todos los
casos usando animales intactos como controles. EI CSc presenta una respuesta pro-
inflamatoria mayor y mas persistente que el CSi. Aunque haya evidencia de apoptosis
(sobrexpresién de Caspasa-3) en ambos CS, en el CSi es precoz y transitoria (dia 1), y en
el CSc, es mas tardia (dia 9) pero persistente y significativamente mayor. Dado que Cxcrl,
capaz de inducir la apoptosis y potente inductor de activacion de CMi y CMa (Flynn et al.,
2003; Goczalik et al., 2008; J.-J. Wang et al., 2018), presenta un patrén temporal similar a la
Caspasa-3, es tentador asociar la intensa reactividad glial e inflamatoria con la apoptosis.

La sobrexpresién de Caspasa-3 tras el ApNO en el CSc coincidiria con el punto temporal de
9 dias donde se hace significativo el inicio de la pérdida del 15% de CGR observado en la
retina contralateral al ApNO. Sin embargo, a diferencia de la sobrexpresion de Caspasa-3
en las CGR (Agudo et al., 2008, 2009; Lucas-Ruiz etal., 2019; Sanchez-Migallén et al.,
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2016); en este trabajo no hemos determinado en qué tipo celular se produce esta
sobrerregulacién. Podriamos suponer un origen neuronal, por degeneracién anterégrada y/o
activacion glial, o de células de la glia. En un modelo de OHT transitoria, se observo atrofia
de las neuronas en el CSc pero sin evidencia de apoptosis por tincion de TUNEL (S. Zhang
et al., 2009). En modelos de OHT unilateral crénica, por cauterizacion o fotocoagulacién de
venas epiesclerales, se ha demostrado la activacion de vias apoptéticas (c-fos, p-p38) en
ambos CS (contralateral mas que ipsilateral) en comparacion con animales intactos
(Sapienza et al., 2016) y se ha podido demostrar pérdida de densidad de hasta un 50% los
terminales axones de las CGR marcados con CTB en el CSc a los 10 dias de la lesion
(Valiente-Soriano et al., 2015).

Aunque la OHT unilateral suponga un dafo relativamente comparable al ApNO en la retina
(50% de muerte de CGR en 2 semanas vs. 85%), la comparacién de la respuesta a la
axotomia por ApNO y OHT en el CS deberia hacerse con cautela: McGrady y colaboradores
(McGrady et al.,, 2022) establece que la neurodegeneracion retrégrada causada por el
ApNO en el CS en una semana equivaldria a la obtenida a los dos meses tras la elevacion
de la OHT unilateral. Ademas, se ha sugerido que la muerte neuronal que se produce en el
CS, genera a su vez una degeneracion retrégrada en la retina por la interrupciéon de
liberacién de factores troficos que contribuye a perpetuar un circuito de inflamaciéon y

neurodegeneracion (Claes et al., 2022; Sapienza et al., 2016).

5.3 RESPUESTA EN REGIONES DEL SNC FUERA DE LA VIA VISUAL Y

A DIFERENTES DISTANCIAS DEL ApNO.

A diferencia de lo expuesto en CS, el ApNO no modifica de forma relevante la
respuesta glial o inflamatoria ya obtenida por la cirugia Sham en las RRSNC (H, BO,

CE, ME), las regiones cerebrales estudiadas fuera de la via visual.

Aunqgue la repercusion de la cirugia Sham en CS podria atribuirse a la respuesta de la
manipulacion quirdrgica cercana al NO, principal via aferente al CS, en este trabajo se ha
demostrasdo una respuesta glial e inflamatoria en animales Sham del resto de las areas
estudiadas del SNC que no forman parte de la via visual. Ademas, y a diferencia de lo
expuesto en CS, fuera de la via visual, el ApNO no modifica de forma relevante la respuesta
glial o inflamatoria ya obtenida por la cirugia Sham (Tabla 53).

La CMi se considera el primer respondedor a un dafio en el SNC (Davalos et al., 2005;
Paolicelli et al., 2022). Ademas, se conoce que la distribucion de las CMi en el animal intacto
en diferentes areas del SNC es heterogénea en funcion de su morfologia, densidad celular,

transcriptoma y expresion de mediadores inflamatorios (De Biase etal., 2017; de Haas
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et al., 2008; Grabert et al., 2016; Lawson et al., 1990; Masuda et al., 2020; Tan et al., 2020).
La densidad media de CMi en CS (357+23 cel/mm?), H (310454 cel/mm?) y BO (351+31
cel/mmz) fue similar. Brandi y colaboradores (Brandi et al., 2022) estudiaron la distribucion
cerebral de CMi en ratén pigmentado C57BL/6 y encontraron la Sustancia Nigra (SN) pars
reticulata como la zona de mayor densidad de CMi. El CE y la ME serian las zonas de més
baja densidad de CMi Ibal” (Amatya et al., 2018; Brandi et al., 2022; Lawson et al., 1990; Z.
Li etal., 2016; Tan etal.,, 2020) y, curiosamente, el CE es la regién cerebral que mas
expresa CD68 de forma constitutiva (Brandi et al., 2022).

Segun nuestros datos, la cirugia Sham produce una sobrexpresion de Ilbal y/o un
incremento significativo de la densidad de CMi Ibal” en todas las regiones estudiadas salvo
en el CE, aunque a la observacién del tejido de CS, H y BO no se observan cambios
relevantes. Liu y colaboradores (Q. Liu et al., 2021) demuestran que el estimulo de la cirugia
de una fractura tibial en ratén es suficiente para la activacién de CMi en hipocampo. Brandi
y colaboradores (Brandi etal.,, 2022) demuestran que la inyeccién intraperitoneal de
lipopolisacéarido bacteriano (LPS) consigue un incremento de la densidad de CMi Ibal® en
las 16 areas cerebrales que estudian, destacando la SN pars reticulata y la corteza
entorrinal como las regiones con mayor aumento.

En cuanto al estudio de la CMa, el area ocupada por GFAP no presentd diferencias
respecto al intacto fuera de la via visual, ya fuese la regidn a estudio ipsi- o0 contralateral a la
lesion. Sin embargo, el analisis molecular puso de manifiesto una respuesta de CMa precoz,
por sobrexpresion de Gfap, a veces acompafiada de Ag4. La respuesta macroglial no
cambié tras el ApNO salvo en BO o tardiamente en la ME. Los astrocitos cooperan con la
CMi como respuesta inflamatoria (Linnerbauer et al., 2020; Miller, 2018). Brandi y
colaboradores (Brandi et al., 2022) demostraron un incremento del area ocupada por GFAP
tras la inyeccion intraperitoneal de LPS en SN, hipocampo y cuerpo calloso. Sin embargo,
las comparaciones entre regiones sobre la respuesta astrocitaria estan mas limitadas
porque la expresion de la proteina GFAP es muy variable, a diferencia de CMi-Ibal (Z. Yang
& Wang, 2015).

La respuesta tras la cirugia Sham o el ApNO fuera de la via visual se podria explicar
por un efecto local en las regiones cerebrales ipsilaterales.

Cuando aparece sobrexpresion de Mhc Il y/o Tspo (BO, CE y ME) ocurre siempre en el
tejido ipsilateral a la cirugia. De forma similar, la sobrexpresion de la mayoria de los
marcadores pro-inflamatorios es precoz y en la region ipsilateral a la cirugia en H, BO y CE.
En el CS, esta asimetria se minimiza probablemente porque la cirugia Sham, en la que no
se aplasta pero se expone el NO, contribuye igualmente a la respuesta en el CS

contralateral.
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De forma similar, Smith y colaboradores (Smith et al., 2018) comprobaron un aumento de Il-
2, Tnf-a e lI-1 el dia 1 tras la SNO pero no describieron lateralidad porque el estudio se hizo
en homogeneizado de cerebro completo. En la ME, que constituye el segmento del SNC

estudiado de localizaciébn més caudal, la reaccién pro-inflamatoria es escasa y tardia.

Por todo ello, podriamos plantearnos que la respuesta fuera de la via visual en los animales
Sham podria estar mas relacionada con el efecto inflamatorio cercano de la cirugia que
mediada por aferencias o conexiones nerviosas, como ocurre en la retina contralateral o en
el CS. Por ejemplo, en la esclerosis multiple, en la que la inflamacién meningea ejerce un
papel importante en la desmielinizacion cortical, se describe un gradiente inflamatorio
decreciente desde la corteza cerebral hacia la sustancia blanca (Lucchinetti et al., 2011).
Por otro lado, en el dafio cerebral traumético, se ha descrito un efecto inflamatorio inicial
mas local, aunque posteriormente se llega a producir activacién micro/macroglial e incluso
neurodegeneracion contralateral y remota (Niesman et al., 2014; Shi et al., 2019; Taib et al.,
2017; J. Zhao et al., 2019).

En la via visual (retinay CS), la respuesta glial e inflamatoria se produce en relaciéon a
la conexidn entre las CGR axotomizadas y ambas retinas o los CS retino-recipientes.
En las RRSNC (H, BO, CE, ME), la respuesta es mas global y podria seguir un

gradiente en relacidn a su situacion anatémicay la lesion.

En resumen, los mecanismos propuestos para la respuesta contralateral o remota en el
cerebro, serian los mismos que los 5 expuestos en la respuesta contralateral de la retina (de
Hoz et al., 2013; Gallego et al., 2012; Lucas-Ruiz et al., 2021; Ramirez et al., 2010, 2015).
De esta manera, el dafio neuronal focal, desencadenaria la respuesta en la regién diana de
esas proyecciones. Este proceso intentaria ser controlado por una respuesta inflamatoria
mediada por las células de la glia para volver a la homeostasis de la zona del dafio primario
y en la de proyeccion, pero en caso de que la respuesta no se controle, la inflamacion
podria cronificarse y actuar en sentido opuesto al objetivo primario, pasando a contribuir a la

neurodegeneracion.

Esto lleva, en primer lugar, a la duda de la conveniencia del uso de la region contralateral
como control en experimentos en los que se provoque un dafio unilateral (Lucas-Ruiz et al.,
2019; Tribble etal., 2021) y, ademas, plantea el estudio fisiolégico de este efecto y su

importancia en el organismo.

El hipocampo presenté mayor susceptibilidad inflamatoria a la cirugia Sham o al

ApNO que otras regiones cerebrales.

De todas las areas estudiadas en el SNC fuera de la via visual, el hipocampo responde de

forma particularmente sensible al estimulo.
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En el caso de la cirugia Sham, ademas del incremento de densidad de CMi Ibal® tardio que
se también se observa en el BO; el andlisis del area celular de la CMi hipocampal objetivé
un incremento significativo de las CMi con area mayor a 20 mm? del Hc respecto al intacto a
los 3 y 30 dias. Igualmente, Lai y colaboradores (Lai et al., 2020) demuestran un incremento
en el tamafio celular de las CMi Ibal® de H a las 24h tras una cirugia de fractura tibial en un
ratén, sin apreciar tampoco cambios en el nimero de CMi Ibal” o en el aspecto morfoldgico.
Ezaki y colaboradores (Ezaki etal., 2016) proponen que la neurodegeneracion que
encuentran en el H en un modelo de dafio cerebral traumético, va mas asociado a la incision

en el cuero cabelludo para exponer el craneo que al traumatismo craneal en si.

Segun los marcadores moleculares estudiados, el H tras el ApNO vs. Sham presenta un
patron de reaccion inflamatoria similar a la del CS (Tabla 53): ambos Hs presentan
incremento de moléculas pro-inflamatorias de forma precoz que permanece a los 30 dias en
el Hc. No obstante, es probable que sea de menor intensidad por los siguientes motivos: 1)
La reaccion antinflamatoria es mas escasa que la observa en CS, so6lo mediada por II-4 y
similar en ambos hemisferios; 2) Aunque parece que hay una reactividad de CMi (por el
incremento en la densidad de CMi en el Hi, o por sobrexpresién de |Ibal en el Hc), es mas
leve, no progresa en los tiempos estudiados y la morfologia celular observada en
inmunohistofluorescencia no cambia de forma significativa; 3) El area ocupada por GFAP no
se modifica; 4) Por ultimo, la expresién de Caspasa-3 no cambia respecto al Sham, por lo

que es probable que el ambiente no sea tan hostil como para inducir apoptosis celular.

Varios factores podrian explicar este fenébmeno: 1) La corteza entorrinal, principal zona
aferente de la regiébn hipocampal presenta gran reactividad microglial ante estimulos
sistémicos, como el LPS (Brandi et al., 2022; Watson et al., 2011); 2) el H puede responder
al dafio axonal a distancia, como el que ocurre en el modelo de dafio medular espinal, con
una reaccion glial e inflamatoria (Jure etal., 2022); 3) el H responde a la axotomia de
aferencias propias: la lesién de la corteza entorrinal general una reaccién de CMi y luego
macroglial e inflamatoria (Jensen et al., 1999; Owens et al., 2005); 4) la CMi hipocampal
presenta una transcriptomica sugestiva de mayor vigilancia inmune (Grabert et al., 2016); 5)
la existencia de la comisura hipocampal, que permite la conexién entre ambos hipocampos,
asi como proyecciones heterotdpicas entre el hipocampo y la corteza entorrinal (Wyss et al.,
1980; Yorke & Caviness, 1975).

La mayor susceptibilidad hipocampal a presentar una reaccion inflamatoria frente a
estimulos a distancia sin una conexion directa, podria explicar en clinica su implicacion en
enfermedades neuroinflamatorias, como la encefalitis limbica u otras encefalitis
autoinmunes (Bien et al., 2007; Conde-Blanco et al.,, 2021; Dalmau et al., 2008; Navarro

etal.,, 2016; Nwaubani et al., 2022); o el desarrollo de esclerosis hipocampal con crisis
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epilépticas refractarias tras un dafio cerebral en la infancia temprana (como las crisis febriles

o los traumatismos craneoencefalicos) (Berg, 2008).
La respuesta inflamatoria se mantiene a los 30 dias del ApNO

Como se ha expuesto previamente, el ApNO no modifica de forma general la respuesta de
la cirugia fuera del CS. No obstante, respecto al Sham se puede observar una tendencia a
mantener una reaccién tardia en todas las regiones estudiadas, tanto pro-inflamatoria
(principalmente mediada por Cxcrl) como antinflamatoria (a destacar, la sobrexpresion de
Cd206), sin predileccién por ninguna lateralidad. En el CSc al ApNO a los 30 dias de la
lesion, se continlia observando una reaccion microglial pero las células comienzan a adquirir
de nuevo un aspecto ramificado, ain manteniendo intenso marcaje CD68". En la retina,
tanto la del ApNO como la contralateral, las CMi persistieron con evidencia de activacion
(sobrexpresion de CD68") hasta los 45 dias, aunque los cambios morfolégicos fueron mas
significativos en la lesionada (Gonzalez-Riquelme et al., 2021); probablemente, en ambos
casos con estrecha relacién con la fase tardia de muerte de las CGR (Lucas-Ruiz, Galindo-

Romero, Rodriguez-Ramirez, et al., 2019).

La sobrexpresion de Cxcrl, por parte de neuronas o glia (Danik et al., 2003; Flynn et al.,
2003; Goczalik et al., 2008), se ha relacionado con peor prondstico en el modelo de dafio
cerebral traumatico (Hvingelby et al., 2022), lo que sugiere que el ApNO podria favorecer un

incremento mayor de la reaccion inflamatorias sobre lo que ya hace la cirugia.

La sobrexpresion de Cd206, aunque pueda corresponder con los astrocitos (Burudi et al.,
1999), se ha relacionado tradicionalmente con un fenotipo de CMi antinflamatorio en el que
intentan aliviar el dafio tisular fagocitando las células apoptéticas (Akhmetzyanova et al.,
2019a; Bai et al.,, 2021; Chhor et al., 2013; Durafourt et al.,, 2012; Ran et al., 2021). Es
tentador sugerir que la sobrexpresion de este marcador indique un intento de controlar el
dafio por parte de la CMi tras el estimulo inicial, como ocurre en la retina (Gonzalez-
Riguelme et al., 2021).
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SHAM vs. INTACTO
Densidad de CMi Ibal”

COLICULO SUPERIOR

Incremento tardio en el CSc*y
descenso en el CSi*.

HIPOCAMPO

Incremento a los 30 dias en el Hc*
y descenso a los 9 dias en el Hi*

BULBO OLFATORIO

Incremento a los 30 dias en el
BOi*.

CEREBELO

MEDULA ESPINAL

CMi Sobreexpresién precoz en la
Expresion de Ibal Sobreexpresién precoz en el CSi*. Sin cambios. Sin cambios. Infraexpresién tardia en hCEi. hMEi, y posteriormente en
hMEc.
Area ocupada por GFAP Incremento en ambos , CSc>CSi. Sin cambios Sin cambios. - -
CMa Sobreexpresién precoz de Ag4 y Sobreexpresion precoz de Gfap en | Sobreexpresion precoz (Aq4*) Sobreexpresion generalizada

Expresion de Gfap/Aq4

Aumento precoz Gfap** en el CSc.

Gfap en Hi**,

BOc*.

y tardia (Gfap**) en hCEi.

de Ag4 y Gfap.

Marcadores de activacion glial
(Tspo/Mhc IlI)

Sin cambios.

Sin cambios.

Incremento precoz (Mhc Il'y
Tspo*) en BOi*.

Incremento precoz (Mhc 1I*) en
hCEi e infrarregulacion. (Tspo*)
en ambos

Sobreexpresién precoz de
Tspo en hMEi** y tardia de Mhc

11*,

Marcador de apoptosis

Sobreexpresion tardia de
Caspasa-3 en ambos CS*.

Sobreexpresion precoz de
Caspasa-3 en ambos H*.

Sobreexpresion precoz de
Caspasa-3 en hCi*.

Sobreexpresion tardia de
Caspasa-3* en hMEi.

Marcadores
pro-inflamatorios

Sobreexpresion precoz (Cxcrl*,
Lcn2*, 11-6) en ambos CS.

Sobreexpresién precoz (Cxcrl1*, II-
18+, Tnf-a*, 11-6*) en Hi.

Sobreexpresién precoz (Tnf-a** e
11-6*") en BOI.

Escasa: Sobreexpresion precoz
(Cxcrl*, Len2*) en hCEi.

Escasa: sobrexpresion tardia
de II-18*" e Il-6* en hMEc.

Marcadores
antinflamatorios

ApNO vs. SHAM
Densidad de CMi Ibal*

Alta: 11-4** aumenta de forma
precoz en el CSc y tardia en el
CSi; Cd206* y Tgf-87* en ambos
CS.

Incremento progresivo en ambos

Escasa: sobrexpresion de II-4* en
ambos H.

Incremento progresivo en Hi.

Predominio de sobrexpresion en
BOi (II-4* e Tgf-B1%).

Sin cambios.

Muy escasa: sobrexpresion de
1I-4* en hCEi.

Sobreexpresion de Cd206 en
hMEc* y de Tgf-87*" en hMEi.

CMi CS, CSc>CSi
Expresion de Ibal Incremento generalizado en CSc*. Incremento precoz en Hc*. Descenso precoz en ambos BO*. Sin cambios. Sin cambios.
Area ocupada por GFAP Incremento en ambos, CSi>CSc. Sin cambios. Sin cambios. - -
. Sobreexpresion tardia de Ag4*
*
CMa Expresion de Gfap/Aq4 Inciemento progresivo en ambos Sin cambios. Incremento prfcoz en BOc (Gfap") Sin cambios. y Gfap* en ambas
Cs*. y en BOi (Ag4*). L
hemimédulas.
——m - - pe: - - v -
Marcadores de activacion glial Incremento en el CSc: Tspo Sin cambios. Sin cambios. Descenso tardio de Tspo* en Sobreexpresion tardia de

(Tspo/Mhc Il)

generalizado y Mhc II* tardio.

hCEc*.

Tspo** en hMEi.

Marcador de apoptosis

Sobreexpresion de Caspasa-3*
precoz en CSiy Caspasa-3*“en el
CSc.

La expresion de Caspasa-3 no se
modifica.

Sobreexpresion de Caspasa-
3* tardia en hCEi.

La expresién de Caspasa-3 no
se modifica.

Expresion de marcadores
pro-inflamatorios

Sobreexpresién precoz en ambos
CS (Cxcrl*), y tardia en CSc>CSi
(Cxcrl*, Len2%).

Ambos H presentan incremento de
marcadores pro-inflamatorios: el Hc
mas precoz (Cxcr1**) y mantenido,
que el Hi (I-6*, Lcn2¥).

Escasa respuesta pro-inflamatoria
en ambos BO: incremento de
expresion (Cxcrl*) tardia.

Escasa; incremento tardio de
Cxcrl en hCEi*",

Escasa; incremento tardio de II-
1B8* en ambas hemimédulas.

Expresion de marcadores
antinflamatorios

Elevada: sobrexpresion precoz de
II-4* en el CSi y tardia de Tgf-g7**
en el CSc.

Escasa: sobrexpresion de 1l-4* en
ambos H.

A ambos lados, infrarregulacion
precoz (Cd206* y Tgf-87) y
sobrexpresion mantenida (Cd206*)
tardia.

Escasa; sobrexpresion tardia
de Cd206*" en ambos
hemisferios cerebelosos.

Incremento de Cd206*" tardio
en hMEi y Tgf-g 7+
generalizado en hMEc.

Tabla 53.

Tabla resumen de los resultados del estudio anatomo-patolégico y molecular de las regiones estudiadas en el SNC. No se incluye la retina. Abreviaturas: hME:

hemimédula espinal; hCE: hemicerebelo. -: dato no disponible. *:diferencia estadisticamene significativa respecto a su comparador (Intacto o Sham, segun corresponda).

#Diferencia significativa respecto al lado opuesto. Se considera respuesta precoz (de 1 a 3 dias tras la lesién) o tardia (de 9 a 30 dias tras la lesion).
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6.CONCLUSIONES




Respuesta en Sham:

1. Lacirugia Sham es suficiente para modificar la expresion génica de los marcadores
inflamatorios y gliales en ambas retinas. La retina cuyo nervio optico ha sido
expuesto pero sin aplastamiento presenta una reaccion pro-inflamatoria mayor y
mas precoz que la retina contralateral.

2. La cirugia Sham causa una respuesta inflamatoria y glial en las regiones remotas
del SNC estudiadas (RRSNC), fuera de la via visual; asi como en ambos coliculos
superiores (CS), donde también se observa un incremento del area ocupada por
GFAP.

3. El aplastamiento del nervio 6ptico (ApNO), en comparacién con los animales Sham,
genera una reaccion mayor en ambos CS. Sin embargo, el ApNO no maodifica de
forma sustancial la respuesta apoptética, glial o inflamatoria ya inducida por la

cirugia Sham en las RRSNC.

Respuesta en ApNO:

4. Larespuesta inflamatoria y glial esta presente desde el primer dia tras el ApNO en
ambas retinas, aunque es mas larga y duradera en la retina lesionada. La reaccién
macroglial ocurre solamente en la retina lesionada mientras que la respuesta
microglial se encuentra en ambas.

5. ElI ApNO genera una respuesta mayor en el CS contralateral: se observa una
intensa activacién microglial junto con una respuesta pro-inflamatoria que conduce a
la apoptosis.

6. La respuesta glial e inflamatoria en la via visual (retina y CS) ocurre en relacion a la
conexion entre las CGR axotomizadas y ambas retinas o los CS. Fuera de la via
visual (RRSNC), la reaccion es mas global y podria seguir un gradiente en relacion
a su disposicién anatémica y la lesion.

7. El hipocampo muestra una mayor susceptibilidad inflamatoria a la cirugia Sham y al
ApNO que otras RRSNC.

General:

8. Para el analisis experimental de cualquier tejido del SNC donde sea de interés aislar
la respuesta del ApNO, o cualquier otra lesion, del efecto de la cirugia en si, se

deberfa usar un animal Sham como control.
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Response in Sham:

1. Sham surgery alone is sufficient to modify the gene expression of inflammatory and
glial markers in both retinas. The retina of the exposed optic nerve without crushing
shows an earlier and more pronounced pro-inflammatory reaction compared to the
contralateral fellow retina.

2. Sham surgery generates a molecular inflammatory and glial response not only in
superior colliculi (SCi) but also in all remote regions of CNS (RRCNS), outside the
visual pathway. Furthemore, an increase of area occupied by GFAP is observed in
both SCi.

3. Optic Nerve Crush (ONC) generates a greater response in both SCi when compared
to Sham surgery. However, ONC does not markedly alter the apoptosis, glial or

inflammatory reaction that were already induced by Sham surgery in the RRCNS.
Response in ONC:

4. The inflammatory and glial response becomes evident from the first day after ONC
in both retinas, although it persists for a longer duration in the injured retina. The
macroglial reaction is exclusive to the injured retina while the microglial response is
observed in both.

5. ONC elicits a more pronounced response in the contralateral SCi, characterized by
microglial reactivation and an pro-inflammatory response that ultimately leads to
apoptosis.

6. The glial and inflammatory response in visual pathway (retina and SCi) occurs in
correlation with the connection between axotomized retinal ganglion cells and both
retinas or retino-recipient SCi. Outside the visual pathway (RRCNS), the reaction is
more widespread and may follow a gradient depending on the anatomical distance
to the lesion.

7. The hippocampus exhibits greater susceptibility to inflammatory responses induced
by both Sham surgery and ONC compared to other RRCNS.

General:

8. In the experimental analysis of any CNS tissue where isolating the response of
ApNO or any other lesion from the effect of the surgery itself is of interest, a Sham

control should be used.
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