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de Doctorado en Ciencias de la Vision,
INFORMA:

Que una vez evaluado, de conformidad con el procedimiento establecido en el articulo 35 del
“Reglamento por el que se regulan las enseianzas oficiales de doctorado de la Universidad de
Murcia” el expediente completo de la tesis doctoral titulada “Estudio de la Degeneracién y
Neuroproteccion Retiniana: Taurina, Terapia celular, Reaccidn glial e Inyecciones Intravitreas
de anticuerpos anti-VEGF”, realizada por D2. Ana Martinez Vacas, bajo la inmediata direccién y
supervision de D2. Maria Paz Villegas Pérez y D. Diego Garcia Ayuso, esta Comisién Académica,
en sesion celebrada en fecha 26 de julio de 2024, ha dado su autorizacidn para su presentacion
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Murcia, a 26 de Septiembre de 2024
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Ill.  RESUMEN

Introduccidn: Las enfermedades degenerativas de la retina comprenden un grupo heterogéneo
de patologias retinianas causadas por factores ambientales y/o genéticos que conducen a la
ceguera de forma irreversible. Dos de estas enfermedades son bastante frecuentes y se
caracterizan porque afectan inicialmente a la retina externa: las degeneraciones hereditarias de
los fotorreceptores, de las que las mds comunes son la retinosis pigmentaria (RP) y la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE). Estas enfermedades se inician con la pérdida
de fotorreceptores y/o de células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) pero progresan
posteriormente produciendo una remodelacion de toda la retina que produce la pérdida de las
células ganglionares de la retina (CGR). Dado que actualmente no existe un tratamiento eficaz
gue prevenga la degeneracion de la retina en estas enfermedades y que son enfermedades muy

heterogéneas, suponen un reto para la investigacidon oftalmoldgica.

En esta Tesis Doctoral investigamos los efectos de diversas intervenciones terapéuticas sobre la
retina de ratas normales o con degeneracién hereditaria de los fotorreceptores. Nos enfocamos
fundamentalmente en evaluar el papel de las células gliales de la retina y la proteccion de los

fotorreceptores.

Objetivos: Estudiamos: |) en ratas normales albinas los efectos adversos de las inyecciones
intravitreas de dos anti-VEGF humanizados: ranibizumab y aflibercept, a dos concentraciones
diferentes, y de un anti-VEGF especifico para rata. Il) en ratas albinas con degeneracion
fototdxica de la retina el papel de la glia en la formacidon de anillos de degeneracién de
fotorreceptores. Ill) en ratas normales albinas el efecto del déficit nutricional de taurina. IV) en
ratas Royal College of Surgeons (RCS) con degeneracion hereditaria de los fotorreceptores el
efecto de la suplementacidn de la dieta con taurina V) en ratas RCS y P23H-1 con degeneracion
hereditaria de fotorreceptores: el efecto de la terapia celular singénica con células

mononucleares derivadas de médula dsea (CMN-MO).

Material y métodos: |) Para el primer objetivo se utilizaron ratas adultas albinas Sprague-Dawley

a las que se le realizé una Unica inyeccidn intravitrea (IIV) de 5 pL de PBS o ranibizumab o
aflibercept a la concentracién utilizada en la practica clinica (10 pg/uL o 40 pg/ul) o a una
concentracion inferior (0,38 pg/uL y 1,5 pg/ulL) calculada para el ojo de rata o de un VEGF
policlonal de cabra anti-rata (0,015 pg/uL). Los animales se procesaron 7 dias o 1 mes después
y los montajes completos de retina se inmunodetectaron para marcar las células de microglia,
macroglia, las CGR vy las células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles (CGRip).

II) Para el segundo objetivo se utilizaron ratas adultas albinas Sprague-Dawley que fueron
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expuestas a la luz continua, y procesadas 1, 2 o 3 meses después. Los montajes completos de
retina se inmunodetectaron para marcar las células de microglia, las células de Miiller y los conos
Sy L/M. Ill) Para el tercer objetivo se utilizaron ratas albinas adultas Sprague-Dawley que fueron
divididas en un grupo control y tres grupos experimentales en los que se indujo un déficit
nutricional de taurina, mediante la administracién de B-alanina al 3% en el agua durante dos
meses. Dos de estos ultimos grupos fueron también expuestos a la luz. Las retinas fueron
seccionadas transversalmente e inmunodetectadas para marcar las células microgliales y
macrogliales, los segmentos externos de los fotorreceptores, las conexiones sinapticas vy el
estrés oxidativo celular. IV) Para el cuarto objetivo, se utilizaron ratas RCS distréficas que fueron
divididas en dos grupos, uno control y otro que recibié taurina (0,2 M) en el agua durante 24
dias. Los animales se procesaron a los 45 dias de edad y se realizaron cortes transversales de la
retina que se inmunodetectaron para marcar las células microgliales y macrogliales, los
segmentos externos de los fotorreceptores, las conexiones sinapticas y el estrés oxidativo
celular. V) Para el ultimo objetivo se utilizaron ratas RCS y P23H-1 a las que se le realizé una
inyeccion de CMN-MO por via subretiniana o por via intravitrea. Los animales se procesaron 7,
15, 30 o 60 dias después y se realizaron cortes transversales de las retinas que se
inmunodetectaron para marcar las células microgliales y macrogliales, los conos y conexiones

sindpticas.

Resultados: |) Todas las IIV produjeron una activacion de las células microgliales y una hipertrofia
de los astrocitos retinianos. La respuesta glial fue mayor cuando se inyectaron las
concentraciones mas altas de ranibizumab vy aflibercept, que provocaron también una muerte
de CGR, pero no de CGRIif. Il) La fototoxicidad causa una pérdida de los conos Sy L/M. Al mes se
observan anillos de degeneracidon de conos en la retina superior, que a los 2 y 3 meses se
extienden a la retina central e inferior. Estos anillos mostraban células microgliales activadas y
células de Miiller. ll) La deplecidn de taurina causé una disminucion del espesor de la retina,
acortamiento de los segmentos externos de los fotorreceptores, activacion de células
microgliales, estrés oxidativo en las capas nucleares externa e interna y en la capa de CGR,
pérdida sindptica, asi como alteracién de la capacidad fagocitica del EPR y estos efectos se
agraven por la exposicion a la luz, que ademas produce muerte de fotorreceptores. IV) En ratas
distroficas la suplementacion de la dieta con taurina aumenta la supervivencia de
fotorreceptores y disminuye la activacion microglial, el estrés oxidativo en las capas nucleares,
disminuye la pérdida de las conexiones sinapticas y aumenta la fagocitosis en las células del EPR.

V) Las inyecciones intravitreas o subretinianas de CMN-MO aumentaron la supervivencia de los
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fotorreceptores, disminuyeron la degeneracidn sindptica, pero no modificaron la activacion y

migracion de las células microgliales ni las respuestas electroretinograficas.

Conclusiones: 1) Las IV de todas las sustancias tienen efectos inflamatorios retinianos. La IV de
los anti-VEGF humanizados a dosis altas producen inflamacion severa y muerte de CGR, pero no
de CGRIf. ll) La relacion espacio-temporal entre la muerte de los conos, y la activacion de las
células gliales documentan que las células de microglia y las células de Miiller estan implicadas
en la formacién de los anillos, donde muestran acciones coordinadas Ill) La deplecidn de taurina
provoca muerte de fotorreceptores y CGR y altera las células del EPR, y aumenta la
susceptibilidad de los SE de los fotorreceptores al dafio fototdxico. IV) La suplementacién de la
dieta de ratas RCS con taurina disminuye la degeneracidn de los fotorreceptores y mejora las
respuestas electrorretinograficas. V) El trasplante intravitreo y subretiniano de CMN-MO
singénicas disminuye la degeneracion de los fotorreceptores y, pero no mejora la funcion

retiniana.
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IV. SUMMARY

Introduction: Degenerative retinal diseases encompass a heterogeneous group of retinal
pathologies caused by environmental and/or genetic factors, leading to irreversible blindness.
Two of these diseases are quite common and are characterized by initially affecting the outer
retina: hereditary photoreceptor degenerations, the most common of which are retinitis
pigmentosa (RP) and age-related macular degeneration (AMD). These diseases begin with the
loss of photoreceptors and/or retinal pigment epithelium (RPE) cells, but they later progress,
causing remodeling of the entire retina, leading to the loss of retinal ganglion cells (RGCs). Since
there is currently no effective treatment to prevent retinal degeneration in these diseases and

because they are highly heterogeneous, they present a challenge for ophthalmological research.

In this Doctoral Thesis, we investigate the effects of various therapeutic interventions on the
retina of normal rats or rats with hereditary photoreceptor degeneration. We primarily focus on

evaluating the role of retinal glial cells and photoreceptor protection.

Objectives: We studied: 1) In normal albino rats, the adverse effects of intravitreal injections of
two humanized anti-VEGF agents: ranibizumab and aflibercept, at two different concentrations,
and a rat-specific anti-VEGF. Il) In albino rats with phototoxic retinal degeneration, the role of
glia in the formation of photoreceptor degeneration rings. lll) In normal albino rats, the effect
of taurine nutritional deficiency. IV) In Royal College of Surgeons (RCS) rats with hereditary
photoreceptor degeneration, the effect of dietary taurine supplementation. V) In RCS and P23H-
1 rats with hereditary photoreceptor degeneration, the effect of syngeneic cell therapy using

bone marrow-derived mononuclear cells (BM-MNCs).

Methods: |) For the first objective, adult albino Sprague-Dawley rats were used, which received
a single intravitreal injection (I1VI) of 5 pL of PBS, ranibizumab, or aflibercept at the concentration
used in clinical practice (10 pg/uL or 40 pg/uL) or at a lower concentration (0.38 pg/ulL and 1.5
pg/uL) calculated for the rat eye, or a polyclonal goat anti-rat VEGF (0.015 pg/uL). The animals
were processed 7 days or 1 month later, and whole retinal mounts were immunodetected to
mark microglial cells, macroglial cells, retinal ganglion cells (RGC), and intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells (ipRGC). Il) For the second objective, adult albino Sprague-
Dawley rats were exposed to continuous light and processed 1, 2, or 3 months later. Whole
retinal mounts were immunodetected to mark microglial cells, Muller cells, and S and L/M cones.
[l1) For the third objective, adult albino Sprague-Dawley rats were divided into a control group
and three experimental groups in which a taurine nutritional deficit was induced by

administering 3% B-alanine in the water for two months. Two of these groups were also exposed
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to light. The retinas were cross-sectioned and immunodetected to mark microglial and
macroglial cells, photoreceptor outer segments, synaptic connections, and cellular oxidative
stress. IV) For the fourth objective, dystrophic RCS rats were divided into two groups, one control
and one that received taurine (0.2 M) in the water for 24 days. The animals were processed at
45 days of age, and retinal cross-sections were immunodetected to mark microglial and
macroglial cells, photoreceptor outer segments, synaptic connections, and cellular oxidative
stress. V) For the last objective, RCS and P23H-1 rats were used, receiving an injection of BM-
MNCs via subretinal or intravitreal administration. The animals were processed 7, 15, 30, or 60
days later, and retinal cross-sections were immunodetected to mark microglial and macroglial

cells, cones, and synaptic connections.

Results: 1) All IVIs caused microglial cell activation and hypertrophy of retinal astrocytes. The IVI
of high doses of humanized anti-VEGF causes severe inflammation and RGC death, but not ipRGC
death. 1l) Phototoxicity caused a loss of S and L/M cones. After one month, rings of cone
degeneration were observed in the superior retina, extending to the central and inferior retina
after 2 and 3 months. These rings showed activated microglial cells and Miiller cells. Ill) Taurine
depletion caused a reduction in retinal thickness, shortening of the photoreceptor outer
segments, activation of microglial cells, oxidative stress in the outer and inner nuclear layers and
the RGC layer, synaptic loss, and impaired phagocytic capacity of the RPE. These effects were
exacerbated by light exposure, which additionally caused photoreceptor death. V) In dystrophic
rats, dietary supplementation with taurine increased photoreceptor survival, reduced microglial
activation, oxidative stress in the nuclear layers, decreased synaptic loss, and enhanced
phagocytosis in RPE cells. V) Intravitreal or subretinal injections of BM-MNC increased
photoreceptor survival and reduced synaptic degeneration but did not alter the activation and

migration of microglial cells or the electroretinographic responses.

Conclusions: I) All IVIs have retinal inflammatory effects. The IVI of higher doses of humanized
anti-VEGF drugs induces severe inflammation and RGC death, but not ipRGC death. IlI) The
spatiotemporal relationship between cone death and glial cell activation suggests that microglial
and Muiller cells are involved in the formation of rings, where they show coordinated actions. Il
Taurine depletion causes photoreceptor and RGC death, alters RPE cells, and increases the
susceptibility of photoreceptor outer segments to phototoxic damage. 1V) Supplementation of
the diet with taurine in RCS rats reduces photoreceptor degeneration and improves
electroretinographic responses. V) Intravitreal and subretinal transplantation of syngeneic BM-

MNC reduces photoreceptor degeneration but does not improve retinal function.
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V. LISTA DE ABREVIATRURAS

AZ2E: bis-retinaldehido-fosfatidiletanolamina

ADN: Acido desoxirribonucleico

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro

bFGF: Factor basico de crecimiento de fibroblastos

CCG: Capa de células ganglionares

CFN: Capa de Fibras Nerviosas

CGif: Células ganglionares intrinsecamente fotosensibles
CGR: Células ganglionares de la retina

CGRm+: Células melanopsinicas

CMH: Células madre hematopoyéticas

CMN-MO: Células mononucleares derivadas de médula dsea
CMS: Células madre mesenquimales

CNE: Capa nuclear externa

CNI: Capa nuclear interna

CPE: Capa plexiforme externa

CPI: Capa plexiforme interna

CRBP: Proteina de union al retinol celular

CS: Coliculo superior

CSE: Capa de segmentos externos de los fotorreceptores
DMAE: Degeneracidon macular asociada a la edad

EPR: Epitelio pigmentario de la retina

FAK: Quinasa de adhesion focal

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GAD: Glutamato descarboxilasa

GDNF: Factor neurotrofico derivado de la glia

GES: Sulfanato de guanidoetano

GFAP: Proteina acida fibrilar glial

IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina-1

IIV: Inyecciones intravitreas
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IL: Interleucina

iNOS: Sintetasa de éxido nitrico inducible
JAK1: Janus quinasa 1

LEDs: Diodos emisores de luz

LPS: Lipopolisacaridos

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos
MerTk: Receptor Mer tirosina-quinasa
MFG-E8: Gldbulo graso lacteo-Factor 8 de EGF
MLE: Membrana limitante externa

MLI: Membrana limitante interna

NADH: Hidrato de nicotinamida adenina dinucleétido
NGF: Factor de crecimiento nervioso

NGLd: Nucleo geniculado lateral dorsal

NGLv: Nucleo geniculado lateral ventral
NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: Nervio éptico

NPHb: Nucleo perihabenular

NPO: Nucleo pretectal olivar

NSQ: Nucleo supraquiasmatico

P1GF-1: Factor de crecimiento placentario-1
P1GF2: Factor de crecimiento placentario-2
PEDF: Factor derivado del epitelio pigmentario
PTP: Proteinas tirosina fosfatasas

RCS: Royal College of Surgeons

RD: Retinopatia diabética

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RP: Retinosis pigmentaria

SE: Segmento externo del fotorreceptor

Sl: segmento interno del fotorreceptor

SNC: Sistema nervioso central

STAT1: Transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1
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Tau-T: Transportador de Taurina

TGFp: Factor de crecimiento transformante
TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

XO: Xantina oxidasa
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ILUSTRACIONES

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Sistema visual: Via dptica y proyecciones de las CGR.
Imagen modificada de

Dibujo esquemdtico de la retina de Santiago Ramon y
Cajal ( ).

Dibujo esquemadtico de las capas de la retina. Imagen
modificada de

Imagen de la estructura del ERP. Dénde se puede
observar la monocapa de células hexagonales marcadas
con Fluorogold en una imagen realizada con microscopia
confocal. Imagen modificada de

Espectro visible por el ojo humano. Imagen modificada de

Estructura de los fotorreceptores: Conos y Bastones.
Dénde se pueden observar las diferentes partes que
forman la estructura del fotorreceptor: El segmento
externo (SE), cuerpo celular (CC), segmento interno (Sl) y
el terminal sindptico (TS). Imagen modificada de

Imagen de los picos de sensibilidad de los diferentes
fotopigmentos visuales. Absorbancia espectral de la luz
de los diferentes fotopigmentos en la retina humana. En
lineas continuas podemos observar los tres tipos
diferentes de opsinas en los conos segun su pico de
sensibilidad, y en linea discontinua observamos la
rodopsina en los bastones. Imagen modificada de

Imagen y distribucion de las CGR en una retina de raton.
A) Fotomontaje de una retina de raton pigmentada que
muestra células ganglionares de la retina marcadas con
anticuerpos que reconocen neurofilamentos de alto peso
molecular no fosforilados (SMI32) y calbindina. Las células
marcadas con SMI32 corresponden a las CGR, mientras
que las que estdn marcadas doblemente estdn indicadas
con puntos blancos y corresponden al tipo CGRif M4. B-D)
Detalles con mayor aumento que muestran la marcacion
de las CGRif con SMI32 (B), calbindina (C) y la doble
marcacion de las CGRif M4 (D). Imagen modificada de
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Figura 9

Figura 10
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Dibujo esquemadtico representativo de los diferentes
estadios de activacion microglial segtin la clasificacion de

Imdgenes representativas de una célula
de microglia en reposo que comienza en el estadio de
reposo 1A, y continua hasta un estadio activado 6A
(estadio de macrdfago), se transforma en estadio 6R
(multinucleocélulas) y, a continuacion, vuelve al estadio de
reposo 1R. Las flechas azules indican el aumento de la
activacion y la flecha verde indica la transicion de activado
a retorno. Esta demarcacion parece ser el punto en el que
los macrdfagos fagocitan otras células o restos y los
digieren. Modificada de

Estructura quimica de la molécula de Taurina. Imagen
creada con

Estructura quimica de la molécula de GABA. Imagen
creada con

Estructura quimica de la molécula de 8-alanina. Imagen
creada con
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VI. ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS

La presente Tesis Doctoral se ha regido por El Real Decreto 99/2011, de 28 de enero, por el que
se regulan las ensefanzas oficiales de doctorado. Ademas, esta Tesis Doctoral se presenta en la
modalidad de “Tesis Doctoral como compendio de publicaciones” con acuerdo a lo expuesto en

el articulo 11.6 del citado Real Decreto.

Con esta Tesis, la doctoranda opta a la Mencién de Doctor Internacional. Como estipulan las
bases y siendo requisito indispensable para la acreditacion de dicha Mencidn, la doctoranda ha
realizado una estancia de cuatro meses en el Grupo de Investigacion del Profesor Dr. José
Manuel Romero Hombrebueno en The Institute of Inflammation and Ageing, en Birmingham.
Para optar ala Mencién de Doctorado Internacional, la regulacion por la que se rigen los estudios
de doctorado de la Universidad de Murcia exige que, al menos, el resumen y las conclusiones
estén redactados y defendidos en la lengua inglesa. El resto de la Tesis puede estar escrita y ser
defendida en castellano. Asi bien, la presente tesis doctoral ha sido redactada en castellano, con

el resumen y las conclusiones escritas en castellano e inglés.

La Tesis Doctoral consta de los siguientes apartados: introduccidn, objetivos, compendio de
articulos, conclusiones y bibliografia. Al inicio, se ha incluido una copia de los anexos
administrativos necesarios para su depdsito. Al final, se han afiadido las publicaciones cientificas

derivadas de esta Tesis.

Por consiguiente, y para cumplir los requisitos recogidos en la normativa, se adjunta en su

presentacién para la correspondiente autorizacién en la Comisidén General de Doctorado:

o Informe de la comisién académica del programa de doctorado en ciencias de la vision.

o Informe de los directores justificativo de la presentacién del compendio de
publicaciones como tesis doctoral.

o Informe motivado de la Comisidon Académica del Programa de Doctorado y visto bueno
de la Comision de Rama de Conocimiento.

o Conformidad de los coautores de cada uno de los articulos presentados con la
presentacion del correspondiente articulo por parte del doctorando con el propdsito de
formula tesis doctoral como compendio de publicaciones.

o Compromiso de cada uno de los coautores de no presentar los articulos de su coautora
como parte de otra tesis doctoral.

o Declaracion de cada uno de los autores acerca de la relevancia de la contribucidn del
doctorando a la investigacién cuyos resultados fueran plasmados en los articulos de su

coautoria.
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Acreditacion de una estancia de Investigacion de cuatro meses en el The Institute of
Inflammation and Ageing en la Universidad de Birmingham bajo la supervision y tutela
del Profesor Dr. José Manuel Romero Hombrebueno.

Informes favorables de los Doctores Francisco Nadal Nicolas y Luis Alarcén Martinez.

Asimismo, y cumpliendo con la normativa que regula esta modalidad de Tesis Doctoral por

compendio de publicaciones y la solicitud de la mencidn de Doctor internacional, en esta tesis

aparece:

XXX

o

Un resumen global en castellano e inglés en el que se presentan como una unidad
cientifica todos los trabajos aportados al compendio.

Un apartado de introduccion donde se detallan conceptos basicos y necesarios para la
comprension de los trabajos y justifica la unidad cientifica de la Tesis.

Un apartado de objetivos donde se enumeran los objetivos generales y especificos
propuestos en esta Tesis.

Un apartado de conclusiones donde se enumeran los hallazgos obtenidos mas
importantes, escritos en castellano e inglés.

Un apartado de bibliografia donde se recogen la lista de todas las referencias citadas a
lo largo de la Tesis.

Por ultimo, se incluyen como anexos finales las publicaciones cientificas derivadas de

parte del trabajo presentado en esta Tesis.



VIll. HALLAZGOS ORIGINALES
La realizacidn de esta tesis nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos originales:

1. Enreferencia al estudio de los efectos de las inyecciones intravitreas de PBS, dos VEGF
humanizados mas utilizados en la actualidad ranibizumab y aflibercept, a dos
concentraciones diferentes, y de un anti-VEGF especifico para rata, se ha documentado
que:

- Todas las IV producen reactividad glial
- Los dos anticuerpos anti-VEGF humanizados ranibizumab y aflibercept producen a

dosis altas una gran reactividad glial y muerte de CGR pero no de CGRif.

2. En referencia a la caracterizacion del papel de la glia en la formacién de anillos de
degeneracion de fotorreceptores en ratas albinas con degeneracion fototoxica, se ha

documentado que:

- Laexposicién ala luz provoca una pérdida progresiva de los conos Sy L/M, en forma
de anillos.

- Las células microgliales y las células de Miiller desempefian roles especificos y
coordinados en la degeneracién: Mientras que las células microgliales estan mas
implicadas en la fagocitosis de los fotorreceptores las células de Miiller lo estan en

la migracion, la remodelacidn retiniana y la formacién de un sello glial.

3. En referencia al estudio del efecto del déficit de taurina en la retina de la rata albina,

inducido por la administracién de B-alanina, se ha documentado que:

- Provoca un adelgazamiento de la retina y un acortamiento de los segmentos
externos de los fotorreceptores.

- Provoca el aumento significativo de activacion de las células gliales.

- Altera la capacidad fagocitica de las células del EPR.

- Provoca una afectacién tanto de las conexiones sinapticas la retina.

- Cuando la deplecion de taurina se combina con exposicidn a la luz, aumenta sus
efectos adversos sobre la retina: mayor activacion de células gliales, mayor muerte

de fotorreceptores y de CGR y aumento del estrés oxidativo.
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4.
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En referencia al estudio del efecto de la suplementacion de la dieta con taurina en ratas

RCS, se ha documentado que:

- Incrementa la supervivencia de fotorreceptores.

- Mejora la funcién retiniana: la respuesta de los bastones, la amplitud de las ondas
ayb,ydelaondab fotépica.

- Disminuye la activacidon de las células microgliales y macrogliales.

- Mejora la fagocitosis del EPR.

- Disminuye el daio oxidativo en las capas nucleares interna y externa de la retina.

- Disminuye el deterioro sinaptico en las dos capas plexiformes de la retina.

En referencia al efecto de la terapia celular singénica con células mononucleares
derivadas de médula 6sea en la supervivencia de fotorreceptores en dos modelos
animales de degeneracidn hereditaria de fotorreceptores: las ratas RCS y P23H-1, se ha

documentado que:

- El trasplante de CMN-MO tanto en el vitreo como en el espacio subretiniano
disminuye la activacidon de las células gliales.

- Eltrasplante de CMN-MO tanto en el vitreo como en el espacio subretiniano protege
a los fotorrecptores de la degeneracion.

- El trasplante de CMN-MO tanto en el vitreo como en el espacio subretiniano
disminuye la degeneracidén sindptica pero no mejora la respuesta funcional
retiniana.

- Los efectos de rescate de fotorreceptores son mayores con la administracidn

intravitrea y sobre todo en las ratas RCS.



IX. PRODUCCION CIENTIFICA

Durante la elaboracién de esta tesis doctoral, en el Laboratorio de Oftalmologia Experimental
de la Universidad de Murcia (UMU) e Instituto Murciano de Investigacion Biomédica Pascual
Parrilla (IMIB-Pascual Parrilla), he participado en varios proyectos de investigacion cuyos
resultados se han reflejado en 8 publicaciones cientificas, 3 de ellas como autor principal, y 25
comunicaciones a congresos nacionales e internacionales. A continuacion, se detallan las
publicaciones, indicando con un asterisco inicial los que forman parte de la base experimental

de la presente Tesis Doctoral y también las presentaciones realizadas en congresos.
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1. INTRODUCCION

1.1. SISTEMA VISUAL

El sistema visual es parte del sistema nervioso central (SNC) y el encargado de la percepcién
visual, es decir, de la recepcidn, el procesamiento e interpretacion de los estimulos visuales
( ). Ademas, el sistema visual realiza una serie de tareas complejas que incluyen: la
formacion de representaciones monoculares, la integracion de una percepcion binocular central
a partir de dos proyecciones dimensionales, la identificacion y categorizacion de objetos
visuales, la evaluacidn de distancias hacia y entre objetos, y la orientacidén de los movimientos

corporales en relacién con los objetos observados.

El sistema visual estd formado por diferentes estructuras: el ojo, que contiene la retina, el nervio
Optico, el quiasma &ptico, el tracto dptico, las radiaciones dpticas y las diferentes zonas de

proyeccidn de areas corticales y subcorticales del cerebro ( ).

El quiasma optico es una estructura crucial en el sistema visual de los mamiferos. En este punto,
las proyecciones nerviosas de ambos ojos, especificamente los nervios dpticos (NO), se
encuentran y se reorganizan. Ademas, los axones de las células ganglionares de la retina (CGR)
se dividen de tal manera que la informacidn visual de cada ojo se distribuye a ambos hemisferios
cerebrales, provocando que la mitad de los axones de cada nervio éptico decusen en el quiasma
Optico ( ). Una vez se ha producido esta division, los axones contindan
como tractos dpticos y llegan al ntcleo geniculado dorsolateral (NGLd) del talamo. EI NGLd actua
como una estacion de relevo donde la informacidn visual es organizada y enviada a la corteza
visual a través de las radiaciones dpticas. La corteza visual primaria, ubicada en el I6bulo occipital
del cerebro, es donde se lleva a cabo el procesamiento inicial de la informacién visual, lo que

permite la percepcion y la interpretacion de las imagenes visuales ( ).
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Figura 1. Sistema visual: Via dptica y proyecciones de las CGR. Imagen modificada de

El sistema visual del roedor constituye un excelente modelo de experimentacién en estudios de
neurodegeneracidon y neuroproteccidén. La retina de los roedores, al igual que en otros
mamiferos, esta organizada en capas; sin embargo, carece de fdvea como en los humanos y

primates, aunque si posee una estria visual, que es una region con alta densidad de CGR y conos

L/M ( )-
1.1.1. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL SISTEMA VISUAL

La entrada de informacidn visual en el sistema visual se produce a través del globo ocular. En
este organo y, concretamente, en la retina tiene lugar el proceso de transduccién de los
estimulos luminosos en estimulos eléctricos, concretamente en los fotorreceptores de la retina,
para posteriormente transmitirse por la via visual hacia el cerebro. Los estimulos llegan primero
a la corteza visual primaria, donde tienen lugar la sensopercepcién de las imagenes y la

interpretacion de elementos como la forma, la profundidad, el color y el movimiento (

).
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1.1.1.1. ANATOMIA DEL GLOBO OCULAR

El globo ocular humano es casi esférico y su pared externa estd formada por tres capas

concéntricas: la tlnica externa, la tunica intermedia o Uvea y la tlnica interna o retina.

La tunica externa representa la capa mas superficial de las tres capas que envuelven al globo
ocular, constituyendo su principal mecanismo de proteccion. Esta capa esta compuesta por dos
elementos: en la parte posterior del globo por la esclera, que es opaca, y en la parte anterior del
globo por la cdrnea. La cérnea es una estructura transparente debido a su avascularidad, a su
contenido en agua y a la disposicién de las fibras de coldgeno que la constituyen. Esta es el
primer elemento didptrico que atraviesan los rayos de luz al llegar ojo, y el mas potente, con 43

dioptrias.

La tunica intermedia o Uvea esta formada en la parte posterior del ojo por la coroides, una capa
fundamentalmente vascular cuya funcion principal es la aportacion de nutrientes a la retina mas
externa. La tunica intermedia estd formada en su parte anterior por el cuerpo ciliar y el iris. El
cuerpo ciliar contiene en su parte mas anterior los denominados procesos ciliares, cuya funcion
principal es la produccidon de humor acuoso. Asimismo, contiene al musculo ciliar, encargado de
realizar los cambios de curvatura del cristalino durante la acomodacion para enfocar en retina
los rayos procedentes de estimulos cercanos. El iris estd compuesto por dos capas epiteliales, la
anterior y la posterior, ademas del estroma que contiene el musculo dilatador y el musculo
esfinter del iris. Estos musculos regulan el tamafio de la pupila y por ello, la cantidad de luz que

entra en el globo ocular.
La tunica interna del globo ocular es la retina, que tiene un origen neural y forma parte del SNC.

1.1.1.2. LA RETINA

La retina estd especializada en la captacidn y el proceso inicial de los estimulos luminosos. Dado
gue se encuentra dentro del globo ocular y separada del resto del SNC, es un tejido de facil
acceso, lo que la convierte en un modelo muy utilizado para estudios anatémicos y fisiolégicos
del tejido nervioso. La descripcidn inicial de la estructura de la retina y su organizacién celular
fue una de las grandes aportaciones de Santiago Ramon y Cajal, que utilizé la retina para

dilucidar las bases de la comunicacién neuronal ( ).
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Figura 2. Dibujo esquemdtico de la retina de Santiago Ramén y Cajal ( ).

1.1.1.2.1. ESTRUCTURA DE LA RETINA

La retina de los vertebrados tiene en comun una estructura basica ( ): tres
capas nucleares, separadas entre ellas por dos capas sindpticas, y otras cinco capas mas. Estas
capas contienen 6 tipos diferentes de células neuronales: fotorreceptores, células horizontales,
células bipolares, células interplexiformes, células amacrinas y CGR. Ademas de neuronas, la
retina contiene otros tres tipos celulares no neuronales: las células de Miller, los astrocitos y las
células de microglia. Las células de Miiller tienen un gran tamafio y se extienden desde las capas
mas internas a las mas externas de la retina de manera radial, aportando sustento y soporte
mecanico a las neuronas de la retina. Los astrocitos se situan en la capa de células ganglionares
(CCG) y capa de fibras nerviosas (CFN) rodeando a las fibras nerviosas y a los vasos sanguineos
( ). Las células de microglia son de pequefio tamano y
morfologia variable y su funcion principal es fundamentalmente fagocitica (

).



INTRODUCCION

A

SRR

Fed 20 U T
S Ay,
SRy ETEE D
-.un‘-”‘ }“bnvr'.:“-;?\-' il Nli'l”-v(l{['im?u

Membrana limitante interna
%— Capa de fibras nerviosas

— Capa de células ganglionares

I~ Capa plexiforme interna

- Capa nuclear interna

I~ Capa plexiforme externa

— Capa nuclear externa
|- Segmentos internos
— Segmentos externos

Fotorreceptores

Membrana de Brunch
Coriocapilar
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La retina de los vertebrados esta formada por 10 capas que, desde la mas externa, en contacto

con la coroides, hasta la mas interna, en contacto con el vitreo, son ( ):

1. Epitelio pigmentario de la retina (EPR): monocapa de células epiteliales que limita
externamente con la membrana de Bruch que la separa de la coroides. El EPR tiene
muchas funciones importantes para la visidon: actia como regenerador de los pigmentos
visuales, contiene granulos con melanina para evitar la dispersidn de la luz, realiza la
fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores, secreta factores troficos
y forma la barrera hematorretiniana externa, entre otras. En animales albinos este
epitelio no contiene granulos de melanina y es transparente, por lo que permite ver la
vascularizacion coroidea.

2. Capa de los segmentos externos de los fotorreceptores (CSE): formada por los

segmentos externos de los fotorreceptores.

3. Membrana limitante externa (MLE): formada por un entramado de uniones del tipo
zénula adherens entre la region mas externa de las células de Miller y los

fotorreceptores.

4. Capa nuclear externa (CNE): formada por los nucleos de los fotorreceptores.
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5. Capa plexiforme externa (CPE): formada por los terminales axonales (pediculos y
esférulas) de los fotorreceptores y los procesos dendriticos de las células bipolares,

horizontales e interplexiformes.

6. Capa nuclear interna (CNI): formada por los nucleos de células amacrinas, bipolares,

interplexiformes, de Miiller y de las células horizontales.

7. Capa plexiforme interna (CPIl): formada por los procesos dendriticos de las CGR vy las

células amacrinas y por los axones de las células bipolares.

8. Capa de células ganglionares (CCG): constituida por las CGR vy las células amacrinas

desplazadas en esta capa.

9. Capa de fibras nerviosas (CFN): formada por los axones de las CGR en su trayecto hacia

la papila éptica y por astrocitos.

10. Membrana limitante interna (MLI): es la capa que contacta con el vitreo y esta formada

por los procesos internos de las células de Mdiller.

A continuacidn, veremos en detalle algunas de las capas y células de la retina que son

importantes para el desarrollo de esta Tesis Doctoral.
1.1.1.2.2. EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA

El EPR es una monocapa de células hexagonales pigmentadas ( ) que esta situada entre
la retina neurosensorial y la coroides. Las células del EPR son de origen neuroectodérmico, lo
gue significa que se originan a partir del mismo tejido embrionario que el SNC. El EPR se
caracteriza por una polaridad apical-basal, complejos de unidn lateral entre células adyacentes
y una superficie basal que se asienta sobre una membrana basal conocida con el nombre de
membrana de Bruch. El polo apical de las células contiene las microvellosidades apicales del EPR
gue se interdigitan con los SE de los fotorreceptores (

). La integridad de esta capa es crucial para el correcto funcionamiento de los

fotorreceptores y para el proceso de vision ( ).
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Figura 4. Imagen de la estructura del ERP. Ddnde se puede observar la monocapa de células
hexagonales marcadas con Fluorogold en una imagen realizada con microscopia confocal. Imagen

modificada de

El EPR contiene tres tipos de vesiculas citoplasmaticas: los fagosomas, los granulos de melanina

y los granulos de lipofuscina.

1.1.1.2.2.1. GRANULOS DE MELANINA

Los granulos de melanina se llaman también melanosomas (

). El proceso de sintesis de
melanina en el EPR se produce a lo largo de la vida, sin embargo, la cantidad de sintesis de
melanina en el EPR se reduce considerablemente con la edad ( ). La melanina
retiniana tiene varias funciones clave como la absorcion de la luz ( ),
regulacion de la homeostasis del hierro en la retina (

) y una importante funcidn fotoprotectora al neutralizar las
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés, reactive oxygen species) y reducir el dafio causado

por los radicales libres ( ).

1.1.1.2.2.2. GRANULOS DE LIPOFUSCINA

Los granulos de lipofuscina son autofluorescentes de color amarillo-marrén y son acumulaciones
de material lipidico y proteico de la digestion lisosomal celular que se desarrollan y acumulan en
el EPR con la edad (

). La lipofuscina se origina principalmente por la degradacion de

fagosomas que, procedentes de la ingestién de SE de los fotorreceptores (
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). Se ha demostrado que la lipofuscina del EPR tiene una fluorescencia maxima cuando
emite en un maximo de longitud de onda de aproximadamente 590-600 nm (amarillo-naranja)

|ll

cuando es excitada por la luz en la regidén “azul” del espectro visible (
). La acumulacidn excesiva de granulos de lipofuscina puede afectar
la eficiencia de la fagocitosis de los SE de los fotorreceptores, la regulacién del pH intracelular y

la homeostasis de los iones, conllevando disfunciones en la retina ( ).

1.1.1.2.2.3.FAGOSOMAS

Un fagosoma o vesicula endocitica es una vacuola intracelular derivada de la membrana
plasmatica, formando una invaginacién de esta en torno al corpusculo, que termina por cerrarse
y formar una vesicula independiente en el proceso. La formacion del fagosoma es sélo el primer

paso para alcanzar el objetivo principal de la fagocitosis, que es la inactivacion y degradacion del

material ingerido ( ). Para ello, la membranay el contenido luminal del fagosoma
recién formado deben sufrir una drastica transformacion ( ), modificando la
composicion de su membrana limitante y de su contenido ( ).

Los fagosomas son organulos clave en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa (
), por lo que un defecto en la fagocitosis o en las vias de

maduracién fagosomal puedan estar asociadas a enfermedades inmunitarias (

).
1.1.1.2.2.4. FUNCIONES DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA

El EPR desempefiia varias funciones esenciales para la retina:

I Absorcion de la luz: Gracias a los melanosomas, mencionados anteriormente, el EPR es
capaz de absorber el exceso de luz que llega a la retina, reduciendo asi la dispersion de
la luz y mejorando la calidad de la imagen ( ).

Il. Transporte de nutrientes e iones: El EPR facilita el transporte de iones, como sodio,
potasio y cloruro, a través de canales y transportadores idnicos localizados en la
membrana apical y basolateral de las células epiteliales, como la ATPasa de Na+/K+ y los
cotransportadores de Na+/K+/2Cl-. Este transporte idnico es esencial para mantener el
equilibrio de iones y el pH intracelular, asi como para regular la concentracién de sodio
en el espacio subretiniano, siendo esencial para la despolarizacion de los bastones en
oscuridad ( ). Ademas del transporte de iones, el EPR también facilita el
transporte de agua y nutrientes hacia el espacio subrretiniano. Esto incluye
transportadores de lactato y glucosa expresados en la membrana basal y apical del EPR

( ), de gran importancia para proporcionar energia y sustratos
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metabdlicos a las células fotorreceptoras. Por otro lado, también se encarga del
transporte de todo-trans-retinol al interior celular por medio de la proteina de unién de
retinol (CRBP, del inglés, Celular Retinol Binding Protein), fundamental para la sintesis y
regeneracién del pigmento visual en los fotorreceptores.

Ciclo de los retinoides: El EPR es el encargado de transformar todo-trans retinal en 11-
cis retinal, siendo crucial para la regeneracién de los pigmentos visuales. Cuando la luz
entra en el globo ocular, es captada por los fotorreceptores en la retina. Estos
fotorreceptores contienen unos pigmentos llamados rodopsina, en el caso de los
bastones, y opsinas, en el caso de los conos. Estos pigmentos estan formados por opsina
y una molécula llamada retinal (derivada de la vitamina A). El retinal en su forma activa
es el 11-cis retina y, tras absorber la luz, cambia su conformacidn a todo-trans retinal.
Este cambio conformacional activa la opsina y desencadena una cascada de sefalizacion
qgue culmina en la generacién de sefiales eléctricas, provocado su disociacion de la
opsina. Tras la absorcidon de la luz el todo-trans retinal se convierte nuevamente en 11-
cis retinal a través de una serie de reacciones enzimaticas y bioquimicas, volviendo a
comenzar el ciclo ( ). Esta regeneracion es esencial para restablecer
la sensibilidad de los fotorreceptores a la luz, permitiéndoles responder a estimulos
visuales repetidos y adaptarse a diferentes niveles de iluminacién.

Fagocitosis de los SE de los fotorreceptores: La visidon es posible gracias a la intima
relacidn entre la retina neural y el EPR. Los fotorreceptores necesitan renovar los SE
para su supervivencia, manteniendo asi su funcién como células sensibles a la luz (

). Este
proceso implica la renovacién diaria de fragmentos de los SE de los fotorreceptores del
extremo distal y la fagocitosis por parte del EPR (

). La fagocitosis de los fotorreceptores por el EPR es un proceso
circadiano, con un pico maximo diario de actividad poco después del inicio de la luz
( ). Estudios previos muestran que la falta de fagocitosis por
parte de EPR conduce a la acumulacién de los SE de los fotorreceptores en el espacio
subretiniano, provocando asi su degeneracion ( ).

En la retina de los mamiferos, se han identificado tres receptores involucrados en la
regulaciéon de la fagocitosis de los SE de los fotorreceptores por parte del EPR: el CD36,
necesario para el proceso de internalizacidn de los SE de los fotorreceptores, el receptor
Mer tirosina-quinasa (MerTK), que activa la fagocitosis, y la aVB5 integrina, que es
necesaria para la unién de los SE de los fotorreceptores y para la iniciacion de la

fagocitosis. El fallo en alguna de estas moléculas desencadena en enfermedades

9



Ana Martinez Vacag

retinianas como Retinosis Pigmentaria (RP) o pérdida de la regulacién circadiana de la
fagocitosis, lo que genera una acumulacion de lipofuscina en el EPR (

). La liberacion del fosfolipido anidnico fosfatidilserina por parte de
los SE de los fotorreceptores deteriorados estimula su reconocimiento por parte del EPR
( ). El inicio de la renovacién de los SE de los fotorreceptores es la
union de los SE de los fotorreceptores con el EPR a través de la integrina awfs, la cual se
activa por la MFG-E8 (Milk fat globule-EGF factor 8) que es un ligando de integrina
secretado por el EPR localizado en el espacio subretiniano entre los SE de los
fotorreceptores y el EPR ( ). La activacion de la
integrina conlleva a una cascada de sefializaciones intracelulares que requieren ademas
la activacion de los receptores MerTK del EPR, que se produce mediante la activacién
del ligando MerTK y la sefializacion citosdlica a través de la quinasa de adhesion focal
(FAK) ( ). El nUmero de SE
envueltos en fagosomas dentro del EPR sirve como medida de la actividad combinada
de eliminacion/absorcion de los SE de los fotorreceptores y, por tanto, de la renovacién
de estos ( ).

V. Secrecion de citoquinas y factores del crecimiento: El EPR produce y secreta factores
de crecimiento, como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF del inglés,
Vascular Endothelial Growth Factor), el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF
de inglés Pigment Epithelium-Derived Factor), el factor de crecimiento tumoral beta
(TGFB del inglés, Transforming Growth Factor Beta), factores del crecimiento
fibroblastico (FGF del inglés, Fibroblast Growth Factor) ( ), y de citoquinas.
Estos estan encargados de mantener la integridad estructural y funcional de la retina y
las estructuras circundantes, y pueden modificarse en respuesta a lesiones y

enfermedades oculares.

Varias patologias retinianas humanas (

), como la RP o la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) muestran cambios estructurales, morfolégicos
y funcionales del EPR. En edades avanzadas, se cree que el EPR puede ser disfuncional debido a
la inflamacién y al estrés oxidativo, y esto puede contribuir al desarrollo y avance de la DMAE
( ). Ademas, en varias enfermedades
retinianas, se ha documentado que las células del EPR migran, invaden la retina y participan en
el proceso de remodelacidn retiniana (

). Se

10
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piensa que el EPR y los fotorreceptores forman una unidad funcional, de tal modo que la

disfuncién del EPR produce la degeneracion de la retina.

1.1.1.2.3. FOTORRECEPTORES

Los fotorreceptores, cuya degeneracion investigaremos extensivamente en esta Tesis, son
neuronas sensoriales especializadas en la fototransduccidn: detectar los estimulos luminosos y
convertirlos en impulsos eléctricos ( ). Enla retina de los vertebrados existen
dos tipos de fotorreceptores: los conos y los bastones. Los bastones son mas sensibles a la luz,
por lo que son los responsables de la visidén con luz tenue. Por su parte, los conos son menos

sensibles a la luz, por lo que son los responsables de la vision diurna y de la visién cromatica

( ). La retina humana contiene aproximadamente 125 millones de
fotorreceptores ( ), siendo mucho mas numerosos los bastones; 120 millones de
bastones frente a los 4-6 millones de conos ( ). En la retina humana, la mayoria de

los conos se encuentran en el area macular, mientras que los bastones se distribuyen de forma

mayoritaria en la periferia estando practicamente ausentes en la region foveal (

).

ESPECTRO VISIBLE

380-440 nm  440-485 nm 485-510 nm 510-565 nm 565-590 nm 590-625 nm 625-740 nm

L
VIOLETA |, AZUL VERDE AMARILLO NARANJA ROJO IR

Figura 5. Espectro visible por el ojo humano. Imagen modificada de

Los bastones y los conos tienen una estructura muy similar, aunque se pueden distinguir por
ciertos aspectos basicos; en funcion de su forma, de su distribucién, del tipo de fotopigmento
gue poseen y del tipo de contacto sinaptico que ejercen. Aunque los bastones estan dotados de
una mayor sensibilidad a la luz, los conos presentan una mayor resolucién temporal y espacial
( ). Por esta razdn, solo seria necesario un fotén para poder excitar a los
bastones, y por consiguiente a las CGR, mientras que los conos necesitan una gran cantidad de

fotones para poder obtener una respuesta con amplitud similar ( ).
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Figura 6. Estructura de los fotorreceptores: Conos y Bastones. Donde se pueden observar las diferentes
partes que forman la estructura del fotorreceptor: El segmento externo (SE), cuerpo celular (CC),

segmento interno (SI) y el terminal sindptico (TS). Imagen modificada de

Morfolégicamente, los fotorreceptores estan formados por un SE, un cuerpo celular, que
alberga la maquinaria necesaria para la viabilidad celular y el mantenimiento general; un
segmento interno (SI) y un terminal axénico o sinaptico, con el que establecen sinapsis con las

neuronas de segundo orden ( ).

El SE, tanto de los conos como de los bastones, estd formado por una acumulacién de discos
membranosos que contienen los pigmentos visuales El SE de los bastones es mas cilindrico,
alargado y delgado ( ), que el de los conos que es mas conico y
corto. Ademas, los discos de los conos estan formados por repliegues de la membrana
plasmatica, mientras que en los bastones estan independizados de la membrana plasmatica
( ). Estos pliegues membranosos
permiten una mayor interaccién entre la luz y los pigmentos visuales. Como hemos visto antes,
los SE de los fotorreceptores forman una estructura similar a las uniones adherentes con los pies

terminales de las células de Miller, formando la MLE.

El SI es el encargado de suministrar la energia y renovar las moléculas que necesita el SE,
contiene el nucleo, y posee una region elipsoide cercana a la membrana apical que esta repleta
de mitocondrias, una regién mioide que contiene sistemas de membranas de reticulo
endoplasmatico y Golgi donde se sintetizan las proteinas, se procesan postraduccionalmente y

se empaquetan en vesiculas de transporte ( ). EI Sl se une con el
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SE por medio de un puente celular que contiene un cilio, que sirve como conducto de paso entre

los segmentos ( ).

El terminal sindptico de los fotorreceptores presenta diferencias morfolégicas entre conos y
bastones, y es mas redondeado en los bastones por lo que se denomina esférula y mas aplanado
en los conos en los que se denomina pediculo ( ). Estos terminales
contienen la maquinaria necesaria para la liberacion de los neurotransmisores y su recaptacion.
El potencial de membrana de los fotorreceptores cambia de forma gradual en respuesta a los
cambios en la intensidad de la luz que incide sobre los fotorreceptores, lo que produce una

modulacion gradual de la liberacion del neurotransmisor en la sinapsis ( ).

Los fotorreceptores contienen gran cantidad de pigmentos visuales en las pilas de membranas
de sus SE. Estos pigmentos son los que absorben los fotones de la luz dando lugar al inicio de la
fototransduccion ( ). Los fotopigmentos son distintos para bastones y conos.
Los bastones contienen el fotopigmento rodopsina, cuyo pico de sensibilidad a la luz esta
alrededor de los 510 nm ( ), los conos contienen el fotopigmento opsina,
del que se distinguen tres tipos en la retina humana y de algunos mamiferos que se diferencian
por la longitud de onda a la que responden maximamente. En humanos, dependiendo del tipo
de opsina que contienen se distinguen tres tipos de conos con sensibilidades espectrales
distintas: los conos-S (azules) sensibles a longitudes de onda corta con pico de sensibilidad a los
450 nm ( ), los conos-M (verdes) sensibles a longitudes de onda media con pico de
sensibilidad a los 530 nm ( ), y los conos-L (rojos) sensibles a longitudes de onda larga
con pico de sensibilidad a 565 nm ( ). Son estos conos los que nos permiten
la visién cromatica. Las curvas de sensibilidad de los cuatro fotopigmentos son relativamente
amplias y existe cierto solapamiento entre ellas, por lo que una luz de una determinada longitud

de onda provocara respuestas en mas de un tipo de fotorreceptor ( ).

En roedores encontramos los bastones y dos tipos de conos, por ello su capacidad de discriminar
colores es limitada en comparacion con los humanos. Los dos tipos de conos son: los conos S,
gue expresan la opsina S ( ) y los conos L, que expresan la
opsina L-M ( ). Dado que los roedores no tienen conos sensibles a las longitudes

de onda largas no pueden percibir la luz roja.
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Figura 7. Imagen de los picos de sensibilidad de los diferentes fotopigmentos visuales. Absorbancia
espectral de la luz de los diferentes fotopigmentos en la retina humana. En lineas continuas podemos
observar los tres tipos diferentes de opsinas en los conos segun su pico de sensibilidad, y en linea

discontinua  observamos la  rodopsina en los bastones. Imagen modificada de

La funcidén principal de los fotorreceptores es la transduccién visual o fototransduccion, en la
que la luz desencadena una respuesta eléctrica en los fotorreceptores. La fototransduccion se
inicia por la estimulacidn por la luz del cromdéforo contenido en los pigmentos visuales. Esta
provoca un cambio conformacional en el pigmento visual que a su vez activa una compleja
cascada de reacciones enzimaticas y bioquimicas, induciendo el cierre de los canales catidnicos
de la membrana del fotorreceptor ( ). Esta hiperpolarizacién celular
causa una reduccién de la cantidad de neurotransmisor liberado por el terminal del
fotorreceptor ( ). El cromdforo de los pigmentos visuales de los
bastones (rodopsina) y de los conos (opsinas de los conos) es el 11-cis-retinal, derivado de la
vitamina A. Cuando este croméforo es estimulado por la luz se isomeriza a todo-trans-retinal

gue para volver a actuar necesita volver a convertirse en 11-cis retinal, lo que se realiza en el

EPR ( ). La complejidad de la fisiologia de los fotorreceptores los hace muy
vulnerables ( ) y cuando se lesionan se producen enfermedades degenerativas
de la retina.
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1.1.1.2.4. CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA

Las CGR son las Unicas neuronas aferentes de la retina, por lo que son las que transmiten la

informacidn visual procesada en la retina al encéfalo (

). Sus axones forman el NO, que contiene en humanos entre
770.000-1.000.000 axones ( ). La inmensa mayoria de las CGR se
encuentran en la CCGR. Sin embargo, existe una subpoblacidn de CGR minoritaria, denominadas
células ganglionares desplazadas o células de Dogiel, que se encuentran en la CNI (

).

En la retina humana hay aproximadamente 1 millén de CGR. Hay varios tipos morfoldgicos y
funcionales de CGR y pueden dividirse en varios subtipos en funcién de sus caracteristicas
morfoldgicas (~35, ), fisioldgicas (~30, ) 0 de expresion génica
(~46, ). En humanos se han descrito hasta 10 tipos
diferentes de CGR segun su morfologia, pero las mas numerosas pertenecen a 3 tipos (

): las CGR enanas, que representan el 80% de las CGR humanas; las CGR parasol, que
representan aproximadamente el 10% de las CGR humanas; y las CGR biestratificadas, que

representan el 5-10% de las CGR humanas.

En ratones se han descrito hasta 46 tipos diferentes de CGR por su expresion génica (

).

Las CGR también pueden distinguirse por su funcionalidad en CGR formadoras de imagen y CGR
no formadoras de imagen. Existe una poblacion de CGR que responden a la luz porque contienen

pigmentos visuales que se llaman CGR intrinsecamente fotosensibles (CGRif) (

).

Los axones de las CGR salen de la retina y se mielinizan en el NO ( ). Durante el trayecto,
se decusan en parte en el quiasma Optico y realizan sinapsis en varias areas cerebrales (

). En el roedor, las CGR proyectan principalmente a
seis regiones cerebrales, que son: el nucleo supraquiasmatico (NSQ), el nicleo éptico accesorio,
el nacleo pretectal, en nucleo geniculado lateral ventral (NGLv), el NGLd vy el coliculo superior
(CS) ( ). La principal regidn retinorecipiente es en roedores el CS, donde proyectan

el 90% de las CGR (
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Calbinding

Calbindina

@ 580 CGRif M4

Figura 8. Imagen y distribucion de las CGR en una retina de ratén. A) Fotomontaje de una retina de
ratén pigmentada que muestra células ganglionares de la retina marcadas con anticuerpos que
reconocen neurofilamentos de alto peso molecular no fosforilados (SMI32) y calbindina. Las células
marcadas con SMI32 corresponden a las CGR, mientras que las que estdn marcadas doblemente estdn
indicadas con puntos blancos y corresponden al tipo CGRif M4. B-D) Detalles con mayor aumento que
muestran la marcacion de las CGRif con SMI32 (B), calbindina (C) y la doble marcacion de las CGRif M4

(D). Imagen modificada de

1.1.1.2.4.1. CELULAS GANGLIONARES INTRINSECAMENTE
FOTOSENSIBLES
Las CGRIif representan una proporcion muy pequefia de las CGR, habiéndose calculado que
representan en humanos alrededor del 1% y en roedores alrededor del 3% de las CGR (
), aunque pueden llegar a

representar el 6% de las CGR en ratones (

).

Las CGRIif se caracterizan por la expresion del fotopigmento melanopsina, codificado por el gen
Opn4, y que responde a la luz con un pico de absorcién maximo en torno a los 480nm (

). Esto permite que estas CGRif puedan ser estimuladas por la luz directamente, sin
depender de la recepcién de sefiales por parte de los fotorreceptores. Las CGRif también se
denominan células melanopsinicas (CGRm+) y tercer fotorreceptor retiniano (

). Las CGRif intervienen en funciones fisioldgicas de nuestro organismo como
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la regulacién de los ritmos circadianos o la regulacidén de una parte del reflejo fotomotor, entre
otras (
; ).

En humanos se han definido tres subtipos de CGRif (M1, M2 y M4) ( ),
mientras que en la retina de roedor se han identificado hasta seis subtipos (M1, M2, M3, M4,
M5 y M6) con propiedades anatdémicas y funcionales distintas ( ). Esta
clasificacidn viene determinada por sus conexiones dendriticas en la capa CPI, el tamafo de su
somay dénde proyectan sus axones en el cerebro (

. Las células M1 y M2 representan la mayoria
(entre el 74-90%) de las CGRif, siendo las mas comunes las células M1 que representan entre el

40-50%.
1.1.1.2.4.2. M1

Las CGRif M1 fueron las primeras en identificarse y se dividen en dos subtipos: las CGRif M1
gigantes (células M1G) con soma redondo u ovalado que se localiza en la CCG y las CGRif M1
desplazadas en la CNI (células M1D). Las células M1 tienen somas pequefios (~¥14-16 um) y
dendritas poco ramificadas estratificadas constituyendo campos dendriticos de ~300 um, que
se solapan para cubrir toda la retina en lo que se ha denominado una "red fotorreceptora de

CGR" ).

Las CGRif se distinguen sobre todo por la estratificacién de sus dendritas en la CPI. Las células
M1 se estratifican en la sublamina mas externa de la CPI, en el limite con la CNI, donde hacen
sinapsis las células bipolares OFF. Las CGRif M1 establecen también sinapsis con las células
bipolares ON y las amacrinas dopaminérgicas ( ). Las CGRif M1
proyectan a aproximadamente 15 regiones cerebrales implicadas en las funciones visuales no

formadoras de imagen ( ). Una de sus principales dianas es en NSQ (

).
1.1.1.2.4.3. M2

Las CGRif M2, tienen somas discretamente mas grandes que las M1 (~16-19 um) y dendritas con
ramificaciones mas regulares y extensas (~400 um) ( ). Estas
CGRif M2 contienen menos melanopsina que las M1 y tienen también una sensibilidad la luz de
un orden de magnitud inferior a las M1. Las células M2 se estratifican en la zona interna de la
CPI limitando con la CCGR, ddnde realizan sinapsis las células bipolares ON (

). Las células M2 proyectan al NSQ
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y la regidn central del nucleo pretectal olivar (NPO). Sin embargo, también proyectan a regiones

formadoras de imagenes como el NGLd ( ).
1.1.1.2.4.4. M3

Las M3 se caracterizan por tener uno de los arboles dendriticos mas grandes (~¥457-497 m) y
estar biestratificadas, extenderse a las dos subcapas de la CPI. Sus somas tienen un tamafio de
~17-19 my se sitdan en la CCGR ( ). Este tipo celular es escaso (

). Las proyecciones de las M3 no se conocen con exactitud, aunque se ha sugerido

gue proyectan al CS ( ) y al nicleo perihabenular (NPHDb) ( ).

1.1.1.2.4.5. M4

Las CGRif M4 son las que mayor tamafio de soma tienen de todas las CGRif (~19-24 um) y sus
arboles dendriticos son radiales y muy ramificados (~210-420 um). Las M4 se corresponden con
a las clasicas CGR-ON sostenidas y expresan neurofilamentos de alto peso molecular no
fosforilados, como osteopontina y calbindina, asi como bajos niveles de melanopsina (
). Ademas, son muy sensibles al contraste., las células M4 dirigen
sus dendritas a la sublamina mas interna de la CPI o sublamina ON (
). Las CGRif M4 proyectan sobre todo al sector ventromedial del NGLd e intervienen
en la sensibilidad al contraste en ausencia de conos y bastones. En presencia de conos y

bastones, también contribuyen a la agudeza visual y al seguimiento de objetos (

1.1.1.2.4.6. M5

Las células M5 contienen somas de ~12-16 um situados en la CCG, con arboles dendriticos
compactos y muy ramificados (~149-274 um). Contienen una escasa cantidad de melanopsina
gue cuando se detecta se observa en el soma, pero no en las dendritas (
). Una de sus caracteristicas distintivas es su oposicion cromatica ultravioleta-verde. Las M5
estratifican sus dendritas en la sublamina ON de la CPI (
). Las M5 proyectan al NGLd vy, por lo tanto, pueden intervenir en la
transmision de sefiales cromaticas a la corteza visual ( ), pero se cree que

también inervan el NPO y los otros nucleos inervados por las M6.
1.1.1.2.4.7. M6

Las células M6 son células que se asientan en la capa de las CGR. Tanto el soma (~11-15 um)
como su arbol dendritico altamente ramificado (~¥190-250 um) son las mas pequefios de todas

las CGRIif. Las M6 expresan niveles muy bajos de melanopsina en la regidén del soma, pero no en
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las dendritas. Las M6 dividen sus dendritas en rama dendritica externa e interna. La rama
dendritica externa se extiende hasta la sublamina OFF de la CPI, cerca de la CNI, donde se
estratifican las M1 y el arbol externo de las M3 ( ), y la rama dendritica
interna, representa aproximadamente el 85% del volumen dendritico, y se extiende hasta la
sublamina ON de la CPI ( ). Las M6 proyectan al NPO, al nlcleo pretectal

posterior, al intergeniculadoy el NGLv, y, por otra parte, también proyectan, al NGLd (

).
1.1.1.2.5. CELULAS DE LA GLIA

La funcién de las neuronas no seria posible sin el respaldo de las células de neuroglia, glia o
células gliales. Estas células se dividen en dos grupos: las células de microglia, cuya funcion
principal es la defensa inmunoldgica y la fagocitosis de desechos celulares (

), v las células de macroglia, astrocitos y oligodendrocitos, cuya funcién principal es de

sostén y nutricion de las neuronas ( ).

Las células gliales intervienen en el mantenimiento y modulacidn de la conectividad sinaptica de
las neuronas, en la homeostasis, nutricion, neuroproteccion y defensa del SNC (

), tras una lesion o insulto las células gliales se
activan con el objetivo de reparar dafios tisulares, normalizar niveles de nutrientes y de

neurotransmisores, y fagocitar detritus celulares (

).

En la retina, objeto de esta Tesis, también se observan dos de los tres tipos de células gliales:
microglia y astrocitos. Sin embargo, la retina, a diferencia del resto del SNC, contiene un tipo
celular exclusivo de este tejido que se clasifica dentro de las células de macroglia: las células de

Muller.
1.1.1.2.5.1. CELULAS DE MACROGLIA

La funcion principal de estas células es el sostén y nutricion de las neuronas (

), siendo fundamental para mantener un entorno adecuado para un funcionamiento
neuronal déptimo. Sin embargo, existe una dependencia funcional muy importante entre
neuronas y células gliales ( ). Se ha demostrado su participacién en la
transmisidn sinaptica ( ). Ademads de proporcionar soporte fisico, las células de
macroglia tienen una serie de funciones adicionales, como la formacion de vainas de mielina,
que aislan y protegen los axones, la regulacidon de condiciones homeostaticas y metabdlicas

( ), y la capacidad de reparar y
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regenerar el tejido nervioso después de una lesion debido a que siguen conservando su

capacidad mitética (

En la retina podemos encontrar dos tipos de células de macroglia: los astrocitos y las células de

Miller.
1.1.1.2.5.2. ASTROCITOS

Denominados asi por su morfologia estrellada y sus numerosas prolongaciones citoplasmaticas
que irradian desde su cuerpo celular. En la retina, los astrocitos se localizan en la CCGR y CFNR
y estdn en contacto con los vasos sanguineos de la retina. Se cree que durante el desarrollo
embrionario los astrocitos migran desde el NO, y probablemente entren en la retina junto con
los vasos sanguineos ( ).
Aungue inicialmente se creia que los pies terminales de los astrocitos estaban directamente
involucrados en la transferencia de sustancias desde los vasos sanguineos hasta las neuronas,
investigaciones mas recientes han sugerido la existencia de intercambios de productos
metabdlicos entre las neuronas y los astrocitos (
).
Los astrocitos forman una red en la CCGR por medio de uniones entre ellos. Gracias a estas
uniones adherentes y gap que forman los astrocitos participan en funciones para el
mantenimiento de la homeostasis de la retina. Ademas, los astrocitos pueden liberar factores
neurotréficos y moduladores de la plasticidad sindptica, como el factor de crecimiento nervioso
(NGF del ingés, Nerve Growth Factor), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF del inglés,
Brain Derived Neurotrofic Factor) el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF del inglés, Glial
Derived Neurotrofic Factor), el VEGF o el factor basico de crecimiento de los fibroblastos (bFGF
del inglés, Basic Fibroblast Growth Factor) para favorecer la supervivencia de las neuronas y la
diferenciacion de otras células gliales (
).

Los astrocitos desempefian un papel crucial en el desarrollo de la vascularizacién retiniana,
siendo los principales productores del VEGF durante la formacion de vasos tanto en condiciones
normales ( ) como patoldgicas ( ). Tras una lesion retiniana, los
astrocitos se activan, proliferan, migran y sobreexpresan filamentos intermedios como la
proteina acida fibrilar glial (GFAP del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein) (

). En procesos patoldgicos graves o cronicos, los astrocitos se

hipertrofian, secretan componentes de la matriz extracelular, como colageno, laminina y
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fibronectina, que forman una estructura densa alrededor del sitio de la lesién. Este proceso se
denomina astrogliosis reactiva y su resultado final suele ser la formacién de una cicatriz glial por
las células de Miiller (

). Sin embargo, los astrocitos reactivos pueden tener efectos nocivos sobre las
neuronas y contribuir a la muerte neuronal, a la ruptura de la barrera hemato-retiniana y al
desarrollo de edema tisular, entre otras ( ).

En la retina se han descrito tres subclases de astrocitos: astrocitos bipolares cuyas
prolongaciones se extienden entre los haces de las fibras nerviosas de las CGR, los astrocitos
perivasculares situados alrededor de los vasos sanguineos y los estrellados que se sitlan entre

las fibras nerviosas y los vasos sanguineos (

).
1.1.1.2.5.3. CELULAS DE MULLER

Las células de Miiller son el elemento glial predominante en la retina, representando el 90% de
las células gliales retinianas ( ). Tienen una forma
alargada y se extienden por todo el espesor de la retina desde la MLE hasta la MLI,
contribuyendo a la formacién y mantenimiento de estas membranas ( ). Las

células de Miller establecen un contacto intimo con todas las neuronas de la retina

( )-

La retina humana contiene entre 4 y 5 millones de células de Miiller que proporcionan a las
neuronas apoyo homeostatico, metabdlico y funcional ( ). Se
cree que las células de Miiller desempefian un papel fundamental en la regulacion del volumen
del espacio extracelular, la homeostasis idnica e hidrica y el mantenimiento de la barrera
hemato-retiniana interna. Ademas, liberan neurotransmisores y otras moléculas neuroactivas e
influyen en la actividad sindptica mediante el reciclaje de neurotransmisores (

), pudiendo de esta forma modificar directa o indirectamente la actividad neuronal. Se
piensa también que participan activamente en la transmisidn de la sefial luminica a través de la

retina ( ).

Las células de Miller son un importante indicador de inflamacidn o lesién en la retina, ya que se
activan ante practicamente cualquier estimulo patégeno. La expresion de GFAP por parte de las
células de Miiller es un marcador importante de su activacidn en respuesta a lesiones, patologias
o inflamacion en la retina. En condiciones normales, las células de Miiller expresan niveles bajos
de GFAP ( ), mientras que, en respuesta a una lesion, patologia o inflamacion,

estas células sobreexpresan esta proteina en su citoesqueleto como parte de su respuesta
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adaptativa ( ). Ademas, ante determinadas condiciones
patoldgicas, las células de Miiller son capaces de secretar diferentes factores neurotroéficos
como PEDF ( ) o el VEGF promoviendo la supervivencia de las neuronas
( ). Sin embargo, aunque las células de Miiller se consideran células
neuroprotectoras debido a su capacidad para secretar factores neurotréficos y mantener el
microambiente retiniano en condiciones éptimas para la funcidon neuronal, se piensa que
también pueden contribuir a la degeneracion neuronal ( ) como
la formacidn del sello o cicatriz glial, cuando experimentan cambios en su estado funcional o

fisiolégico como resultado de lesiones o estrés crdnico en el tejido retiniano.
1.1.1.2.6. CELULAS DE MICROGLIA

Células de microglia son células inmunitarias residentes en el SNC, que también participan en
otras funciones del tejido nervioso (

). Estas células se originan en el saco vitelino, una estructura extraembrionaria que
proporciona nutrientes al embrion, migrando después al parénquima cerebral, y alcanzando
finalmente la retina a través de los vasos sanguineos ( ). Su principal funcion
en la retina es la vigilancia inmunitaria ( ), y responden rdpidamente a
estimulos nocivos mediante la fagocitosis, la secrecion de mediadores inflamatorios locales y la

comunicaciéon con otras posibles células efectoras del sistema inmunitario (

).

En condiciones normales la microglia se encuentra distribuida en cuatro capas de la retina: la

CFN, la CCG, la CPI 'y la CPE (

). Se ha demostrado que las células microgliales se activan en respuesta a lesiones o
degeneracion en la retina (

). Esta activacion conlleva cambios morfoldgicos que difieren de una microglia en reposo

). La activacion de las células de
microglia puede variar dependiendo del tipo de lesién de la retina, lo que sugiere una plasticidad

en la activacidén microglial que se adapta a las necesidades especificas ( ).

Del Rio-Hortega fue quien distinguio las células microgliales activas e inactivas (
). Ahora sabemos que existen varios morfotipos de microglia y cada uno asociado con
funciones especificas necesarias para mantener el ambiente neuronal ( ).

Ademas, segun la clasificacién de Jonas et al. 2012 se ha descrito la existencia de cinco
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morfotipos de células microgliales en funcién de su estado de activacion ( ):

ramificada, activada, himperramifiacada, ameboide, y en bastén, ademas con estadio de

activacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6, afiadiendo la designacién "A" de avance y "R" de retroceso ( ).
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Figura 9. Dibujo esquemdtico representativo de los diferentes estadios de activacion microglial segun

la clasificacion de Imdgenes representativas de una célula de microglia en reposo
que comienza en el estadio de reposo 1A, y continda hasta un estadio activado 6A (estadio de
macrofago), se transforma en estadio 6R (multinucleocélulas) y, a continuacion, vuelve al estadio de
reposo 1R. Las flechas azules indican el aumento de la activacion y la flecha verde indica la transicion
de activado a retorno. Esta demarcacion parece ser el punto en el que los macréfagos fagocitan otras

células o restos y los digieren. Modificada de

I.  Microglia ramificada

Morfolégicamente este tipo celular se caracteriza por presentar un soma redondeado del que
emergen numerosas prolongaciones. Este fenotipo representa un estado inactivo de la
microglia. La principal funcién de estas células es la vigilancia de lesiones de su entorno. Ademas,
estas células ocupan un amplio territorio por sus prolongaciones y se encargan de fagocitar los
detritus celulares y productos de desecho del espacio extracelular generados por la actividad

celular normal en la retina. La alta expresiéon de P2RY12, un quimiorreceptor muy importante
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para la coagulacién plaquetaria es una caracteristica distintiva de la microglia ramificada
( ). Este fenotipo se identifica como un estadio 1A en

la clasificacion de Jonas et al. 2012.
Il.  Microglia activada

Cuando las células microgliales se activan en respuesta a una lesién o infeccidén experimentan
cambios morfoldgicos: retraccion de sus procesos y una forma mas redondeada (

). Estas células son capaces de migrar hacia zonas de lesion
y fagocitar los restos celulares, las particulas extrafias y los microorganismos invasores. Esta
capacidad fagocitica es fundamental para mantener la integridad del tejido cerebral y promover

la reparacion tisular ( ).

En respuesta a diferentes estimulos, la microglia activada puede tomar dos formas: M1 y M2

( ).

Las células M1 realizan una respuesta proinflamatoria. Estas células se activan en respuesta a
una lesion y liberan moléculas proinflamatorias: citoquinas como la interleucina-1p (IL-1B) y la
interleucina L6 (IL6), quimiocinas, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a del inglés, Tumor
Necrosis Factor-a), la sintetasa de dxido nitrico inducible (iNOS) (

) y/o ROS ( ) contribuyendo a la neuroinflamacion y el dafo neuronal.

Las células M2 realizan una respuesta antiinflamatoria y reparadora. Se activan en presencia de
factores antiinflamatorios a través de la fosforilacion de factores de transcripcién como STAT1
(delinglés, Signal Transducer and Activator of Transcription 1) y proteinas tirosina-quinasa como
JAK1 (del inglés, Janus kinase 1) ( ). Estas células expresan factores
neurotréficos, como el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF1) y citoquinas
antiinflamatorias, como el TGF-B, las interleucinas IL-13, IL-10 e IL-4a, que facilitan la reparacion
tisular y la reconstruccion de la matriz extracelular (

). Recientemente, se han descrito tres subtipos de células M2 que se han nombrado a, by

l. Las células M2a tienen funciones neuroprotectoras y estan involucradas en la
eliminacion de detritus celulares. Son estimuladas por citoquinas antiinflamatorias
como la interleucina 10 (IL-10) y el IGF-1. Su funcidn principal es la promocion de la

resolucidn de la inflamacidn y la reparacion de tejidos.
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Il. Las células M2b tienen funciones fagociticas y estan estimuladas por la interleucina
1 beta (IL-1B) y lipopolisacaridos (LPS), que son componentes de las membranas de
bacterias gramnegativas. Se sabe que realizan fagocitosis y secretan citoquinas.

[l. Las células M2c se estimulan por la interleucina 10 (IL-10) y los glucocorticoides y
producen factores como el TGF-B. Se piensa que estas células estan relacionadas

con la supresién de la inflamacién y la promocién de la inmunosupresion.

Estos subtipos no implican una activacién exclusiva de la microglia; mas bien, la estimulacién de
estos subtipos debe ser proporcional para evitar una respuesta microglial excesiva y prevenir
procesos patoldgicos ( ). La clasificacidon propuesta por

Jonas et al. 2012 incluye a este tipo celular en un estadio 3A de activacion.
lll.  Microglia hiperramificada

La microglia hiperramificada puede ocurrir en ciertas condiciones. Estas células tienen un soma
mas grande de aspecto lobular, del que emergen procesos citoplasmaticos mas largos, gruesos
y abundantes que los que presenta la microglia ramificada normal ( ).
Se cree que estas células pueden tener un papel en la funcién y la respuesta inmunoldgica del
SNC, ya que estas células pueden estar mas involucradas en procesos de fagocitosis, liberacion
de mediadores inflamatorios y remodelacién del tejido en respuesta a la lesion o enfermedad.
Segun la clasificacidn propuesta por Jonas et al. 2012, este tipo celular estaria clasificado en un

estadio 4A de activacién microglial ( ).
IV.  Microglia ameboide

Este morfotipo celular se caracteriza por presentar un soma celular grande y redondeado y
pocos o ausencia de procesos citoplasmaticos. Este tipo de microglia se observa generalmente
en procesos inflamatorios crénicos y dafio tisular prolongado en el entorno neuronal (

), lo que subraya su importancia en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas y otros trastornos relacionados con la neuroinflamacion. Segun la
clasificacion de Jonas et al. 2012, este morfotipo celular se clasificaria como el estadio maximo

de activacién microglial, o estadio 6A ( ).
V. Microglia en baston

Este morfotipo se caracteriza por un cuerpo celular redondeado y dos procesos en direcciones
opuestas y se observan solo en la CFNR. Aunque su funcidon especifica no se conoce en detalle,
es posible que desempefien un papel en la modulacién de la comunicacidon neuronal, la

regulaciéon del flujo sanguineo cerebral o la respuesta inmune local.
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1.1.1.2.7. NEUROINFLAMACION

La retina se considera un tejido de privilegio inmune porque esta protegida de la inflamacién
por varios mecanismos ( ). Se cree que las células de microglia desempefian
un papel fundamental en el reconocimiento y posterior eliminacidon de patégenos durante la
infeccidn, y que representan la primera linea de defensa en la retina. Aunque las células
microgliales son las principales responsables de estos efectos, los astrocitos y las células de
Midller también colaboran en esta actividad ( ). Cuando se altera la
homeostasis del SNC, la microglia es la encargada de detectar y responder a patrones
moleculares asociados a patdégenos, dafos o neurodegeneracién ( ). En
respuesta, estas células pueden iniciar un proceso de neuroinflamacién modificando su
actividad y tener efectos protectores o perjudiciales para el tejido neural ( ).
La activacion glial tras la lesidon se conoce como gliosis reactiva y en ella se observa hipertrofia

de las células de Miiller y los astrocitos, y la activacidon y migracion de las células de microglia

( )-

Existen tres niveles de gliosis reactiva: gliosis reactiva leve, moderada y grave. En las formas
leves y moderadas de gliosis, las células pueden sufrir hipertrofia y mostrar algunos cambios en
su funcionalidad, pero si se elimina la causa desencadenante, se produce la restitucion ad
integrum del tejido ( ). En las formas graves de gliosis reactiva, las células se
hipertrofian, pierden su funcionalidad, forman cicatrices gliales que inhiben la regeneracion
axonal y afectan a la supervivencia neuronal ( ). En este estado, la pérdida de
la integridad de la barrera hematorretiniana permite la filtracién de componentes del suero en
el espacio perivascular, lo que induce a las células de Miller a reingresar en el ciclo celular y
proliferar ( ). Esto provoca una activacion
desregulada y prolongada de la microglia, generando dafo secundario que conduce a la muerte

neuronal y a la neurodegeneracion ( ).
1.1.1.2.8. ESTRES OXIDATIVO Y ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

El estrés oxidativo desempefia un papel fundamental en el proceso neurodegenerativo del SNC
( ). La supervivencia neuronal requiere un equilibrio
entre los procesos de oxidacion y reduccidn celular, es decir, entre las ROS causadas por el estrés

oxidativo y los eliminadores antioxidantes (

).

Las ROS proceden del metabolismo del O, y se observan en todos los sistemas bioldgicos (

). Funcionan como segundos mensajeros intracelulares e intercelulares que
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modulan muchas moléculas de sefalizacidon, como las proteinas tirosina fosfatasas (PTP), las
proteinas tirosina quinasas, los factores de transcripcion, las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y los canales idnicos ( ). La retina es susceptible al estrés
oxidativo debido a su elevado consumo de oxigeno y a la exposicidn a la luz visible, que puede

potenciar el dafio celular causado por las ROS ( ).

La retina esta dotada de un eficaz sistema inmunitario que activa tres vias esenciales: la
migracion de la microglia, la estimulacion del sistema del complemento y el ensamblaje de los
inflamosomas en el EPR ( ). Para esta respuesta, las células de la retina
estan dotadas de una variedad de receptores y mediadores inmunitarios, que se encargan de
ayudar a las células a eliminar el insulto ( ). La activacién de esta via
inmunitaria tiene como objetivo reparar la homeostasis tisular. Sin embargo, en situaciones de
estrés continuo, la hiperactividad crénica del sistema inflamatorio puede provocar cambios y
dafios tisulares drasticos, como la alteracion del potencial de transmembrana mitocondrial, la
condensacion nuclear, la melladura del ADN y la contraccidén celular, siendo eventos bien
caracterizados de la muerte apoptdtica de los fotorreceptores ( ),
provocando patologias retinianas irreversibles ( ). Asi la
produccién ROS en respuesta al estrés oxidativo se ha implicado como una etapa en la via final
comun que conduce a la neurotoxicidad en una variedad de enfermedades oculares

neuroldgicas agudas y croénicas, incluyendo el glaucoma ( ), la DMAE (

)y laRP( ).
1.2. DEGENERACIONES HEREDITARIAS DE RETINA

Las distrofias hereditarias de retina son enfermedades hereditarias, crdonicas e incapacitantes
gue provocan una degeneracion de la retina externa pudiendo conducir a la ceguera (

). Comprenden un grupo de enfermedades clinica y genéticamente
heterogéneas, que suelen estar causadas por la mutacién de un solo gen, por lo que se
transmiten de forma mendeliana. Los defectos genéticos de estas enfermedades suelen afectar
a moléculas del complejo fotorreceptores-EPR (

). Estas enfermedades afectan a 1:2.000 personas en todo el mundo, y son la primera causa
de ceguera legal en edad laboral, y la segunda causa de ceguera legal en nifios en Inglaterra y
Gales ( ). Actualmente, se conocen mas de 300 genes que pueden ser causantes
en estas degeneraciones. Como se produce la misma afectacion en los dos ojos, estas
enfermedades se caracterizan por ser bilaterales, simétricas y progresivas. Algunas distrofias se

manifiestan en la infancia, otras en jévenes y otras en la edad adulta. Las distrofias aisladas
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cursan con manifestaciones limitadas al ojo, mientras que las distrofias sindrdmicas son parte

de un proceso patoldgico sistémico ( ).
1.2.1. DISTROFIAS DE FOTORRECEPTORES

Las degeneraciones hereditarias de los fotorreceptores abarcan un grupo heterogéneo de mas
de 80 enfermedades ( ) con mas de 200 genes diferentes implicados
(RetNet; https://sph.uth.edu/retnet/) ( ), ¥ se encuentran entre las
enfermedades genéticas mas comunes en humanos. Estas enfermedades suelen distinguirse
segun su modo de herencia ( ) y seguin su fenotipo
clinico. Entre ellas se encuentra la RP, que es la mas distrofia hereditaria de fotorreceptores mas

comun.

1.2.1.1. RETINOSIS PIGMENTARIA

La RP es la degeneracién hereditaria de los fotorreceptores mas comun. Su prevalencia es de
aproximadamente 1 de cada 4.000 personas en todo el mundo (

). La mayoria de las mutaciones genéticas que causan RP
se producen por defectos genéticos de proteinas y/o enzimas que se expresan en los bastones,
y solo una pequefia fraccidén de estos se expresan en otros tipos celulares de la retina como los
conos y/o las células del EPR (

). La RP se caracteriza por una pérdida progresiva de
fotorreceptores, y afecta primariamente a los bastones, lo que provoca una afectacion de la
visién nocturna (nictalopia), para posteriormente producir la muerte secundaria de los conos,
produciéndose una pérdida de la visidon. La degeneracion de los fotorreceptores provoca la
reubicacidon y migracion de las células del EPR hacia la retina interna, causando depdsitos
pigmentarios en la retina ecuatorial que progresan lentamente hacia la retina central y a esto se

debe su nombre ( ).

La RP puede heredarse de forma autosdmica dominante, autosdmica recesiva, ligada al
cromosoma X y mitocondrial y puede ser sindrémica cuando acompafia a otras enfermedades

como ocurre en el Sindrome de Usher y el Sindrome de Bardet-Biedl, o no sindrémica (

). La RP autosémica dominante representa aproximadamente el 15-25% de
los casos; la autosdmica recesiva, el 5-20%; la ligada al cromosoma X, el 5-15%; mientras que los
casos esporadicos representan el 40-50% ( ). Se han identificado mas de
150 genes, entre ellos genes implicados en la fototransduccidn, el seguimiento celular, las vias

de reciclaje de la rodopsina y la fagocitosis del EPR (
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), llegando a conocerse actualmente

mas de 3.000 mutaciones que causan RP ( ).

Aunque se conocen las mutaciones que alteran la funcidén de los fotorreceptores en las
enfermedades degenerativas, todavia no se conocen los mecanismos exactos que conducen a
su muerte ( ). Ademas, algunos genes que causan RP también han sido
identificados en otras distrofias hereditarias de retina como el gen ABCA4, BEST1, entre otros
( ). Este solapamiento genético entre la RP y otros tipos de distrofias
hereditarias de retina sugiere similitudes fundamentales de los mecanismos subyacentes y las
vias genéticas comunes ( ). Por ello, identificar y comprender dichos mecanismos
comunes de muerte celular es vital para el desarrollo de tratamientos aplicables a todos los

genes causantes de la enfermedad ( ).

Se ha postulado que el proceso de degeneracion retiniana comprende cuatro fases diferentes:
i) estrés y pérdida de fotorreceptores primarios; ii) degeneracion de fotorreceptores
secundarios con implicacién de la microglia, células de Miiller y EPR; iii) remodelacion tisular,
incluyendo recableado neuronal, muerte neuronal y desorganizacién de la retina (

); v iv) neurodegeneracion progresiva ( ). Desde un punto de vista

terapéutico, es crucial determinar si las CGR han sido afectadas (

), ya que la presencia de CGR funcionales es fundamental para la transmision de la

informacidn visual a los centros cerebrales superiores.

Durante muchos afios se pensd que las enfermedades que causaban la pérdida de
fotorreceptores afectaban sdlo a la retina externa, dejando la retina interna relativamente
intacta. No ha sido hasta hace muy poco que se ha demostrado que la pérdida de
fotorreceptores inicia una cadena de acontecimientos, conocida como remodelacion retiniana,

gue provoca alteraciones de la retina interna (

), que, puede llegar a
causar la pérdida de CGR. De hecho, a dia de hoy, estd ampliamente aceptado que la RP puede
culminar con una remodelacion completa de la retina en la que se producen cambios en la
expresion génica de células de la retina, neuritogénesis y muerte neuronal, migracion de células

retinianas y desplazamiento de vasos, entre otros acontecimientos (
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1.2.2. MODELOS ANIMALES DE DEGENERACION DE FOTORRECEPTORES

En esta tesis nos centraremos en dos modelos animales que sufren defectos genéticos que
producen la degeneracidn hereditaria de los fotorreceptores y que también han sido descritos

en humanos: la rata del Royal College of Surgeons (RCS) y la rata P23H.

1.2.2.1. RATAS ROYAL COLLEGE OF SURGEONS

Las ratas RCS fueron descritas por primera vez por Bourne et al, en 1938 ( )y
se han adoptado ampliamente como modelo animal para estudiar la distrofia hereditaria de
retina. Las RCS se originaron de forma espontanea y sufren una alteracion de la capacidad
fagocitica del EPR (
) debido a una mutacion autosémica recesiva en el gen MERTK (

). Esta mutacién provoca una delecion de 409 pares de bases en el gen que codifica MerTK
( ). Esta mutacién también se presenta en un tipo de RP
humana que se hereda de forma autosémica recesiva y es de inicio temprano (

). Hasta la fecha se han descrito mas de 70 mutaciones
diferentes en el gen MERTK. La degeneracion retiniana en las ratas RCS tiene una progresion
muy rapida, provocando una degeneracion progresiva de los fotorreceptores (

), un
aumento de la gliosis retiniana ( ), una alteracién del transporte
axonal retrégrado en las CGR y pérdida de CGR (

). Ademas, se ha demostrado que la degeneracidn retiniana de las ratas
RCS se desarrolla de forma no homogénea viéndose significativamente mas afectada la zona

ventral que la zona dorsal ( ).

Debido a la anomalia en la fagocitosis de los SE de los fotorreceptores, se produce una
acumulacién gradual de los SE a partir del dia 18 postnatal (P18) (

). Se cree que la acumulacién de residuos en el espacio
subretiniano es nociva e influye en la posterior pérdida de fotorreceptores. De hecho,
aproximadamente a los 2 meses de edad, la funcidn retiniana y el nimero de fotorreceptores
se reducen sustancialmente ( ), de manera que a P21 la
respuesta electrorretinografica tanto fotdpica como escotdpica comienza a disminuir (

), reduciéndose a la mitad a P50 y desapareciendo casi por completo a P100 (

).

Un trabajo previo ha documentado que el primer signo de degeneracion de la retina en la rata

RCS podria ser la disminucién de los niveles de taurina ( ). Dado que la taurina
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es suministrada a la retina por las células del EPR y por las células de Miiller (
), se piensa que la deficiencia de taurina puede ser una de las causas del
deterioro del EPR y que la administracion de suplementos de taurina puede servir para

detenerlas.
1.2.2.2. RATAS P23H

La rata P23H es un modelo experimental de degeneracidn retiniana que presenta una pérdida
gradual y rapida de fotorreceptores ( ). Estas ratas sufren
una degeneracién hereditaria de los fotorreceptores secundaria a una mutacién en la molécula
de rodopsina que consiste en una sustitucion de un aminoacido, una prolina por una histidina,
en el codon 23 ( ).
Esta mutaciéon también se presenta en un tipo de RP humana que se hereda de forma
autosdmica dominante, siendo una de las mutaciones mas comunes en humanos (

). Las mutaciones en el gen RHO que codifica la rodopsina (RHO;
MIM# 180380) fueron los primeros defectos moleculares identificados en la RP (

). Hasta la fecha se han
descrito mas de 150 mutaciones diferentes en el gen RHO. Estudios previos han sugerido que la
proteina mutante P23H esta mal plegada, retenida en el reticulo endoplasmico y es incapaz de
unirse al 11-cis-retinal ( ). Esto
provoca una situacion continua de estrés en el reticulo endoplasmatico (

), conllevando al desarrollo de

una distrofia de fotorreceptores autosémica dominante ( ).

La degeneracidn retiniana en las ratas P23H tiene una progresion muy rapida, sufriendo una
pérdida progresiva de los fotorreceptores ( ), en primer
lugar, de los bastones y posteriormente de los conos ( ). Ademas, esta

pérdida es mas rapida en los animales homocigéticos que en los heterocigéticos.

Para comprender mejor la enfermedad y sus mecanismos patogénicos, se generaron ratas
albinas transgénicas P23H mediante ingenieria genética incorporando un transgén mutado
P23H de ratén C57BL/6J en una rata Sprague-Dawley Wild Type ( ). El transgén
utilizado se clond a partir de ratones C57BL/6J, y se hizo a partir de la totalidad del fragmento
gendmico de la rodopsina de raton, siendo utilizado un fragmento mutado para generar los

modelos de rata ( ).

Se han producido tres lineas de ratas P23H que presentan diferentes niveles de expresion de la

proteina mutada, y por ello tienen diferentes tasas de degeneracién de los fotorreceptores
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( ). Las ratas P23H de Linea 1 (P23H-1) presentan una degeneracion rapida,
las ratas P23H de Linea 2 (P23H-2) presentan una degeneracion muy lenta, y las ratas P23H de
Linea 3 (P23H-3) presentan una degeneracidon mas lenta que las de linea 1 ( ).
Las tres lineas sufren una degeneracion progresiva de los bastones asociada inicialmente a una

funcién normal de los conos ( ).

En esta tesis utilizamos las ratas P23H-1 homocigéticas, que presentan una degeneracion muy
rapida y severa, provocando afectaciones a edades muy tempranas. De hecho,
aproximadamente entre P21 y P28, se produce una pérdida del 45-50% de los bastones y
reduccion del 40% de la longitud de los mismos ( ), ademas de una alteracion
en la respuesta electrorretinografica escotopica (

). Sin embargo, la respuesta electrorretinografica fotépica comienza
a disminuir a P60 ( ), de tal forma que, a P270 sélo quedan fotorreceptores
esporadicos en la retina ( ). Ademas de la degeneracion de los
fotorreceptores, se producen cambios sindpticos y morfoldgicos en la CPE, CNI y CPI (

), migracion de las células de la CNI hacia a la CCG (

), Y nuevas conexiones sinapticas entre los conos y las células bipolares de cono y de bastén

( )-

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que en las ratas P23H-1 las CGR también se ven
afectadas. De hecho, a P30 la poblacion de CGR es inferior a la de un animal sano (

). Sin embargo, es a P180 cuando las CGR muestran sus primeros sintomas de
degeneracion, no produciéndose una perdida significativa de CGR hasta el afo de vida. Ademas,
se ha demostrado que la muerte de las CGR se debe a un estrangulamiento de los axones de las

CGR producido por el desplazamiento de los vasos retinianos internos (

1.3. DEGENERACION FOTOTOXICA DE LA RETINA

La luz visible es una radiacién electromagnética que el ojo humano es capaz de percibir y tiene
una longitud de onda (A) comprendida entre los 380 y los 750 nm. Los fotorreceptores, que son
las células de la retina que realizan la fototransduccidn, estan especialmente adaptados para
funcionar en una amplia gama de condiciones de luz ambiental. Sin embargo, una exposicién
prolongada e intensa a la luz visible puede provocar cambios en los fotorreceptores y en las
células del EPR, que, en ultima instancia, desencadenan en la muerte celular (

). El dafio retiniano inducido por la luz se conoce como fototoxicidad y fue
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descrita por primera vez por Noell en 1966 en animales de laboratorio ( ). Noell,
originalmente propuso 3 hipdtesis sobre la causa de la fototoxicidad: ( ) un
producto téxico que surge de la vitamina A debido a una exposicion continua e intensa, una
anomalia metabdlica debida a la fotoexposicién o por reacciones de oxidacidn inducidas por la
luz ( ). Aunque alguna de estas hipdtesis siguen siendo vigentes, en
la actualidad se ha demostrado que la fototoxicidad es un proceso multifactorial que implica

tanto factores genéticos como ambientales ( ).

Las estrechas relaciones metabdlicas, morfoldgicas y anatdomicas entre la neurorretina y el EPR
vinculan el dafio en un tejido a la degeneracién del otro ( ).
Actualmente, sabemos que la luz causa en la retina apoptosis de los fotorreceptores y de las

células del EPR ( ).

El estudio de la apoptosis de los fotorreceptores inducida por fototoxicidad puede ofrecer
ciertas ventajas sobre los modelos animales genéticamente modificados. La exposicidn a la luz
desencadena la apoptosis de los fotorreceptores, haciendo que la mayoria de ellos atraviesen
las diferentes etapas de la via apoptética casi simultaneamente, lo cual facilita su deteccion. En
cambio, en los modelos genéticos de degeneracion retiniana, los fotorreceptores se encuentran
en distintas fases de apoptosis, dificultando asi encontrar células afectadas simultaneamente,
lo que complica su deteccion. Se ha documentado que el dafio fototdxico afecta de forma

primaria a los bastones, generando cambios patoldgicos, y secundariamente a los conos

( ). Ademas, se ha documentado que los bastones secretan un factor
de supervivencia esencial para los conos ( ), por lo que la pérdida de éstos
causa la muerte de los conos ( ).

Se considera que el dafo fototdxico esta mediado por la rodopsina, ya que el espectro de accion
del dafo luminico retiniano es idéntico al espectro de absorcién de la rodopsina (
). Un factor unificador en el dafio de los fotorreceptores y el EPR parecen ser las
ROS inducidas por la luz, generadas por el blanqueamiento de la rodopsina o a partir de
compuestos del EPR, como el A2E (bis-retinaldehido-fosfatidiletanolamina) que es el
componente mayoritario de la lipofuscina, altamente téxica para el EPR (
). Las células del EPR con altas concentraciones de A2E presentan grandes
problemas para digerir los fosfolipidos ( ), originando el depdsito de
material no digerido en el interior de la célula del EPR, lo que podria contribuir a su

degeneracion.
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1.3.1. MODELOS ANIMALES DE FOTOTOXICIDAD

Los modelos animales de fototoxicidad se utilizan a menudo para estudiar los factores que
conducen a la muerte de los fotorreceptores, estudiar la degeneracién retiniana y probar el

efecto de terapias neuroprotectoras ( ).

Se han desarrollado modelos de fototoxicidad retiniana tanto “in vitro” como “in vivo”

). En estos modelos hay tres

variables clave, que son: la calidad de la luz, la intensidad y la duracidn de la exposicion.

La mayoria de los autores han utilizado fuentes de luz blanca (

), debido a su semejanza con la luz solar, y al creciente uso de los
diodos emisores de luz (LEDs) ( ). Sin embargo,
desde hace muchos afnos, ha surgido un importante estudio de la luz azul (450 + 50 nm), ya que

tiene mayor poder fototodxico (

Los modelos de fototoxicidad abarcan desde modelos focales y de corto intervalo de exposicion
( ), a otros modelos de exposicion

difusa con intervalos amplios de exposicién (

).

En nuestro grupo de investigacién se han desarrollado varios modelos de degeneracién de

fotorreceptores por fototoxicidad:

El primero, es un modelo de degeneracién de fotorreceptores por fototoxicidad difusa tanto en
ratas pigmentadas ( ) como en ratas albinas (

). El dafio retiniano en este modelo se llevé a cabo tras la exposicion de los roedores a una
luz blanca fria fluorescente durante 48-72 horas a una intensidad de 3000 luxes. Se ha
documentado que las ratas pigmentadas son mas resistentes a la fototoxicidad (

) debido a la presencia de melanina (

).

El segundo modelo utiliza un LED de luz azul para producir fototoxicidad focal en ratas (
) y ratones albinos ( ). Para ello se coloca el
LED a 1 milimetro de la cérnea y perpendicular al apex corneal y se aplica la luz durante 10

segundos a una intensidad de 200 luxes.
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Se ha demostrado que la degeneracion difusa de fotorreceptores por fototoxicidad provoca en
la retina fendmenos de remodelacidén retiniana similares a los que se observan en las
degeneraciones hereditarias de retina. Asi, se produce una pérdida de fotorreceptores, en
primera instancia de bastones y posteriormente de los conos, y una pérdida de CGR a largo plazo
por la remodelacidn de la retina ( ). En
concreto, tras la degeneracién de fotorreceptores, las células del EPR migran por toda la retina,
llegando a retina internay arrastrando los capilares internos hacia la retina externa, provocando

una traccidon y compresion de los axones de las CGR, lo que desemboca en la muerte de éstas

( )-
1.4. TERAPIA EN ENFERMEDADES RETINIANAS
1.4.1. INYECCIONES INTRAVITREAS

Las inyecciones intravitreas (IIV) son, en la actualidad, una estrategia terapéutica importante de
una amplia gama de enfermedades de la retina y el vitreo como la DMAE, la retinopatia diabética
(RD), la neovascularizacién coroidea midpica, la uveitis posterior, la endoftalmitis, el edema
macular, los tumores intraoculares y muchas mas patologias (

). Las IV permiten que los oftalmdlogos
administren medicamentos directamente en la cavidad vitrea, lo que garantiza una
concentracién terapéutica maxima y minimiza o evita por completo los efectos secundarios

sistémicos asociados (

).

Las IV comenzaron a utilizarse a principios de la década de 1970 para introducir sustancias en
el espacio vitreo con el fin de colocar de nuevo la retina tras un desprendimiento de retina (

) v para tratar las hemorragias vitreas ( ). Posteriormente, se inicid el
uso de IIV de antibidticos para el tratamiento de endoftalmitis y esteroides para el tratamiento
de uveitis ( ). El uso de las inyecciones se restringid
durante un largo periodo de tiempo, debido a que su seguridad fue puesta en duda por los
riesgos asociados (

). Actualmente, las ventajas de las IIV han superado
a los riesgos, por lo que su uso se ha generalizado ( ). En esta Tesis hemos
estudiado el efecto de las IV de los factores anti-VEGF y de las células mononucleares derivadas

de médula ésea.
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14.1.1. TERAPIA ANTI-VEGF

Los VEGF son factores proangiogénicos que desempenan un papel fundamental en la
homeostasis vascular y retiniana ( ). Al actuar sobre sus receptores, los VEGF
aumentan la supervivencia de las células endoteliales de los vasos, la permeabilidad vascular y
promueven la proliferacién y migracién de las células endoteliales ( ). Sin
embargo, estos factores también pueden actuar como mediadores en diversas enfermedades
gue promueven la angiogénesis, la ruptura de la barrera hematorretiniana (

), el crecimiento tumoral ( ), v la activacién de la inflamacion

( )-

En los seres humanos se han identificado varias proteinas que actian como ligandos de los
receptores del VEGF, entre ellas el VEGF-A, el VEGF-B, el VEGF-C, el VEGF-D y el factor de
crecimiento placentario ( ). EI VEGF-A es
considerado el principal factor de la angiogénesis fisioldgica y patoldgica ( ).
Se cree que el aumento de produccidon intraocular de VEGF que promueve la formacion de
nuevos vasos sanguineos y la permeabilidad vascular excesiva. Y es importante en la patogénesis
de varias enfermedades oculares, como la DMAE neovascular, la uveitis posterior, la
endoftalmitis, la neovascularizacién coroidea midpica, el edema macular y la RD, que son las

principales causas de ceguera irreversible en todo el mundo ( ).

Para contrarrestar los efectos nocivos del VEGF en diversas enfermedades se han sintetizado
factores que bloquean el VEGF uniéndose a los receptores de la proteina VEGF o atrapandolos
en la superficie de las células endoteliales, también conocidos como factores anti-VEGF. El
primero en desarrollarse fue el bevacizumab (Avastin, Roche, Basilea, Suiza), un anticuerpo
monoclonal que se une directamente al VEGF, y fue aprobado por primera vez para el
tratamiento del cancer ( ). Posteriormente, el pegaptanib (Macugen, Bausch &
Lomb, Laval, Canada) se convirtid en el primer farmaco anti-VEGF disefiado especificamente
para uso oftdlmico y aprobado para el tratamiento de la DMAE ( ). Este
agente anti-VEGF se une selectivamente a la isoforma extracelular VEGF-A165 y bloquea su
actividad, la isoforma mas potente y abundante de VEFGA ( ). Sin
embargo, posteriormente fue sustituido por farmacos anti-VEGF mas eficaces, como
ranibizumab vy aflibercept ( ), que inhiben todas las isoformas de VEGF-A. El
ranibizumab (Lucentis, Novartis, Camberley, Reino Unido) es un anticuerpo monoclonal
humanizado derivado del bevacizumab que fue aprobado inicialmente en 2006 (

) que se une y neutraliza todas las isoformas de VEGF-A, lo que lo
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hace mas potente y efectivo en la inhibicidn de la angiogénesis y la reduccion del edema
macular. El aflibercept es un VEGF-trap recombinante (Eylea, Bayer, SA, Barcelona, Espafia) que
tiene una gran afinidad para unirse a todas las formas de VEFG-A, y ademas a las isoformas del
factor de crecimiento placentario P1GF-1 (del inglés, Placental Growth Factor-1) y P1GF2 (del
inglés, Placental Growth Factor-2). Todos estos anti-VEGF modernos estan humanizados para
mitigar la respuesta antiglobulina que podria surgir del uso entre especies (

), mejorando asi sus efectos beneficiosos contra las enfermedades humanas

( ).

La administracién intravitrea de estos factores permite su administracion directa a la retina
evitando parcialmente su absorcion sistémica, minimizando asi los posibles efectos secundarios
sistémicos ( ). Aunque se ha documentado que el tratamiento intravitreo con
anti-VEGF tiene pocos efectos adversos ( ),
tanto sistémicos como locales, no esta exento de riesgos (

). Ademas, dada la duracidn limitada
de los efectos de los farmacos anti-VEGF, el tratamiento ocular suele requerir la administracion
intravitrea repetida (

), lo que aumenta la probabilidad de efectos adversos (

). Sin embargo, se sabe poco sobre los posibles
efectos secundarios locales de la IIV de diferentes farmacos anti-VEGF inyectados a diferentes
dosis ( ). Aunque la 1V de factores anti-VEGF humanizados en humanos es
generalmente segura y no téxica a dosis terapéuticas estandar (

), los estudios preclinicos han indicado que la IV de farmacos anti-VEGF humanizados
en sujetos no humanos puede producir efectos adversos en la retina de una manera relacionada

con la dosis ( ).

Los farmacos anti-VEGF humanizados pueden contribuir a cambios metabdlicos y moleculares

en las células de Miller humanas in vitro ( ),
la sobreexpresion del GFAP en conejos ( ), ojos de ratas (

) y cultivos primarios de retina de rata ( ). Esta reaccidn puede variar
dependiendo del farmaco especifico utilizado ( ).

Sin embargo, sigue sin estar claro si estos posibles efectos secundarios afectan a la supervivencia
de las neuronas de la retina (

). Este punto plantea la cuestidon de si las diferencias en la reactividad de las células
gliales de la retina son atribuibles al uso de anti-VEGF humanizado en otras especies animales o

a la concentracidn utilizada.

37



Ana Martinez Vacag

1.4.1.2. TERAPIA CELULAR

El trasplante de células madre ( ), parece ser, en la actualidad, uno de los
tratamientos mas prometedores para las degeneraciones de la retina. Las células madre tienen
la capacidad unica de diferenciarse en diversos tipos celulares, lo que las convierte en candidatas
ideales para regenerar tejidos o células especificas (

). Cuando se trasplantan ala retina o cerca de ella, las células madre podrian dividirse
y diferenciarse en células retinianas normales y ofrecer asi la posibilidad de frenar la pérdida
celular (

) y, al mismo tiempo, reemplazar las células perdidas.

Las células madre pueden obtenerse de diversos tejidos, como la médula dsea, la sangre, el
corddn umbilical, y el tejido adiposo ( ), aunque

la mayor cantidad de células madre adultas se encuentra en la médula dsea ( ).

En esta tesis utilizamos células mononucleares derivadas de médula ésea (CMN-MO). Estas
constituyen un grupo heterogéneo de células que incluye: células madre hematopoyéticas
(CMH), células progenitoras endoteliales, linfocitos, monocitos y células madre mesenquimales
(CMS). La fraccion completa CMN-MO se suele obtener de la cresta iliaca mediante aspiracion
por puncidn con aguja y se aisla mediante un proceso de separacién en gradiente de densidad
( ). Esta suspensidn de células contiene CMS y CMH (

), en diferentes proporciones. Las CMS generalmente oscilan entre el 0,01-0,001%,
mientras que, las CMH (identificadas cominmente por la expresion del marcador CD34+),

oscilan entre el 0,5-5% del total de CMN-MO.

Las CMH son células multipotentes que se localizan cerca de la superficie sea del endostio y
alrededor de los vasos sanguineos, tienen capacidad de autorrenovacion y son responsables de
la produccion de todas las células sanguineas maduras (es decir, eritrocitos, plaquetas,
granulocitos, linfocitos y monocitos) ( ). Por otro lado, las CMS son
células multipotentes que tienen la capacidad de diferenciarse en células del linaje
mesodérmico, como osteoblastos, adipocitos y condrocitos, pero también en diferentes tipos
celulares del linaje ectodérmico, como células epiteliales y neuronas ( ).
La fuente mas comunmente empleada para obtener CMS es también la médula dsea, pero
también son abundantes en otros tejidos adultos como el tejido adiposo, los tejidos dentales y
la sangre del corddn umbilical, asi como en tejidos perinatales y fetales (es decir, membrana

amnidtica, liquido amnidtico y gelatina de Wharton's dentro del estroma del cordén umbilical)

( )-
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Las CMN-MO se han utilizado en muchos estudios clinicos para el tratamiento de diversas
enfermedades (

), lo que se conoce como terapia
celular o medicina regenerativa. En particular, estas células han atraido interés como terapia
para las degeneraciones retinianas, porque en estudios previos con modelos animales de
degeneracion retiniana se ha documentado que estas células aumentan la supervivencia y
regeneracién neuronal (

), incluyendo las degeneraciones de fotorreceptores (

). Debido a que hasta ahora la supervivencia de las células ha sido limitada, se ha
propuesto que estos efectos beneficiosos se deben a un efecto tréfico paracrino logrado a través
de la liberacion sostenida de factores neurotrdficos, antiangiogénicos e inmunomoduladores
( ). Ademas, se ha

documentado que estos trasplantes aumentan la supervivencia de fotorreceptores (

) y disminuyen la inflamacidn retiniana (

), Y que este efecto inmunosupresor también puede ser beneficioso, ya que la inflamacion
juega un papel muy importante en enfermedades degenerativas de la retina como la RP y la
DMAE (

). Por lo tanto, su efecto inmunosupresor puede ser clave para el

tratamiento de estas enfermedades ( ).

1.5. TAURINA

La taurina (acido 2-amino-etano sulfdnico; ), es un aminoacido sulfénico libre no
esencial que estd presente de forma ubicua en la mayoria de las células y tejidos de los
mamiferos, incluidos el corazdn, la placenta, los leucocitos, los musculos y la retina (
). Ademas, es uno de los aminoacidos mas abundantes en el SNC (
). La taurina es considerada un neurotransmisor putativo ( ), cuya estructura
molecular es similar a la del 4&cido gamma-aminobutirico (GABA del inglés, Gamma-Aminobutyric

Acid, ), el principal neurotransmisor inhibidor del SNC ( ).
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Figura 10. Estructura quimica de la molécula de Taurina. Imagen creada con

Figura 11. Estructura quimica de la molécula de GABA. Imagen creada con

Aunque la taurina puede sintetizarse de manera enddgena en la mayoria de los mamiferos
( ), la principal fuente de suministro de taurina es a través de la ingesta de

nutrientes, en particular de marisco, pescado y carne ( ).

El suministro exdgeno de taurina depende de la funcién del transportador principal de taurina
(Tau-T) dependiente de iones Na*/CL ( ), que transporta especificamente a la

taurina desde los compartimentos extracelulares a los intracelulares.

En el SNC, la taurina muestra varias acciones protectoras, como la de antioxidante, la
restauracion de la expresidn de proteinas antiapoptéticas, la atenuacion del estrés del reticulo
endoplasmico o la neuromodulacion sindptica, entre otras (

). Cuando la
taurina es captada en el compartimento intracelular, ejerce poderosas propiedades
antioxidantes, reduciendo el estrés oxidativo a través de la neutralizacién de la produccion de
ROS ( ), incluidas la xantina oxidasa (XO) y
la NADPH oxidasa ( ). La taurina también tiene otros efectos beneficiosos como

propiedades reguladoras de la homeostasis y promotoras del plegamiento de proteinas que
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pueden mitigar los efectos del envejecimiento en diversos tejidos, como el corazén, el musculo

esquelético, el higado y la piel, segln varios estudios preclinicos y clinicos ( ).

La taurina juega un papel esencial en la regulacién de la homeostasis del calcio (Ca*?), un proceso
fisiolégico crucial para las células. Tanto en condiciones normales como patoldgicas, esta
regulacion puede aliviar el estrés del reticulo endoplasmatico ( ). En el SNC, la
taurina protege a las neuronas de la apoptosis inducida por el glutamato mediante la
modulacién de la homeostasis del Ca*? ( ). Ademas, regula el estrés del reticulo
endoplasmatico, asegura el funcionamiento normal de las mitocondrias ( )y
disminuye la expresion de la proteina proapoptdtica asociada a Bcl-2 (Bax) y de la caspasa-3 en
modelos de roedores ( ). Por lo tanto, la taurina puede reducir el riesgo de

apoptosis y muerte celular prematura en enfermedades neuronales ( ).

La funcion intracelular a nivel mitocondrial de la taurina puede respaldar el papel
neuroprotector de la taurina, sin embargo, a su vez, se ve implicada su capacidad para modular
tanto las neurotransmisiones glicinérgicas, como las GABAérgicas, es decir neurotransmisiones
inhibitorias del SNC. De hecho, la taurina se describe como un estimulador de los canales de los
receptores GABA y de glicina, asi como un agonista de los receptores metabotrépicos de GABAB
( ). De este modo, la taurina aumenta los niveles del neurotransmisor
GABA, el glutamato y la expresion de acido glutdamico descarboxilasa (GAD del inglés, Glutamate
decarboxylase; enzima involucrada en la sintesis de GABA catalizando la descarboxilacion del

glutamato en GABA y didxido de carbono) en ratones envejecidos ( ).

La taurina también presenta propiedades antiinflamatorias en humanos. Reduce los niveles de
diferentes citoquinas (interleucina (IL)-1a, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13 e IL-17) y
el TNF-a durante enfermedades o lesiones ( ).
Los efectos antiinflamatorios de la taurina también pueden estar relacionados con la actividad
glial ( ), al disminuir la respuesta inflamatoria de la microglia
en el SNC ( ) y aumentar el metabolismo energético celular macroglial mediante
la activacién de enzimas sensibles al complejo | y al hidrato de nicotinamida adenina

dinucledtido (NADH), reduciendo la relacion NADH/NAD+ durante la glucdlisis macroglial

( )-

En algunas enfermedades neuroldgicas se ha documentado una relacion entre inflamacién y
disfuncién mitocondrial. Los mediadores inflamatorios producidos por la activacidon de las
células microgliales y los monocitos provocan la permeabilizacion de la membrana mitocondrial

y dafian el metabolismo mitocondrial, lo que puede conducir a la muerte celular (
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). Las mitocondrias dafnadas pueden liberar su contenido al medio extracelular,
amplificando la respuesta inflamatoria. Se ha sugerido que la taurina podria prevenir la
amplificacion del proceso inflamatorio reduciendo el estrés oxidativo en la mitocondria,
regulando la homeostasis intracelular del Ca*?> e inhibiendo la apoptosis mediada por

mitocondrias, todas ellas propiedades de la taurina ( ).

Se ha documentado que los niveles de taurina en la retina disminuyen con la edad (
) v que la deficiencia de taurina en personas mayores esta asociada a
desordenes en el SNC, como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson (
). Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el que la taurina es capaz de aumentar

las capacidades procognitivas en humanos ( ).
1.5.1. LA TAURINA EN LA RETINA

La taurina se encuentra en altas concentraciones en la retina de los mamiferos, siendo incluso
el aminoacido mas abundante ( ), tanto durante el
desarrollo como en la edad adulta ( ). La retina externa, donde se encuentran
los fotorreceptores y mas concretamente, la CNE, contiene mds del 60% de la taurina presente
en la retina ( ). Las células del EPR y las células de Miiller son
responsables de la captacién de la taurina retiniana y de su suministro a los fotorreceptores y

otras neuronas de la retina (

). Se ha
documentado que la taurina es esencial para el transporte axonal en las CGR (
), para la supervivencia de los fotorreceptores (
), de las CGR (
), para el desarrollo normal de la retina ( ), el

mantenimiento de las conexiones sinapticas o para la proteccién antioxidante (

). También se sabe que la taurina participa en la regulacién de la fagocitosis del
EPR ( ). La disminucién de los niveles de
taurina en la retina también se ha relacionado con la degeneracién de los fotorreceptores en

modelos animales de degeneracidn retiniana ( ).

1.5.2. DEPLECION DE TAURINA

La importancia de la taurina para el funcionamiento normal de la retina se ha estudiado

utilizando modelos animales de deplecidn inducida de taurina ( ).
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La deplecién de taurina puede ser inducida por varios métodos. Uno de los mas utilizados es la
deplecion farmacolégica de taurina mediante sustancias que bloquean la actividad del
transportador de la taurina Tau-T, como la B-alanina y el sulfanato de guanidoetano (GES).
Ambos farmacos son andlogos estructurales de la taurina ( ), y la B-alanina, es
uno de los suplementos dietéticos mas utilizados por los deportistas de competicion para
mejorar el rendimiento deportivo en la actualidad (

). Sin embargo, altas dosis de B-alanina pueden
inducir deplecidn de la taurina y tener efectos perjudiciales ( ), especialmente
en la retina ( ). En 1983, se sugirié que la deplecion farmacoldgica de

taurina inducida tanto por B-alanina como por GES provocaba degeneracidn retiniana (

).

La B-alanina es un aminoacido no esencial, cuya estructura es intermedia entre los
alfaaminoacidos y el GABA ( ). Se sintetiza de forma enddgena en el higado (

), aunque se puede adquirir por la dieta a través de alimentos como la ternera,
el pollo o el pavo. Es cierto que, administrada en pequefias dosis puede tener efectos
beneficiosos, sin embargo, a partir de dosis del 3% tiene efectos deletéreos (

),
provocando una disminucion de los niveles plasmaticos de taurina y, como consecuencia,
desencadenando una degeneracién retiniana (

). Nuestro grupo ha demostrado que después de 2 meses de tratamiento con B-
alanina (3%) en el agua de ratas sanas, se observa una disminucion del 22% en la poblacion de
conos S, del 17% en la poblacion de conos L/M, del 15% en la poblacion general de CGR y del
41% en las CGR intrinsecamente fotosensibles (

). Esto sugiere que, las CGR intrinsecamente fotosensibles y los conos S son las

poblaciones mas vulnerables a la deficiencia de taurina inducida por B-alanina (
). Ademds, se ha documentado que la deplecién de taurina inducida por

suplementacién de B-alanina aumenta el dafio retiniano inducido por la luz (

). Se ha evidenciado que la deplecién de taurina provoca también una pérdida de axones

del NO ( ), ¥ una alteracion de del transporte axonal en la CFN (
). Recientemente, se ha evidenciado también que la deficiencia de taurina aumenta la

gliosis de la retina, el estrés oxidativo y deteriora la capacidad fagocitica del EPR (
). Existe poca informacidn sobre los efectos diferenciales de la deplecidn de taurina

en bastones y conos. Sin embargo, algunos estudios han sugerido que la deplecién de taurina
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causa una pérdida mas temprana de conos y una pérdida minima de bastones (

).

Figura 12. Estructura quimica de la molécula de 8-alanina. Imagen creada con

Otro de los métodos que se ha asociado con la deplecidn de taurina es la administracion de

vigabatrina ( ), un farmaco antiepiléptico analogo del GABA con una férmula
guimica similar a la taurina ( ). La vigabatrina actuta inhibiendo la captacion de
taurina ( ) provocando defectos irreversibles en la electrorretinografia y
del campo visual ( ).

Por otro lado, la deplecidn permanente de taurina se estudid gracias a un modelo de ratén
knockout con una mutacién en el gen que codifica el transportador de taurina (ratones Tau-T/-
), ( ), lo que conduce a una hipotaurinemia plasmatica,

niveles de taurina retiniana disminuidos y una degeneracion retiniana temprana y progresiva

( ).

Estudios recientes han demostrado que los individuos portadores de una mutacién homocigota
en el gen humano SLC6A6, que codifica la proteina que contiene el transportador de taurina
dependiente de sodio y cloruro, desactiva el transmisor Tau-Transmembrana, mostrando una
disminucién de los niveles plasmaticos de taurina y una pérdida temprana y progresiva de
fotorreceptores, asi como tritanopia, lo que sugiere un dafio preferente en los conos S (

). También se ha observado una disminucion de los niveles plasmaticos de taurina en
algunos tipos de degeneracidon retiniana humana, como la neuropatia éptica hereditaria de
Leber ( ) v la coriorretinopatia central serosa ( ). Por lo tanto, los
niveles plasmaticos de taurina se han propuesto como biomarcadores para estas enfermedades,

y la deteccion de los niveles de taurina en sangre en neonatos se ha propuesto para identificar
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a los nifios con deficiencia de taurina debido a una mutacién en el gen SLC6A6 vy, por tanto, en

riesgo de degeneracidn de la retina, entre otras enfermedades ( ).
1.5.3. EL PAPEL DE LA TAURINA COMO POSIBLE AGENTE NEUROPROTECTOR

Tanto la inflamacion ( ) como el estrés
oxidativo ( ) desempefian un papel muy importante
en la degeneracion de la retina, puesto que muchas enfermedades degenerativas de la retina
tienen fuertes componentes inflamatorios, principalmente debido a respuestas inmunoldgicas
( ). Ademas, las enfermedades degenerativas de los fotorreceptores implican la
activacion, migracion y proliferacion de las células microgliales (

), asi como la hipertrofia de las células de Mdller y el aumento de la expresidon de GFAP en
las células de Miiller ( ). Estos eventos pueden contribuir al
aumento de la neurodegeneracion (

). Asi pues, la suplementacidn con taurina se ha propuesto como
terapia para la degeneracion retiniana debido a sus propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias y antiapoptaticas (

).

Un estudio documentd que la suplementacién con taurina mejoraba la supervivencia de las CGR
en dos modelos de glaucoma en roedores y en un modelo de degeneracidn hereditaria de los
fotorreceptores en ratas ( ). La taurina también protege a las CGR de la
excitotoxicidad mediada por N-metil-D-aspartato (NMDA), tanto in vivo (

) como ex vivo ( ). Se ha postulado que el papel protector
de la taurina en enfermedades que afectan a las CGR esta presumiblemente mediado por la
estimulacion de los receptores GABAB ( ). Ademas, se ha documentado una
relacidn entre niveles plasmaticos bajos de taurina y el desarrollo de complicaciones retinianas
en pacientes diabéticos ( ). De hecho, el aumento de
los niveles plasmaticos de taurina puede prevenir la pérdida de visidn en pacientes diabéticos
( ). Los estudios realizados con modelos de roedores han demostrado que la

taurina ejerce diversos efectos beneficiosos en la retina de ratas diabéticas, como la actividad

antigliotica ( ), la mejora de las conexiones sinapticas, la
reduccion de la apoptosis de las células retinianas ( ) y la contrarrestacidn de las
alteraciones bioquimicas de la retina ( ).

Recientemente, en uno de los articulos incluidos en esta tesis en un modelo animal de

degeneracion hereditaria de fotorreceptores, la rata RCS ( ), demostrd
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un aumento de la supervivencia de los fotorreceptores funcionales, una disminucion de la
activacion de las células gliales reduciendo la inflamacion, una reduccién de estrés oxidativo y

una mejora de la funcion fagocitica del EPR ( ).

Por otro lado, la taurina ha mostrado efectos beneficiosos en varios modelos animales de
degeneracion de la retina, como los modelos animales del sindrome de Usher, donde provocd

un aumento de la respuesta electrorretinografica, un aumento de la supervivencia de los

fotorreceptores y redujo la respuesta inflamatoria ( ) en modelos animales
de RD ( ), modelos animales de degeneracidn experimental de
los fotorreceptores ( ) y modelos de dafio de la retina y el
NO ( ).
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2. OBIETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Estudiar en la retina de ratas albinas los efectos adversos de las inyecciones intravitreas de
dos de los anti-VEGF humanizados mas utilizados en la actualidad ranibizumab y aflibercept,
a dos concentraciones diferentes, y de un anti-VEGF especifico para rata.

Caracterizar en ratas albinas con degeneracion fototdxica de la retina el papel de la glia en
la formacién de anillos de degeneracién de fotorreceptores.

Estudiar el efecto del déficit de taurina en la retina de la rata albina.

Estudiar el efecto de la suplementacion de la dieta con taurina en la supervivencia de
fotorreceptores, la reaccién glial y el estado del EPR en un modelo de degeneraciéon
hereditaria de fotorreceptores en ratas RCS

Estudiar el efecto de la terapia celular singénica con CMN-MO en la supervivencia de
fotorreceptores y la reaccion glial en dos modelos de generacidon hereditaria de

fotorreceptores: en RCS y P23H.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para llevar a cabo cada uno de los objetivos generales se realizaron los siguientes objetivos
especificos:

Estudiar en la retina de ratas albinas los efectos adversos de las inyecciones
intravitreas de dos de los anti-VEGF humanizados mas utilizados en la actualidad
ranibizumab y aflibercept, a dos concentraciones diferentes, y de un anti-VEGF
especifico para rata.

e Analizar la reactividad glial en la retina de la rata albina tras las inyecciones
intravitreas de los anti-VEGF humanizados con dos concentraciones diferentes:
la utilizada habitualmente en clinica y la calculada para el ojo de la rata, y del
anti-VEGF de rata y del vehiculo.

e Analizar la supervivencia de las poblaciones de CGR y de CGRif tras las
inyecciones intravitreas de los anti-VEGF humanizados a dos concentraciones
diferentes: la utilizada habitualmente en clinica y la calculada para el ojo de la
rata y del anti-VEGF de rata y del vehiculo.

Caracterizar en ratas albinas con degeneraciéon fototdxica de la retina el papel de la

glia en la formacion de anillos de degeneracidn de fotorreceptores.
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& Analizar el patrén de muerte de los dos tipos de fotorreceptores: conos y
bastones.

o Analizar la reactividad glial secundaria a la muerte de fotorreceptores.

e Analizar la relacion entre la degeneracion de los fotorreceptores y la reaccion
micro y macroglial.

Il Estudiar el efecto del déficit de taurina en la retina de la rata albina.

e Evaluar la supervivencia de los fotorreceptores tras la deplecién de taurina y la
fototoxicidad.

e Determinar la activacion de las células gliales en respuesta a la deplecién de
taurina y la fototoxicidad.

e Analizar el estrés oxidativo inducido por la deplecién de taurina y la
fototoxicidad.

e Analizar las conexiones sinapticas en la retina afectada por la deplecién de
taurina y la fototoxicidad.

e Examinar los cambios en el EPR tras la deplecion de taurina y la fototoxicidad.

1. Estudiar el efecto de la suplementacién de la dieta con taurina en la supervivencia de
fotorreceptores, la reaccidn glial y el estado del EPR en un modelo de degeneracion
hereditaria de fotorreceptores en ratas RCS.

e Estudiar el efecto de la suplementacion de la dieta con taurina en la
supervivencia y funcionalidad de los fotorreceptores.

e Estudiar el efecto de la suplementacién de la dieta con taurina en la activacion
micro y macroglial.

e Estudiar el efecto de la suplementacion de la dieta con taurina en la funcién y
morfologia del EPR.

e Estudiar el efecto de la suplementacién de la dieta con taurina en el estrés
oxidativo en la retina.

e Estudiar el efecto de la suplementacién de la dieta con taurina en las conexiones
sindpticas.

e Estudiar su posible efecto neuroprotector.

Iv. Estudiar en efecto de la terapia celular singénica con CMN-MO en la supervivencia de
fotorreceptores y la reaccion glial en dos modelos de generaciéon hereditaria de
fotorreceptores: en RCS y P23H.

e Analizar la localizacion y supervivencia de las CMN-MO a en los ojos

trasplantados.
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Estudiar la supervivencia y funcionalidad de los fotorreceptores.

Estudiar los efectos en las conexiones sindpticas en la CPE.

Analizar los efectos de la activacion glial.

Comparar la seguridad y eficacia de dos métodos de administraciéon intraocular

de la terapia celular: subretiniana o intravitrea.
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3. CONCLUSIONES

Con respecto a los efectos adversos en ratas albinas adultas de las inyecciones intravitreas de
diferentes sustancias, entre estas, tampon fosfato salino, dos de los anti-VEGF humanizados
mas utilizados en la actualidad ranibizumab y aflibercept, a dos concentraciones diferentes, y

un anti-VEGF especifico para rata, concluimos que:

1) Todas las sustancias producen una activacion de las células microgliales y una hipertrofia
de las células macrogliales de la retina.

Il) Esta reactividad glial es mayor cuando se realizan IIV de los dos agentes anti-VEGF
humanizados ranibizumab y aflibercept a concentraciones mas altas.

) Las IV de los dos agentes anti-VEGF humanizados ranibizumab y aflibercept a
concentraciones mas altas produce muerte de la poblacién general de las CGR, pero no
de las CGRIif. La muerte de las CGR puede ser secundaria a la reaccién inflamatoria

causada a la que podrian ser mas resistentes las CGRif.

Con respecto a la caracterizacion en ratas albinas con degeneracion fototdxica de los
fotorreceptores de la retina el papel de las células gliales en la formacion de anillos de

degeneracion de fotorreceptores, concluimos que:

1) Laexposicion a la luz causa la degeneracién de los conos en zonas circulares (anillos) de
la retina, que aparecen secundariamente a la degeneracidén de los bastones y que
pueden estar influidos también por la respuesta de las células gliales de la retina.

1) Las células microgliales activadas se situan en el centro de los anillos realizando la
fagocitosis de conos muertos, y las células de Miiller cubren la totalidad de los anillos

formando un sello glial e influyendo en los fendmenos de remodelacién retiniana.

Con respecto al efecto de la deplecidn de taurina inducida por la administracion de B-alanina

en la retina de la rata adulta albina, concluimos que:

1) Produce una disminucion de la capacidad fagocitica del EPR, un adelgazamiento de la
retina y una disminucién de las conexiones sinapticas en las dos capas plexiformes, un
acortamiento de los SE y muerte de los fotorreceptores y de las CGR y una activacién de
las células gliales de la retina (macro y microglia)

Il) La degeneraciéon de las CGR podria ser debida a estrés oxidativo, ya que es

independiente de la pérdida de fotorreceptores.
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Ill) La deplecién de taurina aumenta la susceptibilidad de la retina al dafio fototdxico
produciendo una mayor activacion de células gliales, aumento del estrés oxidativo, y

aumento de la muerte de fotorreceptores y de CGR.

Con respecto al efecto de la suplementacion de la dieta con taurina en la supervivencia de
fotorreceptores, la reaccion glial y el estado del EPR en un modelo de degeneracidn hereditaria

de fotorreceptores (ratas RCS pigmentadas), concluimos que:

1) El tratamiento sistémico con taurina incrementa la supervivencia de fotorreceptores,
mejora la funcion retiniana, disminuye la activacion de las células microgliales y
macrogliales, mejora la capacidad fagocitica del EPR, reduce el estrés oxidativo en las
capas nucleares interna y externa y disminuye la degeneracion de las conexiones

sindpticas en las dos capas plexiformes de la retina.

Con respecto al efecto de la terapia celular singénica con CMN-MO en la supervivencia de
fotorreceptores y la reaccion glial en dos modelos de generacion hereditaria de

fotorreceptores (ratas pigmentadas RCS y ratas albinas P23H-1), concluimos que:

1) Las células trasplantadas sobreviven tanto en el espacio vitreo como en el subretiniano
durante 15 dias en los dos modelos animales, pero no se integran en la retina.

Il) Eltrasplante de CMN-MO, tanto en el vitreo como en el espacio subretiniano, mejora la
supervivencia de fotorreceptores, la morfologia de los segmentos externos de los
fotorreceptores, protege de la degeneracién las conexiones sindpticas de los
fotorreceptores y disminuye la reactividad de las células gliales, pero no mejora la
funcion retiniana en los dos modelos animales.

Il) Elefecto rescate de fotorreceptores es mayor cuando se realiza un trasplante intravitreo
gue cuando se realiza subretiniano, y esta diferencia se manifiesta sobre todo en las

ratas RCS.
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4. CONCLUSIONS

Regarding the adverse effects in adult albino rats of intravitreal injections of different
substances, including this phosphate-buffered saline, two of the most widely used humanized
anti-VEGF agents, ranibizumab and aflibercept, at two different concentrations, and a rat-

specific anti-VEGF, we conclude that:

1) All substances cause activation of microglial cells and hypertrophy of macroglial cells in
the retina.

Il) This glial reactivity is greater when intravitreal injections of the two humanized anti-
VEGF agents, ranibizumab and aflibercept, are administered at higher concentrations.

Ill) Intravitreal injections of the two humanized anti-VEGF agents, ranibizumab and
aflibercept, at higher concentrations cause death of the general population of RGCs, but
not ipRGCs. RGC death may be secondary to the inflammatory reaction caused to which

ipRGCs might be more resistant.

Regarding the characterization of albino rats with phototoxic degeneration of retinal
photoreceptors and the role of glial cells in the formation of photoreceptor degeneration

rings, we conclude that:

1) Light exposure causes degeneration of cones in circular zones (rings) of the retina, which
occur secondary to rod degeneration and may also be influenced by the response of
retinal glial cells.

) Activated microglial cells are located in the center of the rings, performing phagocytosis
of dead cones, while Miiller cells cover the entire rings, forming a glial seal and

influencing retinal remodeling processes.

Regarding the effect of taurine depletion induced by B-alanine administration in the retina of

adult albino rats, we conclude that:

1) It causes a decrease in the phagocytic capacity of the RPE, retinal thinning, and a
reduction in synaptic connections in the two plexiform layers, shortening of the OS, and
death of photoreceptors and RGCs, along with activation of retinal glial cells (macro- and
microglia).

Il) RGC degeneration may be due to oxidative stress and is independent of photoreceptor

loss.
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) Taurine depletion increases the retina's susceptibility to phototoxic damage, leading to
greater activation of glial cells, increased oxidative stress, and increased death of

photoreceptors and RGCs.

Regarding the effect of taurine dietary supplementation on photoreceptor survival, glial
reaction, and the state of the RPE in a model of hereditary photoreceptor degeneration

(pigmented RCS rats), we conclude that:

1) Systemic treatment with taurine increases photoreceptor survival, improves retinal
function, decreases activation of microglial and macroglial cells, improves the
phagocytic capacity of the RPE, reduces oxidative stress in the inner and outer nuclear
layers, and decreases the degeneration of synaptic connections in the two plexiform

layers of the retina.

Regarding the effect of syngeneic cell therapy with BM-MSCs on the survival of
photoreceptors and the glial response in two models of hereditary photoreceptor

degeneration (RCS pigmented rats and P23H-1 albino rats), we conclude that:

1) The transplanted cells survive in both the vitreous and subretinal space for 15 days in
the two animal models but do not integrate into the retina.

Il) The transplantation of BM-MSCs, both in the vitreous and in the subretinal space,
improves photoreceptor survival, the morphology of photoreceptor outer segments,
protects photoreceptor synaptic connections from degeneration, and reduces glial cell
reactivity, but does not improve retinal function in the two animal models.

Ill) The photoreceptor rescue effect is greater when intravitreal transplantation is
performed compared to subretinal transplantation, and this difference is especially

evident in RCS rats.
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Dose-Related Side Effects of Intravitreal Injections of Humanized Anti-
Vascular Endothelial Growth Factor in Rats: Glial Cell Reactivity and

Retinal Ganglion Cell Loss
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Purpose: In a previous study, we documented that the Intravitreal injections (IVIs) of
bevacizumab in rats caused a retinal inflammatory response. We now study whether the IVI of
other humanized anti-VEGF: ranibizumab and aflibercept also cause an inflammatory reaction
in the rat retina and if it depends on the dose administered. Finally, we study whether this

reaction affects retinal ganglion cell (RGC) survival.

Methods: Albino Sprague-Dawley rats received a single IVl of 5 uL of PBS or ranibizumab or
aflibercept at the concentration used in clinical practice (10 pg/uL or 40 pg/uL) or at a lower
concentration (0.38 pg/uL and 1.5 pg/ul) calculated to obtain within the rat eye the same
concentration as in the human eye in clinical practice. Others received a single 5 uL IVI of a
polyclonal goat anti-rat VEGF (0.015 pg/uL) or of vehicle (PBS). Animals were processed 7 days
or 1 month later. Retinal whole mounts were immunolabeled for the detection of microglial,
macroglial, RGCs, and intrinsically photosensitive RGCs (ipRGCs). Fluorescence and confocal
microscopy were used to examine retinal changes, and RGCs and ipRGCs were quantified

automatically or semiautomatically, respectively.

121



Ana Martinez Vacae

Results: All the injected substances including the PBS induced detectable side effects, namely,
retinal microglial cell activation and retinal astrocyte hypertrophy. However, there was a greater
microglial and macroglial response when the higher concentrations of ranibizumab and
aflibercept were injected than when PBS, the antibody anti-rat VEGF and the lower
concentrations of ranibizumab or aflibercept were injected. The higher concentration of
ranibizumab and aflibercept resulted also in significant RGC death, but did not cause appreciable

ipRGC death.

Conclusions: The VI of all the substances had some retinal inflammatory effects. The IVI of
humanized anti-VEGF to rats at high doses cause important side effects: severe inflammation

and RGC death, but not ipRGC death.
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Purpose: To analyze the role of microglial and Miiller cells in the formation of rings of

photoreceptor degeneration caused by phototoxicity.

Methods: Two-month-old Sprague-Dawley rats were exposed to light and processed 1, 2, or 3
months later. Retinas were dissected as whole-mounts, immunodetected for microglial cells,
Miller cells, and S- and L/M-cones and analyzed using fluorescence, thunder imaging, and
confocal microscopy. Cone populations were automatically counted and isodensity maps

constructed to document cone topography.

Results: Phototoxicity causes a significant progressive loss of S- and L/M-cones of up to 68% and
44%, respectively, at 3 months after light exposure (ALE). One month ALE, we observed rings of
cone degeneration in the photosensitive area of the superior retina. Two and 3 months ALE,
these rings had extended to the central and inferior retina. Within the rings of cone
degeneration, there were degenerating cones, often activated microglial cells, and numerous
radially oriented processes of Miiller cells that showed increased expression of intermediate
filaments. Between 1 and 3 months ALE, the rings coalesced, and at the same time the microglial
cells resumed a mosaic-like distribution, and there was a decrease of Miiller cell gliosis at the

areas devoid of cones.
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Conclusions: Light-induced photoreceptor degeneration proceeds with rings of cone
degeneration, as observed in inherited retinal degenerations in which cone death is secondary
to rod degeneration. The spatiotemporal relationship of cone death microglial cell activation
and Miller cell gliosis within the rings of cone degeneration suggests that, although both glial
cells are involved in the formation of the rings, they may have coordinated actions and, while
microglial cells may be more involved in photoreceptor phagocytosis, Miiller cells may be more

involved in cone and microglial cell migration, retinal remodeling and glial seal formation.
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We investigate glial cell activation and oxidative stress induced by taurine deficiency secondary
to B-alanine administration and light exposure. Two months old Sprague-Dawley rats were
divided into a control group and three experimental groups that were treated with 3% B-alanine
in drinking water (taurine depleted) for two months, light exposed or both. Retinal and external
thickness were measured in vivo at baseline and pre-processing with Spectral-Domain Optical
Coherence Tomography (SD-OCT). Retinal cryostat cross sections were immunodetected with
antibodies against various antigens to investigate microglial and macroglial cell reaction,
photoreceptor outer segments, synaptic connections and oxidative stress. Taurine depletion
caused a decrease in retinal thickness, shortening of photoreceptor outer segments, microglial
cell activation, oxidative stress in the outer and inner nuclear layers and the ganglion cell layer
and synaptic loss. These events were also observed in light exposed animals, which in addition
showed photoreceptor death and macroglial cell reactivity. Light exposure under taurine
depletion further increased glial cell reaction and oxidative stress. Finally, the retinal pigment
epithelial cells were Fluorogold labeled and whole mounted, and we document that taurine
depletion impairs their phagocytic capacity. We conclude that taurine depletion causes cell
damage to various retinal layers including retinal pigment epithelial cells, photoreceptors and
retinal ganglion cells, and increases the susceptibility of the photoreceptor outer segments to

light damage. Thus, beta-alanine supplements should be used with caution.
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The aim of our work was to study whether taurine administration has neuroprotective effects in
dystrophic Royal College of Surgeons (RCS) rats, suffering retinal degeneration secondary to
impaired retinal pigment epithelium phagocytosis caused by a MERTK mutation. Dystrophic RCS-
p + female rats (n = 36) were divided into a non-treated group (n = 16) and a treated group (n =
20) that received taurine (0.2 M) in drinking water from postnatal day (P)21 to P45, when they
were processed. Retinal function was assessed with electroretinogram. Retinal morphology was
assessed in cross-sections using immunohistochemical techniques to label photoreceptors,
retinal microglial and macroglial cells, active zones of conventional and ribbon synaptic
connections, and oxidative stress. Retinal pigment epithelium function was examined using
intraocular fluorogold injections. Our results document that taurine treatment increases taurine
plasma levels and photoreceptor survival in dystrophic rats. The number of photoreceptor nuclei
rows at P45 was 3-5 and 6-11 in untreated and treated animals, respectively. Electroretinograms
showed increases of 70% in the rod response, 400% in the a-wave amplitude, 30% in the b-wave
amplitude and 75% in the photopic b-wave response in treated animals. Treated animals also
showed decreased numbers of microglial cells in the outer retinal layers, decreased glial fibrillary
acidic protein (GFAP) expression in Miiller cells, decreased oxidative stress in the outer and inner

nuclear layers and improved maintenance of synaptic connections. Treated animals showed
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increased FG phagocytosis in the retinal pigment epithelium cells. In conclusion, systemic
taurine treatment decreases photoreceptor degeneration and increases electroretinographic
responses in dystrophic RCS rats and these effects may be mediated through various

neuroprotective mechanisms.
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Taurine is considered a non-essential amino acid because it is synthesized by most mammals.
However, dietary intake of taurine may be necessary to achieve the physiological levels required
for the development, maintenance, and function of certain tissues. Taurine may be especially
important for the retina. The concentration of taurine in the retina is higher than that in any
other tissue in the body and taurine deficiency causes retinal oxidative stress, apoptosis, and
degeneration of photoreceptors and retinal ganglion cells. Low plasma taurine levels may also
underlie retinal degeneration in humans and therefore, taurine administration could exert
retinal neuroprotective effects. Taurine has antioxidant, anti-apoptotic, immunomodulatory,
and calcium homeostasis-regulatory properties. This review summarizes the role of taurine in

retinal health and disease, where it appears that taurine may be a promising nutraceutical.
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Taurine, a non-essential amino sulfonic acid abundant in excitable tissues such as the retina, is
especially important for the survival and development of retinal cells, particularly
photoreceptors. Taurine deficiency, induced by diet or specific treatments, causes retinal
degeneration, especially in cones and retinal ganglion cells. Animal studies using taurine
depletion models have shown that this deficiency increases sensitivity to light damage and
reduces antioxidant capacity, accelerating cell degeneration. Additionally, taurine depletion
affects the phagocytic capacity of the retinal pigment epithelium and generates oxidative stress,
contributing to the loss of retinal ganglion cells. This article suggests that taurine
supplementation could have therapeutic potential in retinal degenerative diseases due to its low

toxicity and easy absorption.
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Purpose: To study and compare effects of syngeneic bone marrow mononuclear stem
cells (BM-MNCs) transplants on inherited retinal degeneration in two animal models
with different etiologies: the RCS and the P23H-1 rats. To compare the safety and

efficacy of two methods of intraocular delivery: subretinal and/or intravitreal.

Methods: A suspension of BM-MNCs was injected subretinally or intravitreally in the left
eyes of P23H-1 and RCS rats at post-natal day (P) 21. At different survival intervals after
the injection: 7, 15, 30 or 60 days, the retinas were cross-sectioned, and photoreceptor
survival and glial cell responses were investigated using immunodetection of cones
(anti-cone arrestin), synaptic connections (anti-bassoon), microglia (anti-lba-1),
astrocytes and Miiller cells (anti-GFAP). Electroretinographic function was also assessed

longitudinally.

Results: Intravitreal injections (IVIs) or subretinal injections (SRIs) of BM-MNCs did not
produce adverse effects. The transplanted cells survived for up to 15 days but did not

penetrate the retina. Both IVIs and SRIs increased photoreceptor survival, decreased
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synaptic degeneration and glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression in Miiller cells
but did not modify microglial cell activation and migration or the electroretinographic

responses.

Conclusions: Intravitreal and subretinal syngeneic BM-MNCs transplantation decreases
photoreceptor degeneration and shows anti-gliotic effects on Miiller cells but does not
ameliorate retinal function. Moreover, syngeneic BM-MNCs transplants are more
effective than the xenotransplants of these cells. BM-MNC transplantation has potential

therapeutic effects that merit further investigation.
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