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analysis of the effects of laser-induced ocular hypertension (OHT) on the visual system of adult
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Resumen

i) RESUMEN

Introduccién

La retina es una parte del cerebro que se separa de él durante las etapas iniciales del
desarrollo, pero que conserva sus conexiones por medio de un haz de fibras que forman el nervio
Optico vy, por lo tanto forma parte del sistema nervioso central (SNC). La funcion principal de la
retina es la fototransduccién; es decir, la captacién de la energia de las ondas electromagnéticas
comprendidas en el espectro de luz visible y su transformacion en energia eléctrica. Esta funcién
es llevada a cabo por los fotorreceptores, que se encuentran en la capa externa de la retina. La
informacion visual generada pasa a través de las células bipolares a las células ganglionares de
retina (CGR), que se localizan en la capa interna. Las CGR son las Unicas neuronas eferentes de
la retina y transmiten la informacién visual a través de sus axones, que forman el nervio 6ptico, al
cerebro para su procesamiento. Ademas de la formacién de imagenes, existen otras funciones que
se desencadenan en respuesta a la luz como son el reflejo pupilar o la sincronizacién del ritmo
circadiano, que son conocidas como “extravisuales”, o como sistema visual no formador de
imagenes. Los ritmos circadianos son ciclos biol6gicos endégenos que regulan y sincronizan
nuestro cuerpo con la luz solar durante las 24 horas del dia. Los ritmos circadianos se mantienen
incluso cuando el organismo esta privado de luz o de sefales ambientales que marcan los
cambios de horario, lo que indica que se mantienen por la actividad de un reloj interno endégeno.
Este sistema visual no formador de imagenes, paralelo al sistema formador de imagenes, o visual,
depende de CGR que expresan un fotopigmento, la melanopsina, y que son sensibles a la luz
(CGRm). En rata, las CGRm constituyen el 2,6% de la poblacion total de CGR y su distribucion no
es homogénea a lo largo de la retina, ya que son mas abundantes en la zona superior-temporal de
la misma ( ).

La neuropatia Optica glaucomatosa (NOG) es una de las enfermedades oculares
neurodegenerativas mas frecuentes. Esta enfermedad se caracteriza por la degeneracién
paulatina de la capa de fibras nerviosas de la retina, que cursa con escotomas en el campo visual
y puede evolucionar a la ceguera completa. El aumento de la presion intraocular es el factor de
riesgo mas importante aunque en la actualidad alin se desconocen las causas por las se produce
esta degeneracion en las fibras. Para intentar profundizar en los mecanismos neurogegenerativos
del glaucoma hemos utilizado un modelo experimental de hipertension ocular (HTO) inducido por
fotocoagulacién laser en ratén y en rata.

Existen numerosos estudios con diferentes estrategias de neuroproteccion en modelos
animales de HTO. El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) es una neurotrofina implicada
en la supervivencia, crecimiento, regeneracion, proliferacion, diferenciacion y mantenimiento de la
homeostasis de las neuronas en el sistema nervioso. Tras una lesion en los axones de las CGR se
produce una sobrerexpresion de BDNF antes de que éstas mueran por apoptosis, por lo que la
administracion de este factor neurotréfico en un modelo animal de HTO puede ser de ayuda para

comprender mejor el curso de esta enfermedad y su posible retraso.
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Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis son:

e  Caracterizar la poblacion de CGRm del raton pigmentado y albino adulto.
e  Estudiar la degeneracién de las CGR y las CGRm después de HTO en raton pigmentado.
e  Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO y su proteccidon con

BDNF en rata albina adulta.

Material y métodos

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratones machos pigmentados adultos
(C57BL/6) (25-35 gr), ratones machos albinos (Swiss) (30-35 gr) y ratas hembras adultas albinas
Sprague-Dawley (SD) (180-220 gr). Las manipulaciones de los animales se realizaron siguiendo la
normativa europea (Directiva 2010/63/UE) y nacional (RD 53/2013) vigente sobre la proteccion de
los animales utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos. De la misma forma, se
siguieron las directrices de la Asociacion para la Investigacion en Visién y Oftalmologia (The
Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO). Ademas, se tomaron las medidas

adecuadas para minimizar el dolor y el malestar después de la cirugia.

Caracterizacion de la poblacién de CGRm del raton pigmentado y albino adulto:

Para estudiar la localizacién de las CGRm y las CGR en la capa de CGR y en la capa
nuclear interna (n = nimero de retinas; n=4), se inmunodetectaron secciones transversales de
retina con el anticuerpo contra la melanopsina, con el anticuerpo contra Brn3a y se contratifieron

los nucleos de todas las células de la retina con DAPI.

Para estudiar si las CGRm proyectan sus axones a través del NO (n=10 en pigmentados,
n=8 en albinos) se marcaron retrégradamente toda la poblacién de CGR con un trazador neuronal
(OHSt) aplicado en el mufién del NO vy las retinas se inmunodetectaron frente a melanopsina en

montajes globales a plano.

Para estudiar la proyeccion de las CGRm a los coliculos superiores (CS) (n=7 en
pigmentados, n=10 en albinos) se aplicé en ambos CS el trazador neuronal OHSt y las retinas se

inmunodetectaron frente a melanopsina en montajes globales a plano.

Para estudiar el nimero y la distribucién de las CGRm y su colocalizacién con el marcador
de CGR, el Brn3a (n=12 en pigmentados, n=11 en albinos), la retinas se inmunodetectaron frente

a melanopsinay Brn3a.
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Estudio de la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO en ratén

pigmentado:

Para caracterizar el modelo de hipertension ocular y poder estudiar la curva de presién
intraocular inducida y el dafio en el transporte axonal anterégrado provocado, los ratones (n=44)
fueron sometidos a fotocoagulacién laser de las venas perilimbares y epiesclerales. Cuatro dias
antes de ser procesados, a los ojos experimentales se les inyect6 intraocularmente el trazador
neuronal anterégrado de la subunidad B de la toxina colérica (CTB), y se estudiaron los CS a los

10 dias, 8 y 14 semanas.

Para estudiar el curso temporal de dafio axonal y muerte de las CGR y las CGRm
provocado (n=14), las CGR fueron trazadas retrogradamente desde los CS con OHSt Yy las retinas

se inmunodetectaron con Brn3a y melanopsina, y se analizaron a las 2 y 4 semanas.

Para analizar si el dafio provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR o
si afecta a otra poblacion celular (n=8) las retinas hipertensas de 4 semanas se inmunodetectaron

con Brn3ay los nlcleos se contratifieron con DAPI.

Degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO y su proteccién con BDNF en

rata albina adulta:

Para estudiar el curso temporal de dafio axonal y muerte de las CGR tras HTO en retinas
tratadas con BDNF o vehiculo (n=24 BDNF; n=21 Vehiculo) las CGR fueron trazadas
retrogradamente desde los CS con FG, las retinas se inmunodetectaron con Brn3a y se analizaron

a 12 y 15 dias tras la induccién de la HTO.

Para estudiar la distribucion de la poblacién de las CGRm en retinas tratadas con BDNF o
vehiculo, se utilizaron parte de las retinas del grupo anterior (n=8 BDNF; n=8 Vehiculo) y se

inmunodetectaron con melanopsina.

Para analizar si los vasos retinianos superficiales se ven afectados tras HTO, se utilizaron
parte de las retinas del primer grupo analizado a los 15 dias (n=2 BDNF; n=2 Vehiculo) y se

inmunodetectaron con el anticuerpo rat endothelial antigen 1 (RECA-1).

Todas las retinas fueron examinadas y fotografiadas en un microscopio de fluorescencia
equipado con una platina motorizada controlada por un sistema de analisis de imagen, Image-pro
plus® 5.1 para Windows™ (IPP, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EEUU). Para hacer
reconstrucciones de las retinas completas, se capturaron imagenes individuales de forma
secuencial y no solapada comprendiendo toda la superficie de la retina. Las imagenes digitales

individuales fueron procesadas por una serie de rutinas especificas para cada marcador y especie,
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desarrolladas con el programa de analisis de imagen IPP para realizar el contaje automatico. Los
datos cuantitativos obtenidos de cada retina se usaron para generar los correspondientes mapas
de isodensidad de las CGR. Las CGRm fueron contadas manualmente y posteriormente se
realizaron sus correspondientes mapas de vecinos mas proximos.

Las secciones de cerebro de ratdon se examinaron y fotografiaron en un microscopio
(Axiosphot; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con una camara digital de alta resolucion
(AxioCam HR; Carl Zeiss Vision GmbH, Miinchen-Hallbergmoos, Alemania). Las imagenes fueron
procesadas por medio de una subrutina informética especifica para cuantificar el area de
inmunoreactividad positiva frente a CTB en secciones de cerebro.

Todos los datos de promedio se presentan como medias con desviaciones estandar (DE).
El analisis estadistico se realiz6 usando el programa SigmaStat® 3.1 para Windows™ version 3.11
(Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). El test Kruskal-Wallis se utiliz6 cuando se
compararon dos o mas grupos y el test Mann-Whitney cuando se compararon dos grupos
solamente. Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente significativas para
p<0.05.

Resultados

Los datos experimentales muestran que tanto los ratones pigmentados como los ratones
albinos tienen un namero similar de CGRm (1.021+109 CGRm en pigmentado y 962+169 CGRm
en albino). En cambio, su distribucién espacial es ligeramente diferente; mientras que en los
ratones pigmentados las CGRm son mas abundantes en la retina temporal, en los albinos estan
mas localizadas en la retina superior. En ambas cepas, las CGRm estan localizadas
mayoritariamente en la periferia de la retina, que se corresponde con el area de baja densidad de
las CGR marcadas con Brn3a. Ambos ratones también tienen CGRm desplazadas (CGRm-d) en
la capa nuclear interna, que representan el 14% del total de CGRm en ratones pigmentados y el
5% en los albinos. ElI marcaje desde ambos CS muestra que el 98% (pigmentado) y el 97%
(albino) de la poblacion total de CGRm se marcan retrégradamente, mientras que el estudio de
colocalizacién de melanopsina y Brn3a confirma que un porcentaje muy pequefio de CGRm
expresa este factor de transcripcion en ratones. Un dato llamativo en el estudio del marcaje
retrogrado colocando OHSt en el mufién del nervio 6ptico fue que no todas las CGRm eran
trazadas. Existia una subpoblacién de CGRm-d (14% en pigmentados y 28% en albinos) y CGRm
residentes en la zona ciliar marginal de la retina (20% en pigmentados y 24% en albinos) que no
se trazaban desde el nervio 6ptico; por lo que estas células no envian el axén a través del nervio

optico.

En el estudio de la caracterizacion del modelo de hipertensién ocular en el ratén
pigmentado observamos un aumento significativo de la presién intraocular (PIO) significativo en el
ojo experimentales (izquierdo) desde las primeras 6 horas de la fotocoagulacién laser hasta los 5

dias. A partir del séptimo dia los valores de PIO son basales y siguen normales durante el resto
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del experimento. Los ojos derechos no tuvieron ninguna variacion de la PIO durante todo el

experimento y se utilizaron como ojos control.

En ratén pigmentado, la HTO resulta en una pérdida difusa y/o sectorial de CGR trazadas
con el trazador neuronal OHSt (CGR OHSt") (50% a las 2 semanas y 62% a las 4 semanas). Sin
embargo, a las 2 semanas ain se observa un 66% de CGR marcadas con Brn3a (CGR Brn3a").
Esto indica que sobreviven en la retina aproximadamente un 16% de CGR cuyo transporte axonal
retrogrado estd comprometido. Parte de estas CGR acaban muriendo y a las 4 semanas el
ndmero de CGR trazadas con OHSt e inmunodetectadas con Brn3a se iguala. La poblacion de
CGRm disminuyé aproximadamente al 59% a las 2 semanas y al 46% a las 4 semanas, valores
similares a los de las CGR Brn3a" para los mismos tiempos. La distribucién topogréfica de la
pérdida de CGRm, aunque era mayor en la zona supero-temporal de retina no era sectorial, sino
mas bien difusa a lo largo de la retina y no se complementaba con la distribucion de la pérdida del
resto de CGR. En la capa de CGR, la pérdida de células tras la HTO es selectiva para las CGR y
no afecta a otras neuronas de esta capa. La inervacidn retino-tectal se redujo significativamente a

los 10 dias (55,7%) y se mantuvo hasta las 14 semanas (46,6%).

En rata albina, la HTO resulta en una pérdida sectorial de las CGR FG" (78 'y 84% a los 12
y 15 dias, respectivamente). El nimero de CGR Brn3a’ fue significativamente mayor para ambos
tiempos de estudio, esto indica que una proporcion considerable (=21 - 26%) de CGR sobreviven
en la retina con su transporte axonal retrégrado deteriorado. Las CGRm también presentaron una
disminucién significativa de aproximadamente 50-51% y esta pérdida, al igual que en ratén, fue
difusa. La administracion intravitrea de BDNF aumento la supervivencia de las CGR Brn3a’ a 81%
y 67% a los 12 y 15 dias, respectivamente, pero no tuvo ningun efecto sobre las CGRm. El estudio
de la vascularizacion de la retina interna no presentaba ninguna anormalidad que pudiera explicar

la pérdida sectorial de CGR.

Conclusiones

Las CGRm son méas abundantes en las regiones periféricas y supero-temporales de la
retina del raton pigmentado y albino, y la gran mayoria de ellas proyectan sus axones a los CS. En
general, las CGRm no expresan el factor de transcripcion Brn3a. Existe un tipo de CGRm que no
proyecta su axén a través del nervio éptico y que puede ser considerada una interneurona de la

retina, quiza relacionada con el reflejo pupilar intrinseco.

En el ratén pigmentado, tras dos semanas de la fotocoagulacion laser, una poblacién de
CGR cuyo transporte axonal esta dafiado sobrevive en la retina y, a las 4 semanas parte de estas
CGR degeneran. Las CGRm mueren en igual proporcién que el resto de CGR tras HTO, pero su
distribucion no se correlaciona con la topografia del resto de la poblacién de CGR, siendo

principalmente difusa y no sectorial. El dafio provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la
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capa de CGR y no afecta a otras neuronas de esta capa. Los CS, principales nucleos
retinorecipientes del cerebro, reciben menos de la mitad de las aferencias procedentes de la retina

tras HTO, respecto a un animal normal.

En rata albina, a los 12 6 15 dias después de la fotocoagulacion laser existe una pérdida
de aproximadamente el 57 o 58% de la poblacion de CGR y el 50 o 51% de la poblacion de
CGRm, respectivamente. La distribucion de las CGRm supervivientes, al igual que en raton, difiere
de la distribucion del resto de CGR. La administracion intravitrea de BDNF antes del laser resulta
en un rescate de aproximadamente el 39 0 26% de CGR no melanopsinicas en comparacion con
los controles tratados con vehiculo a los 12 o 15 dias tras HTO, respectivamente. La
administracion intravitrea de BDNF no tiene ningun efecto en la supervivencia de las CGRm. Por

lo tanto, los datos indican que las CGRm no son mas resistentes a la HTO que el resto de CGR.
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iii) SUMMARY

Introduction

The retina is a part of the brain that has been separated from this structure during the
early stages of development but retains its connections by a bundle of fibers that form the optic
nerve and therefore forms part of the central nervous system (CNS). The main function of the
retina is the phototransduction, which consists in capturing the energy of electromagnetic waves in
the visible light spectrum and its transformation into electric energy. This function is carried out by
the photoreceptors that are located in the outer layer of the retina. This generated visual
information passes through the bipolar cells to ganglion cells of the retina (RGC), which are located
in the inner layer. The RGC are the unique efferent neurons of the retina and sent this visual
information through their axons, which form the optic nerve to the brain for processing. In addition
to the formation of images, there are other functions that are triggered in response to light such as
pupillary reflex and synchronization of circadian rhythms that are known as "extravisuals” or non-
image forming visual system. The circadian rhythms are endogenous biological cycles that regulate
and synchronize our body with sunlight 24 hours a day. These circadian rhythms are maintained
even when the body is private of light or environmental signs that indicate timetable changes,
indicating that are kept by the activity of an endogenous internal clock. This non-
image forming visual system, parallel to the image forming or visual system, depends on the RGC
which express a photopigment, the melanopsin, and which are sensitive to light (m"RGC). In rat,
the m"RGC constitute 2.6% of the total population of RGC and its distribution is not homogeneous
throughout the retina, they are more abundant in the supero-temporal area of the retina (

).

Glaucomatous optic neuropathy (GON) is one of the most frequent neurodegenerative
ocular diseases. This disease is characterized by the gradual degeneration of the nerve fiber layer
of the retina that courses with scotomas in the visual field and which without treatment may evolve
to complete blindness. The increase of intraocular pressure is the most important risk factor
although currently, the causes of why the degeneration is produced in the fibers remain unknown.
To try to understand the degenerative mechanisms of glaucoma we have used an experimental

model of ocular hypertension (OHT) induced by laser photocoagulation in mouse and rat.

There are numerous studies with different strategies of neuroprotection in animal models
of OHT. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that acts in the survival,
growth, regeneration, proliferation, differentiation and maintenance of homeostasis in neurons in
the CNS and in the peripheral nervous system (PNS). After an injury to RGC’s axons an
overregulation of BDNF is produced before they die by apoptosis, so the administration of this
neurotrophic factor in an animal model of OHT can be help to understand a bit more the course of

this disease and its possible delay.
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Obijetives

The main objectives of this thesis are:

e  Characterization of the mRGC population of adult pigmented and albino mouse.
e  Study the RGC and mRGC degeneration after OHT in the pigmented mouse.
e Study the RGC and mRGC degeneration after OHT and their protection with BDNF in adult

albino rat.

Material and methods

To perform the experiments we used adult pigmented (C57BL/6) mice with a weight
ranging 25-35 grs, adult albino (Swiss) mice with a weight ranging 30-35 grs and female adult
albino Sprague-Dawley (SD) rats with a weight ranging 180-220 grs. Manipulations of animals were
carried out according to the European (Directive 2010/63/UE) and National (RD 53/2013)
regulations existing on the protection of animals used for experimentation and other scientific
purposes. We also followed the guidelines of the Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO). In addition, adequate measures were taken to minimize pain and

discomfort of animals after surgery.

Characterization of the mRGC population of the adult pigmented and albino mouse:

To study the location of the mRGC and the RGC in the RGC layer and in the inner nuclear
layer (n = number of retinas; n=4), cross sections of retina were immunoreacted with anti-
melanopsin antibody, with anti-Brn3a antibody and stained with DAPI to label the nuclei of all cells
of the RGC layer.

To study whether the mRGC project their axons through the ON (n=10 in pigmented, n=8
in albino) the entire population of RGC was retrogrady traced with a neuronal tracer (OHSt) applied

to the stump of the ON and retinas were immunodetected against melanopsin in whole mounts.

To study the projection of the mRGC to the superior colliculi (SC) (n=7 in pigmented, n=10
in albino), the neuronal tracer OHSt was applied in both SC and retinas were immunodetected

against melanopsin in whole mounts.

To study the number and the distribution of the mRGC and its colocalization with the RGC
marker, Brn3a (n=12 in pigmented, n=11 in albino), retinas were immunodetected against

melanopsin and Brn3a in whole mounts.
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Study of the degeneration of the RGC and the mRGC after OHT in the pigmented mouse:

To characterize the ocular hypertension model and to study the time course of the
intraocular pressure and the damage induced in the antegrade axonal transport induced (n=44),
mice were subjected to laser photocoagulation of the perilimbar and epiescleral veins. Four days
before being processed, experimental eyes were intraocularly injected with the neuronal
anterograde tracer CTB (subunit § of the cholera toxin) and the SCi were studied at 10 days, 8 and
14 weeks after the induction of OHT.

To study the time course of the axonal damage and RGC and mRGC death caused (n=14),
the RGC were traced from the SC with OHSt and retinas were immunodetected with Brn3a and

melanopsin and analyzed at 2 and 4 weeks.

To analyze whether the damage caused by OHT was selective for the RGC in the RGC
layer or if another cell population was affected (n=8), 4 weeks hypertensive retinas were

immunodetected with Brn3a and stained with DAPI.

Study of the degeneration of the RGC and the mRGC after OHT and its protection with
BDNF in the adult albino rat:

To study the time course of the axonal damage and RGC death after OHT in BDNF or
vehicle-treated retinas (n=24 BDNF, n=21 vehicle), RGC were retrogradely traced from the SC with
the retrogradely transported tracer fluorogold (FG), retinas were immunodetected with Brn3a and
analyzed at 12 and 15 days after the induction of OHT.

To study the distribution of the mRGC population in BDNF or vehicle-treated retinas, some

retinas from the previous group (n=8 BDNF, n=8 vehicle) were immunodetected with melanopsin.

To analyze whether the superficial retinal vessels were affected after OHT, some retinas
from the first group analyzed at 15 days (n=2 BDNF, n=2 vehicle) were immunodetected with rat
endothelial antigen 1 antibody (RECA-1).

All retinas were examined and photographed under a fluorescence microscope equipped
with a motorized stage controlled by an image analysis system: Image-pro plus® (IPP 5.1 for
Windows®; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). To make reconstructions of the complete
retinas, we captured individual images in a sequential and not overlapping manner to cover the
entire surface of the retina. Individual digital images were processed by a series of specific routines
for each marker and species, developed with the analysis image program IPP to perform the

automatic counting. The quantitative data obtained from each retina were used to generate the
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corresponding isodensity maps of the RGC. The mRGC were manually counted and their
corresponding neighbors maps were made.

Sections of the mouse brain were examined and photographed under a microscope
(Axiosphot; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany) equipped with a digital camera of high resolution
(AxioCam HR; Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos-Miunchen, Germany). The images were
processed by a specific computer subroutine for counting the area marked with CTB in the brain
sections.

All data are presented as means with standard deviations (SD). Statistical analysis was
done using SigmaStat® 3.1 for Windows® (SigmaStat® for Windows™ Version 3.11; Systat
Software, Inc., Richmond, CA, USA). Kruskal-Wallis was used when comparing more than two
groups and Mann—-Whitney when comparing two groups only. Differences were considered
significant when p<0.05.

Results

Our data show that both pigmented and albino mice have a similar number of mMRGC
(1,021£109 mRGC in pigmented, 962+169 mRGC in albino). On the other hand, their distribution is
slightly different: the mRGC are most abundant in the temporal retina in pigmented mice, and in
dorsal retina in albino mice. In both strains, the mRGC are located in the periphery of the retina,
which is the area of low density of the rest of RGC labeled with Brn3a. Both mice also have
displaced mRGC (d-mRGC) located in the inner nuclear layer representing 14% of the total
population of mMRGC in pigmented mice and 5% in albino mice. The 98% (pigmented) or 97%
(albino) of the total population of MRGC were marked retrogradely from both SC, while the
colocalization study of melanopsin and Brn3a confirms that a very small percentage of this
transcription factor was expressed by mice mRGC. A surprising fact in the study of retrograde
labeling with OHSt applied on the ON stump was that not all the mRGC were traced. A
subpopulation of d-mRGC (14% in pigmented and 28% in albino) and mRGC located in the ciliary
marginal zone of the retina (20% pigmented and 24% in albino) that were not traced from the optic

nerve, and that means that these cells do not send an axon into the optic nerve.

In the study of the characterization of ocular hypertension model in pigmented mouse, a
significant increase of the intraocular pressure (IOP) was observed from 6 hours of laser
photocoagulation up to 5 days. From the seventh day, values of IOP returned to basal. Right eyes

did not have any IOP variation throughout the experiment and were used as control eyes.

In the pigmented mouse, OHT results in a sectorial and/or diffuse loss of RGC traced with
OHSt (OHSt'RGC) (50% at 2 weeks and 62% at 4 weeks). However, at 2 weeks, 66% of RGC,
which were immunodetected with Brn3a (Brn3a'RGC) were still present. This indicates that at this

time around 16% of RGC survive in the retina with their retrograde axonal transport committed.
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These RGC, however, died at 4 weeks and the number of traced OHSt'RGC and immunodetected
Brn3a’RGC was equal. The mRGC population decreased to 59% at 2 weeks and to 46% at 4
weeks. These percentages of loss were similar to the Brn3a’RGC at the same time points. The
loss of the mRGC was higher in the supero-temporal area of the retina. However, this loss was not
sectorial, but was diffuse along the retina, and did not parallel the distribution of loss of the rest of
RGC. In the RGC layer, the loss of cells after OHT was selective for the RGC and did not affect
other cells of this layer. The retino-tectal innervation was significantly reduced at 10 days (55.7%)

and remained reduced until 14 weeks (46.6%).

In albino rat, OHT resulted in a sectorial loss of FG'RGC (78-84% at 12 and 15 days,
respectively). The number of Brn3a'RGC was significantly higher in both times of study, which
indicates that a significant proportion (=21-26%) of RGC survive in the retina with their impaired
retrograde axonal transport. The mRGC also presented a significant reduction of approximately 50-
51%, and this loss, as in mice, was diffuse. The intravitreal administration of BDNF increased the
Brn3a'RGC survival to 81% and 67% at 12 and 15 days, respectively, but had no effect on the
MRGC. The study of the inner retinal vasculature did not show any abnormality that could explain
the sectorial loss of RGC.

Conclusions

mMRGC are most abundant in the peripheral and supero-temporal regions of the retina of
the albino and the pigmented mouse and the vast majority of them project their axons to the
superior colliculi. In general, mMRGC do not express the transcription factor Brn3a. There is a type
of mMRGC that does not project its axon into the optic nerve and can be considered an interneuron

of the retina, perhaps related to the intrinsic pupil reflex.

In the pigmented mouse, two weeks after laser photocoagulation, a population of RGC
whose axonal transport is damaged survives in the retina and at 4 weeks these RGC degenerate.
MRGC die in the same proportion as the rest of RGC after OHT, but their topographical loss mainly
being diffuse and not sectorial, does not correlate with the topography of the rest of the population
of RGC. Damage caused after OHT is selective to RGC in the RGC layer and does not affect other
cells of this layer. The superior colliculi, major retinorecipient nuclei of the brain in rodents, receive
less than half of signal from the retina after OHT than in normal animals.

In albino rat, at 12 or 15 days after laser photocoagulation there is a loss of approximately
57% or 58% of the population of RGC and 50% or 51% of the population of MRGC, respectively.
The distribution of the surviving mRGC, as in mouse, differs from the distribution of the rest of
RGC. Intravitreal administration of BDNF before laser results in a rescue of approximately 39% or
26% of RGC in comparison with the controls treated with vehicle at 12 or 15 days after OHT,

respectively. The intravitreal administration of BDNF has no effect on the survival of the mRGC.
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Therefore, the data indicate that mMRGC are not more OHT-resistant than the rest of RGC and that

their response to neuroprotective therapies might differ from the general RGC population.
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XX



Abreviaturas

HTO:
i.p.:
IPP:
MLE:
MLI:
MTZ:
NO:
NOP:
NDS:
NRS:
NSQ:
NTG:
OHSt:

PBS:
PF:
PIO:

SD:
SE:

Sl

SNC:
SNO:
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STR:
TAR:

TX:
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Hipertension ocular

Intraperitoneal

Image-Pro Plus

Membrana limitante externa
Membrana limitante interna
Myelination transition zone
Nervio 6ptico

Ncleo de la oliva pretectal
Suero normal de burro
Suero normal de conejo
Nucleo supraquiasmético
Glaucoma normotenso
Metanosulfonato de hidroxistilbamidina

Tampoén fosfato salino (0,1 M; pH 7,2-7,4)
Paraformaldehido.

Presién intraocular

Segundos
Sprague-Dawley

Segmentos externos de los fotorreceptores
Segmentos internos de los fotorreceptores
Sistema nervioso central

Seccion del nervio 6ptico

Sistema nervioso periférico

Respuesta umbral escotépica

Transporte axonal retrégrado

Tritén

Vatios

Zona marginal ciliar de retina (ciliary marginal zone)
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vi) ORGANIZACION DE LA TESIS

Los objetivos generales de esta tesis son tres:

- Caracterizar la poblacion de las CGR melanopsinicas del ratén adulto pigmentado y
albino.

- Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO en ratdén pigmentado.

- Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO y su protecciéon con
BDNF en rata albina adulta.

En esta tesis se distinguen los siguientes capitulos: introduccion, objetivos, material y

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

La introduccion consta de varios apartados. En ellos se repasa la anatomia del ojo y el
sistema visual del roedor, animal de experimentacion utilizado en este estudio. Dentro de este
apartado se describe en profundidad la retina y sus poblaciones celulares y, en particular, las
CGR. También se describe el glaucoma y se detallan los modelos de experimentacion existentes,
sus ventajas e inconvenientes. El Gltimo apartado se centra en el neuroproteccion en el SNC vy las
terapias neuroprotectoras utilizadas en los modelos de degeneracién del sistema visual.

En el segundo capitulo se exponen de forma breve y concreta los objetivos de este trabajo

original y se justifica su realizacion.

El tercer capitulo corresponde a la descripcién del material y métodos utilizados para la
realizacion de la tesis. En este capitulo se describe detalladamente la organizacién de los grupos
de animales estudiados para realizar cada uno de los objetivos marcados. La metodologia
utilizada para la identificacion de las diferentes poblaciones celulares (trazadores neuronales
retrogrados y anterégrados, inmunohistoquimica y marcadores celulares), y los métodos de
analisis de imagen empleados. También se detallan las distintas técnicas empleadas, como son la
induccion de hipertension ocular en ratén y en rata, la inyeccion intravitrea, la toma de presién

intraocular y las técnicas de marcaje retrégrado y anterégrado.

El capitulo de resultados se divide en tres apartados principales correspondientes a cada
uno de los objetivos fundamentales. El primer apartado muestra los resultados de la
caracterizacion de las células ganglionares de retina que expresan melanopsina (CGRm) en la
retina de raton pigmentado y albino adulto. El segundo, los resultados de la afectacion de las
células ganglionares de la retina generales (CGR) y de las CGRm tras induccién de hipertension
ocular en el raton pigmentado adulto. En el tercer apartado se exponen los resultados obtenidos
de la afectacion de las CGR y de las CGRm tras induccion de HTO y su neuroproteccion mediante

la administracion intravitrea de BDNF en rata albina adulta. En cada uno de estos apartados, tras
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la descripcion analitica de los resultados, se incluyen las tablas, graficos e imagenes que ilustran y

documentan las observaciones realizadas.

El quinto capitulo corresponde a la discusion, en la que se analizan de forma critica los
resultados obtenidos y se comparan con los resultados obtenidos por otros autores en estudios
previos. Este capitulo esta dividido en tres apartados; el primero referido a la poblacién de CGRm
del ratén pigmentado y albino, el segundo, a la degeneracion de las CGR y las CGRm del ratén
pigmentado adulto tras HTO vy el tercero, a la degeneracion de las CGR y las CGRm de la rata

albina adulta tras HTO y su neuroproteccion con BDNF.

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

originales mas relevantes.

En la séptima y ultima parte, la bibliografia, se incluyen las referencias de los trabajos

cientificos consultados para esta tesis.

Por ultimo, se incluyen como anexos (I, Il y ) las tres publicaciones principales que recogen

gran parte de los trabajos experimentales presentados en esta tesis doctoral.
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vii) HALLAZGOS ORIGINALES

El desarrollo de este trabajo ha permitido documentar los siguientes hallazgos originales:

En referencia al estudio de las células ganglionares de retina melanopsinicas (CGRm) de

ratén albino y pigmentado adulto:

En esta tesis se ha caracterizado en profundidad la poblacién normal y la
distribucion de las CGRm ortotopicas y desplazadas en ratones albinos y
pigmentados adultos.

Se ha estudiado la co-expresién de la melanopsina con el factor de transcripcion
Brn3a. Ademas se han descrito unas interneuronas que expresan melanopsina, no

descritas previamente.

En referencia al estudio de la degeneracién de las células ganglionares de retina (CGR) y

de las CGRm en raton pigmentado adulto tras hipertension ocular (HTO):

En esta tesis se han estudiado los efectos de la HTO en la degeneracion de las
CGR y las CGRm del ratén pigmentado adulto.

En el estudio de la distribucién de las CGRm tras HTO, se observdé que su
distribucion no se correlaciona con la topografia del resto de la poblaciéon de CGR,
siendo principalmente difusa y no sectorial.

Se ha documentado que la muerte celular causada por el incremento de la presion
intraocular (P1O) en la capa de células ganglionares de retina (CGR) , es selectiva
de estas células y no afecta a otra poblacion celular en esta capa.

Se ha analizado que las regiones retinorecipientes del cerebro reciben menos de la

mitad de sefial procedente de la retina tras HTO que un ratén normal.

En referencia al estudio de la degeneracion de las CGR y de las CGRm en rata albina

adulta tras HTO y su neuroproteccion con la administracion del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF):

Se han analizado los efectos de la administraciéon intravitrea del BDNF en la
supervivencia de la poblacion de las CGR y de las CGRm.

Al igual que ocurre en raton, la distribucion de las CGRm supervivientes tras HTO,
se ha evidenciado que no se correlaciona con la topografia del resto de la poblacion

de CGR, siendo principalmente difusa y no sectorial.
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Il La administracion intravitrea de BDNF antes del laser produce un rescate de CGR

pero no tiene ningln efecto en la supervivencia de las CGRm.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANATOMIA DEL 0JO

El globo ocular es un 6rgano de estructura casi esférica, formada por tres capas
concéntricas: la tnica externa, la capa intermedia o Uvea y la capa mas interna o retina (Figura
1.1).
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Figura 1.1. Globo ocular. Esquema del globo ocular en el que estan representadas las capas que lo
componen: tunica externa, intermedia y retina. Modificada de Hubel (1999).

La tdnica externa esta formada en el polo anterior por la cérnea avascular, transparente
gracias a la disposicion de sus fibras de colageno, es la primera lente del sistema 6ptico ocular y
se encarga de refractar los rayos luminosos hacia el cristalino. A lo largo del resto del globo ocular,
la tdnica externa est4d formada por la esclerética, de naturaleza opaca y recubierta por la

conjuntiva. La union de estas dos estructuras se conoce como limbo esclerocorneal.
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La capa intermedia o Uvea esta formada en la parte posterior del globo ocular por la
coroides, que tiene como principal funcién aportar nutrientes a la retina més externa, ademas de
evitar la reflexién de los rayos luminosos hacia el exterior. En el polo anterior del globo ocular se
encuentra el cuerpo ciliar, que presenta pliegues en su superficie interna denominados procesos
ciliares, que segregan el humor acuoso, un liquido que rellena y nutre el segmento anterior del ojo,
por delante del cristalino. El cuerpo ciliar contiene el musculo ciliar, cuya contraccion permite el
abombamiento de cristalino por relajacion de las fibras zonulares o ligamento suspensorio, con el
fin de poder enfocar sobre la retina los objetos cercanos. A continuacion del cuerpo ciliar se
encuentra el iris, que es un disco opaco con un orificio central denominado pupila, situado entre la
cornea y el cristalino. Posee fibras musculares radiales y circulares, las cuales se contraen o se
dilatan dependiendo de la intensidad de luz, variando el tamafio de la pupila y permitiendo asi el

paso de luz hacia el interior del ojo.

La capa mas interna o retina es el elemento neural del globo ocular. Esta formada por
diversas capas neuronales que transforman la luz en impulso eléctrico, procesan y envian la

informacion visual al cerebro.

1.1.1. Organizacion histologica de la retina

La retina es una parte del cerebro que se ha segregado de él durante las etapas iniciales
del desarrollo, pero conserva sus conexiones por medio de un haz de fibras, el nervio 6ptico (NO).
La retina proviene, como el resto del sistema nervioso, del neuroectodermo y se forma a raiz de la
vesicula dptica. La capa externa de la vesicula forma el epitelio pigmentario, mientras que la
interna forma el resto de capas de la retina neurosensorial. Su facil acceso, unido a la posibilidad
de estudiar el procesamiento de la informacién en una porcion intacta del sistema nervioso central
(SNC), convierten a esta estructura en un modelo Unico y de gran utilidad para estudios
fisiologicos y morfoldgicos del sistema nervioso en general ( ). La retina es una
extension del SNC especializada en la captacién de estimulos luminosos que se encuentra alojada
en el polo posterior del globo ocular. Los ojos funcionan como camaras fotogréficas sencillas; la
cOrnea y la lente del cristalino forman en la retina una imagen invertida de los objetos que enfocan,
el iris hace de diafragma pues regula la cantidad de luz que pasa a través de la pupila y la retina
se corresponde con la pelicula fotografica sensible a la luz. La primera funcién de la retina consiste
en la captacion de la energia de las ondas electromagnéticas comprendidas en el espectro de luz
visible y su transformacion en energia eléctrica. Existen seis tipos neuronales en la retina:
fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, células interplexiformes, células amacrinas
y células ganglionares. Ademas de elementos neurales la retina estd formada por elementos

gliales, células de Miiller, astrocitos y células de microglia.

A la retina llega la energia electromagnética dentro del espectro visible (la luz) que las

células fotorreceptoras traducen en un impulso nervioso a partir de un cambio en el potencial de

3



Introduccion

membrana del fotorreceptor, esto se conoce como fototransduccion. La retina esta organizada en

diferentes capas (Figura 1.2), que del exterior al interior son:

— Epitelio pigmentario de retina (EPR), formado por una monocapa de células epiteliales que
limita externamente con la coriocapilar (capa mas interna de la coroides, altamente
vascularizada). Contiene numerosos granulos de pigmento responsable de los fenémenos
de absorcion y reflexion de la luz en el interior del ojo. Ademas se ocupa del soporte del
segmento externo de los fotorreceptores. Este epitelio no forma parte de la retina neural.

— Membrana limitante externa (MLE), formada por un entramado de complejos de union,
entre la region mas externa de las células de Miiller y entre éstas y los fotorreceptores.

— Capa de los segmentos externos (SE) e internos (SI) de los fotorreceptores, las células
receptoras de la luz.

— Capa nuclear externa (CNE), formada por los nlcleos de los fotorreceptores.

— Capa plexiforme externa (CPE), donde se producen la sinapsis entre fotorreceptores,
células bipolares, células horizontales y células interplexiformes.

— Capa nuclear interna (CNI), formada por los nucleos de las células bipolares, horizontales,
amacrinas, interplexiformes y células de Miiller.

— Capa plexiforme interna (CPI), donde se produce la sinapsis de células bipolares, células
ganglionares, células amacrinas y células interplexiformes.

— Capa de células ganglionares de la retina (CCGR), son las encargadas de enviar la
informacion visual procesada en la retina al cerebro por medio de sus axones.

— Capa de fibras nerviosas de la retina (CFN), formada por los axones de las células
ganglionares de retina.

— Membrana limitante interna (MLI), formada por los terminales de las células de Miiller.

Ademas de neuronas, existen otras poblaciones gliales de elementos no neural como las
células de Miiller, de gran tamafio, que se extienden a lo largo de toda la retina de manera radial
aportando sustento a las neuronas de la retina. También existen otros tipos celulares, los
astrocitos, de forma estrellada que se sitian en la capa de CGR rodeando a las fibras nerviosas y
a los vasos sanguineos ( ), y las células de microglia, de

naturaleza fagocitica y morfologia variable.
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Figura 1.2. Esquema representativo de las capas de la retina.Esquema de las capas de la retina y
sus partes correspondientes en una seccion de retina de rata pigmentada adulta (Imagen de la
derecha modificada de Hubel, 2000).

1.2. SISTEMA VISUAL DEL ROEDOR

El sistema visual del roedor presenta una serie de ventajas técnicas que hacen que sea

muy utilizado en estudios de neuroproteccién y neurodegeneracion. Algunas de estas ventajas
son:

- Laretinay el nervio 6ptico son parte del SNC, facilmente accesibles para la manipulacién
experimental.

- La poblacién de las células ganglionares, constituidas aproximadamente por 40.000 CGR
en raton pigmentado C57BL/6, y 50.000 CGR en ratdén albino Swiss (Salinas-Navarro vy
cols., 2009b) han sido bien caracterizadas funcional y morfolégicamente (Dowling, 2012).

- La aplicacion de trazadores neuronales (tanto retrégrados como anterdégrados) permiten la
identificacion de las CGR o sus terminales axonales en las regiones retino-tectales del
cerebro (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Avilés-Trigueros y cols., 2000).

Todas estas caracteristicas, junto con el hecho de que la retina de todos los mamiferos
tienen la mima estructura, han hecho que el sistema visual del roedor se haya empleado

ampliamente para estudiar los fenomenos de degeneracion neuronal inducida por lesion.

A continuacion, se detallan en profundidad dos poblaciones de neuronas fundamentales del
procesamiento visual en la retina, los fotorreceptores y las CGR.




Introduccion

1.2.1. Los fotorreceptores

Los fotorreceptores son neuronas presentes en la retina externa, cuya funcién es la
captacion y la transformacion de un estimulo luminoso en una sefial eléctrica (transduccién), y la
transmision de esta sefial a las células bipolares y/u horizontales para continuar el procesamiento
visual. Las retinas de los vertebrados tienen, al menos, dos tipos de fotorreceptores, bastones y
conos. Los bastones son sensibles a bajas intensidades de luz y visién nocturna (escotopica) y los
conos son sensibles a mayores intensidades luminicas y son responsables de la visién cromatica y
vision diurna (fotdpica). Morfolégicamente, los fotorreceptores tienen tres partes: el SE, el Sl, y el
terminal sindptico. El segmento externo es el responsable de realizar la fototransduccion y esta
formado por pilas de membranas que contienen los pigmentos visuales, la opsina de los bastones
y las opsinas de los conos. El segmento interno es el encargado de suministrar la energia y
renovar las moléculas que necesita el segmento externo, contiene el ndcleo y la mayoria de las
organelas citoplasmaticas; esta unido al segmento externo por un cilio de conexiéon. El terminal
sinaptico varia entre bastones o conos, y se denomina esférula o pediculo, respectivamente. Los
bastones son mucho més numerosos que los conos (la retina humana contiene 4-5 millones de
conos y 80-110 millones de bastones). Ademas, los bastones tienen mayor sensibilidad, aunque
los conos poseen una mayor resolucién temporal ( ). Los encargados de captar el
estimulo luminoso son las opsinas, o fotopigmentos, que se sitdan en los segmentos externos de

los fotorreceptores.

Estos fotopigmentos son distintos para bastones y para conos: los bastones expresan la
rodopsina, y los conos expresan una opsina especifica, dependiendo del tipo de conos y de la
longitud de onda a la que sea sensible. En humanos, existen tres tipos de conos, y cada cual tiene
su propia opsina: opsina azul, opsina verde y opsina roja. La rodopsina responde Optimamente a
longitudes de onda de 500 nm. Los conos, responsables de la percepcién cromética, deben
abarcar todo el espectro visible (380 - 780 nm) y por ello, cada opsina es mas sensible a una
determinada longitud de onda. La opsina azul responde a 450 nm y se conoce como opsina S (del
inglés “short-wavelength”), la opsina verde a 530 nm y se conoce como opsina M (“medium wave-

length”) y la opsina roja a 565 nm y se conoce como opsina L (“long wave length”) (

).

En los roedores, aparte de los bastones, existen solamente dos tipos de conos: los conos
S, que expresan la opsina S ( ) y los conos L, que
expresan la opsina L-M ( ). Por esto, los roedores no son sensibles a
longitudes de onda largas que los humanos si son capaces de percibir, como la luz roja. En
numerosos estudios utilizan esta luz para poder manipular al animal sin que éste perciba luz, y se

mantenga en “condiciones de oscuridad” (

).
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En nuestro laboratorio de Oftalmologia Experimental de la Universidad de Murcia, se han
caracterizado los segmentos externos de las poblaciones de fotorreceptores en rata y raton, y se
ha documentado la existencia de conos duales, los cuales expresan ambas opsinas (Sy L) (

). En la retina de rata (SD), los conos L son mas numerosos (231,736
+ 14,517) y estan distribuidos por toda la retina, con una mayor densidad en la zona dorsal. Los
conos S son menos numerosos (41,028 + 5,074) y se localizan principalmente en la zona ventral y
en la periferia de la retina. En esta especie, alrededor del 3% de los segmentos externos tienen

ambas opsinas y, por tanto, se les considera conos duales ( ).

En cambio, en el raton pigmentado, se ha documentado que el nimero de conos Ly S es
muy parecido (135,155 + 8,742 vs 119,616 * 8,756, respectivamente) y el 40% de ellos son duales
( ). Los conos L presentan una distribucion similar a la observada en la
retina de rata, con mayor densidad en la zona central de la retina; mientras que los conos S se

localizan preferentemente en la zona inferotemporal de la retina ( ).

Hasta hace una década se pensaba que en los mamiferos los fotorreceptores (conos y
bastones) eran las Unicas neuronas capaces de ser sensibles a los estimulos luminosos. Sin
embargo, actualmente sabemos de la existencia de un tercer tipo de neurona sensible a la luz en
la retina: las CGR intrinsecamente fotosensibles, también denominadas melanopsinicas (CGRm)
ya que expresan el fotopigmento melanopsina. Se trata de un subtipo de CGR que responde
directamente a la luz ( ). Sus propiedades se trataran en profundidad en el
apartado 1.2.3 de esta tesis.

1.2.2. Las células ganglionares de laretina (CGR)

Las CGR son las unicas neuronas eferentes de la retina, se encargan de recoger la
informacion visual procesada en la retina y la envian a través de sus axones, que forman el NO, al
cerebro para su procesamiento. La inmensa mayoria de las CGR se encuentran en la CCGR,

aunque una minoria, las llamadas células ganglionares desplazadas, se encuentran en la CNI

( )

Existen muchas clasificaciones de las CGR, dependiendo del tamafio del soma, de sus
conexiones dendriticas, de su estratificacion, de sus caracteristicas funcionales o moleculares. Se
han descrito hasta 22 subtipos de CGR en la retina del ratén adulto (

), una clasificacion similar a la descrita en el gato y hombre ( ).
Existen anticuerpos especificos que nos permiten identificar a una subpoblaciéon de CGR con una
determinada funcionalidad. Por ejemplo, podemos identificar el pigmento melanopsina que se
expresa en una determinada subpoblacién (CGRm) y que tiene funciones “no formadoras de

imagenes”, como la regulacién del tamafio pupilar o la sincronizacion de los ciclos circadianos

(
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2002). Otro ejemplo es la proteina Jam-B que se encuentra en un subtipo de CGR-OFF y

responden a la supraversién (movimiento hacia arriba de mirada) (Kim y cols., 2008).

La poblacién de CGR de roedores ha sido muy bien caracterizada por nuestro laboratorio
(Nadal-Nicolas y cols., 2009, 2012, 2014, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b) y debido a
gue con las técnicas actuales se puede estudiar el estado de sus somas, nicleos y axones, se
utiliza en muchos estudios de degeneracion de estas neuronas del SNC y su respuesta a

tratamientos de neuroproteccion.

1.2.2.1. Proyecciones de las células ganglionares de laretina

En mamiferos, la informacion visual procesada en la retina es conducida por los axones de
las CGR a los nucleos retinorecipientes del cerebro. A la salida del globo ocular, los axones
convergen para formar el NO, por donde llegan al quiasma 6ptico. En roedores, mas del 95% de
los axones de las CGR se decusan a nivel del quiasma (Lund, 1965; Perry, 1979; Drager y Olsen,
1981; Linden y Perry, 1983; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Nadal-Nicolas y cols., 2012)
conduciendo la mayor parte del procesado visual a la zona contralateral del cerebro. En el ser
humano, esta decusacion de axones es de alrededor del 50% de los axones. Las CGR del roedor
proyectan, principalmente, a seis regiones del cerebro, que son: nucleo supraquiasmatico, nucleo
Optico accesorio, nucleo pretectal, nicleo accesorio, nucleo geniculado dorsolateral y el CS
(Rodiek, 1979). En roedores, la principal region retinorecipiente es el CS o tectum Optico, donde
proyectan la inmensa mayoria de las CGR (Lund, 1965; 1969; Linden y Perry, 1983). Esta
estructura esta implicada en la generacion de respuestas integradas a estimulos visuales,

auditivos y somatosensoriales (para una revision ver Sefton y Dreher, 1985; Sefton y cols., 2004).

Los CS estan situados en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales al coliculo inferior
(Figura 1.3). Estan compuestos por varias capas, que del estrato mas superficial al mas profundo
son: stratum zonale, stratum griseum superficiale, stratum opticum, stratum griseum Intermediale,
stratum album intermediale, stratum griseum profundum, y stratum album profundum. Las tres
primeras capas, denominadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias retinianas y se
encargan de procesar estimulos visuales (Hofbauer y Drager, 1985; Sefton y Dreher, 1985; Sefton
y cols., 2004); mientras que las cuatro restantes procesan informacién auditiva y somatosensorial
(Stein, 1984).
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Figura 1.3. Localizacién de los coliculos superiores en el cerebro del ratén. Esquema de un corte
sagital del cerebro de ratén donde se muestra el CS (coliculo superior) como una protuberancia situada
en la parte dorsal del mesencéfalo, rostral al coliculo inferior (inferior colliculus) (Esquema modificado de
“The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y Franklin, 2001).

Los axones de las CGR que llegan a los CS, lo hacen a la capa mas inferior de las capas
visuales, el stratum opticum. Desde esta capa se extienden hacia las capas mas superficiales, el
stratum griseum superficiale (Beckstead y Frankfurter, 1983) y el stratum zonale en la que
arbolizan y forman terminales sinapticas. Los axones de las CGR se distribuyen en el CS en un
orden topogréafico muy preciso (Linden y Perry, 1983; Sauve y cols., 2001, 2002). De esta forma,
los axones de la retina nasal proyectan a la mitad caudal del CS, los de la retina temporal a la
mitad rostral, los de la retina superior a la parte lateral del CS, y los de la retina inferior a la parte

medial del CS (Figura 1.4) (Siminoff y cols., 1966; Linden y Perry, 1983; O'Leary y cols., 1986;
Simon y O"Leary, 1990; Sauvé y cols., 2001, 2002).
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SUP DORSAL ANT

Ny «

TEMP NAS TEMP LAT

INF VENTRAL POST

Figura 1.4. Esquema de las zonas correspondientes del campo visual en retina y coliculo superior en
roedor. Esquema donde se muestra la organizacion retinotopica que existe entre los diferentes puntos del
campo visual del ojo con la retina y las zonas de proyeccion en el coliculo superior contralateral. La figura nos
muestra un esquema de diferentes puntos en el campo visual del ojo derecho, que tienen puntos
correspondientes en retina derecha, y estas zonas de retina, proyectan a su vez a regiones especificas en el
coliculo contralateral (izquierdo). SUP: superior; NAS: nasal; TEMP: temporal; INF: inferior; ANT: anterior;
LAT: lateral; MED: medial; POST: posterior (Modificado de Sefton y cols., 2004).
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1.2.2.2. Identificacion de las células ganglionares de la retina

Las CGR se utilizan como modelo para estudiar los cambios degenerativos asociados a la
lesion axonal en el SNC y las propiedades neuroprotectoras de diversas sustancias. Para poder
conocer con exactitud tanto la proporcion de CGR que mueren tras una lesion como la que
sobrevive tras un tratamiento determinado, es muy importante su identificacién para diferenciar
estas células de las células amacrinas desplazadas, ya que ambos tipos celulares se encuentran
en la CCG. Para la identificacion de las CGR existen diferentes procedimientos que detallaremos a

continuacion.

1.2.2.2.1. Identificacion morfolégica por medio de microscopia 6ptica

La identificacion de las CGR por su morfologia utilizando tinciones clasicas, como la
hematoxilina/eosina o el azul de metileno, ha sido muy utilizada, pero debido a la falta de
discriminacién entre las CGR y las células amacrinas desplazadas en la capa de CGR (Villegas-
Pérez y cols., 1988) este sistema no es del todo exacto. Ademas, en roedores, estas células
pueden llegar a comprender casi el 50% de las neuronas que se localizan en la capa de CGR
(Perry, 1981).

1.2.2.2.2. Marcaje retrégrado con trazadores neuronales

Para la identificacién de las CGR se han usado distintos trazadores retrégrados, aplicados
de distintas formas y en distintos lugares de la via visual, dependiendo del estudio a desarrollar.
Este método de marcaje permite, colocando el trazador neuronal correspondiente en el centro de
proyeccién de las CGR, marcar toda la poblacion a estudiar (revisado en Vidal-Sanz y cols., 2012).
El trazador se transporta retrogradamente por los axones de las CGR desde el centro de
proyeccién hasta el soma celular. Para identificar la inmensa mayoria de las CGR, en rata y raton,
los trazadores son aplicados en los CS, bien estereotaxicamente, o bien sobre su superficie
completa, como. También pueden aplicarse en el mufién del NO o alrededor del mismo (Salinas-
Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-Nicolas y cols., 2012, 2015), para trazar la poblacién
retinofugal completa. Otra técnica recientemente descrita por Nadal-Nicolds y colaboradores
(2015), muestra el marcaje retrogrado de FG con la inyeccién estereotaxica de FG en el tracto

Optico.

Se han utilizado distintos tipos de trazadores neuronales para marcar las CGR: la
peroxidasa de rabano (HRP; horseradish peroxidase) (Perry, 1981); las carbocianinas como: Dil
(Vidal-Sanz y cols., 1988), 4Di-10ASP (Thanos, 1993; Lafuente y cols., 2001); el Fast Blue (Vidal-
Sanz vy cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988); las rodaminas (Thanos vy cols., 1987),
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principalmente el dextrano de tetrametil rodamina (DTMR) (WoldeMussie y cols., 2001); y el
Fluorogold (FG) o su andlogo, el metanosulfonato de hidroxistilbamidina (OHSt) (Mansour-Robaey
y cols., 1994; Sellés-Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2001; Lafuente y cols., 2002a;
Nadal-Nicolas y cols., 2009, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols.,
2011). El ndmero y la distribucion espacial de las CGR trazadas con FG y OHSt colocados tanto
en los CS como en los NO, han sido muy bien caracterizados por nuestro grupo (Nadal-Nicolas y
cols., 2009, 2012, 2015; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y cols., 2011;
Vidal-Sanz y cols., 2012).

1.2.2.2.3. Inmunodeteccion

Se puede realizar el marcaje de las CGR utilizando la inmunodeteccibn mediante
anticuerpos contra proteinas que se expresan en estas células. Se han descrito varias proteinas

gue se expresan especificamente en las CGR:

e Thy-1. Es una proteina de superficie celular que se expresa en las CGRs de la retina de
roedores (Barnstable y Drager, 1984; Perry y cols., 1984). Leung y colaboradores (2008)
han descrito que la expresion de proteina fluorescente azul cian (CFP, cyan fluorescent
protein) bajo el promotor de Thy-1 marca el 96,1% de la poblacién de CGR de raton. La
proteina Thy-1 ha sido utilizada como marcador de CGR en modelos experimentales de
isquemia y excitotoxicidad (Nash y cols., 1999). Sin embargo, otros estudios posteriores
han documentado una disminucién de la expresion de Thy-1 después de una lesién, sin
gue suponga la muerte o desaparicién de las CGR, tanto en modelos de lesion inducida
por glaucoma experimental (Schlamp vy cols., 2001; Huang y cols., 2006) como en
modelos experimentales de seccion o aplastamiento del NO (Schlamp vy cols., 2001;
Chidlow y cols., 2005). Otros estudios indican que la proteina Thy-1 no se expresa en
todos los subtipos de CGR (Huang vy cols., 2006) y que, a consecuencia de la lesion,
también se expresa en las células de Miller (Dabin y Barnstable, 1995). Por lo tanto, estos
datos sugieren que esta proteina no es un marcador de CGR recomendable en modelos

experimentales de lesion.

e Proteinas Bex1y Bex2. Estas proteinas se expresan en los somas y en los axones de las
CGR (Bernstein y cols., 2006). El hecho de que marquen también los axones de las CGR,
hace imposible su cuantificacién automatica, por lo que son poco utilizadas en los estudios

de poblacién.

e Rbpms. Es una proteina de la familia de “proteinas de union a RNA” que ha sido
estudiada como marcador de las CGR en modelos de excitotoxicidad, aplastamiento del
NO e hipertensibn ocular (Kwong vy cols., 2010, 2011, 2013). Se expresa

aproximadamente en el 99,5% de las CGR que son trazadas con FG.
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NeuN. La proteina nuclear NeuN es especifica de neuronas y se expresa en la mayoria de
las neuronas del SNC (Mullen y cols., 1992). En retina, se expresa mayoritariamente en
las CGR y ha sido utilizada como marcador de éstas en distintos modelos de lesion (\Wang
y cols., 2000; Buckingham vy cols., 2008). Sin embargo, esta proteina también marca las
células amacrinas desplazadas en la CCGR, que forman aproximadamente el 50% de las
neuronas de esta capa. Este hecho hace que no sea un marcador especifico de CGR y

cada vez estd mas en desuso.

Factores de transcripcion con dominio POU clase IV (Pou4f) o Brn3 (brain-specific
homeobox 3). Estos factores de transcripcion se expresan en las neuronas sensoriales, y
juegan un papel importante en el desarrollo, diferenciacion y supervivencia de las mismas.
En la retina de roedor adulto, los factores de transcripcion Brn3 se expresan Unicamente
en las CGR (Xiang y cols., 1993, 1995; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y
cols., 2011, 2013b). Dentro de la familia de Brn3 se diferencian tres miembros: Brn3a
(POUA4f1), Brn3b (POU4f2) y Brn3c (POU4f3). Todos ellos se expresan en mayor o menor
medida en las CGR, en algunos casos se co-expresan a la vez y cada uno de ellos tiene
un papel diferente en el desarrollo de las CGR (Badea y Nathans, 2011; Badea y cols.,
2012; Nadal-Nicolas y cols., 2012).

El Brn3a se encarga de controlar la estratificacion dendritica dentro de las CGR
(Badea vy cols., 2009). Estudios en nuestro laboratorio muestran que, en rata adulta, el
Brn3a se expresa en el 92,2% de la poblaciéon total de CGR que son marcadas
retrogradamente con Fluorogold (FG) (Nadal-Nicolas y cols., 2009) y en ratén pigmentado
en el 85,6% (Galindo-Romero y cols., 2011). Ademas, un punto muy importante a favor de
este marcador, es que la expresion de Brn3a permanece en las CGR mientras éstas estén
vivas y su patrén de expresién no cambia tras una lesion, por ejemplo, tras axotomia del
NO o HTO. Por lo tanto, se considera un buen marcador de CGR para el estudio del curso
temporal de muerte neuronal en distintos modelos de lesién experimental, como la seccion
o0 aplastamiento del NO (Nadal-Nicolas vy cols., 2009; Galindo-Romero vy cols., 2011,
2013b), hipertension ocular (Salinas-Navarro vy cols., 2010), o las degeneraciones
retinianas (Garcia-Ayuso vy cols., 2010, 2011) y en el estudio de su supervivencia tras la
administracion de un tratamiento neuroprotector (Sanchez-Migallon y cols., 2011; Galindo-
Romero y cols., 2013b).

El Brn3b esta involucrado en la diferenciacién, en la supervivencia y en la
formacion de axones de las CGR. En ratones modificados genéticamente que no
contienen esta proteina Brn3b, las células que empiezan a diferenciarse en CGR acaban
por diferenciarse como células amacrinas u horizontales, por lo que el numero final de
CGR en un animal adulto, después de la diferenciacion, se reduce hasta en un 30%
(Badea vy cols., 2009). Algunos estudios documentan que la proteina Brn3b marca la

totalidad de las CGR de raton (Leahy y cols., 2004; Buckingham vy cols., 2008) y rata
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(Leahy vy cols., 2004; Bernstein y cols., 2006), aunque se ha de constatar un error en
dichos articulos, ya que realmente estaban usando el marcador Brn3, que engloba las
proteinas Brn3a, Brn3b y Brn3c. En nuestro laboratorio hemos descrito que en rata, la
proteina Brn3b se expresa en aproximadamente el 65% del total de las CGR (Nadal-
Nicolas y cols., 2012).

El Brn3c esta implicado en la diferenciacion de las proyecciones ipsilaterales de
las CGR (Nadal-Nicolas y cols., 2012). Es el factor de transcripcién de la familia Brn3 que
se expresa en menor proporcién tanto en rata como en ratén. En rata se expresa
aproximadamente en el 51% del total de las CGR (Nadal-Nicolas y cols., 2012) y en ratén

aproximadamente en el 30% (Xiang y cols., 1995).

e Melanopsina. Es una proteina descubierta por Provencio y colaboradores (1998, 2000),
gue se expresa Unicamente en la subpoblacion de CGR que son sensibles a la luz
(CGRm). Como uno de los objetivos de esta tesis es caracterizar esta poblacién celular en
la retina de ratdn pigmentado y albino adulto, sus propiedades estan detalladas mas
adelante (ver apartado 1.2.3).

1.2.2.2.4. Hibridacion “in situ”: Gamma-sinucleina

Otra técnica que se utiliza para marcar las CGR es la hibridacion in situ que, en vez de
identificar una proteina, identifica su ARNm. Esta técnica se utiliza en la deteccion del ARNm de la
y-sinucleina, una proteina especifica de las CGR y que se expresa mayoritariamente en sus
somas y en menor medida en sus axones. Aunque esto dificulta en parte su cuantificacion, su uso
es cada vez mas comun (Surgucheva y cols., 2008; Soto y cols., 2008, 2011; Nguyen y cols.,
2011).

1.2.2.3. Cuantificacién de las células ganglionares de laretina

A la hora de evaluar lesiones o tratamientos neuroprotectores sobre la poblacién de CGR
es muy importante la cuantificacion de las mismas, y que esta cuantificacién sea lo mas objetiva,

fiable y reproducible posible entre diferentes retinas y grupos experimentales.

La cuantificacion de la poblacibn de CGR se ha realizado en distintas especies de
animales de experimentacion y en diferentes modelos experimentales de dafio retiniano, como por
ejemplo, en isquemia-reperfusion (Lafuente y cols., 2001, 2002b; Lam vy cols., 1997; Sellés-
Navarro y cols., 1996; Vidal-Sanz y cols., 2000), aplastamiento del nervio 6ptico (NO) (Yoles y
cols., 1999; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero y
cols., 2013a), seccién del NO (Vidal-Sanz y cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1988; Peinado-
Ramon y cols., 1996; Nadal-Nicolas y cols., 2009), excitotoxicidad (Vorwerk vy cols., 1996),
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degeneracion retiniana (Garcia-Ayuso vy cols., 2010, 2011) o modelos de hipertension ocular
(Laquis y cols., 1998; Sawada y Neufeld, 1999; Salinas-Navarro y cols., 2010; Vidal-Sanz y cols.,
2012; Ortin-Martinez y cols., 2015).

Existen numerosos métodos de cuantificacion de CGR y uno difiere en la técnica utilizada
para su identificacion. Podemos diferenciar entre métodos de contaje manuales y métodos de
contaje automaticos. También podemos diferenciar los métodos entre contajes de CGR totales o
estimaciones en funcién de las CGR contadas por unidad de superficie en determinadas areas. A

continuacion se detallan varios de los métodos mas utilizados:

e  Cuantificacion indirecta de CGR por contaje del nUmero total de axones en el NO.

Dado que en mamiferos las CGR proyectan su axén fuera de la retina formando el NO,
podemos asumir que cada axon se corresponde con una CGR. El contaje de axones en secciones
de NO es un método muy utilizado a la hora de estimar el nimero total de CGR. Estudios previos
basados en el contaje de axones estiman un nimero total de CGR en rata entre 96.200 y 118.300
(De Juan vy cols., 1978; Forrester y Peters, 1967). Las estimaciones en ratén calculan que el

namero de axones y, por tanto, de CGR, es de 64.746 (Honjin y cols., 1977).

. Cuantificacion manual de CGR.

Esta forma subjetiva de cuantificar el nimero de CGR es menos exacta que la
cuantificacion total de la retina, pero muy Util para estimar una poblacién numerosa determinada.
Se realiza mediante el calculo de su densidad media tras el contaje manual de varias areas de
muestreo estandar preestablecidas (Villegas-Pérez y cols., 1988, 1993; Sellés-Navarro y cols.,
1996; Peinado-Ramaon y cols., 1996) en montajes globales de retina. El principal problema de este
método es que la poblacion de CGR no es uniforme a lo largo de la retina, por lo que las
densidades varian dependiendo de dénde se tomen las areas de muestreo. Otro inconveniente
para validar este método, al ser totalmente subjetivo, es que hacen falta, al menos, los contajes de

tres investigadores.

. Cuantificacién automatica de las CGR.

Este método permite cuantificar objetivamente la totalidad de la poblacién de CGR de rata
y raton. Depende de la técnica empleada para la deteccion de las CGR, pero se puede aplicar
tanto para contar células trazadas retrégradamente (Danias y cols., 2002; Salinas-Navarro y cols.,
2009a, 2009b), inmunodetectadas con Brn3a (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero vy
cols., 2011, 2013a), o identificadas con y-sinucleina (Soto y cols., 2008; Nguyen y cols., 2011).
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Estudios previos del laboratorio, han caracterizado el nimero medio de CGR trazadas con
FG desde los CS (81.486 = 4.340) o inmunodetectadas con Brn3a (83.449 * 4.541) en la rata
albina SD (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a) y el nimero medio de
CGR trazadas con OHSt desde los CS (cepa albina Swiss: 41.192+3.395; cepa pigmentada
C57BI/6: 48.733 + 3.954) o inmunodetectadas con Brn3a (cepa albina Swiss: 47.211 + 1.346; cepa
pigmentada C57BL/6: 34,697 + 1.821) en ratones (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-
Romero y cols., 2011, 2013b).

Al interpretar los datos obtenidos de los contajes de las CGR marcadas retrégradamente
con FG u OHSt, o inmunodetectadas con Brn3a, hay que considerar diferentes aspectos. Si una
CGR esta marcada retrogradamente con FG u OHSt significa que su transporte axonal retrégrado
es funcional; ya que su actividad es necesaria para que el trazador llegue al soma de la CGR. En
cambio, si una CGR es inmunodetectada con Brn3a no nos da informacién de su estado axonal,
pero nos dice si dicha célula esta viva, ya que el Brn3a es una proteina endégena que deja de
expresarse en las CGR cuando éstas entran en apoptosis (Nadal-Nicolas y cols., 2012). La
inmunodeteccién tiene ciertas ventajas en comparacion con el uso de trazadores, ya que no es
necesario someter al animal a ninguna cirugia previa a su procesado y permite realizar un estudio
de curso temporal de muerte mas efectivo (Nadal-Nicolas y cols., 2009, 2012; Galindo-Romero vy
cols., 2013b). Por tanto, la utilizacion de ambos métodos en un mismo animal es muy util, ya que
permite estudiar el estado funcional del transporte axonal y la supervivencia en modelos de lesion
del nervio 6ptico o de hipertensién ocular; p. ej. usando ambos métodos nuestro grupo ha descrito
gue en modelos de hipertension ocular hay primero una pérdida del transporte axonal seguida de
muerte de CGR (Salinas-Navarro y cols., 2010; Galindo-Romero y cols., 2013b).

1.2.2.4. Mapas de distribucion espacial de las células ganglionares de la retina

El estudio de la distribucion espacial de las CGR en la retina es muy importante para
estudiar cualquier lesiébn o degeneracién de las mismas. Por ello, en nuestro laboratorio se han
disefiado y desarrollado rutinas informaticas que utilizan los datos de cuantificacion automética de
las CGR por areas de interés a lo largo de toda la retina y los traduce en densidad (CGR/mmz).
Esta técnica permite obtener mapas de isodensidad detallados de las CGR, que muestran de
manera fidedigna la distribucion de la densidad de las CGR en retinas de rata (Nadal-Nicolas y
cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a) y ratén (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-
Romero vy cols., 2011). Esta herramienta posibilita realizar mapas de distribucion de las CGR
trazadas con FG u OHSt (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero vy cols., 2011,
2013) o inmunodetectadas con Brn3a (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2011,
2013). Con ayuda de estos mapas se ha podido caracterizar el patrén de distribucion de las CGR
en la retina, y como vemos en la Figura 1.5, la distribucién no es homogénea a lo largo de la
retina y existe una mayor densidad de CGR en el area dorsal de la retina a lo largo del eje naso-

temporal, aproximadamente a 1 mm del NO; este area también es conocida como estria visual
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(Figura 1.5) (
).

Estos mapas de distribucion permiten estudiar si una lesion afecta de forma homogénea a

toda la retina, como ocurre en la lesion de NO por axotomia (
) o si por el contrario, la pérdida de CGR es selectiva para areas concretas
( ). De la misma forma, estos mapas pueden servir para determinar si
un tratamiento neuroprotector aumenta la supervivencia de las CGR en toda la retina o solamente

en algunas regiones de ésta ( ).

Figura 1.5. Distribucion de las CGR trazadas con OHSt desde los coliculos superiores en raton. En
estos mapas de isodensidad podemos ver la distribucion de las CGR en un montaje global de una retina
derecha (A) y una izquierda (B). Se puede observar que las CGR no se distribuyen homogéneamente por
toda la retina y que hay una zona de mayor densidad en la hemirretina superior. Estos mapas se generan
en base a la densidad de CGR en cada una de las 36 divisiones de cada fotografia individual que compone
el fotomontaje (154 fotos por retina), y se asigna a cada densidad un cédigo de color que va desde 0 (azul)
a 5.625 o mas (rojo) CGR/mm? (modificada de Salinas-Navarro y cols., 2009b). S= superior, T= temporal,
N= nasal, I= inferior. Barra= 1mm.

1.2.3. Las células ganglionares de la retina melanopsinicas (CGRm)

Ademas de las funciones puramente visuales del ojo relacionadas con la formacién de
imagenes y la percepcion visual, existen otras funciones que se desencadenan en respuesta a la
luz como son el reflejo pupilar y la sincronizacion del ritmo circadiano. Las funciones son
conocidas como “extravisuales”, o sistema visual no formador de imagenes. Los ritmos circadianos
son ciclos biolégicos enddégenos que regulan y sincronizan nuestro cuerpo con la luz solar durante
las 24 horas del dia. Los ritmos circadianos se mantienen incluso cuando el organismo esta
privado de luz o de sefiales ambientales que marcan los cambios de horario, lo que indica que se
mantienen por la actividad de un reloj endégeno. El proceso por el que se acompasa nuestro reloj

enddgeno con los ciclos de luz/oscuridad se conoce como sincronizacion a la luz y permite regular
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funciones como por ejemplo el suefio, mantener la temperatura corporal, regular los niveles
hormonales y otros procesos fisiologicos que sufren variaciones a lo largo del dia (

).

Hasta hace unos afios, se pensaba que, en mamiferos, las Unicas células capaces de
estimularse ante la luz, y por tanto fotosensibles, eran los fotorreceptores clasicos, conos y
bastones. Asi, se consideraba que los fotorreceptores eran los encargados de gestionar tanto la
funcién visual formadora de imagenes como la no formadora de imagenes. Clyde Keeler en 1928,
documentd que en ratones debia existir otro tipo de células fotosensibles, aparte de los conos y
bastones. Observé que en ratones con degeneracion de las capas externas de la retina, donde
residen los nicleos de los fotorreceptores y, por tanto, funcionalmente ciegos, ain se podian
registrar reflejos pupilares en respuesta a la luz ( ). Estudios posteriores
documentaron coOmo esta estirpe de ratones eran capaces de modificar o readaptar sus ritmos
biolégicos conforme varian los ciclos de luz y oscuridad ( ). Sin embargo,
esta capacidad desaparecia en ratones que habian sido enucleados o sufrian un dafio o una
degeneracion de las CGR ( ). El descubrimiento de las CGR que expresan
melanopsina (CGRm) ( ), permitié explicar estos
hechos. Asi, en las retina de mamifero, existe otro tipo de células fotosensibles que son las CGRm
gue, junto con los fotorreceptores (encargados de la funcién visual), forman vias paralelas, y

actian en el sistema visual no formador de imagenes y formador de imagenes, respectivamente

( )-

La melanopsina, un fotopigmento homélogo a la rodopsina y la opsina de conos, fue
descubierta por Provencio y colaboradores ( ) en los melanéforos dérmicos de la rana africana
(Xenopus laevis), es responsable de la redistribucion del pigmento en la piel en respuesta a la luz
( ). Este mismo autor también documenté la presencia de melanopsina en
una subpoblacion de CGR en roedores, las CGRm ( ). La expresion de la
melanopsina es responsable de que esta subpoblacion de células ganglionares posea la
capacidad de estimularse directamente por la luz. La sensibilidad de las CGRm es mucho menor
gue la de los fotorreceptores, su sefial es mas lenta, muestran una baja resolucion espacial y son
sensibles a 480 nm de longitud de onda ( ). Por ejemplo, para regular el ciclo
circadiano la intensidad luminosa debe ser mayor que para la funcién puramente visual (

). En los dltimos afios se estd documentado la participacién de las CGRm en otras

funciones visuales como la discriminacion del brillo ( ).

En embriones de rata, la melanopsina empieza a ser detectada a partir del dia 18 de
gestaciébn y comienza a responder a la luz en el momento del nacimiento. En cambio, los
fotorreceptores clasicos, conos y bastones, comienzan a responder a la luz el dia 10 después del
nacimiento. Este hecho puede deberse a la necesidad de adaptacion de los mamiferos a los

ritmos circadianos de luz y oscuridad incluso antes de tener percepcion visual (

)
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El gen de la melanopsina es el OPN4 y en la rana africana (Xenopus Laevis) se expresa
en el ndcleo supraquiasmatico (NSQ), en las células horizontales de la dermis y en el o0jo, en el
epitelio pigmentario de la retina y en el iris. En mamiferos, este gen ha sido estudiado en varias
especies como el raton, la rata, el mono o el ser humano, su expresion ha sido localizada
Unicamente en la poblacién de CGRm (Xue y cols., 2011). La melanopsina tiene una estructura de
aminoacidos de 7 dominios transmembrana, al igual que las opsinas de los fotorreceptores, que se
unen a una proteina G, encargada de la transduccion de la sefal. En cambio, la fototransduccion
de la melanopsina se realiza por la despolarizacion de membrana, un proceso similar al de las
opsinas de los invertebrados, a diferencia de la fototransduccidon de conos y bastones, que se
produce por hiperpolarizacién (Davies y cols., 2010).

La duda existente sobre qué células eran las encargadas del sistema visual no formador
de imé&genes quedo resuelto con el descubrimiento de las CGRm (Berson y cols., 2002; Hattar y
cols., 2002). En rata y raton, las CGRm constituyen aproximadamente el 2-3% de la poblacién total
de CGR vy su distribucién no es homogénea en la retina; son mas abundantes en la zona supero-
temporal (Nadal-Nicolas y cols., 2012, 2014; Galindo-Romero vy cols., 2013b). La melanopsina se
expresa mayoritariamente en el soma, la membrana y dendritas de las células. Las CGRm se
encuentran en la CCGR y, en menor proporcién, en la CNI (Hattar y cols., 2002; Jain y cols., 2012;
Nadal-Nicolas y cols., 2014) y forman extensas conexiones con sus dendritas dentro de la capa
plexiforme interna (CPI) (Hattar y cols., 2002; Provencio y cols., 2002; Berson, 2003).

1.2.3.1. Proyecciones de las células ganglionares de retina melanopsinicas

Las CGRm proyectan sus axones a nucleos cerebrales diferentes de los que proyecta la
poblacién de CGR que no expresan melanopsina (Figura 1.6). Las CGRm envian la mayoria de
sus axones a través del tracto retinohipotaldmico al nacleo supraquiasmatico (NSQ). EI NSQ es el
ndacleo encargado de la sincronizacion y regulacion de los ritmos circadianos mediante la
estimulacion de la secrecion de melatonina por la glandula pineal (Gooley y cols., 2001; Hannibal y
cols., 2002), esta formado por un conjunto de neuronas del hipotadlamo medial, en su parte central,
gue conforman este marcapasos o reloj interno (enddgeno). A este ndcleo proyectan menos del
1% de los axones del total de la poblacion de las CGR (Provencio y cols., 1998) a través del tracto
retinohipotalamico, via por la que también discurre el sistema para la formacion de imagenes
(Moore y cols., 1995).
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Figura 1.6. Principales proyecciones neuronales de las CGRm de raton. Los axones de las CGRm
(azul oscuro) proyectan principalmente al nicleo supraquiasmatico (NSQ), encargado de la regulacion de
los ritmos circadianos, y una minoria a la lamina intergeniculada lateral y nucleo de la oliva pretectal
(NOP), encargado del reflejo pupilar. Ademas, existen circuitos sinapticos (haranja) que se originan en el
NSQ hacia el nucleo paraventricular, el nicleo intermediolateral, y el ganglio cervical superior. A su vez, el
NOP establece conexiones con el nicleo de Edinger-Westphal que a su vez conecta con el ganglio ciliar y
éste inerva el musculo del iris (azul claro) (Modificada de Berson, 2003).

La actividad de este nucleo viene definida por factores externos, sobre todo la variacién de
luz que llega al ojo. Se ha demostrado que los ritmos circadianos, y por tanto el reloj interno,
sufren cambios con la edad y varia de jovenes a adultos (Biello vy cols., 2009). Ademas de al NSQ,
estas células también proyectan a la lamina intergeniculada y al nicleo de la oliva pretectal, que
es el responsable del reflejo pupilar. También se ha descrito la proyeccion de las CGRm a otras
areas del cerebro, como el area preéptica ventrolateral (que regula el suefio), la zona hipotalamica

subparaventricular, el ndcleo geniculado ventro-lateral y el CS (Hattar y cols., 2006).

1.2.3.2. Tipos células ganglionares de retina melanopsinicas

Segun la bibliografia, se distinguen 5 tipos de células ganglionares melanopsinicas (M1-
M5) (Figura 1.7). Esta clasificacion viene determinada segun sus conexiones dendriticas en la
capa plexiforme interna, el tamafio de su soma y sus proyecciones al cerebro (Berson y cols.,
2010; Ecker y cols., 2010; Schmidt y cols., 2011; Jain y cols., 2012; Karnas y cols., 2013). En la
Tabla 1.1 se puede ver en detalle las caracteristicas de cada uno de los subtipos. Las CGRm mas
comunes son las denominadas M1, que sinaptan con la sublamina externa de la capa plexiforme
interna y su axén proyecta al CS, y/o a NOP y/o a NSQ (Karnas y cols., 2013). Este subtipo de
células melanopsinicas tienen el soma mas pequefio que el resto y muestran un marcaje fuerte y

claro con el anticuerpo anti-melanopsina (Karnas vy cols., 2013). Las M2, son mucho menos
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numerosas, pero son mayores en tamafo. Tienen conexiones dendriticas en la sublamina interna
de la capa plexiforme interna, y su marcaje es mucho mas tenue que las M1. Las M3 se
caracterizan por tener conexiones dendriticas tanto con la sublamina interna como con la externa
de la capa plexiforme interna. El resto de tipos son menos numerosos y estdn menos
caracterizados. Los subtipos M4 y M5 no expresan cantidades detectables de melanopsina.

+/+

Fueron identificadas usando un animal transgénico (tau-lacZ™"), el cual es modificado para
reemplazar el gen que codifica la melanopsina (opn4) por el tau-lacZ. Los autores pudieron
identificar las CGRm por medio de la B-galactosidasa que es una proteina que codifina el gen tau-
lacZ (Hattar y cols., 2006). Por lo tanto, en este trabajo hemos analizado Unicamente las GRm M1-

M3.

1.2.4. Zona marginal ciliar (ZMC) de retina

La zona marginal ciliar (ZMC) de retina se encuentra en la parte mas periférica de la retina
(=100 pum espesor). En esta region se encuentran tanto células madre como progenitoras, y estan
presentes en retinas en desarrollo y adultas (Viczian, 2013). En esta zona de la retina residen
CGR, y algunas de ellas expresan melanopsina. Semo y colaboradores (2014) observaron que
estas CGRm, tenian un arbol dendritico muy caracteristico, sobre todo en la region nasal de la
retina. Estos autores postulan que podrian mandar su axén al cuerpo ciliar o al iris y asi intervenir

en la respuesta pupilar intrinseca del ojo ante un estimulo luminoso.
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Figura 1.7. Esquema de los tipos de CGRm, sus conexiones dendriticas y sus proyecciones.
Modificada de Schmidt y cols., 2011. NSQ: Nucleo supraquiasmatico. NOP: Nucleo de la oliva pretectal.
NGL: Nucleo geniculado lateral. CS: Coliculo superior. SE: Segmentos externos de los fotorreceptores.
CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPl: Capa

plexiforme interna. CCGR: Capa de células ganglionares de retina.

Conexion
; » Campo Tamafno de »
Tipo de CGRm dendritica en capa » Proyeccion
; dendritico soma
plexiforme

Sub-lamina CS, NOP,
M1 <M2, M4 <M2, M4

externa NSQ

Sub-lamina CS, NOP,
M2 >M1, <M4 <M4

interna dLGN

Sub-lamina )
M3 ) =M2 =M2 Desconocido

externa e interna

Sub-lamina CS, NOP,
M4 ) >todos >todos

interna dLGN

Sub-lamina Pequefio y ) CS, NOP,
M5 ) ) ) Desconocido

interna simétrico dLGN

Tabla 1.1. Clasificacion, propiedades morfoldgicas y proyecciones de las distintas clases de
CGRm. Schmidt y cols., 2011.
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1.3. EL GLAUCOMA

El glaucoma es una neuropatia optica que se caracteriza por ser una enfermedad
neurodegenerativa, que cursa con degeneracion progresiva de las CGR, una excavacion y palidez
progresivas de la papila, y los correspondientes defectos en el campo visual que evolucionan de

forma caracteristica ( ).

1.3.1. Clasificacioén

Existen diversas formas de clasificacion para los multiples tipos de glaucoma:

- Seguln la localizaciéon de la causa que impide el correcto drenaje del humor acuoso:
glaucomas pretrabeculares cuando la causa es un obstaculo delante del trabeculum,
glaucomas postrabeculares cuando se debe a un aumento de la presion de las venas
epiesclerales o, los mas frecuentes, los glaucomas trabeculares debidos a una resistencia
localizada en el mismo trabeculum.

- Segun la edad de comienzo: congénito, infantil, juvenil o adulto.

- Segun el origen: glaucoma primario si no esta relacionado con otras patologias conocidas
o glaucoma secundario si es debido a que si existe relacion.

- Segun la amplitud del angulo formado por la raiz del iris y la cérnea (angulo iridocorneal):
glaucoma de angulo cerrado, en los que las dos estructuras estan en contacto, o

glaucoma de angulo abierto, en los que existe separacion (estos son los mas comunes).

1.3.2. Epidemiologia

La prevalencia del glaucoma crénico simple es del 1,5-2% de la poblacion en individuos
mayores de 40 afios y aumenta entre las personas con edad superior a los 60 afios. Se estima
gue 4,5 millones de personas en el mundo son ciegas debido al glaucoma, constituyendo el 12,3%
de la ceguera global ( ). Se calcula que en Espafia hay unos 800.000 afectos. Es la
segunda causa de ceguera en los paises desarrollados y la principal causa de ceguera prevenible

en el mundo ( ).

Se desconoce la causa que provoca el glaucoma (
); sin
embargo, entre los factores de riesgo nos podemos encontrar los siguientes, revistiendo especial

importancia los tres primeros:

1. Presion intraocular (P10): el aumento de la PIO es el factor de riesgo mas importante para
padecer glaucoma, el Unico sobre el que podemos actuar para detener el progreso de la

enfermedad y sobre el que van dirigidos la mayoria de los tratamientos
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antiglaucomatosos; pero no es determinante, solamente existe glaucoma si hay un dafio
en el nervio Optico. La naturaleza de los mecanismos que vinculan una PIO elevada con
una muerte de CGR no esta claramente establecida, se piensa que pueden intervenir
factores patogénicos relacionados con la isquemia transitoria de la retina y con la
axotomia o compresion axonal. Se ha postulado que puede ocasionarse una compresion o
presion sobre los axones de las CGR a nivel de su punto de salida del globo ocular, la
cabeza del NO (Pang y Clark, 2007; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2010).

2. Antecedentes familiares: se cifra en un 4-16% el riesgo de padecer glaucoma si el
individuo presenta antecedentes familiares de primer grado (Ferreiro Lopez y cols., 2003).

3. Edad: Incrementa el riesgo de padecer la enfermedad a partir de los 40 afios,

multiplicindose por 7 su prevalencia a los 60 afios (Rudnicka y cols., 2006).

4. Sexo: Mayor afeccién de glacuoma de angulo abierto en los varones (Rudnicka y cols.,
2006).

Diabetes: Mayor incidencia en diabéticos, que en no diabéticos.

Miopia: Los miopes suelen tener la PIO més elevada que el resto.

Raza: Las personas de color tienen mayor incidencia (Rudnicka y cols., 2006).

© N o Ou

Pacientes con problemas cardiovasculares y hematol6gicos.

1.3.3. Fisiopatologia

El humor acuoso se origina a partir del epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar en la
camara posterior del ojo, penetra en la camara anterior a través de la pupila y se dirige por el
angulo iridocorneal a la malla trabecular, drenando a través del canal de Schlemm hacia los
canales colectores que convergen en los vasos perilimbares y éstos a su vez en los vasos
epiesclerales, por los que el humor acuoso abandona el globo ocular para pasar a la circulacion
sanguinea general (Figura 1.8). Por esta ruta, la via trabecular o convencional, se elimina el 90%
del humor acuoso; mientras que el 10% restante va a seguir la via uveoescleral o no convencional,
atravesando directamente el cuerpo ciliar y llegando a los espacio supracoroideo donde drena a
través de los vasos ciliares, coroideos y esclerales (Pastor Jimeno y cols., 2002; Ferreiro Lopez y
cols., 2003).
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Figura 1.8. Esquema de las rutas de drenaje del humor acuoso (Tomado de
www.emedicinehealth.com).

1.3.4. Patogenia

La elevacion mantenida de los niveles de PIO conlleva lesiones de las CGR o de su
proyeccién, el NO, que producen alteraciones de la funcion visual para las que no existe
tratamiento alguno y puede llevar a una pérdida irreversible de la funcién visual. Esta
irreversibilidad de debe a la degeneracion y muerte de las CGR, las cuales pertenecen al SN, y
proyetan la informacion visual procesada en la retina a los centros encefalicos. Aunque la
etiopatologia del glaucoma se desconoce, se han barajado entre sus posibles causas

etiopatogénicas el dafio axonal (axotomia) y la isquemia retiniana.

Existen dos teorias para explicar estos hechos. La directa 0 mecanica, defiende que el
aumento de la PIO por encima de los valores considerados normales provoca la compresién de las
fibras nerviosas a su salida a través de la lamina cribosa de la esclera a nivel de la cabeza del
nervio Optico. La segunda teoria, la indirecta o vascular, resalta que un aumento de la PIO dificulta

el flujo sanguineo de la microcirculacion en la cabeza del nervio 6ptico y esto provoca una
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isquemia crénica y atrofia de las fibras nerviosas. Probablemente, ambas teorias estén implicadas

a la hora de explicar esta alteracion (Vidal-Sanz vy cols., 2012; Agudo-Barriuso y cols., 2013).

La neuropatia éptica glaucomatosa es una enfermedad que principalmente afecta a la
poblacién de CGR pero que también afecta otras poblaciones neuronales de la retina incluyendo
las capas interna (Panda y Jonas, 1992a) y externa de la retina (Panda y Jonas, 1992b; Nork y
cols., 2000), provocando cambios a nivel del disco éptico y pérdida de campo visual, pudiendo
progresar a una ceguera completa. La afectacién de otras poblaciones neuronales de la retina
interna y externa se ha estudiado tanto morfolégicamente como funcionalmente con registro
electrofisiologicos (Fazio v cols., 1986; Korth y cols., 1994). Ademas los principales componentes
del electrorretinograma (ERG) se han visto afectados severamente en pacientes con glaucoma
(Holopigian y cols., 1990; Vaegan y cols., 1995) o con hipertension ocular (Mehaffey y cols., 1993);
asi como en glaucomas experimentales (Grozdanic y cols., 2003; Salinas-Navarro y cols., 2009a;
Vidal-Sanz vy cols., 2012). Modelos experimentales en los que se elevaba la PIO (Feghali y cols.,
1991; Chauhan y cols., 2002; Bui y Fortune, 2004; Fortune y cols., 2004; Holcombe y cols., 2008;
Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012) han mostrado
importantes alteraciones de varios componentes del ERG de campo completo, incluyendo la
respuesta umbral escotépica (STR, Scotopic Threshold Response), las ondas a y b, las cuales

estan asociadas con CGR, fotorreceptores y células bipolares de la retina, respectivamente.

1.3.5. Clinica

El glaucoma es una enfermedad silente y de progresion lenta que cursa
asintomaticamente hasta estadios muy evolucionados en los cuales el campo visual se reduce
considerablemente, en estadios avanzados puede conducir a la ceguera. Un aumento de PIO sélo
provoca sintomas si se produce de forma brusca y es de una cuantia considerable, el paciente
presenta entonces una disminucion de la agudeza visual, vision de halos alrededor de un foco de
luz, dolor ocular, hiperemia ciliar, edema corneal y sintomas vegetativos como nauseas, vomitos,

etc. (Pastor Jimeno y cols., 2002; Ferreiro Lopez y cols., 2003).

Dada la irreversibilidad de los dafios anatomicos y funcionales producidos, el diagndstico
precoz de esta enfermedad es de gran importancia ya que posibilita mediante un adecuado

tratamiento, ralentizar e incluso detener el curso de la enfermedad.

Hasta la fecha, el tratamiento de esta patologia ha ido dirigido a actuar sobre el principal
factor de riesgo, la PIO. Sin embrago, Ultimamente se esti investigando la mejora de la
microcirculacion de la papila y la prevencién de la muerte celular, lo que se ha denominado

neuroproteccion. El objetivo es detener o ralentizar la progresion de la enfermedad.

Los métodos de tratamiento para disminuir la PIO se dividen, basicamente, en tratamiento

médico y tratamiento quirdrgico. De éstos, el tratamiento médico mediante diferentes alternativas
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farmacol6gicas es el mas comun en la actualidad, reservando el tratamiento quirdrgico para casos
refractarios a la medicacion o complicaciones agudas. Los mecanismos de actuacion de los
farmacos se pueden resumir en tres: reduccion de la produccion de humor acuoso, incremento de

la facilidad de salida del humor acuoso, o bien, una combinacion de ambos mecanismos (

)-

1.4 METODOS DE REGISTRO DE PRESION INTRAOCULAR

Para una interpretacion eficaz de los modelos de hipertension ocular en roedores, es
necesaria una toma de PIO fiel y precisa en animales vivos. Del sistema utilizado va a depender la
fiabilidad de los resultados a la hora de analizarlos y de compararlos con otros trabajos. Existen

dos formas de medicion, el método directo y el indirecto.

El método directo mas factible para la medicion de PIO en roedores, es mediante un
mandmetro de fluido, usando un transductor de presién, junto con la adecuada canulacién de una
microaguja en la camara anterior ( ). Aunque este método es altamente preciso,
es invasivo y tiene muchas limitaciones. Entre medida y medida, la cérnea debe regenerarse en el
sitio de la canulacién. Ademas, la medicién debe ser realizada con anestesia general, lo cual

puede provocar una disminucién de PIO.

Para reducir las limitaciones de las técnicas invasivas, se han desarrollado métodos no
invasivos de tonometria en roedores. Modificaciones del tonémetro de Goldmann y tonémetros de
aire han sido adaptados y usados para la medicion de PIO en estos animales. La sefial de una
fibora con forma de punta equipada con un transductor de presiébn ha sido utilizada
satisfactoriamente en roedores anestesiados ( ). El TonoPen ha sido
utilizado con bastante éxito en roedores ( ), pero su punta excesivamente
grande, inicialmente disefiada para humanos, resulta menos fiable en las mediciones de la PIO en
ratones. Mas reciente, el TonoLab, un tonémetro de rebote, disefiado especificamente para
roedores y ha mostrado gran eficacia en la medicion de PIO. Algunos trabajos han comparado la
fiabilidad de las mediciones entre TonoPen, TonoLab y manometria con canulacién, resultando el
TonoLab como el método mas preciso de medicion de la PIO (

). Tanto para el uso del TonoPen como del TonoLab se requiere un entrenamiento previo del

investigador para obtener unas mediciones correctas.

1.5 MODELOS DE GLAUCOMA EN ROEDOR

Las enfermedades neurodegenerativas son actualmente un desafio para la ciencia. Como
su propio nombre indica, dichas enfermedades cursan con la degeneracién y muerte de las

neuronas. Excepto durante la fase de desarrollo, las neuronas del SNC son, en general, incapaces
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de suplir su propia muerte por medio de mecanismo de multiplicacién como la mitosis. Debido a
esta caracteristica inherente de las neuronas, la curacidon y/o ralentizacion de los signos y
sintomas de enfermedades como el Alzheimer, el Parkinson o el Glaucoma no es posible
actualmente.

La retina es una proyeccion del SNC situada dentro del globo ocular y aislada del resto del
SNC, lo que la hace facilmente accesible a la manipulacién experimental. El vitreo es un reservorio
natural en el que se pueden administrar farmacos para tratar la retina o se pueden introducir
trazadores neuroanatdmicos que de manera especifica y selectiva marcan la totalidad de la
proyeccion retiniana, sin afectar al resto del SNC. Ademas existe la posibilidad de identificar las
CGR y su proyeccion axonal por medio de trazadores neuronales retrogrados, la opcion de
identificar diferentes tipos neuronales retinianos por medio de técnicas inmunohistoquimicas, la
oportunidad de realizar estudios funcionales con técnicas no invasivas y la posibilidad de llevar a
cabo andlisis de comportamiento visual ( ). Existen numerosos modelos
experimentales que imitan de algin modo, uno o varios de los diferentes mecanismos patolégicos,

gue se cree intervienen en la neuropatia dptica glaucomatosa.

1.5.1. Genéticos

Existen numerosas lineas de roedores en las cuales se producen alteraciones y/o
patologias similares a las observadas en glaucoma, que ocurren por mutaciones genéticas y
generan una alteraciéon de la fisiologia normal del humor acuoso o de la biologia de las CGR. La
principal ventaja de trabajar con estos modelos de una linea especifica es que las alteraciones
provocadas en retina, nervio 6ptico y aumento de PIO muestran, relativamente, en muchos casos,
una mayor semejanza con las alteraciones que se observan en la enfermedad glaucomatosa
humana que los inducidos por los métodos quirirgicos. Otra ventaja afiadida es la gran poblacion
gue se puede generar con este modelo y no hace falta ninguna manipulacién experimental del
investigador para obtener los ratones afectados. Estos modelos son muy Utiles para identificar las

predisposiciones genéticas de los humanos de padecer glaucoma.

1.5.1.1. Modelos con incremento de HTO

El raton DBA/2J es el modelo mas comun de glaucoma secundario y uno de los modelos
mejor caracterizados de glaucoma en general ( ). El raton DBA/2J tiene
mutaciones en dos genes, Tyrpl y Gpnmb, que codifican la tiroquinasa y la glicoproteina NMB,
respectivamente. Estas mutaciones provocan dispersion del pigmento, defectos de
transiluminacién y atrofia del iris y, una sinequia anterior (

). Estas alteraciones generan un aumento de PIO, que empieza a ser significativa a los 9
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meses de edad, y se acompafan de dafios tipicos del glaucoma, como la muerte de CGR y la
atrofia en el nervio éptico ( ). Aunque no se ha documentado que existan
subtipos de CGR mas resistentes que otros a la muerte en este modelo, si se ha caracterizado un
patrén de muerte, que ocurre en sectores de forma triangular con base en la periferia retiniana y
apice en el disco optico ( ). Varios trabajos han indicado que este patrén de
muerte celular sugiere un dafio axonal en la cabeza del NO como desencadenante de la lesién

primaria, que, a posterior, resulta en la muerte de las CGR (

); este patrén recuerda a la lesién producida en humanos, en los que se observan escotomas
localizados. Otra cepa de estos animales son los ratones DBA/2NNia; que cursan, al igual que los
anteriores, sufren un aumento de PIO acompafiado de muerte de CGR. Sin embargo, en estos
ratones, se observa una afectacion de poblacién celular a nivel de retina externa como interna, lo
qgue sugiere un dafio afiadido en retina externa ( ). Uno de los principales
inconvenientes de este modelo experimental es la gran variabilidad intra e inter individual que

presenta ( )-

1.5.1.2. Modelos normotensos

El glaucoma se asocia cominmente con un aumento de la PIO; sin embargo, los cambios
provocados en la retina y en el nervio optico a veces pueden ocurrir con valores de PIO normales,
lo cual, se conoce como glaucoma normotenso o NTG (del inglés, normal-tension glaucoma). La
relacion fisiolégica entre los glaucomas normo e hipertensos ha sido foco de debate a la hora de
recrear un modelo de estudio. Los modelos en ratones con glaucomas normotensos deben ser
utilizados para la investigacion en desarrollos de terapias dirigidas a controlar los mecanismos de
muerte de las CGR independientes del aumento de PIO. Ejemplos de este modelo son los ratones
deficientes para los transportadores de glutamato GLAST o EAAC1, ambas cepas de ratdon
muestran patrones de muerte de CGR y de degeneracion a nivel del nervio 6ptico tipicos del
glaucoma, pero sin aumento de la PIO ( ). Otro modelo es el ratén trasgénico
gue expresa el gen optineurin mutado (E50K) bajo el promotor de actina, que desemboca en la

muerte de CGR y degeneracion axonal en el nervio Optico sin elevacion de la PIO (

).

1.5.1.3. Modelos de alteracién de la camara anterior

Alteraciones en la camara anterior pueden resultar en glaucomas desarrollados. Estos
modelos son objeto de estudio, aunque en la clinica humana, sélo suponen un 1% del total de
casos de glaucoma. Varios genes estan involucrados en este tipo de glaucoma congénito y

alteracion del segmento anterior en humanos. Modelos de raton knockout de estos genes son

28



Introduccion

letales en edad embrionaria 0 neonatal. Un ejemplo es el raton Foxcl™ que muere al nacer,
mientras que los Foxc1™ son viables, pero tienen defectos en las estructuras de drenaje del humor
acuoso sin alteracion de la PIO (Smith y cols., 2000); algo similar se ha observado en el raton
Foxc2™. Estos ratones son buenos modelos para el estudio de las anomalias producidas y
desarrolladas en el segmento anterior, ya que permiten identificar genes que interactdan con

Foxcl™ y Foxc2™" provocando un fenotipo con aumento de PIO y glaucoma (Smith y cols., 2000).

1.5.2. Induccion de hipertensién ocular

Existen diferentes técnicas experimentales que pueden ser usadas con el propdsito de
aumentar la PIO en roedores, sin necesidad de emplear excesivo tiempo y teniendo un gran
control de las lesiones ocasionadas. Dentro de estas técnicas se encuentran la fotocoagulacion de
los vasos epiesclerales y perilimbares, la inyeccion de suero salino hiperténico en las venas
epiesclerales, la cauterizaciéon de las venas epiesclerales y la inyeccion de sustancias en la
camara anterior que obstruyan el drenaje del humor acuoso. Algunos de estos métodos requieren
un equipamiento especializado para su correcto uso, ademas de un entrenamiento basico por
parte del investigador, y cada modelo induce una elevacion de PIO de intensidad y duraciéon

diferente, cursando con una determinada curva de PIO (Morrison y cols., 2011).

1.5.2.1. Léaser

Como hemos visto anteriormente en el capitulo de la fisiologia de humor acuoso, el
drenaje de éste de la caAmara anterior sigue dos vias: a través de la malla trabecular, drenando via
canal de Schlemm que converge en los vasos perilimbares y epiesclerales, y la via uveoescleral.
En la clinica humana se asocia el aumento de PIO con alteraciones en los sistemas de drenaje de

humor acuoso.

La fotocoagulacion laser de las vias de drenaje del humor acuoso genera dafios oculares
gue comparten numerosas caracteristicas con la neuropatia éptica glaucomatosa. Esta técnica se
basa en la fotocoagulacién con laser de las vias de drenaje del humor acuoso, malla trabecular,
venas perilimbares y epiesclerales (Ueda y cols., 1998; Hare y cols., 2001; WoldeMussie vy cols.,
2001; Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz vy cols., 2012) lo que genera una subida de la
PIO. Este método fue descrito originalmente descrito en mono (Quigley vy Hohman, 1983) y
posteriormente modificado para rata (\WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 2002;
Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz y cols., 2012) y ratén (Aihara y cols., 2003b; Grozdanic
y cols., 2003; Salinas-Navarro y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas y cols., 2014). Al igual
gue el resto de modelos, éste no simula exactamente las condiciones del glaucoma en el ser

humano pero puede ser Gtil para comprender la fisiopatologia involucrada en el dafio retiniano
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inducido por la HTO (para una revision, ver Morrison y cols., 2008). Esta técnica tiene ciertas
variaciones entre autores, asi en diversos experimentos se introduce tinta china dentro de la
camara anterior previo a la aplicacién de laser para un resultado mas eficiente (Ueda y cols.,
1998). En otros trabajos en raton, se inyecta verde de indocianina en el segmento anterior para
obtener un efecto mas crénico en el aumento de la PIO (Grozdanic y cols., 2003). Este modelo
cursa con la caracteristica degeneracion y muerte de las CGR y sus axones, de forma similar a
como sucede en la neuropatia 6ptica glaucomatosa humana (Hare y cols., 2001; WoldeMussie y
cols., 2001; Ji y cols., 2005; Li y cols., 2006; Holcombe y cols., 2008; Salinas-Navarro y cols.,
2009c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012).

El dafio de las CGR cursa con déficits funcionales tempranos (Schlamp vy cols., 2001;
Holcombe vy cols., 2008), incluyendo alteraciones en las propiedades de su flujo axoplasmico
(Quigley y Anderson, 1976; 1977; McKerracher y cols., 1990a, 1990b; Lafuente Lopez-Herrera y
cols., 2002; Salinas-Navarro y cols., 2010), alteraciones en varias funciones metabélicas (Nash vy
Osborne, 1999; Schlamp y cols., 2001; Casson y cols., 2004; Chidlow y cols., 2005) y en la
regulacion de un sustancial nUmero de genes (Agudo y cols., 2008, 2009), que incluye la inhibicion

de Brn3a (Nadal-Nicolas y cols., 2009) poco antes de su muerte.

En nuestro laboratorio hemos caracterizado modelos de hipertension ocular tanto en rata
albina (Salinas-Navarro y cols., 2009b; Vidal-Sanz vy cols., 2012) como en raton albino (Salinas-
Navarro y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas vy cols., 2014). En ambos modelos
observamos un aumento rapido de la PIO tras la fotocoagulacién de las venas epiesclerales y
perilimbares. Primero se observa un dafio en el transporte axonal de las CGR, normalmente en
forma de sector con vértice en el nervio 6ptico, mas acusado en la retina dorsal. Derivado de este
dafio axonal, se produce la muerte progresiva de las CGR residentes en los sectores con dafio
axonal. Una vez cuantificado el dafio axonal, contado las CGR marcadas desde los coliculos
superiores con un trazador, se equipara a la poblacién de células ganglionares supervivientes en

la retina, inmunodetectadas con Brn3a, la muerte de las CGR no progresa.

1.5.2.2. Inyeccién epiescleral de suero salino hiperténico

La inyeccion epiescleral de suero salino hiperténico es un modelo que produce la
esclerosis de la via de drenaje del humor acuoso a nivel de la malla trabecular, provocando un
aumento de la resistencia en su drenaje con el consecuente aumento de la PIO (Morrison y cols.,
1997, 2005). Esta técnica reproduce la muerte de las CGR (Schlamp y cols., 2001; Hanninen vy
cols., 2002; Guo vy cols., 2005), la degeneracion axonal del NO (Morrison y cols., 1997; Johnson y
cols., 2000; Chauhan vy cols., 2002) y la morfologia tipica de la cabeza del NO en la neuropatia
optica glaucomatosa (Chauhan vy cols., 2002; Guo vy cols., 2005). Variando la PIO se observé que
existia una afectacion selectiva de la funcionalidad de la retina interna para aumentos de PIO

medios, mientras que para incrementos de PIO muy elevados se veia incluso afectada la retina
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externa ( ). También se observaron cambios en los patrones de expresion

génica en la retina y en la cabeza del NO en un modelo en rata (

).

1.5.2.3. Cauterizacién de las venas epiesclerales

Otro modelo de elevacion de PIO por cambios en la via de drenaje del humor acuoso es la
cauterizacion de las venas epiesclerales ( ). En este modelo el numero de
venas cauterizadas se correlaciona con la gravedad de la lesién ocasionada y el aumento de PIO
provocado. La cauterizacion de una vena no tiene repercusion sobre la PO, pero la cauterizacion
de dos venas ya ocasiona una elevacion significativa de unos 10 mmHg sobre el valor basal. La
cauterizacion de las cuatro venas provoca un aumento excesivo de mas de 60 mmHg. El nUmero
de venas cauterizadas més utilizado es de tres venas, ya que ocasiona un aumento de 50 mmHg
en el ojo experimental que se normaliza a 15-20 mmHg, manteniéndose en estos valores hasta un
periodo maximo de 2 meses. Esta elevacion de PIO provoca una muerte de CGR en un ratio
aproximado del 4% de la poblacién por semana. Mientras que en los modelos de aumento de PI1O
anteriormente expuestos, el dafio axonal ocasionado causaba una muerte de CGR mas clara en la
zona superior, con este modelo se observa un patron de muerte mas difuso y en periferia de la

retina ( ).

1.5.2.4. Inyeccién de sustancias que inducen un aumento de PIO

Mientras que las técnicas de aumento de PIO anteriormente descritas tienen como
objetivo alterar las vias de drenaje del humor acuoso, este modelo se basa en el bloqueo de
dichas vias. Esto se consigue por medio de distintas sustancias inyectadas en la camara anterior,
las cuales, siguen el flujo normal del humor acuoso hasta quedar localizadas en el angulo de la
camara, lo que provoca una alteracion en el drenaje con la subsecuente elevacion de la PIO. La
administracion intracamerular periédica (semanalmente) de acido hialurénico, que se asocia a la
malla trabecular bloqueandola, produce un incremento significativo de la PIO hasta los 10 meses
en ratas ( ). Por otro lado, la inyeccién de microesferas de latex con o sin
suplemento de hidroxipropilmetilcelulosa también produce un bloqueo en el drenaje a nivel de
malla trabecular y resulta en un aumento de la PIO (

). En este caso, multiples inyecciones semanales fueron necesarias para obtener un aumento
significativo de la PIO. Este modelo tiene la desventaja de tener que realizar reiteradas
inyecciones para alcanzar valores significativos de HTO; lo que conlleva el riesgo de provocar

inflamacion y/o alteracion corneal.
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La administracion sistémica de antigeno-S en adyuvante completo de Freund permite
recrear en roedores un modelo de glaucoma uveitico, que alcanzar valores medios de PIO sobre
35 mmHg durante alrededor de 2 semanas. Este aumento de PIO se atribuye a un cierre del
angulo acompafado de un incremento en la produccién de humor acuoso y, posiblemente, a una

reduccion de la facilidad de su drenaje (Mermoud vy cols., 1994).

1.5.3. Induccién de muerte de las CGR

En algunos casos, se opta por ocasionar un dafio especifico en las CGR como simulacién
de lesién por glaucoma sin alterar la PIO. Esto se consigue mediante el dafio mecéanico en el
nervio Optico, la inyeccién intraocular de agentes téxicos o la induccién de isquemia transitoria.
Hay que tener en cuenta que estos modelos no siguen el patron directo de glaucoma humano,
pero el dafio ocasionado en la poblacién de CGR y su posible neuroproteccién, han sido objeto de

numerosos estudios con estas técnicas.

1.5.3.1. Lesidn en nervio optico

La seccion o aplastamiento del nervio 6ptico (SNO) en mamiferos induce en pocos dias la
degeneraciéon y muerte de una gran parte de la poblacion de CGR, las células no mueren
inmediatamente después de la lesidon sino que siguen degenerando durante meses (Barron y cols.,
1986; Thanos, 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993). Asi, la SNO es un modelo clasico para inducir
la muerte de las CGR (Vidal-Sanz y cols., 1987, 1991, 1993, 2000; Villegas-Pérez y cols., 1988,
1993; Peinado-Ramon y cols., 1996; Nadal-Nicolas y cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a;
Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b, 2010; Galindo-Romero y cols., 2013a) que recuerda la
muerte secundaria por dafio mecanico de dichas células inducida por patologias como el

glaucoma.

La interrupcion del axén por medio de la seccién o aplastamiento del NO produce una
degeneracion en ambos sentidos; anterégrada que afecta al segmento axonal distal desconectado
del soma celular, y retrégrada que afecta al segmento proximal y termina produciendo la muerte
del soma neuronal. La hipétesis que intenta explicar la muerte de las CGR tras la axotomia es la
falta de aportes tréficos por parte de las neuronas que eran sus centros de proyeccién o diana

para la célula ganglionar (Hendry, 1975; Bray y cols., 1992).

La muerte de las CGR tras la SNO en rata sigue un patron temporal. Existe una fase de
muerte temprana o rapida que ocurre hasta las 2 semanas tras la lesién axonal en la que mueren
el 80% de la poblacién de CGR y una fase de muerte tardia o lenta que llega hasta los 6 meses en
la que degeneran y mueren un 15% mas de CGR (Barron y cols., 1986; Thanos, 1988; Villegas-

Pérez y cols., 1993). A los 6 meses sobrevive un 5% de CGR a la lesién axonal; se ha postulado
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gue estas CGR tendrian diferentes necesidades troficas que serian suplidas por la propia retina
(De Araujo y Linden, 1993; Gao y cols., 1997; So vy Yip, 1998). La SNO en el raton cursa con
patrones de muerte similares a la rata, asi el 85% de las CGR mueren a las 2 semanas tras la
SNO y 2 meses después del dafio axonal todas las CGR desaparecieron (Kilic y cols., 2002;
Galindo-Romero y cols., 2011, 2013).

Aunqgue la SNO induce siempre la degeneracién retrograda de una parte de las CGR, se
ha documentado que en la rata adulta el patron temporal de muerte neuronal tras las SNO varia
en funcion de la distancia a la que se seccione el NO con respecto al globo ocular (Villegas-Pérez
y cols., 1988; Domenici y cols., 1991), las secciones proximales al globo ocular inducen un patréon
de muerte mas rapido que las secciones mas distales al ojo (Villegas-Pérez y cols., 1993), del
mismo modo las lesiones inducidas por la seccion completa del NO inducen una muerte de CGR

mas rapida que las inducidas por el aplastamiento del NO (Parrilla-Reverter y cols., 2009a).

Aungue aparentemente la SNO solo afecta a la capa de CGR, no viéndose afectadas otras
neuronas de la retina (Villegas-Pérez y cols., 1993; Kielczewski y cols., 2005), se han descrito
alteraciones funcionales en la poblacion de células amacrinas, bipolares y fotorreceptores de la
retina (Schremser y Williams, 1992; Glunhan-Agar y cols., 2000; Germain y cols., 2004).

Funcionalmente, la afectacion de la retina a los 3 meses tras la seccién del NO es minima
para las ondas electrorretinograficas relacionadas con la retina externa, ondas a y b, y muy alta
para las ondas relacionadas con retina interna, ondas pSTR y nSTR (Bui y Fortune, 2004; Alarcon-
Martinez y cols., 2009).

Aunque este tipo de lesién en el sistema visual del roedor adulto produce alteraciones
funcionales (Mckerracher y cols., 1990a, 1990b; Schlamp y cols., 2001; Casson y cols., 2004),
metabdlicas (Lindqvist y cols., 2002; Chidlow vy cols., 2005; Agudo-Barriuso y cols., 2013) y
génicas (Agudo y cols., 2008, 2009; Nadal-Nicolas y cols., 2009); cominmente se acepta que la
SNO resulta en una pérdida de CGR, pero no de otras neuronas (Carter y cols., 1987; Villegas-
Pérez y cols., 1993). Por tanto, este modelo experimental de lesién de las CGR es adecuado para
estudiar estrategias de neuroproteccion que podrian ser adaptadas a otros modelos

experimentales de lesién de las CGR que cursan con aumento de PIO.

En nuestro laboratorio, este tipo de lesibn ha sido estudiada y caracterizada en
profundidad tanto en rata albina (Vidal-Sanz vy cols., 1987, 1991, 1993, 2000; Villegas-Pérez vy
cols., 1988, 1993; Peinado-Ramon y cols., 1996; Alarcon-Martinez y cols., 2009; Nadal-Nicolas y
cols., 2009; Parrilla-Reverter y cols., 2009a; Sanchez-Migallon y cols., 2011) como en raton albino
y pigmentado (Alarcon-Martinez y cols., 2009; Galindo-Romero vy cols., 2011, 2013a), siendo un
buen modelo tanto para el estudio de sustancias neuroprotectoras como para valorar el curso de
muerte de las CGR y de la expresion de marcadores moleculares tras lesion. Dependiendo de la
técnica de deteccién, la muerte de CGR se observa antes cuando éstas se identifican por su

expresion de Brn3a que cuando se identifican con trazadores neuronales retrégrados (FG/OHSt),
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debido a la distinta naturaleza de ambos marcadores. Mientras que el Brn3a es un marcador
enddgeno cuya expresion desaparece al morir la neurona, el FG/OHSt es un marcador exdgeno,
gue solo desaparece del tejido cuando los detritus de las CGR son fagocitados por las células de

microglia (Nadal-Nicolas y cols., 2009; Galindo-Romero y cols., 2013b).

1.5.3.2. Inyeccidn intraocular de agentes excitotéxicos

El glutamato es el principal neurotransmisor en numerosas sinapsis de la retina, pero un
gran exceso de esta sustancia en el medio extracelular produce lo que se denomina
excitotoxicidad. La excitotoxicidad se ha asociado al glaucoma (Pang y Clark, 2007) por lo que la
inyeccidn intravitrea de aminoacidos como el glutamato o el acido N-metil-D-aspartico (NMDA, N-
Methyl-D-aspartate) podria imitar el mecanismo de excitotoxicidad observado en pacientes con
glaucoma. Por medio de este modelo excitotoxico se ha inducido la apoptosis de las CGR y la
degeneracién de sus axones tanto en raton (Li y cols., 1999, 2002) como en rata (Siliprandi y cols.,
1992; Morizane y cols., 1997; Lam y cols., 1999; Osborne y cols., 1999; Honjo y cols., 2000;
Mizuno vy cols., 2001). Estudios usando estos componentes han demostrado que existe una
muerte celular en capas internas de retina y que la muerte no se limita sélo a las CGR (Sun vy
cols., 2001).

1.5.3.3. Isquemia de retina

La disminucion del aporte sanguineo a la retina se ha asociado con la neuropatia Gptica
glaucomatosa existiendo varios modelos experimentales que lo reproducen (para una revision ver
Pang y Clark, 2007). Existen técnicas de isquemia reversibles, aquellas que una vez finalizado el
periodo de isquemia deseado permite la reperfusion retiniana; e irreversibles, aquellas en las que
el blogueo de la circulacion se mantiene hasta el sacrificio del animal. Este modelo produce
muerte de las CGR, pero ademas, otras capas de la retina se ven afectadas, por lo que esta
aceptado que éste es un modelo degenerativo de la retina mas que de glaucoma per sé. Sin
embargo, este modelo es muy utilizado para investigar la muerte y disfuncién de las CGR y

particularmente la importancia del papel potencial de la insuficiencia vascular en glaucoma.

Las técnicas desarrolladas para inducir una isquemia transitoria o reversible de la retina,
se basan principalmente en la compresion intraocular de las arterias retinianas (Hughes, 1991), en
aumentar la presion intraocular por encima de los valores sistolicos (Selles-Navarro y cols., 1996),
en la diseccioén y ligadura selectiva de los vasos sanguineos retrobulbares que se dirigen a irrigar

la retina (Lafuente Lopez-Herrera y cols., 2002).

Las técnicas irreversibles de isquemia retiniana son aquellas en las que el bloqueo de la

circulacién se mantiene hasta el sacrificio del animal. El cierre de los vasos retinianos por medio
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de la fotocoagulacion laser produce una obstruccidon circulatoria. Esta técnica permite inducir

isquemias permanentes de regiones selectivas de retina (Levkovitch-Verbin, 2004).

1.5.3.4. Neuropatia 6pticainducida por endotelina

La endotelina es un péptido vasoconstrictor producido por las células endoteliales
vasculares, un exceso en la concentracion de dichos péptidos se ha relacionado con el glaucoma
(Sugiyama vy cols., 1995; Tezel y cols., 1997; Emre y cols., 2005). Asi la administracion intravitrea
de endotelina-1 puede producir una disminucién del flujo sanguineo o isquemia parcial de la retina
(Bursell y cols., 1995; Nishimura, 1996) con pérdida de CGR (Chauhan y cols., 2004), afectacion

del transporte anterdgrado (Stokely y cols., 2002) y activacion astrocitica (Prasanna y cols., 2002).

1.5.3.5. Sistemas in vitro

Los modelos in vivo son muy Utiles a la hora de probar fendbmenos que ocurren en los
mecanismos Vivos, pero existen factores que no son posibles de controlar en estas condiciones.
Los modelos in vitro tienen la gran ventaja de poder recrear modelos neurodegenerativos en unas
condiciones altamente controladas y en un microambiente muy especifico. Existen dos tipos de
sistema in vitro: el cultivo de CGR como células primarias aisladas de roedores y el cultivo de
retina explantada. En este modelo se debe tener en cuenta que la célula se encuentra

axotomizada, por lo que no se pueden hacer modelos de degeneracion axonal.

1.5.3.6. Cultivos de células ganglionares de laretina

El cultivo de CGR, el principal tipo celular afectado en glaucoma, es un modelo Util para
estudiar la respuesta biologica, farmacoldgica y/o electrofisiolégica de estas células en

condiciones de aislamiento del resto del ojo (Otori, 2008).

1.5.3.7. Cultivos de explantes de retina

Los explantes de retina se han utilizado para el estudio de su desarrollo y su
electrofisiologia (Seigel, 1999). Este sistema es especialmente (til para experimentos que
requieren mantener las células integradas en el complejo estructural de la retina, pero que no
pueden reproducirse in vivo por limitaciones de acceso al tejido, un menor control del experimento

u otros factores.
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1.6. SIMILITUDES ENTRE GLAUCOMA HUMANO Y DE RATON

En nuestros experimentos se ha utilizado un modelo de glaucoma desarrollado en ratén
para el estudio de la via visual y sus patologias. Por ello es importante identificar las diferencias y

analogias en la anatomia ocular entre el primate y el roedor.

Un rasgo caracteristico del glaucoma humano es el frecuente defecto visual focal asociado
a una pérdida especifica de CGR. Los defectos visuales mas acusados son los escotomas
arcuatos, los cuales son facilmente detectables con test especificos (Shields, 2004). En estos
casos, las fibras nerviosas dafiadas se sitlan en la region temporal de la retina y justo un poco
encima y debajo de la févea. En el caso de modelos en raton, dado que los axones de las CGR
estan dispuestos de manera radial, siendo el eje la cabeza del NO, el patrébn de dafio es
equivalente al humano ya que ocurre en sectores. Por ejemplo, en ratones transgénicos DBA/2,
las CGR y sus axones dafados siguen un patrén en forma de abanico o regiones incompletas
(Danias y cols., 2003; Jakobs y cols., 2005; Schlamp y cols., 2006; Crish y cols., 2010). Este tipo
de muerte por sectores también lo hemos caracterizado en nuestro modelo en ratones albinos
Swiss (Salinas y cols., 2009c; Gallego y cols., 2012; Rojas vy cols., 2014) y en rata (Salinas y cols.,
2009a, 2010; Vidal-Sanz vy cols., 2012). Este patron es comparable a los escotomas humanos,
esta muerte celular de amplios sectores de retina en roedores es resultado de la afectacion de

‘paquetes” de axones a nivel de la lamina cribosa en la cabeza del NO.

Los roedores no tienen una lamina cribosa tipica en la cabeza del nervio éptico, como los
humanos o los primates (Ramirez y cols., 1996; Trivifio y cols., 1996); pero en su lugar poseen una
extensa lamina celular de astrocitos que rodea las fibras del nervio éptico (Morrison y cols., 1995b;
Morcos y Chang-Ling, 2000; May y Lutjen-Drecoll, 2002). Ademas, la cabeza del NO de rata posee
una lamina vertical que contiene colageno, elastina, laminina y proteoglicanos (Morrison vy cols.,
1995b).

El estudio, identificacion y caracterizacibn del mecanismo 0 mecanismos que
desencadenan el dafio axonal a nivel de la lAmina cribosa y los procesos involucrados en su
propagacion a través del axon hasta el soma celular son de gran importancia a la hora de abordar
terapias de éxito en humanos. Puede que el dafio inicial sea un hecho intrinseco de las propias
CGR o extrinseco, comprometiendo a otro tipo de células. Otros tipos de células presentes en el
nervio 6ptico son las células gliales (astrocitos, microglia y oligodendrocitos). Los atrocitos forman
una red celular en la lamina glial del raton. Algunos estudios han apuntado que una elevacién de la
PI1O puede alterar los astrocitos y resultar en dafio o muerte de CGR (Hernandez, 2000). En dos
estudios independientes, el primero en un modelo inducido en rata y el segundo con ratones
DBA/2, mostraron un incremento de la expresion de genes relacionados con astrocitos en
respuesta a la elevada PIO (Ahmed vy cols., 2004; Steele y cols., 2006). La microglia es otro tipo
de células presentes en el nervio 6ptico y que pueden contribuir al desarrollo del glaucoma (May vy
Mittag, 2006; Nakazawa vy cols., 2006; Son vy cols., 2010). Nakazawa y colaboradores (2006) han

36



Introduccion

sugerido la participacion de los oligodendrocitos en el dafio axonal producido en el nervio 6ptico
por glaucoma. Los oligodendrocitos son muy numerosos en el nervio Optico desde el inicio de la
porcion mielinizada. Segun estos estudios, la muerte de oligodendrocitos provoca un dafio en las
CGR ( ). Dentro de la cabeza del nervio Optico, la
denominada “myelination transition zone” (MTZ), se ha demostrado que tras una subida de PIO,
los astrocitos presentes en esta zona presentan una sobreregulacion de Mac-2, lo que puede

indicar que el dafio axonal que se produce tras la HTO, se inicia en esta zona (

).

Otras similitudes se dan en las estructuras del angulo irido-corneal (

) entre roedores y primates. Las vias de drenaje del
humor acuoso son comparables en ambas especies; los roedores poseen una malla trabecular, un
canal de Schlemm y una dinamica del humor acuoso similar a la de humanos (

). Las estructuras de drenaje del humor acuoso juegan un papel importante a la hora de
determinar la PIO y su elevacion en glaucoma. Las dos vias de drenaje de humor acuoso
presentes en los humanos, la convencional y la uveoescleral, existen en los roedores (

). Ambas especies tienen el canal de Schlemm y la malla trabecular situadas en el
angulo del ojo ( ). Ademas de las similitudes en la estructura, existen respuestas
funcionales parecidas a drogas que inhiben la produccion y la facilidad de salida de humor acuoso
( ), indicando que el roedor representa un modelo muy

valido para el estudio de la PIO y su elevacion por glaucoma.

1.7. NEUROPROTECCION EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En el SNC, un dafio producido en el axén de una neurona provoca una interrupcién
inmediata de los impulsos nerviosos y la consecuente pérdida de funcionalidad neuronal. Las
neuronas del SNC no tienen la capacidad de dividirse, por lo que tras una lesion, degeneraciéon o
cualquier dafio provocado no pueden sustituir las neuronas comprometidas por otras viables y
terminan degenerando y muriendo. Solamente se podria restablecer la funcionalidad mediante la
regeneracion de los axones dafados de tal manera que vuelvan a conectar con sus territorios de
inervacion y restablezcan sinapsis funcionales. No ocurre asi en el sistema nervioso periférico
(SNP), ya que la mayoria de las neuronas tienen la capacidad de sobrevivir, regenerar y
restablecer la sinapsis y funcionalidad tras una lesién axonal. Al producir un dafio en un axén de
una neurona se produce una degeneracion retrograda, desde el sitio de lesiéon al soma, que
provoca la degeneracion y posterior muerte de la neurona y otra degeneracion anterégrada, en la
gue el axén degenera hacia su extremo distal, en el caso del nervio Optico, hacia las regiones
retinotectales. Estas lesiones en el sistema nervioso vienen acompafiadas de una activacion de la

glia, que intenta mantener la homeostasis tisular.
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La degeneracién neuronal en el SNC produce muerte celular programada o apoptosis
(Bekelaar y cols., 1994), un proceso ordenado y regulado desencadenado por la activacién de
cascadas moleculares proapoptoéticas que provocan una degradacion interna de la neurona
afectada y que se caracteriza por una disminucion del volumen celular, degradacién de proteinas,
fragmentacién del ADN, condensacion cromatinica, fragmentacion del nudcleo, formacion de los
cuerpos apoptoticos (rodeados de membrana) y fagocitosis de estos cuerpos apoptéticos por
células fagociticas; sin que en ningun caso se vierta el contenido celular al exterior. La muerte
celular por apoptosis estd implicada en numerosas enfermedades neurodegenerativas y

neurolégicas del SCN, como la enfermedad de Alzheimer o de Parkinson, entre otras.

A lo largo de los afios se ha tratado de evitar o, al menos, ralentizar la degeneracion de las
neuronas del SNC mediante la administracién de multiples agentes neuroprotectores; ya que estas
neuronas, al contrario que las del SNP, no tienen capacidad de regenerar. Se han desarrollado
diversas terapias neuroprotectoras con el fin de promover y aumentar la supervivencia neuronal y

su conectividad para preservar los circuitos neuronales, (Harvey y cols., 2009).

1.7.1. Ventajas de trabajar en retina como modelo de degeneracion del

sistema nervioso central

La retina, al formar parte del SNC, presenta una serie de ventajas a la hora de realizar
estudios de terapia neuroprotectora. La principal es su facil accesibilidad, ademas de poder
administrar farmacos o drogas via sistémica o via local mediante administracion intravitrea,
intracameral, subretiniana, o intracraneal desde sus territorios de proyeccion en el SNC por
transporte retrogrado y, también, por via local topica, mediante colirios o unguentos oculares
aplicados sobre la superficie ocular (Aguayo y cols., 1987; Bray y cols., 1987; Isenmann vy cols.,
2006; Vidal-Sanz y cols., 2012).

La localizacion de la retina, aislada del resto del SNC dentro del globo ocular permite que
sea facilmente accesible para manipulaciones experimentales, registro de parametros fisiolégicos
y seguimiento a largo plazo (Vidal-Sanz y cols., 1991). Ademas, la poblaciéon de las CGR de
roedor, constituida aproximadamente por 40.000 en ratén y 80.000 en rata, ha sido muy bien
caracterizada, anatomica y funcionalmente (Alarcon-Martinez y cols., 2009, 2010; Nadal-Nicolas y
cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Ortin-Martinez y cols., 2010). Los axones de
las CGR forman el NO y presentan su méxima organizacion retinotépica en la cabeza del NO
(Guillery y cols., 1995; Fitzgibbon y Taylor, 1996; Jeffery, 2001; Jeffery y cols., 2008). Otra ventaja
del estudio de la retina en roedores es que podemos analizar su funcionalidad in vivo mediante
electrorretinogramas y diferenciar las ondas emitidas por los distintos tipos celulares de la retina,

como los fotorreceptores o0 CGR (Alarcon-Martinez y cols., 2009, 2010).
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1.7.2. Terapias de neuroproteccion

Son numerosos los estudios que han aplicado una gran variedad de terapias

neuroprotectoras ante la pérdida de CGR tras la elevacion de la PIO. Como son:

El tratamiento crénico con aminoguanidinina, un inhibidor del 6éxido nitrico sintetasa 2
(NOS-2, nitric-oxide synthase 2), induce la bajada de la PIO, principal factor de riesgo del
glaucoma. El tratamiento resulta en la conservacién de las CGR y de su transporte axonal
(Neufeld y cols., 1999). Pero se ha demostrado que bajando Unicamente los niveles de PIO no es

suficiente para rescatar o prevenir las muerte de las CGR tras HTO (Pascale y cols., 2012).

Otras terapias, que actlan directamente sobre las CGR como la administracion sistémica
de galantamina (Almasieh y cols., 2010), un inhibidor de la acetilcolinesterasa, provoca la
activacién de los receptores muscarinicos y promueve la proteccion de los somas y los axones de
las CGR tras HTO, sin tener ningln efecto sobre la PIO, o la administracién intraperitoneal
del agonista del receptor opioide delta (Abdul v cols., 2013) que recupera la supervivencia de las
CGR y su funcionalidad. La administracion de agonistas de los receptores a2 adrenérgicos como
la brimonidina, aumentan la produccion de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast
growth factor) y neuroprotege la retina (Lambert y cols., 2001; Woldemussie y cols., 2001).
También se ha documentado que la administracion oral de memantina, un antagonista del receptor
del N-metil-D-aspartato (NMDA), mejoraba la respuesta electrofisiolégica en monos con HTO
(Hare y cols., 2001).

Ademas, se ha constatado que las inyecciones intravitreas de factores neurotréficos como
el factor neurotroéfico ciliar (CNTF) (Pease vy cols., 2009), el factor neurotréfico derivado de células
gliales (GDNF) (Jiang y cols., 2007) o el factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF)
administrado s6lo (DiPolo y cols., 1998; Quigley y cols., 2000; Ko y cols., 2001; Martin y cols.,
2003; Lebrun-Julien y DiPolo, 2008; Wilson y DiPolo, 2012) o en combinacién con el antagonista
del receptor Lingo-1 (Fu vy cols., 2009) aumentan la supervivencia de las CGR en diferentes

modelos de glaucoma.

Sin embargo, otras estrategias como la administracién de lamotrigina, un bloqueador de
canales de sodio, han demostrado ser ineficaces en la prevencion de la pérdida de CGR tras la
induccion de HTO (Marina y cols., 2012; Sandalon y cols., 2013).

1.7.2.1. Factores neurotréficos

Los factores neurotréficos o neurotrofinas son factores de crecimiento endégenos que se
unen a receptores de determinados grupos neuronales y estan involucrados en su supervivencia,

crecimiento, regeneracion, proliferacion, diferenciacion y mantenimiento de la homeostasis de las
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neuronas en el SNC y SNP. Trofico, que proviene del griego, significa nutriente, pues su aporte es
indispensable para el correcto desarrollo neuronal. Al igual que el resto de neuronas, las CGR
reciben un aporte continuo de factores neurotroficos procedentes retrogradamente desde el
cerebro y dentro del ojo, desde las células de Miller, que son las principales células gliales en la
retina, y, ademas, desde el epitelio pigmentario (

).

Como se ha descrito en el apartado anterior, existen numerosos estudios de
neuroproteccion en HTO que describen la eficacia de la administracién de estas neurotréfinas
(

).
Tras la HTO aguda se produce una rapida degeneracién de los axones de las CGR que
desencadena la muerte de la propia célula. Esto podria deberse a la falta total o parcial de aporte
de estos factores tréficos, que reciben desde sus centros de proyeccion en el cerebro, por lo que

una administracion exégena de neurotrofinas puede ser clave para su supervivencia (

).

Existen dos familias de neurotrofinas. La primera incluye el factor de crecimiento nervioso
(NGF), el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), la neurotrofina (NT-3) y las neurotrofinas
4/5 (NT-4/5). El NGF se une al receptor p75 y al receptor de tropomiosina kinasa A (TrkA,
tropomyosin-related kinase A). EI BDNF y la NT-4/5 se unen al receptor TrkB y el NT-3 al receptor
TrkC ( ). La segunda familia la compone el factor neurotrofico derivado de
células gliales (GNDF), la neurturina, artemina, y la persefina. Todos ellos comparten el receptor
Ret ( ), que presenta actividad tirosina
quinasa, al igual que los receptores Trk de las neurotrofinas.Mientras que la especificidad de la
union del ligando con su receptor viene determinada por los receptores a (GFRa, del inglés GDNF
family receptor alpha), se han descrito cuatro (GFRa 1-4) que presentan una afinidad especifica
para cada miembro de la familia del GDNF. Otras clases de factores troficos son el factor de
crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF, fibroblast growth factor), factor neurotroéfico ciliar (CNTF, ciliary neurotrophic factor), el factor
de crecimiento ligado a heparina (HB-EGF, heparin-binding EGF-like growth factor), el factor de
crecimiento insulinico (IGF, insulin-like growth factor) o el factor crecimiento transformante (TGF,

transforming growth factor) ( ).

1.7.2.1.1. Factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)

El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), el
segundo miembro de la familia de las neurotrofinas, fue descubierto en 1982 y se demostré que

era capaz de promover la supervivencia de una subpoblacién de células de la médula de cerdo
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La supervivencia, el desarrollo y la plasticidad sinaptica de las neuronas del SNC
dependen del aporte de una serie de agentes moleculares como el NGF y el BDNF. El BDNF es
una proteina purificada del cerebro de los mamiferos, vital en la supervivencia y el desarrollo de
las neuronas del SNC y SNP (Johnson y cols., 1986; Binder y Scharfman, 2004).

La expresion del gen BDNF es regulada por la actividad neuronal mediante mecanismos
dependientes de calcio. Como hemos introducido en el apartado anterior, el receptor del factor
BDNF es el receptor tropomiosina kinasa B (TrkB) y al igual que la neurotrofina, su funcién

también esta regulada por la actividad neuronal.

El BDNF es la neurotrofina mas abundante en el cerebro del adulto y en la retina se
expresa en neuronas de la CCG y la CNI (Cohen-Cory vy Fraser, 1994; Pérez y Caminos, 1995;
Vecino vy cols., 1998). En cerebro el BDNF se expresa mayoritariamente en el hipocampo, en el
cortex y en los CS (Hofer y cols., 1990; Maisonpierre y cols., 1990; Wetmore y cols., 1990), que
como hemos visto anteriormente, son los principales territorios de proyeccién de las CGR. Esto
indica que una via de aporte de BDNF a las CGR es su transporte retrogrado desde los CS
(Herzog y Von Bartheld, 1998; Ma y cols., 1998).

Tras una lesién en los axones de las CGR, bien por aumento de la PIO, por seccién o
aplastamiento del NO, se produce una sobreexpresibn de BDNF aunque las CGR acaban
muriendo por muerte celular programada o apoptosis (Almasieh y cols., 2012). Se ha demostrado
gue la administracion de BDNF en modelos de HTO ralentiza la muerte de las CGR (DiPolo vy
cols., 1998; Quigley y cols., 2000; Ko y cols., 2001; Martin y cols., 2003; Lebrun-Julien y DiPolo,
2008; Wilson y DiPolo, 2012); pero este efecto neuroprotector es transitorio (Isenmann vy cols.,
2004).
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En el desarrollo de la parte conceptual de esta tesis, hemos partido como base de los
resultados de varios estudios previos. Semo y colaboradores (2014) muestran un subtipo de
CGRm localizadas en la ZMC de las retinas de ratén pigmentado, con una morfologia dendritica
particular. Los autores sostienen que estas células podrian estar involucradas en la respuesta
intrinseca del reflejo pupilar (Semo vy cols., 2014; Vugler y cols., 2015). Estos resultados nos
sugieren que, realizando un marcaje retrégrado de las CGR con un trazador neuronal desde el
mufion del NO, seriamos capaces de discernir si esas CGRm, localizadas en la ZMC de la retina,
mandan su axén a través del NO. Nuestra hipétesis en este apartado es que el axén de estas

CGRm localizadas en la ZMC de retina, no pasara por el NO.

En otro estudio, Galindo-Romero y colaboradores (2013a) muestran la distribucién de las
CGRm en ratas albinas y estudian su colocalizacion con el factor de transcripcion Brn3a, y las
proyecciones de las CGRm a cerebro. En este trabajo nos planteamos el estudio de las CGRm en
ratdn pigmentado y albino, ya que esta especie es mucho méas comun en modelos experimentales.
Ademds, existe gran controversia en la respuesta de las CGRm ante diferentes condiciones
patolégicas, como la HTO (Li y cols., 2006; Drouyer y cols., 2008; de Zavalia y cols., 2011; Cuiy
cols., 2015). Por esto, nos planteamos analizar la respuesta de las CGRm, y compararla con el
resto de CGR no melanopsinicas en un modelo experimental de HTO en raton pigmentado, similar
al producido en otros estudios previos (Salinas-Navarro y cols., 2009¢c, 2010; Gallego vy cols.,
2012; Rojas y cols., 2014; de Hoz y cols., 2014). Nuestra hipétesis en este apartado es que habra

mas supervivencia de CGRm que de CGR no melanopsinicas tras HTO.

Para seguir profundizando en el estudio de las CGRm, analizamos su neuroproteccion
mediante la administracién intraocular del factor neurotréfico BDNF en un modelo de HTO en rata;
ya que en estudios previos en modelos de axotomia, este factor ha demostrado ser muy eficaz
sobre la poblacién de CGR (Sanchez-Migallon y cols., 2011; Galindo-Romero y cols., 2013b).
Nuestra hipétesis en este apartado es que la administracién de BDNF ralentizara la muerte de las

CGRm y de las CGR no melanopsinicas tras HTO.

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales de esta tesis son:

1. Caracterizar la poblacién de CGRm del ratén pigmentado y albino adulto.
2. Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO en ratdon
pigmentado.
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

Estudiar la degeneracién de las CGR y las CGRm después de HTO y su proteccién con

BDNF en rata albina adulta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la poblacion de CGRm del ratéon pigmentado y albino

adulto

Inmunohistofluorescencia para detectar las CGR que expresan melanopsina en montajes

globales de retina.

Estudio de las CGRm en retinas trazadas con OHSt desde NO. Analisis especifico en la

zona marginal ciliar de retina.

Contaje y analisis de la distribucién espacial de las CGRm en los montajes globales de

retina.

Estudio de la poblacién y distribucion espacial de las CGRm desplazadas a la capa

nuclear interna.

Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO en

raton pigmentado

Metodologia de fotocoagulacién con laser (FL) de las venas epiesclerales y perilimbares

para inducir una elevacion de la presion intraocular.

Estudio de la poblacion y distribucién de las CGR Brn3a’ y las CGRm a diferentes
tiempos post-lesion y corelacionar esta poblacion con las CGR marcadas

retrogradamente desde los CS cuyos axones se mantienen viables.

Analizar si el dafio provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR o si

afecta a otra poblacion celular en esa capa.

Estudiar el transporte axonal anterogrado de las CGR y los terminales axonales de las

CGR a tiempos largos post lesion.
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2.2.3.

Estudiar la degeneracion de las CGR y las CGRm después de HTO y

su proteccién con BDNF en rata albina adulta

Estudiar el dafio axonal provocado y la supervivencia de CGR tras la HTO en ratas
tratadas con BDNF o vehiculo a 12 y 15 dias tras HTO.

Estudiar la distribucién de la poblacién de las CGRm en retinas de rata tratadas con

BDNF o vehiculo a 12 y 15 dias tras HTO.

Analizar el estado de los vasos retinianos internos tras HTO.
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3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ANESTESIA

Para la realizacién de los experimentos se utilizaron: ratones machos adultos pigmentados
(C57BL/6) con un peso que oscilaba entre 25-35 gr, ratones machos albinos (Swiss) con un peso
gue oscilaba entre 30-35 gr y ratas hembras adultas albinas Sprague-Dawley (SD) con un peso
gue oscilaba entre 180-220 gr.

Los animales procedian de la colonia de cria de la Universidad de Murcia (Murcia,
Espafia). Se alojaron en habitaciones con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con una
intensidad de luz de entre 5-30 lux (dependiendo de la ubicacién de las cajas respecto a su
posicion en la habitacién) y una temperatura constante de 25°C. La comida y el agua se les
proporcionaron ad libitum.

Las manipulaciones de los animales se realizaron siguiendo la normativa europea
(Directiva 2010/63/UE) y nacional (RD 53/2013) vigente sobre la proteccién de los animales
utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos. De la misma forma, se siguieron las
directrices de la Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia (The Association for
Research in Vision and Ophthalmology, ARVO). Ademas se tomaron las medidas adecuadas para

minimizar el dolor y el malestar después de su manipulacién, especialmente tras la cirugia.

Todas las manipulaciones quirtrgicas y la medida de la PIO se efectuaron bajo anestesia
general inducida por una inyeccién intraperitoneal (i.p.) de la mezcla de ketamina (70mg/Kg,
Ketolar®, Parke-Davies, S.L., Barcelona, Espafia) y xilacina (10mg/Kg, Rompl]n®, Bayer, S.A,,
Barcelona, Espafia). Estas manipulaciones se realizaron con la ayuda de un microscopio
quirargico OPMI-11-FC (Carl Zeiss, S.A.) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss, S.A.) y

con el instrumental de microcirugia apropiado.

Antes de la medida de la PIO con el tonébmetro de contacto se instil6 una gota de
anestésico topico (Colircusi anestésico doble®, Alcén Cusi, S.A., Barcelona, Espafia) en los 0jos
de los roedores.

Durante la recuperacion de la anestesia se aplico a los 0jos una pomada que contiene
neomicina y prednisona (Oftalmolosa Cusi Prednisona-Neomicina® Alcon S.A., Barcelona,
Espafia) para prevenir la desecacion de la cornea. En los estudios de HTO se aplic6 una pomada
antibiotica con tobramicina (Tobrex®; Alcon cusi S.A., Barcelona, Espafia) pero sin corticoides,
para evitar el efecto de estos Ultimos sobre la PIO ( ).
Posteriormente, los animales se devolvieron a sus cajas y se reacondicionaron en el estabulario.
Para el sacrificio de los animales se inyecté i.p. una sobredosis de pentobarbital sddico al 20%

(Dolethal Vetoquinol®; Especialidades Veterinarias, S.A. Alcobendas, Madrid, Espafia).
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3.2. DISENO EXPERIMENTAL

A continuacion se detallan las diferentes manipulaciones experimentales, intervalos de
supervivencia y el numero de animales (tamafio muestral (n) utilizados para lograr los objetivos

generales y especificos planteados en este estudio.

3.2.1. Caracterizacion de la poblacion de CGR melanopsinicas del raton
pigmentado y albino adulto:

Tamafio muestral (n)
. Procesado de Manipulacién Marcadores
Objetivo . . L : .
laretina experimental utilizados Pigmentado Albino
C57BL/6 Swiss
Estudiar la
localizacié I . .
oczlcz;aRcr:); ld;S as Secciones Inmunodeteccion de 4
transversales ) [ i
CGRM melanopsina y Brn3a
desplazadas
Estudiar si las
CGRm proyectan Montajes OHSt aplicado en | Inmunodeteccion de 10 8
Sus axones a globales el MNO melanopsina
través del NO
Estudiar si las
CGRm son : . .
Montajes OHSt aplicado en | Inmunodeteccién de
marcadas . 7 10
) globales los CS melanopsina
retrogradamente
desde los CS
Cuantificar y
estudiar la
distribucion de las Montajes i Inmunodeteccion de 12 11
CGRm. globales melanopsina y Brn3a
Colocalizacion con
Brn3a

Tabla 3.1. Ratones utilizados para la caracterizacién de la poblacién de CGRm. Abreviaturas: CS= coliculo
superior, MNO= mufién del nervio 6ptico, n= tamafo muestral.
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3.2.2. Estudio de ladegeneraciéon de las CGR y las CGRm después de HTO:

Caracterizacion de un modelo de hipertension ocular en ratéon pigmentado y estudiar el

curso temporal de dafio axonal y muerte de las CGR provocado.

Procesado . ., Tamafio Tiempo
. . . Manipulacién Marcadores .
Estirpe Objetivo de laretina . L muestral estudio post
experimental utilizados
o cerebro (n) HTO
Caracterizar el
modelo de
hipertensién FL
lar. .
> arreC'L(ISrr:/a - secciones Inyeccion Inmunodeteccién Intactos, 10
_presi histolégicas | . Y iy ! u : 44 dias, 8y 14
intraocular intravitrea del | del trazador CTB
) . de cerebro semanas
inducida y marcador
transporte CTB
axonal
anterégrado
. Estudiar el curso
Raton
. temporal de FL .
pigmentado dafio axonal y Montajes Inmunodeteccién
C57BL/6 . de Brn3a 14 2y 4 semanas
muerte de las globales OHSt aplicado melano sirila y
CGRy CGRm enCS P
provocado
Analizar si el
dafio provocado
tras HTO es L
. . Inmunodeteccion
selectivo de las Montajes
FL de Brn3ay 8 4 semanas
CGR en la capa globales tincion con DAPI
de CGRosi
afecta a otra
poblacion celular

Tabla 3.2. Ratones utilizados la caracterizacion de un modelo de HTO en ratén pigmentado y estudiar el curso
temporal de dafio axonal y muerte de las CGR provocado. Abreviaturas: FL= Fotocoagulacion laser. CS= coliculo
superior, n= tamafio muestral.
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3.2.3. Efecto del BDNF sobre las CGR y las CGRm en retinas de rata albina
tras HTO:
. - Tamarfo Tiempo
. o Procesado | Manipulacion Marcadores .
Estirpe Objetivo delaretina | experimental utilizados muestral estudio
P (n) post HTO
Estudiar el curso BONF
o (n=24)
temporal de dafio FL
axonal y muerte . L
Montajes Inmunodeteccion .
de las CGR tras globales FG aplicado de Brn3a 12 y 15 dias
HTO en animales
en CS
tratados con Vehiculo
BDNF o vehiculo (n=21)
Estudiar la E(Br?_'\é'):
distribucién de la FL -
Rata albina poblacion de las Montaies Inmunodeteccién
CGRm en ! . de Brn3ay 12 y 15 dias
SD . globales FG aplicado :
animales tratados melanopsina
en CS
con BDNF o .
vehiculo Vehiculo
(n=8)
BDNF
Analizar si los FL (n=2)
vasosrfre.tlrslanos Montajes Inmduncéde;ecuon s di
superficiales se globales FG aplicado e Brn3ay ias
ven afectados tras RECA
HTO en CS
Vehiculo
(n=2)

Tabla 3.3. Ratones utilizados para la caracterizacion de un modelo de HTO en raton pigmentado y estudiar el
curso temporal de dafio axonal y muerte de las CGR provocado. Abreviaturas: FL= Fotocoagulacion laser. CS=

coliculo superior, n= tamafio muestral.
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3.3. TRAZADO RETROGRADO DE LAS CGR

El marcaje previo de la poblacion de CGR es imprescindible para poder identificar
posteriormente las CGR supervivientes y estimar su densidad, tanto en los animales controles

como en los experimentales.

Para identificar las CGR se utilizé el trazador neuronal fluorescente metanosulfonato de
hydroxistilbamidina (OHSt, hydroxystilbamidine methanesulfonate, H22845; Molecular Probes,
Eugene, OR, EEUU) para ratones y Fluorogold® (FG; Fluorochrome LLC, Denver, CO, EEUU) para
ratas aplicado en ambos CS, los principales territorios de proyecciéon cerebrales de las CGR
( ), de acuerdo con técnicas previamente establecidas y descritas (

) 0 desde el
nervio optico ( ) (Figura 3.1). Estudios previos han descrito que la
aplicacién en los CS de OHSt en ratén y de FG en rata permiten marcar aproximadamente un
96,5% y un 98,4% del total de las CGR, respectivamente; considerando como el 100% las CGR

marcadas desde el mufion del NO (

).

El OHSt es captado por los terminales axonales de las CGR y transportado activa y
retrogradamente hasta el soma celular, donde se acumula. Este acUmulo es facilmente
reconocible, permitiendo identificar y estimar de forma fiable la densidad de CGR mediante
microscopia de fluorescencia (Figura 3.2). Unicamente se marcaran retrogradamente aquellas

CGR que tengan transporte axonal retrogrado funcional.

3.3.1. Marcaje retrogrado de las CGR desde los CS

Para realizar este marcaje, tras rasurar la parte dorsal de la cabeza y cuello del animal, se
realiza una incisién longitudinal en la linea media del cuero cabelludo, para exponer el craneo del
animal. Tras una craneotomia parietal bilateral, con ayuda de una fresadora (Free-Wheeler,
Cordless Moto-tool, Model 850; Dremel, Breda, Holanda), se retira la porcién de encéfalo e
hipocampo necesaria para exponer bilateralmente la parte posterior del tdlamo y ambos CS
coliculos superiores con ayuda de una micropipeta conectada a un sistema de aspirado (Ordisi
S.A., L'Hospitalet, Barcelona, Espafia). A continuacion, se aplica en la superficie dorsal de los CS
una pequefia porcién de esponja de fibrina (Espongostan® Film, Ferrosan A/S, Dinamarca)
previamente empapada en una solucién salina al 0,9% que contiene un 10% de DMSO y 10% de
OHSt (para ratén) o 3% de FG (para rata). Por dltimo, se cubre la craneotomia con esponja de
fibrina, se sutura la piel del animal con seda de 5/0 (LorcaMarin, Murcia, Espafia), se aplica
ungliento oftdlmico de tobramicina (Tobrex®; Tobramicina 3 mg/g) sobre las cérneas para evitar su
desecacion durante la recuperacion de la anestesia y se devuelve el animal a una jaula al

animalario. Estudios previos han determinado que el tiempo necesario para que el trazador se
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transporte desde los CS hasta el soma celular es de 7 dias, tanto en ratén como en rata (

NAZADOR

-

TRAZADOR

Figura 3.1. Esquema del trazado retrogrado de las CGR aplicando el trazador en el coliculo
superior o en el mufién del nervio éptico. El trazador, FG en rata y OHSt en raton, se aplicé en ambos
CS para marcar todas las CGR que proyectan a éstos (A). Para marcar la totalidad de las todas las CGR,
el trazador se aplico en el mufion del MNO (B).
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A: RATON

Figura 3.2. Células ganglionares de la retina (CGR) trazadas con OHSt o con FG. Imagenes
representivas de la region periférica de una retina control de ratén Swiss (A) y de rata SD (B) montadas a
plano. Las iméagenes muestran las CGR marcadas retrogradamente por los trazadores neuronales
retrogrados OHSt (A) y FG (B), aplicados en ambos CS 7 dias antes de procesar el animal. Ambos
trazadores se transportan desde los terminales axonales localizados en los CS hasta el soma, que esta
en la retina, por transporte axonal retrégrado activo. Las microfotografias ilustran el tipico marcaje difuso y
granular del neurotrazador que delinea el soma y en ocasiones las dendritas primarias de la célula. Se
pueden apreciar diferentes tipos morfologicos de CGR (pequefias, medianas y grandes) descritos
inicialmente por Fukuda (1977). Barra (A= 50 pm, B= 100 pum).

3.3.2. Marcaje retrégrado de las CGR desde el nervio 6ptico

Para la aplicacion del trazador en el NO, se siguid el método estandar descrito
anteriormente en nuestro laboratorio (Vidal-Sanz vy cols., 1988; Villegas-Pérez y cols., 1993;
Lafuente Lopez-Herrera y cols., 2002; Parrilla-Reverter y cols., 2009b; Salinas-Navarro y cols.,
2009a; Nadal-Nicolas y cols., 2012, 2015). Primero rasuramos la parte dorsal de la cabeza del
animal, se hace una incision longitudinal en la linea media del cuero cabelludo y se realiza una

incision a nivel del reborde supraorbitario, se diseca el tejido adiposo que recubre el globo ocular y
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se desinsertan los musculos recto superior y lateral. Tras exponer la region superoposterior del
globo ocular se abren longitudionalmente las cubiertas durales del NO proximal al globo ocular y
se secciona éste a 1 mm de su origen en el globlo ocular, evitando lesionar la vascularizacién
oftalmica que discurre en las vainas durales, principalmente en su aspecto inferonasal (Morrison vy
cols., 1999; Sugiyama vy cols., 1999). A continuacién, se aplica una pequefa porcion de
Espongostan previamente empapada con OHSt al 10% en la superficie del mufion del NO. Se
sutura la piel del animal con seda quirargica de 4/0 y, finalmente, se comprueba mediante
funduscopia directa a través del microscopio quirdrgico que la irrigacion retiniana es normal.
Estudios previos han determinado, tanto en rata como en raton, que el tiempo necesario para que
el OHSt llegue hasta el soma de las CGR desde su aplicacion en el MNO es de 3 dias (Salinas-
Navarro vy cols., 2009a, 2009b; Galindo-Romero vy cols., 2013b). Transcurrido este tiempo, se

procesa el animal.

3.4. MARCAJE ANTEROGRADO DE LAS REGIONES RETINOTECTALES

Para estudiar la proyeccion retinotectal se aplicaron técnicas de trazado neuronal
anterégrado previamente desarrolladas (Angelucci y cols., 1996; Aviles-Trigueros y cols., 2000,
2003). Cuatro dias antes de procesar los animales, éstos fueron anestesiados y 2,5 ul de una
solucion al 1% de subunidad B de la toxina colérica (CTB; List Biological Laboratories, Campbell,
CA, EEUU) se inyectaron con ayuda de una jeringa Hamilton (de 5 pl de volumen y aguja de 34G)
en la camara vitrea del ojo izquierdo. Este marcador se transporta anterogradamente por los
axones de las CGR hasta acumularse en los terminales axonales de las regiones retinotectales del

cerebro (Figura 3.3).

CTB

Figura 3.3. Representacion del trayecto seguido por el marcador neuronal, inyectado intravitreo
en el ojo izquierdo y transportandose anterogradamente hasta acumularse en los terminales
axonales situados en las regiones retino-tectales.
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3.5. FOTOCOAGULACION MEDIANTE LASER DIODO

Para obtener un modelo de HTO experimental se elevo la PIO hasta niveles que
provocasen dafio sobre la poblacion de CGR y en sus axones, pero sin comprometer la viabilidad
ocular, mediante fotocoagulacién con laser diodo de 532 nm, siguiendo la metodologia de estudios
previos realizados en nuestro laboratorio (Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009c; Gallego y cols.,
2012; Rojas y cols., 2014).

La fotocoagulacién por laser (FL) se realizd en ratones pigmentados y ratas albinas
anestesiados, en los cuales se dilato la pupila izquierda con una gota de tropicamida topica al 1%
(Colircusi tropicamida 1%®; Alcon-Cusi, S.A., El Masnou, Barcelona, Espafia), y bajo control
microscopico en el ojo experimental (izquierdo) se realizdé una sola sesiéon de disparos con laser
diodo (Viridis Ophthalmic Photocoagulator-532 nm laser, Quantel Medical, Clermont-Ferrand,
Francia). La FL se aplico directamente sin ninguna lente, en una sola sesion, sobre los vasos
perilimbares y episclerales en raton y sobre la malla trabecular, los vasos perilimbares y
episclerales en rata (Figura 3.4), de los ojos izquierdos experimentales, reservando el ojo derecho

como control.

El tamafio del punto, la duracién y la potencia fueron respectivamente: 50-100 pm, 0,05 sy
0,1 W en ratén y 50-100 pm, 0,5 sy 0,4 W en rata. A los ratones se les dio una media de 135

disparos y a las ratas 90 disparos.

A

Figura 3.4. Método de induccion de la hipertension ocular mediante fotocoagulacion por laser. A.
Esquema representativo que ilustra la localizacion de los vasos perilimbares y episclerales de un ojo de
roedor. B. Fotografia de un ojo de rata SD, donde se muestra la malla trabecular (a), vasos perilimbares (b) y
episclerales (c), donde es dirigido el laser para realizar la fotocoagulacion de los vasos e impedir el drenaje
del humor acuoso aumentando la presion intraocular.
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3.6. MEDIDA DE LA PRESION INTRAOCULAR

La medida de la PIO se realiz6 con un tondmetro de rebote y contacto (Figura 3.5)
(TonoLab®; Tiolat Oy, Helsinki, Finlandia) en animales anestesiados i.p. Con objeto de minimizar el
error en la toma de datos, cada valor de PIO corresponde a la media aritmética de seis medidas;
las cuales, a su vez, eran promedio de otras seis medidas registradas automaticamente por el

tonémetro.

Para caracterizar los efectos de la fotocoagulacién con laser de las venas perilimbares y
epiesclerales en raton, y malla trabecular, venas perilimbares y epiesclerales en rata, se
determinaron los valores basales de PIO previos en los animales a los que se les iba a inducir

HTO con FL y a diferentes periodos de tiempo post-lesion.

Figura 3.5. Tonémetro de rebote y contacto TonoLab@5 (Tiolat Oy, Helsinki, Finlandia) para animales
de experimentacion.

3.7. INYECCION EN CAMARA VITREA

Para evaluar el efecto de la administracion intravitrea del BDNF sobre la PIO, el dafio
axonal provocado y la supervivencia de las CGR y las CGRm en ratas SD hipertensas, se
realizaron dos grupos de estudio: En el primero de ellos se administr6 BDNF y en el segundo
vehiculo (PBS). EI BDNF se diluyé en tampoén fosfato salino 0.1 M (PBS) con 1% de albimina de
suero bovino (BSA), a una concentracion final de 1ug/ul. La administracion se llevo a cabo justo
antes de la induccion de la HTO por laser diodo, mediante una inyeccion intravitrea (Figura 3.6)
en el ojo experimental (ojo izquierdo). En ambos grupos se siguié el mismo protocolo; en primer

lugar se hizo una puncién con una aguja de 30G en la esclerotica, a 1mm del limbo esclerocorneal
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y después se realizé una Unica inyeccion intravitrea de 5 pl, con una jeringa Hamilton de 5 pl con
una aguja de 34G.

Figura 3.6. Esquema de lainyeccion de BDNF o vehiculo en los ojos experimentales de rata previo
alaFL.

3.8. PROCESADO HISTOLOGICO

3.8.1. Perfusion-fijacion del animal

Los animales se sacrificaron con una sobredosis inyectada intra peritoneal (i.p.) (0,5 ml en
ratones, 1,0 ml en rata) de pentobarbital sédico al 20% (Dolethal, Vetoquinol, Especialidades

Veterinarias S.A., Alcobendas, Madrid).

Después, los animales se perfundieron transcardialmente a través de la aorta ascendente
con suero salino al 0,9%, seguido de paraformaldehido al 4% en PB 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4°C. Para
ello se practicaba una esternotomia media para exponer el corazén y los grandes vasos. Se
clampa la aorta descendente y, seguidamente, realizamos una pequefia incision en el ventriculo
izquierdo, donde introducimos una canula hasta la aorta ascendente. La cdnula estaba conectada
por un sistema de tubos a una bomba peristéltica (ISM827; Ismatec S.A., Zurich, Suiza) y esta a
un reservorio de fluidos. De modo practicamente simultdneo, seccionamos la orejuela de la

auricula derecha para permitir la salidad de la sangre y el liquido de perfusion.
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3.8.2. Enucleacion de los ojos

En el estudio de la distribucién en retina de las CGR y las CGRm es necesario conservar
la orientacion de la retina y del ojo en todo momento. Para esto, después de la perfusion-fijacion
de animal, se realizé una sutura en el parpado superior del ojo, ademas se utilizaron como puntos
de referencia adicionales la insercion del masculo recto en la parte dorsal de cada ojo, asi como la

caruncula nasal.

Para la enucleacion de los ojos realizamos una incision en la zona nasal y temporal de la
ceja, para posteriormente seccionar el tejido que rodea y sujeta el globo ocular a la orbita,

traccionamos el globo ocular hacia adelante y hacemos un corte a la altura de la cabeza del NO.

El globo ocular se postfija durante una hora adicional en PF al 4% en PB, a 4°C. Después

se mantiene en PBS 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4°C hasta la posterior diseccion de la retina.

3.8.3. Diseccion y montaje de laretina a plano

Para la diseccion y montage global de la retina a plano, primero quitamos el tejido que
rodea el ojo, a continuacion realizamos una incision en el limbo esclero-corneal y retiramos la
cérnea. Extraemos las estructuras del polo anterior del ojo: iris y cristalino, obteniendo la copa
Optica donde se aprecia la retina. Para disecar la retina a plano hacemos 4 cortes: superior,
inferior, nasal y temporal, el corte mas largo indica el polo superior. Extraemos la retina
separandola con una pinza de la ora serrata y posteriormente cortando el NO. La extendemos con
la cara vitrea hacia arriba en un portaobjetos y la adherimos a papel de filtro Whatman® ntimero 1
(Whatman International Ltd., Maidstone, Inglaterra). Se realizan lavados durante la diseccion del
ojo con PBS 0,1 M. Se post-fija en PF al 4% durante una hora, quitamos el papel de filtro y
hacemos 3 lavados en PBS. Se coloca la retina en un portaobjetos y se limpia el vitreo con un

pincel.

Después se cubren con medio de montaje con base de glicerol al 50% en tampodn
carbonato sddico 0,1M (pH 9,0), para evitar el decaimiento de la fluorescencia. Finalmente, las

retinas se protegen con un cubreobjetos y se sellan con esmalte de uias.

3.8.4. Procesado histoldgico de laretina para secciones transversales

Para obtener secciones histolégicas transversales de retina, una vez extraido el ojo se
disecd la copa Optica. El tejido se crioprotegié por inmersion en sacarosa en soluciones crecientes
de sacarosa (Panreac Quimica S.A. Barcelona, Espafia), al 15% y al 30% en PB durante 8 y 24

horas, respectivamente. Depués, la copa Optica se incluia en medio de montaje éptimo para
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congelacién (Tissue-Tek® O.C.T'; Sakura, Finetek U.S.A, Inc., Torrance, CA, EE.UU),
manteniendo en todo momento la orientacidon correcta. Para ello, se conservaba la parte del
parpado que contiene la sutura en el polo superior y el masculo recto superior y se congelaban
rapidamente en isopentano preenfriado a -60°C. Seguidamente, se obtuvieron secciones
histolégicas de 14 um de espesor con ayuda de un criostato (Jung CM 3000, Leica, Heidelger,

Alemania).

3.8.5. Procesado histoldgico del cerebro

Los cerebros de los animales estudiados se extraen cuatro dias después de inyectar CTB
en la camara vitrea del ojo experimental. Para ello, una vez realizada la perfusion-fijaciéon del
animal, se extraen los cerebros del craneo y se delimita la zona de interés experimental. Los
cerebros se postfijan nuevamente en paraformaldehido al 4% en PB durante 1 dia a 4°C.
Seguidamente, se crioprotegen en soluciones crecientes de sacarosa, tal y como se a descrito

previamente.

El cerebro se orientd correctamente para obtener seciones histolégicas coronales, se
incluyé en medio 6ptimo de montaje para congelacion Tissue-Tek y se congelé siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. Con ayuda de un criostato (Jung CM 3000, Leica,
Heidelberg, Alemania) se realizaron secciones seriadas de 30 um de espesor, y se recogieron las
secciones ordenadamente en bafios de flotacién en PBS, tomando la habénula como referencia
anatémica de la primera seccién valida hasta agotar el CS. Los cortes son recogidos en placas de
cultivos celulares de seis pocillos con PBS en cada pocillo se recogen 13-16 cortes, con lo que se
obtienen unos 78-96 cortes por cerebro. Lo que representa la regién situada entre -2,54 mm vy -
4,96 mm de bregma ( ).

3.9. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA

El estudio de las diferentes poblaciones celulares y/o estructuras retinianas analizadas en
la presente tesis, se llevé a cabo mediante la aplicacién de técnicas de inmunohistofluorescencia;
cuyos protocolos tanto para montajes globales como secciones transversales de retina, se detallan

a continuacion.

3.9.1. Montajes globales de retina

El protocolo de inmunohistofluorescencia genérico utilizado para el estudio de los

montajes globales de retina fue el siguiente:
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3.9.2.

Permeabilizacion: Las retinas se lavan en PBS 0,1M (pH 7,2-7,4) a temperatura ambiente
y se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente en PBS conteniendo un 0,5% de
Triton 100 (Tx; Triton® X-100; Sigma X100, Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafia) tras
los cuales se congelan inmersas en el mismo tampén a -70°C durante 15 minutos.

Después se atemperan y se lavan en PBS a temperatura ambiente.

Incubacidn en anticuerpo primario: Las retinas se incuban en el anticuerpo primario diluido
en el tampon de bloqueo (PBS que contiene un 2% de Tx y un 2% de suero normal de
burro (Normal Donkey Serum, NDS, Jackson ImmunoResearch Inc., Cambridge, Reino
Unido) durante 1 hora a temperatura ambiente y durante toda la noche a 4°C. Tras
atemperar de nuevo las retinas y posteriormente a un enjuague rapido en PBS, se lavan

en Tx 0,5% en PBS, a temperatura ambiente.

Incubacién en anticuerpo secundario: Los anticuerpos secundarios que se usaban estaban
unidos a distintos fluoréforos dependiendo de la longitud de onda a la que quisiéramos
gue se excite para su deteccién. Primero se realizd la incubaciéon con el anticuerpo
secundario diluido en Tx 2% en PBS durante 2 horas, a temperatura ambiente. Tras
acabar la incubacion, se lavaron las retinas en Tx 0,5% en PBS, a temperatura ambiente y

posteriormente en PBS y se preparaban para su montaje.

Secciones transversales de retina

En las secciones transversales de retina, el protocolo de inmunofuorescencia que se

aplico para su estudio fue el siguiente:

Permeabilizacién: Los cortes radiales obtenidos en el criostato se lavaron primero en PBS
y después en Tx 0,1% en PBS a temperatura ambiente para disolver el medio de montaje

adherido a la seccion y al portaobjetos, y eliminarlo.

Incubacién en anticuerpo primario: Las retinas se incubaron en anticuerpo primario diluido
en tampoén de bloqueo (Tx 2% y NDS 2% en PBS) durante toda la noche a 4°C. Tras
atemperar de nuevo las retinas, se lavaron en Tx 0,1% en PBS, a temperatura ambiente.

Incubacion en anticuerpo secundario: Se realiz6 la incubacion en anticuerpo secundario
diluido en Tx 2% en PBS durante 1 hora, a temperatura ambiente. A continuacion se

lavaron las retinas en Tx 0,1% en PBS, a temperatura ambiente y, por ultimo en PBS.
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3.10. ANTICUERPOS, TINCIONES Y DILUCIONES UTILIZADOS EN LOS
ESTUDIOS

A continuacion se detallan los anticuerpos que se utilizaron para la inmunodeteccién de las
diferentes poblaciones celulares analizadas en los estudios realizados:

3.10.1. Inmunodeteccién de las CGR

Las CGR que son marcadas retrogradamente desde los CS son aquellas que tienen un
transporte axonal funcional, pero para cuantificar el nimero y la distribuciéon de las CGR que se
mantienen vivas tras una lesidon necesitamos realizar un estudio inmunohistoquimico. Para ello,
utilizamos en anticuerpo frente a la proteina Brn3a, que como hemos visto anteriormente es un
miembro de la familia de los factores de transcripcion Brn3, que se localiza en el nicleo y tiene un
dominio POU de unién al ADN.

El anticuerpo primario utilizado es un anticuerpo policlonal de cabra anti-Brn3a de origen
humano (Goat anti-Brn3a, C-20; Santa Cruz Biotechnologies Heidelberg, Alemania) diluido 1:500
para raton y 1:750 para rata. Para detectar este anticuerpo primario, se utilizaron anticuerpos
policlonales secundarios de burro anti-cabra conjugados con Alexa Fluor® 488 6 Alexa Fluor® 594
(Donkey anti-goat IgG (H+L) secondary antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate o Alexa Fluor® 595
conjugate; Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, Espafia) que emiten fluorescencia verde y
roja, respectivamente. El uso de un fluorocromo u otro dependi6 de las necesidades del estudio.

Se establecio una dilucion de trabajo 6ptima de 1:500 (Tabla 3.4).

3.10.2. Inmunodeteccién de las CGRm

Las CGRm son una subpoblacibn de CGR que expresan melanopsina. Para la
inmunodeteccién de las CGR en retina, tanto en montajes globales de retinas como en secciones
transversales de ratén se incubaron en el anticuerpo policlonal de conejo anti-melanopsina de
raton (UF006, AB-N38; Advance Targeting Systems, Thermo Scientific, Madrid, Espafia) y las
muestras de rata se inmunodetectaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-melanopsina de
rata (PA1-781; Affynity Bioreagents. Fisher Scientific, Madrid, Espafia) diluido 1:5000 y 1:500,
respectivamente. Para detectar estos anticuerpos primarios, se utilizaron anticuerpos policlonales
secundarios de burro anti-conejo conjugados con Alexa Fluor® 488 6 Alexa Fluor® 594 (Donkey
anti-rabbit 1gG (H+L) secondary antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate o Alexa Fluor® 595
conjugate; Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, Espafia) que emiten fluorescencia verde y
roja, respectivamente. El uso de un fluorocromo u otro dependié de las necesidades del estudio.

Se establecié una dilucién de trabajo 6ptima de 1:500 (Tabla 3.4).
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3.10.3. Tincién de los nucleos de la capa de las CGR con DAPI

Con el objetivo de determinar si el dafio producido tras la HTO en la retina de raton es
selectivo de las CGR y no afecta a otra poblacion de la capa de CGR, en las retinas hipertensas
se identificaron la totalidad de las células de la capa de CGR, con una tincion nuclear con DAPI.
Esta capa en roedores esta constituida en su mayoria por CGR, que se pueden identificar
mediante inmunodeteccién de Brn3a, y por células amacrinas desplazadas, en igual proporcién
( ) y en mucha menor
proporcién, por ndcleos de las células endoteliales y de la microglia, que son alargados y
distinguibles morfolégicamente. Al no existir un marcador de todas las amacrinas desplazadas en
esta capa, decidimos tefiir la totalidad de células con DAPI, y al restar el nimero de CGR Brn3a”
contadas, obtendriamos una estimacion de las células residentes en esta capa tras HTO, incluidas

las células amacrinas.

El 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) emite una fuerte fluorescencia cuando se intercala en
la doble hélice del ADN tifiendo, por tanto los ndcleos de todas las células. El pico de excitacion
esta en 358 nm y el de emisién en 461 nm (azul) y, por lo tanto, la sefial del DAPI se observa con

luz ultravioleta bajo el filtro azul.

Las retinas después de la inmunodeteccion del Brn3a se limpian de la suciedad y se
montan con medio de montaje para fluorescencia que contiene DAPI (VECTASHIELD®,

laboratorios Vector, Inc., Burlingame, CA, EEUU).

3.10.4. Inmunodeteccion de los terminales axonales de las CGR en el

cerebro-medio

Para la inmunolocalizacion de la CTB transportada anter6gradamente hasta los terminales

retino-tectales, se siguieron procedimientos previamente establecidos (

).

Los cortes flotantes fueron lavados en PBS, la actividad peroxidasa enddgena fue
blogueada con la inmersién de las secciones en 0,3% de H,O, en PBS durante 20 minutos.
Seguidamente las secciones se lavaron en PBS e incubaron 30 minutos en glicina 0,1 M en PBS.
La actividad antigénica inespecifica se bloque6 durante una noche incubando a 4°C en PBS
conteniendo 0,5% de Triton X-100, 4% de suero normal de conejo (NRS; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EEUU) y 2,5% de albumina de suero bovino (BSA; Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania). A continuacion las secciones fueron incubadas en una solucién
conteniendo el anticuerpo policlonal de cabra frente a la subunidad B de la toxina colérica (goat
anti-CTB; List Biological Laboratories, Campbell, CA, EEUU) a una dilucién 1:4.000 en PBS
conteniendo 2% NRS, 2,5% BSA y 2% Triton X-100 durante 4 dias a 4°C. El anticuerpo primario
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fue detectado con un secundario policlonal biotinilado de conejo frente a IgG(H+L) de cabra (rabbit
anti-goat 1IgG(H+L); Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) diluido 1:200 en 2% NRS, 2,5%
BSA y 2% Triton X-100 en PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido por una
incubacion en complejo avidina-biotina peroxidasa (Vectastain® Elite ABC Kit system; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EEUU) diluido 1:100 en PBS durante 1 hora; la peroxidasa fue
detectada usando como cromoéforo tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma
Chemical CO., MO, EEUU) al 0,025% en PBS. Después de 5 minutos, se afiadié H,O, hasta una
disolucion final al 0,004%, dejandola actuar durante 3 minutos. Las secciones fueron lavadas en
PBS a 4°C (Tabla 3.4).

Una vez concluido este proceso, con ayuda de un microscopio quirlrgico se montaron los
cortes secuencialmente en portaobjetos tratados con polylisina. Después de ordenarlos, se
dejaron secar a temperatura ambiente, se lavaron en agua destilada y se deshidrataron en
disoluciones crecientes de alcohol, se clarificaron en xileno y se cubrieron con un cubreobjetos con
ayuda de medio de montaje (DePeX; Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, EEUU)

para su conservacion.

3.10.5. Inmunodeteccion de los vasos superficiales de retina

Con el fin de estudiar si los vasos superficiales de la retina se veian afectos tras la
hipertension ocular inducida por ladser en ratas, se aplicaron técnicas histoldgicas de
inmunodeteccién sobre las retinas, utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal
de ratédn frente al antigeno de superficie celular RECA-1 de rata (Mouse anti-rat RECA-1 (IgG1),
clone HIS52, MCA970GA; Serotec, Bionova Scientific, Madrid, Espafia) a una dilucién de 1:1.000,
gue reconoce las células endoteliales presentes en los vasos. Como anticuerpo secundario
(Molecular Probes, Invitrogen Inc., Madrid, Espafia) usamos burro anti-mouse Alexa Fluor 488

(donkey anti-mouse, alexa-488), que emite fluorescencia verde, diluido 1:500 (Tabla 3.4).
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3.11. ESTUDIO MORFOLOGICO Y ANALISIS MORFOMETRICO DE LA
RETINA

Las retinas se examinaron y fotografiaron en un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2
Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con tres filtros: ultravioleta (BP 365/12, LP 397)
gue permite la observacion de las células marcadas con OHSt o FG; rojo para la deteccion de los
anticuerpos conjugados con Alexa Fluor-594 y otro verde para la deteccion de los anticuerpos
conjugados con Alexa Fluor-488. El microscopio estaba equipado con una camara digital de alta
resolucion (ProgRes® C10; Jenoptik, Jena, Alemania) y una platina motorizada controlados por
ordenador (ProScan H128 Series Motor Controller; Prior Scientific Instruments Ltd., Cambridge,
Reino Unido) mediante el programa informatico de analisis de imagen Image-Pro® Plus 5.1 for
Windows® (IPP; Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EEUU) con un médulo de control de
microscopio (Scope—Pro® 5.0 for Windows®; Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, MD, EEUU).

Para la reconstruccion y fotomontaje de las retinas a plano (Figura 3.7), se realiz6 la
adquisicién secuencial de campos microscopicos contiguos, sin uniones ni solapamientos entre
campos, siguiendo el patron de muestreo de una matriz de celdas regulares con un area
preestablecida que cubria la superficie de la retina, usando para retinas de ratén y rata, objetivos
de x20 y x10 (Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania), respectivamente. El tamafio del campo de
captura fue de 0,217 mm? para ratén y 0,627 mm? para rata. Cada microfotografia fue enfocada
manualmente antes de ser capturada y almacenada digitalmente dentro del programa de analisis
de imagen IPP. Todas las imagenes que componen una retina se guardaron en un archivo como
imagenes de color de 24 bit usando el modulo control del microscopio Scope—Pro® 5.0 for
Windows® del programa IPP. Estas imagenes pueden ser combinadas automaticamente dentro de

una sola imagen de alta resolucion de la retina a plano para un posterior estudio de la imagen.

Las retinas reconstruidas fueron tratadas con un programa de ediciéon de imagenes (Adobe
Photoshop® CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EEUU) para su mejor visualizacion, sin

alterar la informacién relevante para su analisis y estudio.
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Figura 3.7. Fotomontaje de retina. Reconstruccion fotogréfica obtenida en el microscopio de
fluorescencia equipado con una camara digital y una platina motorizada conectada a un sistema de
andlisis de imagen, que permitia obtener fotomontajes, de un montaje global de una retina de rata SD.
Las CGR marcadas con FG aparecen distribuidas en los cuatro cuadrantes retinianos, con una densidad
mayor en una regiéon de forma arciforme situada en la regién supero-temporal de la hemirretina superior.
La parte superior de la retina se encuentra a las 12 horarias.

3.11.1. Procesado de imagenes

3.11.1.1. Cuantificacion de las CGR trazadas con OHSt o FG e

inmunodetectadas con Brn3a

Las imagenes fueron procesadas por medio de una subrutina informética especifica para
el contaje de las CGR en retinas a plano marcadas con OHSt o FG, previamente desarrollada
(Salinas-Navarro y cols., 2009b; Galindo-Romero vy cols., 2011); automatizando las tareas
repetitivas mediante la programacion del lenguaje de macros del programa de analisis de imagen
IPP. Asi aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen archivada
podemos contar las células resultantes exportando los datos a una hoja de calculo (Microsoft®
Office Excel 2003; Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su posterior analisis. Para
contar el nimero de CGR OHSt" y CGR FG" y medir el 4rea de la retina en una de las imagenes
de alta resolucién obtenidas a partir de los fotomontajes se aplica la correspondiente calibracién

espacial a la imagen reconstruida basada en las caracteristicas usadas para su captura. En el
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primer paso para realizar el contaje celular, las imagenes fueron convertidas a escala de grises 8-
bit para descartar el exceso de informacion del color. Las aberraciones de iluminacion causadas
por la 6ptica del microscopio fueron eliminadas por el filtro de mejora “flatten” del programa IPP, el
cual nos elimina las variaciones de iluminacion de fondo. A continuacion, se realzan los bordes de
las células usando comandos de filtrado del IPP. Los agrupamientos de células fueron separados
por medio del filtro “watershed split” del IPP el cual erosiona los objetos, para luego dilatarlos
evitando que lleguen a tocarse. Las células son contadas dentro de unos parametros
predeterminados para excluir objetos que sean demasiado grandes o pequefios para ser una
CGR. Finalmente, los datos de cada contaje se muestran y exportan a una hoja de calculo

(Microsoft® Office Excel 2003) donde son guardados para su andlisis posterior.

3.11.1.2. Cuantificacion de las CGR Brn3a*

Para llevar a cabo la cuantificacion del nimero total de CGR Brn3a’ en los montajes
globales de retina de raton o rata utilizamos una subrutina informatica especifica desarrollada
previamente en el Laboratorio ( ). Este
proceso informatico consiste en la aplicacién a cada imagen individual de una secuencia de filtros
y transformaciones utilizando el lenguaje macro del programa de andlisis de imagen IPP. En el
primer paso, los datos de la imagen se procesan usando el filtro HiGauss que resalta los nucleos
positivos. En un segundo paso, la imagen resultante se vuelve a procesar con el filtro LoPass, que
normaliza las variaciones de fondo. Finalmente, la imagen resultante se procesa de nuevo con el
filtro HiPass. Los grupos de ndcleos se separaron aplicando dos veces el filtro de separacién para
poder diferenciarlos como objetos independientes. Los nlcleos se cuentan bajo parametros
especificos que excluyen los objetos en funcién de su tamafio, descartando aquellos objetos que
no cumplen dicho requisito y no puedan ser nuicleos inmunodetectados con Brn3a. Finalmente, los
datos de cada contaje (retina completa) se exportan (dynamic data Exchange) a una hoja de Excel
(Microsoft® Office Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) donde los datos se

guardan para analisis posteriores.

3.11.1.3. Mapas de isodensidad

Para estudiar el patron de distribucién de las CGR sobre toda la retina, se calcul6 la
densidad celular y se representé graficamente como mapas de isodensidad (Figura 3.8). Los
fotomontajes fueron procesados automaticamente, usando una rutina informética previamente

desarrollada al efecto en el programa de andlisis de imagen IPP (

).
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Figura 3.8. Mapa de isodensidad de las CGR representado a partir de los datos de densidad celular
de la retina de la Figura 3.7. Se observa el patron de distribucion de las CGR sobre la retina. Como se
observa, existe una mayor densidad (colores calidos) en una region arciforme de la zona supero-temporal
de la hemirretina superior.

La subrutina principal de procesado, consistid6 en la divisibn de todos los campos
microfotografiados en areas rectangulares conocidas de igual tamafio, denominadas areas de
interés (Al), el nimero de estas areas fue de 36. Para cada Al el nimero de CGR tanto para las
marcadas desde los CS con OHSt o FG, o las inmunodetectadas con Brn3a, fue obtenido usando
la subrutina de contaje celular descrita previamente (ver apartado anterior) y se calculé la
densidad celular. Los datos de densidad de las CGR fueron exportados y salvados de manera
secuencial y ordenada en una hoja de célculo (Microsoft® Office Excel 2003). Finalmente, los
datos fueron representados como un mapa de isodensidad usando el programa de representacion
gréfica (SigmaPlot® 9.0 for Windows®; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU).

El error en el célculo de la densidad de las CGR, debido a campos microscépicos
ocupados solo parcialmente por tejido retiniano en el contorno de las retinas a plano, se minimizé
por el alto nimero de areas de interés con tamafio relativamente pequefio y la ausencia de CGR

en la retina periférica.
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3.11.1.4. Cuantificacién de las CGRm

Las CGRm de la capa de CGR y de la capa nuclear interna, fueron contadas manualmente
punteando sobre el fotomontaje realizado usando el programa de edicion de imagen Adobe
Photoshop CS 8.0.1 (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EEUU).

3.11.1.5. Mapa de vecinos

Una vez marcados los puntos en el fotomontaje, éstos se cuantificaron automaticamente y
cada uno de ellos se localizaron en la retina utilizando una rutina de lenguaje de macros IPP
teniendo como referencia en nervio optico y delimitando el contorno de la retina (

). El nimero de puntos que representan las CGRmy su
ubicacion espacial fueron exportados a una hoja de célculo (Microsoft® Office Excel 2003;
Microsoft Corp., Redmond, WA, EEUU). Este programa realiza los siguientes célculos para cada
célula. En primer lugar, se realiza la translacion con respecto al NO de cada célula, en segundo
lugar se mide la distancia euclidea al NO y, en tercer lugar, se aplica el algoritmo de los K-vecinos
mas préximos con radio fijo, en este caso, el radio es de 0,165 mm para ratén y 0,220 mm para
rata. Asi, mediante este algoritmo, se contara para cada célula cuantas células se encuentran a
una distancia menor o igual al radio dado. Una vez analizada la retina completa, los resultados son
almacenados en un fichero de texto con columnas delimitadas por tabulaciones, que puede ser
abierto por la mayoria de las hojas de calculo disponibles en el mercado. Finalmente, mediante el
programa Sigmaplot (SigmaPlot® 9.0 for Windows®; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU),
realizaremos una representacion de las células en funcién de su posicién con respecto al NO y el
ndmero de vecinos. Para diferenciar el nimero de vecinos de cada una de las células, se
estableci6 una escala de color, de manera que los colores mas frios (gama de azules)
corresponden a las células con menor nimero de vecinos y los colores mas cdlidos (gama de
rojos) a las que poseen mayor nimero de vecinos (Figura 3.9). Asi, para ratones la escala es de 0

a 11 6 mas vecinos y para rata de 0 a 23 6 méas vecinos.
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Figura 3.9. Distribucion espacial de las CGRm en una retina derecha de rata representado por
medio de un mapa de vecinos. Cada punto representa una célula, y el color que tiene asignado
depende del nimero de células vecinas a un radio de 0,22 mm. Los colores frios son para células con
pocos vecinos y los colores célidos para células con muchos vecinos (0, purpura; 23 6 mas, rojo oscuro).

3.11.1.6. Andlisis mofométrico del plexo vascular superficial de la retina

Para facilitar el estudio morfométrico de los vasos de la retina, la sefial de RECA-1
capturada fue transformada en una imagen en blanco y negro, donde los vasos se detectaban
como sefial positiva y se coloreaban de negro y la sefial negativa (de fondo) se representaba en
blanco. Para esto, una rutina informatica en el programa IPP fue desarrollada para resaltar la red
vascular y asi evaluar cualitativamente las retinas. En un primer paso, se aplicaron variaciones de
fondo aplicando un filtro de correccion de fondo y luego las imagenes fueron convertidas a una
escala de grises de 16 bits, para descartar la informacion de color. Este paso fue seguido por la
aplicacién de varios filtros que limpiaban la imagen y permitian que la imagen resultante en blanco
y negro de la red vascular fuera fidedigna al fotomontaje original. La densidad de los vasos
sanguineos se midid a través de un caliper de 3 mm de radio centrado en el NO y cada
intercepcion de los vasos marcados con RECA-1 en el perimetro de este caliper fue contado como

vaso positivo (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Distribucion espacial de los vasos sanguineos marcados con RECA1 en una retina
derecha control. Imagen de una retina en blanco y negro donde cada vaso marcado con el anticuerpo
RECA-1, que marca mayoritariamente arterias y arteriolas, es representado en negro y el fondo (resto de
la retina) en blanco. En la ilustraciéon se observa cémo la retina esta irrigada de forma similar a lo largo de
la misma y no parece haber diferencia entre los distintos cuadrantes.

3.12. ESTUDIO MORFOLOGICO Y ANALISIS MORFOMETRICO DEL
CEREBRO DE RATON

Los cortes se examinaron y fotografiaron en un microscopio de luz transmitida (Axiosphot;
Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con una cadmara digital de alta resolucidon (AxioCam

HR; Carl Zeiss Vision GmbH, Miinchen-Hallbergmoos, Alemania).

Para la obtencién de las imagenes se utilizé6 un objetivo de 5x (Plan-Neofluar, 5x/0.15;
Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania). El tamafio del campo de captura fue de 2,27 mm?. Cada
microfotografia fue enfocada manualmente antes de ser capturada y almacenada digitalmente en

una carpeta reservada a cada cerebro (Figura 3.11).

Los cortes fueron tratados con un programa de edicion de imagenes (Adobe Photoshop®
CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San José, CA, EEUU) para su mejor visualizacion, sin alterar la
informacion relevante para su andlisis y estudio. Este paso consistia en la eliminacion de
artefactos histologicos que pudieran interferir el correcto andlisis de la imagen dando falsos

positivos.
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Figura 3.11. Microfotografia de un corte de cerebro de un animal control. En el cual se puede
apreciar la parte del coliculo superior intensamente marcada con el trazador anterégrado CTB inyectado 4
dias antes en el ojo contralateral, el cual pone de manifiesto los axones y terminales de las CGR.

3.12.1. Procesado de imagenes y medida del volumen de las regiones

inmunopositivas

Las imagenes fueron procesadas por medio de una subrutina informética especifica para
la cuantificacién de las &reas marcadas con CTB en secciones de cerebro montadas a plano,
previamente desarrollado (Avilés-Trigueros y cols., 2003). Este método permite automatizar las
tareas repetitivas mediante la programacion del lenguaje de macros del programa de analisis de
imagen IPP. Asi aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada imagen
salvada, y realizando una segmentacion por color podemos cuantificar el area marcada como
positiva, exportando los datos a una hoja de célculo (Microsoft® Office Excel 2003, Microsoft

Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su analisis (Figura 3.12).

Tomando como referencia la localizacion anatémica de la habénula, sélo se seleccionaron
para su cuantificacién aquellas secciones histolégicas que comprendian el CS, 60-72 secciones

por cerebro.

Para cada cerebro, se modificaba manualmente la discriminacion de contraste de las
zonas marcadas, ya que un oscurecimiento mayor en el resto del tejido, podria ocasionar que la

segmentacioén por color lo identificase, creando asi falsos positivos.
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Figura 3.12. Procesado de imagen de un corte de cerebro. Microfotografia representativa de una
seccion de cerebro de un animal control (Figura 3.11), donde se observa la regiéon marcada con el
trazador anterégrado CTB, que es identificada positivamente con una segmentacion por color por el
programa de andlisis de imagen IPP. Cuantificando el area marcada y exportando seguidamente los
resultados a una hoja de calculo.

3.13. ESTADISTICA

Todos los datos promedio se presentan como valores medios con sus desviaciones
estandar. El andlisis estadistico se realizé usando el programa SigmaStat® 3.1 para Windows®
(SigmaStat® para Windows™ versién 3.11; SYSTAT Software, Inc., Richmond, CA, EEUU). El test
Kruskal-Wallis se utilizé cuando se compararon dos o0 mas grupos y el test Mann-Whitney cuando
se compararon dos grupos solamente. Las diferencias entre grupos se consideraron
estadisticamente significativas para una p<0.05. La correlacién entre la poblacion de CGR o de

CGRm y la PIO fue obtenida mediante el test de correlacion de Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE CGR MELANOPSINICAS
DEL RATON PIGMENTADO Y ALBINO ADULTO

4.1.1. Inmunodeteccion de células melanopsinicas en montajes globales de

retina

El primer objetivo marcado en esta tesis fue la caracterizacién de las células ganglionares
gue expresan melanopsina en las retinas de raton pigmentado y albino adultos. Para responder a
este objetivo, abordamos los siguientes subapartados: i) coexpresion de Brn3a y melanopsina; ii)
cuantificacion y distribucion de las CGRm y comparacion con las CGR Brn3a’; iii) proyeccion de
las CGRm a cerebro; iv) proyeccion retinofugal de las CGRm. Para realizar los subapartados iy ii,
se inmunodetectaron las CGR con Brn3a y las CGRm con melanopsina. Para el subapartado iii, se
trazaron las CGR con OHSt desde los CS 7 dias antes de sacrificar a los animales, y las retinas se
incubaron para detectar igualmente Brn3a y melanopsina. Finalmente, para el subapartado iv, las
CGR se trazaron con OHSt desde el mufién del NO, 3 dias antes de sacrificar a los animales, y las

retinas también se incubaron para detectar Brn3a y melanopsina.

En la Figura 4.1 se puede observar CGRm, CGR marcadas con Brn3a y CGR trazadas
con OHSt desde los CS de una misma zona de retina. El protocolo para la inmunodeteccion de las
CGRm que seguimos fue el utilizado por Vugler y colaboradores (2008), en el cual trabajaban
estudiando estas células, tanto en retinas a plano como en secciones transversales. Con el
anticuerpo Brn3a se puede identificar a la mayoria de las CGR, tanto en ratones pigmentados
(Jain y cols., 2012; Galindo-Romero vy cols., 2013a) como en ratas albinas y pigmentadas (Nadal-
Nicolas y cols., 2012; Galindo-Romero y cols., 2013a). El marcaje de las CGR trazadas con OHSt
desde CS o desde el NO en ratones ha sido caracterizado previamente en nuestro laboratorio
(Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009c; Vidal-Sanz y cols., 2012) y permite detectar las CGR de
proyeccion retinotectal y retinofugal, respectivamente. Asi, una doble inmunodeteccién de Brn3ay
melanopsina en ratones trazados previamente con OHSt desde los CS es un buen método para

estudiar en la misma retina, la poblacion en general de CGR y CGRm.

En rata y raton, la mayoria de las CGR son Brn3a’ (Galindo-Romero y cols., 2011).
Ademas, en rata se ha descrito que las CGRm no expresan Brn3a (Nadal-Nicolas y cols., 2012);
por lo que, en esta especie la doble deteccion de Brn3a y melanopsina es una herramienta muy
util para estudiar en paralelo, pero independientemente, la poblacion general de CGR y de CGRm.
Para analizar si éste era el caso en raton, determinamos el porcentaje de CGRm que también

expresaban también Brn3a. En nuestros datos se observa que aunque la mayoria de las CGRm
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son Brn3a negativas (Figura 4.1 A-D, b-c), los analisis de co-localizacién muestran que en
ratones albinos el 0,78% de las CGRm eran Brn3a” (17 de 2.179 CGRm); mientras que en
pigmentados esa proporcion era el doble, 1,93% (48 de 2.478 CGRm). El la Figura 4.1 G-a se

muestra un ejemplo representativo de una de las pocas CGRm que también expresa Brn3a.

4.1.2. Anéalisis morfométrico

Una parte de este estudio fue determinar el tamafio del soma de las CGRm que era
detectado por el anticuerpo que utilizamos; ya que, como se muestra en la Figura 4.1 A-B, existen

diferencias de tamario e intensidad de inmunotincién.

El diametro del soma de las CGRm oscil6 entre 8,5-21,4um (Tabla 4.1), y basandonos en
trabajos previos ( ), podemos decir
gue, con el anticuerpo frente a melanopsina utilizado, inmunodetectamos CGRm de los subtipos
M1y M2; pero puede que también estemos incluyendo algunos subtipos menos comunes, como
M3y M4,

Los datos resaltan diferencia estadisticamente significativa (p<0,001; t-test) en el diametro
medio del soma de las CGRm en ratones pigmentados (n=103 células; 13,5+1,8um) comparado
con albinos (n=80 células; 14,8+2,2um) (Tabla 4.1).

Pigmentado Albino
CGRmM CGRm-d CGRmM CGRm-d
n=103 n=69 n=80 n=30
Media+zDE 13,5+1,8 11,8+1,6 14,8+2,2 12,9+2,3
Diametro del soma Max 17,7 158 21.4 17,5
(um)
Mln 9,5 815 9!7 8'6

Tabla 4.1. Diametro del soma de las CGRm y las CGRm desplazadas de la capa nuclear interna
(CGRm-d) en ratones pigmentados y albinos. Media * desviacion estandar (DE), maximo (Max) y minimo
(Min) del diametro del soma (um) de CGRm y CGRm-d en 3 retinas de ratones pigmentados y 3 retinas de
albinos. n: numero de CGRm analizadas.
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Pigmentado Albino

Brn3a Melanopsina

OHSt

Figura 4.1. Identificacion de CGRm en retinas trazadas desde el coliculo superior y montadas a
plano. Deteccién en una misma regién de retina de CGR melanopsina’ (A, B), Brn3a" (C, D) y/o OHSt" (E,
F) en ratones pigmentados (columna izquierda) y albinos (columna derecha). (G) Magnificacién mostrando
co-localizacion de melanopsina. Brn3a y OHSt (a); co-localizacion entre melanopsina y OHSt (b);
melanopsina que no colocaliza ni con Brn3a ni con OHSt (c). Detalles de imagenes (a, b) en (G) tomadas
de (A), (C)y (B).
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4.1.3. Estudio de la proyeccion retinofugal y retinotectal de las CGRm.

Analisis especifico en la zona marginal ciliar de retina

Las CGR se clasifican como tal porque son neuronas de la retina que envian sus axones
fuera de la retina formando el nervio Optico y enviando la informaciéon hacia el cerebro. Para
verificar que todas las células melanopsinicas positivas (M*) son de hecho CGR, se analizaron
retinas trazadas con OHSt desde el NO y se estudié su colocalizacién con las CGRm (Tabla 5.2).
En este andlisis, se examino la retina entera a excepcién de la ZMC y como era de esperar, casi el
100% de las CGRm fueron OHSt".

Los coliculos superiores (SC) son las principales estructuras retinorecipientes en roedores
(Linden y Perry. 1983; Hofbauer y Drager, 1985; Salinas-Navarro y cols., 2009a, 2009b; Nadal-
Nicolas y cols., 2014), y en rata albina la mayoria de las CGRm proyectan a ellos (90,62%,
Galindo-Romero vy cols., 2013a; Nadal-Nicolas vy cols., 2014). Para estudiar si en ratones este
porcentaje se mantiene, se cuantific la proporcion de CGRm OHSt" en retinas trazadas desde
ambos coliculos superiores (Tabla 4.2). Nuestros datos muestran que en ambas cepas de ratones,
la mayoria de las CGRm son trazadas retrégradamente cuando se aplica OHSt en los CS (véase
también Figura 4.1 A, B, E, Fy G).

T q Numero de
fazado CGRm CGRm OHst"
desde .
analizadas
CSs 1.423 1.401 (98,4%)
Pigmentado
NO 1.055 1.052 (99,7%)
CS 1.438 1.398 (97,2%)
Albino
NO 741 733 (98,9%)

Tabla 4.2. Las CGRm son marcadas retrogradamente en gran proporcion desde
los coliculos superiores. El porcentaje de colocalizacién se muestra entre paréntesis
donde el ndmero total de CGRm analizadas representa el 100%. CS: coliculos
superiores, NO: nervio 6ptico.

Un estudio reciente ha documentado que en la ZMC de la retina de raton, existe un plexo
de CGRm que tienen proyecciones desde la retina al cuerpo ciliar (Semo y cols., 2014). Asi, con el
fin de determinar si estas CGRm envian axones por el NO hacia el cerebro, cuantificamos y
mapeamos la distribucién de células M* en la ZMC en ratones pigmentados y albinos siguiendo el

marcaje retrogrado con OHSt desde el NO y el CS (Figuras 4.2y 4.3).
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En las retinas que fueron trazadas con OHSt desde el NO, se analiz6 cuidadosamente la
colocalizacion de melanopsina y OHSt en la ZMC de las hemirretinas nasal y temporal en ambas
cepas de ratones (Figura 4.2 A y 4.2 B). Como se muestra en los resultados cuantitativos (Figura
4.2 C), la cepa albina tiene, en promedio, casi el doble de células M" en la ZMC que la cepa
pigmentada y esta diferencia es estadisticamente significativa para la retina nasal (p=0,003). Sin
embargo, en ambas cepas hay mas células M* en la ZMC nasal (pigmentados 70% y albinos
66%0).

En comparacion con el nimero de células M* OHSt" observado en toda la retina (Tabla
4.2), encontramos un porcentaje mucho méas elevado (hasta un 25%) de células M en la ZMC que
no fueron marcadas retrdgradamente desde el NO (M* OHSt), tanto en ratones albinos como e
pigmentados (Figura 4.2). La proporcién de células M* OHSt™ fue mayor en la ZMC nasal en
comparacion con la ZMC temporal para ambas cepas. La disposicion para las células M* en la
ZMC nasal tanto en retinas trazadas desde el NO como desde los CS también se ilustra en los

esquemas representativos de la Figura 4.3.

Curiosamente, los nimeros de células M" OHSt y M" OHSt" en las hemirretinas nasal y
temporal de la ZMC eran muy similares entre animales trazados desde el NO o los CS. En la
hemirretina nasal de ratones pigmentados marcados desde el NO, se contaron 26+2 células M*
OHSt" y 8+2 células M* OHSt', mientras que marcados desde los CS se contaron 24+1 células M*
OHSt" y 941 células M* OHSt. Sin embargo, en la hemirretina nasal de los ratones albinos
marcados desde el NO, se detectaron 41+13 células M* OHSt" y 15+4 células M™ OHSt', mientras
que en los marcados desde los CS se contaron 33+4 células M* OHSt" y 181 células M* OHSt.
Para la hemirretina temporal de ratones pigmentados trazados desde el NO, se contaron 12+4
células M" OHSt" y 2+0 células M" OHSt, mientras que en los trazados desde los CS se contaron
10+3 células M* OHSt" y 3+1 células M* OHSt. Con respecto a la hemirretina temporal de los
albinos trazados desde el NO, se observaron 20+8 células M* OHSt" y 62 células M* OHSt,
mientras que en los trazados desde los CS se contaron 19+2 células M* OHSt" y 62 células M"
OHSt (todos las medias y desviaciones se obtuvieron del contaje de 3 retinas para cada cepa y
tipo de marcaje). Estos datos sugieren claramente que las células M* en la ZMC de ratones deben
clasificarse como CGRm clasicas, cuyo axén forma parte del NO, (M" OHSt"), o células M" OHSt,
las cuales fallan al mandar su axén por el NO y se puede sugerir que son algun tipo de

interneurona o neurona de proyeccioén retino-ciliar ( ).
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Figura 4.2. Retinas trazadas con OHSt desde el nervio 6ptico revelan que no todas las CGRm
presentes en la ZMC colocalizan con OHSt. A, B: Imagenes adquiridas de la parte nasal (columna
izquierda) y temporal (columna derecha) de la ZMC de retinas de ratones pigmentados (A) y albinos (B),
donde se ven CGR con melanopsina (sefial roja) y trazadas con OHSt (blanco). Las imagenes de la parte
superior de A y B muestran una regién de interés, la cual se magnifica y se separa en los distintos
canales por debajo. Las flechas sefialan en A y B células melanopsinicas positivas (M") que no
colocalizan con OHSt (M'OHSt). C: Histogramas que muestran el porcentaje de células M™ que
colocalizan (OHSt") o no (OHSt), del nimero total de células contadas en cada hemirretina, nasal o
temporal, de ZMC, siendo el 100% el total de CGRm contadas (n = 3 retinas por cepa). Dentro de cada
barra se muestra el nimero total (mediaxDE) de células M".
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Pigmentado Albino

45 CGRm localizadas en ZMC 64 CGRm localizadas en ZMC

OHSt NO

@ 35 M*OHSt+ @ 10 voHSst- @ 47 MrOHSt+ @ 17 moHst-

49 CGRm localizadas en ZMC 77 CGRm localizadas en ZMC

OHSt CS

@ 35 M*OHSt+ @ 14 MOHst- @ 51 M*OHSt+ @ 26 M'OHst-

Figura 4.3. Esquemas representativos de las células melanopsinicas positivas (M") en la ZMC de
ratones pigmentados y albinos, trazados con OHSt desde el NO o los CS. Existe una mayor
proporcion de células M* en el hemirretina nasal de la ZMC de ambas cepas. Los puntos grises marcan
las CGRm que son marcadas retrégradamente con el trazador neuronal OHSt (M" OHSt"), mientras que
los puntos negros representan CGRm que no son marcadas, por lo que su axén sale del NO (M* OHSE).
Abreviaturas: nervio éptico (NO), coliculos superiores (CS).

4.1.4. Cuantificacion y analisis de la distribucion espacial de las CGRm en

montajes globales de retina

Cuantificamos manualmente las CGRm en la capa de CGR de retinas con y sin marcaje
de OHSt en los CS. En estas retinas, también se inmunodetectaron las CGR con Brn3a y se

cuantificaron las poblaciones de CGR Brn3a’ y de CGR OHSt" por medio de una subrutina
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informatica. Los datos obtenidos (Tabla 4.3) muestran que la inmunodeteccion de CGRm no se ve

afectada por el marcaje retrégrado de las CGR desde los CS.

Retinas CGR Brn3a’ CGRm CGR OHSt"
Trazado desde CS (n=7) 38.716+2.338 1.069+141 40.358+2.260
Pigmentado Intactas (n=12) 38.375+1.148 992+78
Media 38.501+1.630 1.021+109
Trazado desde CS (n=10) 45.848+3.154 9554163 46.577+2.479
Albino Intactas (n=11) 45.907+2.547 968+182
Media 45.884+2.707 962+169

Tabla 4.3. Cuantificacién de las CGR OHSt', Brn3a" y CGRm. Numero total (mediazDE) de CGRm y
CGR Brn3a’ de retinas intactas y ndmero total (media+DE) de CGRm, CGR Brn3a’ y CGR OHSt" en retinas
trazadas desde CS.

Como previamente demostré Salinas-Navarro y colaboradores ( ), la cepa de ratén
albino tiene mas CGR que el ratén pigmentado. Con respecto a células CGR Brn3a®, representan
el 95% y 98,5% de las células que son marcadas retrogradamente desde los CS en ratones
pigmentados y albinos, respectivamente. Segln nuestros contajes, las CGRm representan el 2,5%
y el 2,1% del total de la poblacion de células marcadas con OHSt en ratones pigmentados y
albinos respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en el nimero total de CGRm
comparando ambas cepas, aunque en la cepa pigmentada, la media era algo superior. En
nameros totales, se cuantificd una media de 1.021+109 CGRm en ratones pigmentados y 962+169
CGRm en ratones albinos. Estos numeros son comparables con otros estudios que han
cuantificado el nimero de CGRm en ratones pigmentados, como por ejemplo Jain y colaboradores
( ) que obtuvieron una media de 1.194+281 CGRm vy, algo menos, que Hughes y

colaboradores ( ) que cuantificaron entre 1.600-1.800 CGRm.

La distribucion espacial de las CGRm y CGR Brn3a’ en las mismas retinas se muestra en
la Figura 4.4. La distribucion de las CGR Brn3a’ esta representada por mapas de isodensidad
como los que se muestran en la Figura 4.4 A-H, mientras que la distribucion de las CGRm esta
representada por mapas de vecinos (Figura 4.4 A'-H'). En ambas cepas, las CGRm son mas
abundantes en la periferia de la retina y aparecen situadas en las areas de baja densidad de CGR

Brn3a’ (véase Figura 4.4 y andlisis cuantitativo en la Figura 4.5 B, E).

Sin embargo, existen diferencias sutiles entre ambas cepas. Las CGRm tienden a ser méas
abundantes en la retina temporal de los ratones pigmentados (test de Mann Whitney, p=0,001;
Figura 4.5 C) mientras que en los ratones albinos las CGRm son méas abundantes en la retina
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superior (test de Mann Whitney, p=0,001; Figura 4.5 F). En los ratones pigmentados, las CGRm
se distribuyen formando un arco cerrado que abarca los cuadrantes supero-temporal e infero-
temporal; pero en los ratones albinos, las CGRm son mas densas en la retina superior, forman un
arco por encima de la estria visual, donde la densidad de las CGR Brn3a" es mayor (Figuras 4.4y
4.5). Hasta la fecha, el Unico estudio que también examina la distribucion de las CGRm en la retina
de raton pigmentado, muestra una mayor densidad de CGRm en la retina dorsal (

), ligeramente distinto a nuestras observaciones.

Retinas derechas Retinas izquierdas

Pigmentado

Albino

Figura 4.4. Distribucién de las CGRm y las CGR Brn3a en retinas derechas e izquierdas de ratén
pigmentado y albino. A-H: Distribucién de las CGR Brn3a’ representada por medio de mapas de
isodensidad, para ambas cepas, en dos retinas derechas y dos retinas izquierdas. A'-H': distribucion de las
CGRm representada por medio de mapas de vecinos en las mismas retinas. En la parte inferior derecha de
cada mapa se muestra el nimero total de células contadas. La barra de escala de colores va de 0
(purpura) al maximo (rojo) que es 24.800 CGR Brn3a‘/mm? para ratones pigmentados (A) y 25.625 CGR
Brn3a‘/mm? para los albinos (B). La escala de colores en A' va de 0 (morado) a 11 vecinos o0 mas (rojo)
para un radio de 0,165 mm. S: superior, T: temporal, I: inferior, N: nasal. Barra de escala: 500um.
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Figura 4.5. Analisis cuantitativo de la distribucion retiniana de las CGRm. A, D: Mapas de vecinos
normalizados donde se representan juntos los datos de 3 retinas pigmentadas (A) y 3 retinas albinas (D).
Con estos datos, el nimero de CGRm se analizd para una distancia determinada desde el NO hasta la
periferia para las retinas pigmentadas (B) y las retinas albinas (E), y para cada uno de los cuatro cuadrantes
retinianos (C, F): supero-temporal (S-T), supero-nasal (S-N), infero-temporal (I-T) e infero-nasal (I-N). En la
parte inferior de cada mapa se muestra el nimero total de CGRm. La escala de colores va desde 0-3
(morado) a los 228 vecinos (rojo). Barra de escala: 500 pum.

4.15. Estudio de la poblacién y distribucién espacial de las CGRm

desplazadas a la capa nuclear interna

Los ojos de ratones pigmentados marcados retrégradamente con OHSt desde los CS,
fueron cortados en secciones radiales en criostato (14 um grosor) para examinar la ubicacion de
las CGRm desplazadas (CGRm-d). Se identificaron un total de 74 CGRm-d y todas estaban
situadas en la capa nuclear interna (CNI) a excepciéon de una célula que se encontraba en la capa
plexiforme interna (CPI) (Figura 4.6). Ademas, las CGRm-d fueron cuantificadas y su distribucién
espacial analizada en 3 retinas montadas a plano para cada cepa de ratones marcados
retrégradamente con OHSt desde el NO. En ambas cepas, estas CGRm-d estaban situadas en su
gran mayoria en la retina dorsal (Figura 4.7). Las CGRm-d también se identificaron en la ZMC de
la retina, donde eran méas abundantes en la hemirretina nasal y, una proporcién alta de ellas, no
colocalizaban con OHSt desde el NO (Figura 4.8). En cuanto al diametro medio del soma, tanto
en las CGRm-d de ratones pigmentados (n=69 células; 11,8+1,7 um) como de albinos (n=30
células; 12,942,3 um) era significativamente mas pequefio que en las CGRm de la capa de CGR
(p<0,001; t-test) (Tabla 4.1).
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Las CGRm-d eran mucho mas abundantes en los ratones pigmentados (14746,2) que en
los albinos (46,3+11), representando aproximadamente un 14% y un 5% de la poblacién total de
CGRm, respectivamente (para nimeros totales de CGRm ver Tabla 4.3). La mayoria de CGRm-d
eran OHSt"; sin embargo, en comparaciéon con las CGRm de la capa de CGR marcadas
retrégradamente con OHSt desde el NO (ver Tabla 4.3), en la retina completa aproximadamente
un 14% de las CGRm-d no fueron marcadas con OHSt en ratones pigmentados (media de 21+2
M" OHSt), y en albinos este porcentaje aumentaba hasta aproximadamente un 28% (media de
13+3 M* OHSt) (Figura 4.8). Estas células eran similares morfolégicamente pero no se pudo
observar ningn axén obvio en las células M* OHSt que nos indicara su direccién. Como se
muestra en la Figura 4.8, para los animales pigmentados y albinos, aproximadamente la mitad de
las CGRm-d que residen en la ZMC de la retina son M" OHSt’, existiendo una mayor proporcién en

la zona nasal.

La disparidad entre los datos de colocalizacién con OHSt marcado retrégradamente desde
el NO con las CGRm (ubicadas en la capa de CGR) y las CGRm-d (ubicadas en la CNI) plantea
nuevamente la posibilidad de que algunas CGRm-d no envien su axén a través del nervio éptico.
Por esto, se interpretan estos resultados como evidencia de que al igual que pasa con algunas
CGRm en la capa de CGR, sobretodo en la ZMC, un pequefio porcentaje de CGRm-d de la retina

del raton son en realidad interneuronas que expresan melanopsina y no CGRm.
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Figura 4.6. Localizacion de CGRm y CGRm-d en secciones transversales de retina de ratones
pigmentados. En las imagenes se muestran CGR OHSt" (A-D) y melanopsina” (A'-D'). A"-D" son las
imagenes correspondientes combinadas. Las retinas fueron marcadas retrogradamente con OHSt desde los
CS (A-C) o desde el NO (D). En A y B se observan CGR OHSt" desplazadas en la CNI, de las cuales dos
son melanopsinicas positivas (A', B'). Como regla general, las CGRm-d se sitian en la CNI (A-B"), aunque
alguna se localizan en la CPI (C-C"). En (D-D”’) se muestra un ejemplo de una CGRm-d, que no ha sido
marcada retrogradamente con OHSt desde el NO. Esta es una interneurona melanopsinica. CPl: Capa
plexiforme interna. CNI: capa nuclear interna. Barra de escala: 100 pm.
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Pigmentado Albino

149 CGRm desplazadas CNI 55 CGRm desplazadas CNI

© 410HSt' CGR-d @ 14 OHSt CGR-d

Figura 4.7. Distribucién espacial de las CGRm-d en retinas de ratones pigmentados y albinos. A, B:
Esquemas representativos de la distribucion de las CGRm-d en una retina marcada retrogradamente con
OHSt desde el NO en un ratén pigmentado (A) y un albino (B). Cada punto representa una sola CGRm-d.
Los puntos grises representan CGRm-d trazadas desde el NO (OHSt"). Los puntos negros representan
CGRm-d cuyo axén no pasa por el NO (OHSt). C-D": Magnificaciones de retina a plano a nivel de la CNI
en donde se observa un ejemplo de una CGRm-d OHSt (C-C") y un ejemplo de una CGRm-d OHSt" (D-
D").
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Figura 4.8. Cuantificacion de las CGRm-d en las retinas de ratones pigmentados y albinos trazados
con OHSt desde el nervio 6ptico. Los histogramas muestran el niUmero total (mediatDE) y el porcentaje
de CGRm-d OHSt" y OHSt en diferentes regiones de la retina para cada cepa. Cabe resaltar el porcentaje
relativamente alto de CGRm-d OHSt en la retina completa y que estas células son aproximadamente la
mitad de las células que componen el total de las CGRm-d de la ZMC, sobre todo en la region nasal.

4.2. ESTUDIO DE LA DEGENERACION DE LAS CGR Y LAS CGRm
DESPUES DE HTO EN RATON PIGMENTADO

4.2.1. Evolucion de la presion intraocular tras fotocoagulacion con laser

(FL) de las venas epiesclerales y perilimbares

El analisis de los resultados obtenidos del estudio tonométrico realizado a los grupos
experimentales muestra que la fotocoagulacién de la via convencional de drenaje en los ojos de
ratones pigmentados C57BL/6, con los parametros establecidos en la metodologia, induce un
aumento estadisticamente significativo de la PIO (Figura 4.9 A) desde valores basales de
15,73+1,47 mmHg hasta valores significativamente elevados a las 24 horas post-fotocoagulacion

(35,44+16,05 mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test). A las 48 horas los valores promedio de PIO se
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mantienen elevados (31,80+15,85 mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test), aunque son menores. A
los 5 dias post-lesion, los valores de PIO descendian paulatinamente (22,56+15,63; p=0,027,
Mann-Whitney test), hasta valores normales a la semana post laser (16,82+4,60; p=0,474, Mann-
Whitney test) y se mantenian en esos valores para los restantes tiempos de estudio (hasta 14
semanas post-fotocoagulacion, 14,66+0,80 mmHg). Ademas, se demostrd el descenso progresivo
de la PIO a lo largo de los dias posteriores al tratamiento con laser. Los valores de PIO de los ojos
derechos se mantuvieron dentro de la normalidad durante todo el experimento, sin observarse

diferencias significativas entre si a lo largo del periodo estudiado (p<0,05; Mann-Whitney test).

Los resultados de la medicién de la PIO en estos grupos experimentales indican que el
incremento de PIO ocurre en la primera semana tras la FL. Para determinar la evolucion temporal
de este incremento de PIO, en un grupo experimental adicional se registr6 en detalle la PIO a
intervalos de tiempo cortos (1, 6, 12, 24, 30, 36, 48 y 60 horas y 3, 4, 5y 7 dias) tras la induccién
de HTO. Los resultados de este grupo experimental (Figura 4.9 B) indican que la PIO ya se
encuentra elevada significativamente a la hora (24,53+8,0 mmHg; p=0,001, Mann-Whitney test)
con respecto a los ojos derechos control y alcanza su valor maximo a las 24 horas (39,88+5,6
mmHg; p<0,001, Mann-Whitney test), disminuyendo progresivamente hasta alcanzar valores
estadisticamente no significativos a los 5 dias de la administracion del laser (22,23+10,4 mmHg;
p=0,163, Mann-Whitney test). La PIO de los ojos derechos, al igual que en los estudios anteriores,

no sufrieron alteraciones significativas a lo largo de todo el periodo estudiado.

4.2.2. Estudio de la poblacién y distribucion de las CGR Brn3a’y las CGRm
a diferentes tiempos post-lesion y su relacion con las CGR que
mantienen un TAR viable

En retinas control (Figura 4.10) las CGR marcadas retrégradamente con OHSt desde los
CS, las CGR Brn3a’ y las CGRm se distribuyen de forma caracteristica. La distribucion de las
CGR Brn3a’ o marcadas con OHSt no es homogénea, sino que su densidad es mayor en la zona
intermedia de la retina que en la retina periférica (Figura 4.10 A', B'). Sin embargo, las CGRm,
aunque se encuentran distribuidas por toda la retina, son mas abundantes en el cuadrante supero-

temporal de la retina (Figura 4.10 C-C'; véase también apartado 4.1.3, Figuras 4.3y 4.4).
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Figura 4.9. Evolucion de la
presién intraocular tras
HTO. A: gréafico que muestra
el curso temporal de la PIO
desde 24h hasta las 14
semanas después de la
fotocoagulacion con laser
(FL). En el ojo que recibi6 el
laser, ojo izquierdo (Ol), se
observa un aumento
significativo de la presién
intraocular a 24h, 48h y 5 dias
en comparacion con el ojo
derecho contralateral (OD) y a
los valores previos al laser
(PRE). Los valores de la PIO
volvieron a la normalidad 1
semana tras FL y se
mantuvieron en esos valores
hasta las 14 semanas, el
ultimo tiempo analizado. En el
grafico B se muestran los
valores de PIO durante la
primera semana después de
la FL a tiempos mas cortos.
Una hora después de LP, la
PIO ya ha aumentado
significativamente en el ojo
izquierdo, tiene un pico a las
24 horas y baja a valores
basales a los 5 dias tras la FL.
n = ndmero de animales
analizados.

Después de la HTO se produce un dafio axonal que provoca que muchas CGR no sean

capaces de transportar al trazar retrogradamente desde los CS con el marcador OHSt (Figura

4.11 A-F). Por lo que, dos semanas tras la FL, se observan amplias areas de la retina carentes de

CGR OHSt", sobre todo en la retina dorsal; mientras que en la retina ventral las CGR OHSt",

Cuyos axones son viables y capaces de transportar retrégradamente el marcador desde los CS, se

observan en forma de sectores en cufia. Esta lesién axonal no progresa de 2 a 4 semanas (Figura

4.11 D-F). Ademas del dafio sectorial, también se produce un dafio difuso, puesto que en muchas

de estas areas donde hay CGR OHSt", la densidad celular es menor que la que se observa en las

mismas areas de retinas control (comparar Figura 4.11 A-F con Figura 4.10 A").
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CGR OHSt*

CGR Brn3a*

CGRm

Figura 4.10. Distribucién de las CGR trazadas con OHSt e inmunodetectadas con Brn3a y
melanopsina en una retina control. A-C fotomontajes de una retina derecha mostrando CGR OHSt" (A),
Brn3a’ (B) y melanopsina’ (C). Su distribucién se muestra en mapas de isodensidad para las CGR OHSt"
y Brn3a’ (A’, B’) y en mapa de vecinos para las CGRm (C’). La escala de color para los mapas de
isodensidad (A’, B’) va de purpura (0 CGR/mmz) a rojo (=4.800 CGR/mmz) y para los mapas de vecinos
(C’) va desde el parpura (1-2 los vecinos en un radio de 0.165 mm) a rojo (=11 vecinos en el mismo radio).
D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal. Barra: 500 pm.
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Al analizar la distribucion de las CGR Brn3a’; es decir, CGR que siguen vivas
independientemente de la viabilidad de su axén y, por tanto, se han trazado retrégradamente con
OHSt, se observa que a las 2 semanas tras inducir HTO, en las &reas carentes de CGR OHSt", la
densidad de CGR Brn3a’ es mayor. Sin embargo, a las 4 semanas las densidades retinianas de
ambas poblaciones coinciden; lo que indica que las CGR mueren secundariamente a un dafio

axonal provocado por la HTO (Figura 4.11 A’-F’).

La subpoblacion de CGR que expresan melanopsina, las CGRm, responde de forma
parecida que el resto de CGR (Brn3a") ante la HTO. Al igual que sucede con las CGR Brn3a’, la
pérdida de las CGRm es mas pronunciada en las areas de retina sin CGR OHSt", tanto a 2 como
a 4 semanas (Figura 4.11 A”-F”). Sin embargo, esta pérdida no es de forma sectorial, sino que es
difusa por toda la retina, siendo el dafio més severo en el area de mayor densidad de CGRm, la

retina dorso-temporal.

Existe una gran variabilidad en el dafio axonal provocado y en el nimero de CGR
remanentes tras la HTO (Tabla 4.4 y Figura 4.12). Sin embargo, en todos los casos se observé en
mayor o menos medida, pérdida de CGR, y a las 2 y 4 semanas después de la FL el nimero de
CGR OHSt", Brn3a” y CGRm fue significativamente menor que en las retinas derechas, que se

utilizaron como control.

Dos semanas después de la FL, el porcentaje de CGR Brn3a’ (66+29%) es mayor que las
trazadas retrégradamente con OHSt (50+24%); aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa debido a la alta variabilidad de este modelo (Figura 4.12), estos datos indican que a
las 2 semanas de las FL, parte de las CGR con un transporte axonal comprometido se mantienen
vivas. A las 4 semanas ambas poblaciones se igualan, tal y como se observa en los porcentajes
de las CGR OHSt" (38+37%) y Brn3a’ (41+41%) y en el andlisis de distribucion (Tabla 4.4 y
Figura 4.11).

Con respecto a la poblacion de CGRm, 2 semanas después de la HTO se observé una
reduccion significativa (40%) y a las 4 semanas el 54% de ellas se pierden; al igual que pasa con
las CGR Brn3a’, esta diferencia entre 2 y 4 semanas era estadisticamente significativa (Tabla
4.4).
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CGR OHSt* CGR Brn3a*

2 semanas después de HTO

4 semanas después de HTO

Figura 4.11. Analisis de la distribucion espacial de las CGR OHSt", CGR Brn3a’ y CGRm en retinas
hipertensas a las 2 y 4 semanas tras la HTO. Distribucién de las CGR OHSt" (A-F), CGR Brn3a’ (A'-F') y
CGRm (A", F") a las 2 y 4 semanas después de la induccion de HTO. Los mapas etiquetados con la misma
letra son de la misma retina (ejem. A-A", B-B" y asi sucesivamente). En los mapas de isodensidad de las
CGR OHSt" se observa tanto a 2 como a 4 semanas un dafio sectorial, mayor en la retina dorsal (A-F).
Comparado este dafio con sus correspondientes mapas de isodensidad de las CGR Brn3a" se observa que a
2 semanas permanecen CGR vivas en areas con dafio axonal, y que estas poblaciones se igualan a 4
semanas (A’-F'). Las CGRm responden de forma parecida al resto de CGR, pero no se observa un dafio
sectorial claro, como si ocurre con el resto (A”-F’"). En la parte inferior de cada mapa se muestra el nimero
de CGR o CGRm contadas. D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal.
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Realizamos un andlisis de correlacion entre el nimero de CGR OHSt" (es decir, CGR con
transporte axonal retrégrado competente) y CGR Brn3a" o CGRm. Esta correlacion revela que la
pérdida de las CGR Brn3a" esta altamente correlacionada con la extensién del dafio axonal
(r2:0,97 en 2 semanas y r’=0,98 en 4 semanas; Figura 4.13 A), mientras que para la poblacion de
las CGRm, esta correlacién es mas débil (r’=0,66 en 2 semanas, r°=0,73 en 4 semanas (Figura
4.13 B). Esto concuerda con el estudio de la distribucion espacial (Figura 4.11), donde se observa

gue en las areas sin CGR trazadas retrégradamente, todavia sobreviven CGRm.

Todos estos datos indican que la HTO, al menos, dafia el transporte axonal de las CGR.
Este deterioro se produce dentro de las primeras dos semanas después de la induccion de la HTO
y no progresa a lo largo del tiempo. Sin embargo, la pérdida de CGR se produce de forma mas
gradual y aunque la mayoria de las CGR cuyo transporte axonal estd dafiado muere durante las
primeras 2 semanas, una proporcion significativa de ellas se pierde después.

Tiempo analizado Poblacion MediatDE
. OD (n=7) 38.479+2.134
CGR OHSt
Ol (n=7) 19.383+9.499*
2 semanas después . OD (n=7) 37.904+1.265
CGR Brn3a
de HTO Ol (n=7) 25.007+11.115*
OD (n=7) 1.059+79
CGRm
Ol (n=7) 629+254*
. OD (n=7) 38.507+2.324
CGR OHSt
Ol (n=7) 14.795+14.326*
4 semanas después . OD (n=7) 37.936+2.151
CGR Brn3a
de HTO Ol (n=7) 15.583+15.505*
0D (n=7) 1.019+140
CGRm
Ol (n=7) A78+248*

Tabla 4.4. Cuantificaciéon de las poblaciones de CGR OHSt", CGR Brn3a’ y CGRm en las retinas
experimentales y controles a las 2 y 4 semanas tras la induccién de HTO. Media + desviacion
estandar (DE) del ndmero total CGR OHSt’, CGR Brn3a’ y CGRm cuantificadas a 2 y 4 semanas
después de la induccion de HTO. OD: retina derecha control. Ol: retina izquierda experimental. n:
ndmero de retinas analizadas. *Diferencia estadisticamente significativa en comparacion con las retinas
derechas control (p<0,05; Mann-Whitney test).
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Figura 4.12. Variabilidad interanimal tras la HTO. Nimero de CGR marcadas con OHSt™ (es decir,
CGR con transporte axonal retrégrado competente) y Brn3a” (CGR vivas) para cada una de las retinas
analizadas a 2 y 4 semanas después de la induccion de HTO (circulos abiertos). Las lineas horizontales
grises indican el valor medio de cada grupo. OD: ojo derecho control. Ol: ojo izquierdo experimental.
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Figura 4.13. Correlacion entre dafio axonal y muerte de CGR. Analisis de correlacion entre el nimero
de CGR OHSt" y CGR Brn3a” (A) y CGRm (B) para cada retina analizada (circulos abiertos) a las 2 y 4
semanas después de la induccion de HTO. En la parte inferior derecha de cada grafico se muestra el
valor del coeficiente de determinancion (r2) para cada recta de regresion.
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4.2.3. Efecto delaHTO sobre la capa de CGR

Para determinar si la induccién de la HTO tenia un efecto sobre otras células residentes
en la capa de CGR (CCG), cuantificamos el nimero total de ndcleos en esta capa tefiian con DAPI
a las 4 semanas de la FL (Tabla 4.5 y Figura 4.14). A este tiempo, aproximadamente el 40% de
las CGR Brn3a® permanecian vivas, mientras que el ndmero de nlcleos DAPI® era
aproximadamente del 75%. Ademas, el ndmero de nidcleos DAPI® que no son CGR Brn3a’
(diferencia entre nacleos DAPI" y CGR Brn3a’) no es estadisticamente significativo comparando
las retinas experimentales y las retinas contralaterales control (Tabla 4.5, fila inferior). Estos datos

sugieren que a este tiempo, la HTO sélo afecta a las CGR en esta capa.

Poblacién MediaxDE
OD (n=8) 36.623+1.384
CGR Brn3a’
Ol (n=8) 14.508+9.518
OD (n=8) 82.094+4.729
Ndcleos DAPI en CCG
Ol (n=8) 61.589+9.684
OD (n=8) 45.471+5.178
Ntcleos DAPI" — CGR Brn3a”
Ol (n=8) 47.081+11.760

Tabla 4.5. NGmero total de CGR Brn3a’ y niicleos DAPI" en la CCG a las 4 semanas tras
la HTO. Media + desviacién estandar (DE) del nimero total de CGR Brn3a" y nucleos DAPI*
en la CCG 4 semanas después de la induccion de HTO. La ultima fila muestra el nUmero de
ndcleos DAPI™ que no son CGR (diferencia de CGR Brn3a’ del nimero total de niicleos
DAPI"). OD: retina derecha control, Ol: retina izquierda experimental. n: nimero de retinas
analizadas.

En los mapas de isodensidad mostrados en la Figura 4.14 se observa que la disminucién
de los nucleos en la CCG se produce en las areas de pérdida de CGR Brn3a” (comparar con
Figura 4.14 B' con B"', C con C' y D con D’). En las magnificaciones de retina de las sefiales de
Brn3a y DAPI (Figura 4.14, paneles E y E') se observa en detalle que el efecto en las areas
carentes de CGR Brn3a’ hay muchas células supervivientes; que, probablemente, corresponden
principalmente a células amacrinas desplazadas en la CCG, aunque algunos de estos nlcleos

pueden pertenecer a astrocitos, células endoteliales y/o células microgliales.
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Figura 4.14. La HTO afecta de forma selectiva a las CGR en la capa de células ganglionares de
retina. A, A", B, B" muestran fotomontajes de retina con CGR Brn3a’ (A, B) y nucleos DAPI" en la CCG
(A", B") en una retina control (A, A") y en una retina hipertensa analizada a las 4 semanas tras la HTO (B,
B"). En A’, A’ y en B', B se muestran sus correspondientes mapas de isodensidad. En C, C'y D, D' se
muestran mapas de isodensidad de CGR Brn3a’ (C, D) y niicleos DAPI" (C’, D’) de dos retinas hipertensas
analizadas a las 4 semanas tras HTO. E-E': magnificaciones de los fotomontajes de B y B" donde se
observa a detalle que en las zonas que carecen de CGR Brn3a” (E) hay nucleos tefiidos DAPI® (E'). La
escala de color para los mapas de isodensidad de las CGR Brn3a’ se muestra en A' (ptrpura 0 CGR/mm?
a rojo 24.800 CGR/mmZ) y para los nicleos DAPI” se muestra en A" (pUrpura 0 nticleos/mm? a rojo 29.200
nucleos/mmz). En la parte inferior de cada mapa se muestra el nimero de CGR Brn3a’ o nucleos DAPI”
contados en su respectiva retina. D: dorsal, V: ventral, N: nasal, T: temporal.

97



Resultados

4.2.4. Estudio del transporte axonal anteré6grado de las CGR y los

terminales axonales de las CGR a largos tiempos post lesion

En ratones a los que se habia provocado un aumento de la PIO, se inyectd
intravitreamente en el ojo hipertenso el trazador neuronal CTB, que se transporta
anterogradamente hasta las regiones retinotectales del cerebro. Los axones de las CGR proyectan
masivamente hacia el CS contralateral (Lund, 1965; 1969; Linden y Perry, 1983). Mediante
técnicas inmunohistoquimicas se detectd la presencia de CTB en los CS y se analizo y cuantifico
el area y el volumen que ocupaba dicho trazador (Figura 4.15). Como se observa en el CS
contralateral control de la Figura 4.15 A, el marcaje con CTB es homogéneo en todas las capas
visuales y a lo largo de su eje antero-posterior (coordenadas bregma; Paxinos vy cols., 2001). Los
CS contralaterales de las retinas hipertensas se analizaron a los 10 dias, 8 y 14 semanas después
de la induccién de HTO y se examinaron las &reas carentes de marcaje con CTB (carentes por
tanto de inervacién de las CGR) (Figura 4.15 A, B). El estudio del volumen medio de CTB
marcado en los CS revela que aproximadamente un 50% (55,7% a 10 dias, 59,9% a 4 semanas y
46,6% a 14 semanas) de los CS contralaterales a las retinas hipertensas pierden sus aferencias
retinianas. La pérdida de volumen inmunodetectado no varia de forma estadisticamente
significativa entre 10 dias y 14 semanas semanas (Figura 4.15 C); al igual que ocurria con el
namero de CGR marcadas retrogradamente con OHSt en retina, que se mantiene en el mismo
rango de valores entre 15 y 30 dias tras la HTO. Estudiando ambos marcajes, observamos que
existe una correlacion entre la pérdida de transporte axonal retrogrado (pérdida de CGR OHSt")
cuyos porcentajes varian entre 34-50% con la pérdida de aferencias retinotopicas en el CS

contralateral a la lesién, cuyos porcentajes varias entre 46-59% aproximadamente.
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Figura 4.15. Terminales axonales trazados desde las retinas hipertensas en los CS contralaterales
a la lesion. A: Secciones coronales de cerebro donde se observan los CS marcados con CTB trazados
desde las retinas hipertensas tras 10 dias, 8 y 14 semanas tras HTO. Estas secciones abarcan el coliculo
superior (coordenadas de bregma anterior/posterior: -3,08 a -4,72 mm) mostrando los terminales axonales
de las CGR marcados anterd6gradamente con CTB. La columna de la izquierda es un CS control y las
restantes tres columnas muestran un ejemplo representativo de un CS analizado a 10 dias, 8 6 14
semanas después de la HTO. B: Histogramas de las areas ocupadas por los terminales axonales en el
CS para cada punto del bregma analizado (coordenadas Bregma, en mm). Estos histogramas
corresponden a los CS que se muestra en A. C: Volumen de CS ocupado por terminales axonales
trazados control y a cada tiempo de estudio. Comparado con el CS control, el volumen de CS inervado
por los axones retinianos disminuye significativamente después de la HTO en todos los grupos (p<0,001;
Mann-Whitney test). n = nimero de CS analizados.
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4.3. ESTUDIO DE LA DEGENERACION DE LAS CGR Y LAS CGRm
DESPUES DE HTO Y SU PROTECCION CON BDNF EN RATA ALBINA
ADULTA

4.3.1. Estudio del dafio axonal provocado y la supervivencia de las CGR y
las CGRm en ratas tratadas con BDNF a 12 y 15 dias tras HTO

En la Figura 4.16 se muestra la evolucién de la PIO después de una sola sesion de FL de
la malla trabecular, venas perilimbares y epiesclerales en ratas tratadas con el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) y ratas no tratadas a las cuales se les inyecté PBS (Vehiculo). Se
observan picos de PIO a las 24 horas tras la FL (38,49+11,47 mmHg BDNF; 42,69+8,53 mmHg
Vehiculo) y los valores se mantuvieron estadisticamente elevados hasta los 7 dias (30,03+9,94
mmHg BDNF; 30,33+15,05 mmHg Vehiculo), comparados con sus valores previos (10,40+0,65
mmHg BDNF; 10,46+0,70 mmHg Vehiculo) y con los ojos derechos, los cuales se mantuvieron
normales durante todo estudio (p<0,001, Mann-Whitney test). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de PIO de los grupos tratados con BDNF y
vehiculo, luego podemos concluir que el tratamiento con BDNF no tiene efecto alguno en la PIO
tras la induccion de HTO.

60 -
50 -
40
30 -
:I? = Ol
E oOD
20 -
10 4
0 .
Vehiculo BDNF Vehiculo BDNF Vehiculo BDNF
n=21 n=24 n=21 n=24 n=21 n=24
PRE 24 horas 7 dias

Figura 4.16. Evolucion de la PIO en ratas tratadas o sin tratar tras HTO. El histograma muestra la
evolucion temporal de la presion intraocular en el ojo izquierdo experimental (Ol) y el ojo derecho control
(OD) en los grupos tratados con BDNF y vehiculo antes de la fotocoagulacion con laser (FL), y a las 24
horas y 7 dias después de la FL. n = nimero de animales analizados.
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En la Figura 4.17 A-B’ se muestra una retina control de rata trazada retrégradamente con
FG desde los CS e inmunodetectada con Brn3a y sus correspondientes mapas de isodensidad,;
como se observa, las CGR son més densas se la retina central y medial, siendo mas dispersa en
la periferia de la retina. Sus densidades mas altas se encuentran en la region dorsal sobre el
nervio Optico, siendo esta distribucibn de CGR muy parecida a la observada en ratén. La
distribucion espacial de las CGRm en una retina control de rata (Figura 4.17 C-C’), al igual que en
ratén, es complementaria de la observada para la poblacion general del resto de CGR y muestra
una mayor densidad en el cuadrante superotemporal, tal y como se ha descrito recientemente
( ). Tanto las CGR como el subtipo
CGRm son més abundantes en la retina dorsal que en la retina ventral; lo que se observa
claramente al analizar los mapas de isodensidad y al estudiar con microscopia esas regiones en
detalle (Figura 4.17).

A los 12 y 15 dias después del tratamiento con BDNF o vehiculo, y de la induccién de
HTO en las ratas, se cuantificé el nimero de CGR que habian sido marcadas retrégradamente
desde los CS (CGR FG") y observamos un descenso significativo en su namero en ambos grupos
para los tiempos estudiados (Tabla 4.6). Esto significa que la HTO provoca un dafio sobre el
transporte axonal retrogrado (TAR), debido a que el nimero de CGR FG” (es decir, aquellas que
aun mantienen un TAR adecuado) es similar entre los grupos (p>0,05; ANOVA test); por lo que el
tratamiento con BDNF no mitiga el dafio axonal desencadenado por la HTO. Comparando con las
retinas derechas contralaterales, la extensién de la lesiéon, medida como el porcentaje de CGR
FG" que han perdido su TAR, es de 79% y 78% a los 12 dias después de la HTO con tratamiento
BDNF o vehiculo, respectivamente y 77% y 84% a los 15 dias después de la HTO con tratamiento
BDNF o vehiculo, respectivamente (Tabla 4.6). Estos datos apoyan el hecho de que la

administracién de BDNF no afecta a la PIO.

El nimero de CGR supervivientes tras HTO (CGR Brn3a’) es significativamente mayor
que el nimero de CGR FG" trazadas retrogradamente en ambos grupos y para cada tiempo de
estudio (Tabla 4.6). Estos datos indican, de acuerdo con estudios anteriores en HTO de rata
( ), y al igual que hemos descrito
anteriormente en ratén, que a tiempos tempranos tras HTO algunas CGR con su TAR dafado
todavia se mantienen viables (Tabla 4.6; comparar CGR Brn3a’ con CGR FG* en ambos grupos).
Asimismo, se observa que en el grupo tratado con BDNF, el nimero de CGR Brn3a’ es
significativamente mayor que en el grupo tratado con vehiculo a 12 (p<0,001; Mann-Whitney test)
y a 15 (p<0,007; Mann-Whitney test) dias después de la induccién de HTO (Tabla 4.6). Ademas,
existe una diferencia estadisticamente significativa (p=0,045; Mann-Whitney test) entre el nimero
de CGR Brn3a’ de las retinas tratadas con BDNF y examinadas a los 12 dias después de la FL
comparado con el observado a los 15 dias (Tabla 4.6). Estos datos demuestran que una sola

inyeccion de BDNF retrasa la muerte de CGR desencadenada por la HTO.
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C _.Melanopsina

Figura 4.17. Distribucién espacial de las CGR FG™ marcadas retrégradamente desde los CS, CGR
Brn3a’ y CGRm en retinas control. Fotomontaje de una retina intacta trazada con FG desde los CS (A) e
inmunodetectada con Brn3a (B) y sus correspondientes mapas de isodensidad (A', B'). Un fotomontaje de
una retina control inmunodetectada con melanopsina nos muestra las CGR (C) y su correspondiente mapa de
vecinos (C'). Magnificaciones de la zona dorsal (a, c, €) o ventral (b, d, f) de la retina para cada poblacion de
CGR estudiada. La escala de color para los mapas de isodensidad se muestra en B', de 0 (purpura) a 23.500
(rojo) CGR/mm?®. La escala de color para el mapa de vecino se muestra en C', de 0-2 (purpura) a 221-23
(rojo) vecinos para un radio de 0,22 mm. D: dorsal, V: ventral, T: temporal, N: nasal.
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BDNF + HTO VEHICULO + HTO
Poblacion MediaxDE Poblacion MediaxDE
OD n=13 81.318+3.911 ODn=11  82.053+2.330
CGR FG” CGR FG"
12 dias Ol n=13 17.007+13.375* Oln=11 18.451+13.044*
después
de HTO CGR OD n=13 81.392+2.628 CGR ODn=11  81.111+2.299
+ +
Brn3a OIn=13 _ 66.624+12.0277° | Bm3a OIn=11  35.224+8.224*
OD n=11 81.881+1.766 ODn=10  79.618+6.182
CGR FG" CGR FG*
15 dias Ol n=11 18.843+17.555* Oln=10 12.808+10.713*
después
de HTO CGR OD n=11 80.980+1.552 CGR ODn=10  79.752+5.925
Brn3a Oln=11 _ 55.013:13.639~° | bBm3a OIn=10  33.452+19.441%

Tabla 4.6. Namero total de CGR después de HTO y tratamiento intravitreo con BDNF en rata. Media +
desviacién estandar (DE) del ndmero total de CGR FG' trazadas retrégradamente y de las CGR Brn3a" en
retinas tratadas (BDNF) y sin tratar (vehiculo) analizadas a los 12 y 15 dias después de HTO. OD: retina
derecha control. Ol: retina izquierda experimental. n: nimero de retinas analizadas. *Diferencia estadisticamente
significativa comparada con las retinas derechas control; # Diferencia estadisticamente significativa comparando
retinas izquierdas de ojos tratados con ojos sin tratar; $ Diferencia estadisticamente significativa comparando
retinas izquierdas de ojos tratados a 12 dias con ojos tratados a 15 dias, (p<0,05 ANOVA test, Mann-Whitney

test).

En la Figura 4.18 se muestran ejemplos representativos de mapas de isodensidad que

ilustran la distribucién de CGR FG* y CGR Brn3a" en retinas hipertensas analizadas a los 12 y 15

dias tras HTO. Los mapas de isodensidad de las CGR FG" evidencian que se produce un dafio

sectorial definido, mas severo en la retina dorsal (Figura 4.18 A-J). Mientras que los mapas de

isodensidad de las CGR Brn3a’ muestran que en esos sectores con dafio axonal (TAR

comprometido) aun sobreviven CGR (Figura 4.18 A-J). De acuerdo con los datos cuantitativos

(Tabla 4.6) existe una mayor supervivencia en las areas carentes de TAR en las retinas tratadas
con BDNF que con vehiculo (Figura 4.18 B-K).
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dos

BDNF IVHTO 12 d Vehiculo IVHTO 12 d

Vehiculo IVHTO 15 d

19.456 26.993

BDNF IVHTO 15d

10.844 - 58.940

Figura 4.18. Distribucién espacial de las CGR FG*, CGR Brn3a’ y CGRm a los 12 y 15 dias tras
HTO, tratadas con BDNF o vehiculo. Mapas de isodensidad de las CGR FG™ que muestran un dafio
difuso o sectorial en todas las retinas (A-J). Correspondientes mapas de isodensidad de las CGR Brn3a*
donde se observan un gran nimero de CGR viables en las zonas que carecen de TAR a los tiempos
analizados, y que son mas abundantes en las retinas tratadas con BDNF (B-K). Correspondientes mapas
de vecinos que representan la distribucion de las CGRm que muestran una clara pérdida de células,
siendo muy parecida tanto en las retinas tratadas como sin tratar (C-L). Ademas, la pérdida de CGRm es
difusa (no sectorial), aunque mas severa en la retina dorsal. La escala de color para los mapas de
isodensidad se muestra en B, de 0 (purpura) a 23.500 (rojo) CGR/mm?. La escala de color para el mapa
de vecino se muestra en C, de 0-2 (purpura) a 221-23 (rojo) vecinos en un radio de 0,22 mm. D: dorsal,
V: ventral, T: temporal, N: nasal.
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4.3.2. Estudio de la distribucion de la poblacién de las CGRm en retinas de

rata tratadas con BDNF a 12y 15 tras HTO

La respuesta de las CGRm en retinas de rata tratadas con BDNF o sin tratar (Vehiculo) y
analizadas a los 12 y 15 dias tras HTO es ligeramente diferente del resto de las CGR. Mientras
que la HTO también induce una pérdida significativa de las CGRm, no pudimos encontrar
diferencias entre los grupos tratados o sin tratar a 12 ¢ 15 dias tras la HTO (Tabla 4.7). Esto indica
gue las CGRm no son rescatadas por la administracion de BDNF. Ademas, la pérdida de las
CGRm no es sectorial y, en todos los grupos analizados, se observd un dafio difuso, mas severo
en el cuadrante supero-temporal (Figura 4.18 C-L), que es la zona de mayor densidad de estas

células. Lo que concuerda con lo observado anteriormente en raton.

Retinas ,
control BDNF + HTO VEHICULO + HTO
n=6 12 dias n=4 15 dias n=4 12 dias n=4 15 dias n=4
CGRm 2.178+169 958+155* 1.173+208* 1.082+324* 1.108+255*
CGR Brn3a* 79.546+2.032 66.221+6.695 | 57.646+11.917 | 44.324+12.044 | 34.096+13.681

Tabla 4.7. Numero total de CGRm después de HTO en rata. Media + desviacion estandar (DE) de la
poblacién total de CGRm y de sus correspondientes poblaciones de CGR Brn3a“ en retinas hipertensas
(Ol) tratadas (BDNF) y sin tratar (vehiculo) a los 12 y 15 dias después de HTO. *Diferencia
estadisticamente significativa comparando el nimero de CGRm en retinas hipertensas y control.

4.3.3. Analisis de los vasos retinianos internos tras HTO

Uno de los puntos que se analizé en detalle fue el estado del plexo vascular interno de la
retina tras inducir HTO. Los vasos retinianos fueron examinados con el anticuerpo RECA-1 en
retinas hipertensas (tratadas con BDNF y vehiculo) analizadas a los 15 dias después de HTO y
fueron comparados con una retina control. En la Figura 4.19 se muestran retinas representativas
en las que se inmunodetectaron los vasos retinianos internos y se digitalizaron como iméagenes
binarias (blanco y negro) para su estudio morfométrico. Los vasos que se encuentran en las zonas
con TAR viable (TAR, Figura 4.19 H, L) fueron comparados con los de las &reas sin TAR (no TAR,
Figura 4.19 G, K) tanto en retinas tratadas con BDNF como vehiculo. No hubo diferencias
significativas las areas con TAR o con TAR dafiado, ni entre las retinas tratadas con BDNF o
vehiculo. Tampoco se observaron diferencias con la vascularizaciéon de retinas control (Figura
4.19 C, D).
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Figura 4.19. Estudio de los vasos retinianos internos en retinas hipertensas tratadas con BDNF o
vehiculo tras 15 dias de HTO. A, A’ retina intacta marcada retrégradamente con FG y su correspondiente
mapa de isodensidad. En B se muestran sus vasos retinianos RECA-1" representados en un esquema en
blanco y negro. C, D Magnificaciones de la retina tomadas del cuadrante superotemporal (C) y del
inferotemporal (D) mostrando CGR FG" (blanco), CGR Brn3a" (rojo) y vasos RECA-1" (verde). En la retina
intacta, el transporte axonal retrégrado (TAR) de las CGR es viable y los vasos retinianos irrigan
adecuadamente todas las areas de retina. En las retinas hipertensas tratados con vehiculo (E-F) o BDNF (-
J) y analizadas a los 15 dias después de LP, se observa una pérdida sectorial del transporte axonal en la
retina dorsal (E-E', I-I'). En las representaciones en blanco y negro (F, J), los vasos retinianos aparecen
normales y morfolégicamente similares a los de la retina control. Esto se observa claramente en las
magnificaciones de areas sin TAR (G, K) y con TAR (H, L). D: dorsal, V: ventral, T: temporal, N: nasal.

Este hecho se confirma con el estudio de las mediciones de densidad de los vasos
sanguineos donde no se encontraron diferencias significativas (p=0,653; Kruskal-Wallis test) entre
el nidmero de vasos por mm (v/mm) en las retinas intactas (11,06+£0,45 v/mm, n=6) en
comparacion con las retinas tratadas con BDNF (11,30+£0,68 v/mm; n=2) y retinas tratadas con
vehiculo (10,91+0,55 v/mm; n=2). Por esto, se puede concluir que la HTO en rata no altera la

morfologia ni el nimero de los vasos retinianos internos, al menos, a los tiempos estudiados.
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5. DISCUSION

En esta tesis se ha estudiado la poblacion y distribucion de las células ganglionares de la
retina melanopsinicas (CGRm) en retinas de ratdn pigmentado y albino tanto en la capa de CGR
como en la CNI. También se ha detallado la existencia de un subtipo de CGRm que no envia su
axon a través de NO, se localizan principalmente en la ZMC y pueden estar involucradas en la
respuesta refleja intrinseca de la pupila y/o del cuerpo ciliar. Ademas, se ha estudiado como
responden estas CGRm en comparacion al resto de CGR ante una induccién de HTO en ratones
pigmentados. Se observd una muerte tanto a 2 como a 4 semanas tras FL, muy parecida
porcentualmente a la observada en CGR no melanopsinicas. Un hecho llamativo fue que la
distribucion de las CGRm supervivientes no era sectorial, sino que se producia de una forma
dispersa a lo largo de la retina y en areas donde no habia CGR, aun sobrevivian algunas CGRm.
Por ultimo, estudiamos la neuroproteccion de esta subpoblacion celular mediante la administracién
intravitrea del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en ratas con HTO inducida
experimentalmente. En retinas analizadas a los 12 6 15 dias tras FL, se observé un claro dafo
axonal y una muerte significativa de CGR. Aunque en los animales tratados con el factor
neurotréfico, se observé que no tenia efecto ni en la evolucién de la PIO ni en el dafio axonal, si se
observo una ralentizacion en la muerte celular de las CGR no melanopsinicas. No se observaron
diferencias significativas en la poblacion de CGRm entre los animales tratados con BDNF o con
vehiculo; por lo que la administracién del factor neurotréfico no tiene ningun efecto significativo
sobre esta subpoblacion pero la distribucién de las CGRm difiere a la observada en el resto de
CGR no melanopsinicas, al igual que sucede en ratdon. En los siguientes apartados discutiremos y
contrastaremos los resultados obtenidos con los datos observados y descritos por otros autores en
estudios previos sobre la tematica de la que es objeto esta tesis doctoral, con la finalidad de

alcanzar los objetivos propuestos y obtener datos que apoyen las hipétesis formuladas.

5.1. CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE CGR MELANOPSINICAS
DEL RATON PIGMENTADO Y ALBINO ADULTO

En esta tesis hemos caracterizado la distribucion espacial de las CGR que expresan
melanopsina en dos cepas de ratén: el raton pigmentado C57BL/6 y el raton albino Swiss. Ademas
de observar diferencias en la distribucion de las CGRm entre estas dos cepas, también hemos
descrito que mas del 97% de las CGRm se marcan retrégradamente desde los CS con el trazador
neuronal OHSt. Un dato sorprendente es la existencia de CGR que expresan melanopsina en la
retina de ratdn que no mandan su axon a través del NO, ya que cuando se marca con el mismo
trazador neuronal a nivel del NO, no se marcan retrogradamente. Por lo tanto, hemos sugerido
gue estas células no son CGRm propiamente dichas, si no que pueden constituir un nuevo tipo de

interneurona que contiene melanopsina y que, por tanto, podrian ser intrinsicamente fotosensibles.
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5.1.1. Poblacion total de las CGRm y su distribucion en retina

Hasta la fecha, sdlo otros dos estudios han documentado el nimero total de CGRm en la
retina de ratdn, utilizando la cepa pigmentada C57BL/6 ( ).
En nuestro estudio, observamos una poblacion de 1.021+109 CGRm (n=19) en las retinas de los
ratones pigmentados, un valor promedio muy similar al que cuantificaron Jain y colaboradores
( ) (1.194+281 CGRm, n=9), pero menor que las 1.600-1.800 CGRm registradas por Hughes y
colaboradores ( ). Aunque en los tres estudios se usa el mismo anticuerpo policlonal de conejo
frente al extremo N-terminal de melanopsina de ratén (clon UF006), la diferencia en el nimero de
CGRm cuantificadas se puede deber a la mayor concentracién de anticuerpo que utilizaron
Hughes y colaboradores ( ) en relacién con el estudio de Jain y colaboradores ( )y el
nuestro ( ). Otros trabajos méas antiguos que los anteriormente
citados, estimaron el niumero total de CGRm en estos mismos ratones pigmentados, y su
extrapolacion al area total de retina les daban unos valores que oscilaban de aproximadamente
1.500 ( ) a 2.570 ( ) células por retina. Estos datos pueden
llevar a error; ya que, segun lo estipulado por Berson y colaboradores ( ), la estimacion del
nuamero total de CGRm se basaban en la suposiciéon de que estas células se distribuyen de forma
homogénea por toda la retina; sin embargo, tal y como hemos documentado en esta tesis, esto no
ocurre asi, sino que esta poblacion celular de la retina de mamifero presenta una distribucion
heterogénea, con regiones donde existe una mayor densidad celular de este tipo, como el

cuadrante superotemporal.

Estudios previos de nuestro laboratorio (

) demostraron que en ratas, el factor de transcripcion Brn3a se expresa en
un porcentaje muy pequefio de CGRm (0,20% CGRm Brn3a"). Junto con otras observaciones en
ratones ( ), este andlisis confirma, que al igual que sucede en las ratas, las CGRm
son una subpoblacién de CGR, diferente de las CGR Brn3a’, que tienen un papel en las funciones
formadoras de imé&genes. En cuanto a la distribucion espacial de las CGRm en la capa de CGR,
hemos demostrado que la distribucion de estas células es mas periférica en ambas cepas de
ratones, pigmentada y albina, localizandose en regiones con una baja densidad de CGR Brn3a”.
Por otro lado, el analisis comparativo de la distribuciébn de las CGRm entre los ratones
pigmentados y los albinos revela diferencias remarcables. La mayoria de las CGRm en ratones
pigmentados se sitian en la hemirretina temporal y dorsal, formando una especie de “C” de mayor
densidad en la retina; mientras que en los ratones albinos, las CGRm se concentran sobre todo en

la region dorsal de retina.

Hasta la fecha, solamente otro estudio ha examinado la distribucién espacial de las CGRm
en ratones utilizando la cepa C57BL/6 ( ). Aunque en esta tesis hemos
utilizado la misma cepa de raton, los resultados difieren de los de Hughes y colaboradores ( )
ya que ilustran una mayor densidad de CGRm en la parte dorsal de retina, y no en temporal. Sin

embargo, una posible explicacion de la discrepancia en los resultados se basaria en los métodos
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utilizados para orientar las retinas de los ratones. En nuestros estudios orientamos la retina al
disecarla, utilizando como guias la insercion del misculo recto superior en la parte superior del ojo
y la carincula nasal, y realizamos un corte mas profundo en la retina el cual nos marca el polo
superior del ojo ( ); mientras que Hughes y colaboradores
( ) no emplean cortes para mantener la orientacion de la retina, sino que se guian Unicamente
por la distribucién de la opsina S, la cual es méas densa en la retina ventral. Esta puede ser una
explicacion a la discordancia en la distribucion de este tipo celular que encontramos cuando

comparamos los mapas de distribucion de ambos trabajos.

Segun nuestros datos, los ratones albinos tienen significativamente mas CGR que los
ratones pigmentados (45.884+2.707 CGR Brn3a’ en albino vs 38.501+1.630 CGR Brn3a’ en
pigmentado), esto concuerda con estudios previos (

). Ademas, con respecto a las CGRm, detectamos diferencias significativas en la distribucién
y en el tamafo del soma de las CGRm entre las dos cepas estudiadas. Este es el primer estudio
gue analiza la distribucién espacial de las CGRm en ratones albinos, nuestros datos muestran un
patron de distribucion de CGRm similar al observado en ratas albinas. Sin embargo, en ratas
albinas las CGRm tienden a concentrarse mas en la retina supero-temporal, como observamos en
nuestros resultados (ver Figura 4.17) o en otros estudios relacionados (

). Estas
diferencias entre la cepa pigmentada y albina son consistentes, y tienen que ver con el papel de la
pigmentacién a nivel ocular en el correcto desarrollo de la estructura del ojo y su funcionalidad en
roedores ( ). Estudios previos
muestran diferencias entre la regulacion circadiana de la expresion de melanopsina en ratas
pigmentadas y albinas ( ), por lo que habria que tener precaucién al
interpretar los datos de animales albinos; ya que, como muestran nuestros datos, el nimero total

es muy parecido entre las cepas pigmentada y albina, pero la funcionalidad puede estar alterada.

5.1.2. CGRm desplazadas

En esta tesis hemos caracterizado la poblacion y distribucion de las CGRm que residen en
la capa nuclear interna, llamadas CGRm desplazadas (CGRm-d). Como ya se conoce por estudios
previos, aparte de las CGRm de la capa de CGR, los ratones, ratas y primates también contienen
una poblacion de CGRm-d en la capa nuclear interna (

). En los ratones, aunque se conoce que estas CGRm-d muestran niveles variables de
inmunorreactividad para melanopsina y Brn3b ( ), su
distribucion espacial no era conocida. En esta tesis mostramos que las CGRm-d en ambas cepas
de ratén estudiados eran mas densas en la regién superior de la retina y en la zona mas periférica
de retina, la zona marginal ciliar. Mientras que estudios anteriores estimaban un porcentaje de

CGRm-d en ratones C57BL/6 que variaba aproximadamente entre un 6 y un 9% del total de
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CGRm ( ), nuestros datos revelan un
porcentaje mayor (14%) incluyendo la retina entera. Una posible razon de que nuestra
cuantificacién sea mayor puede deberse a que incluimos la ZMC, ya que muchas CGRm-d
residian en esta zona. En los ratones albinos, el porcentaje de estas CGRm-d era menor (solo un
5%), un dato que puede explicar el hecho de que existen mas CGR-d en ratones pigmentados que
en albinos ( ) y con un estudio reciente que compara
los nimeros de las CGRm-d de ratas albinas y pigmentadas ( ). Aunque
actualmente la funcion de las CGRm-d es desconocida, en la retina de primate y humano estas
células son muy comunes, y componen el 40-60% de la poblacion de CGRm, dependiendo de la

especie estudiada ( ).

5.1.3. Proyecciones de las CGRm

Nuestros experimentos revelan que més del 97% de las CGRm se marcan
retrogradamente desde los CS ( ). Sin embargo, para valorar este
dato, hay que tener en cuenta que en nuestro modelo de marcaje retrégrado aplicamos el trazador
neuronal OHSt en la superficie de los CS y puede que también estemos trazando desde otros
nacleos vecinos. De hecho, en experimentos paralelos (datos no mostrados), donde estudiamos
secciones de cerebro en los cuales se habia aplicado OHSt en los CS, observamos que este
trazador habia difundido en parte a regiones adyacentes que también son retinorecipientes, como
el nucleo geniculado lateral (dorsal y ventral), la ldmina intergeniculada, el nicleo de la oliva
pretectal y el tracto éptico. Por lo tanto, con esta técnica no podemos descartar la posibilidad de
gue haya distintas subpoblaciones de CGRm que proyecten a los CS y a otros nucleos vecinos.
Sin embargo, en nuestro experimento paralelo de secciones del cerebro, no encontramos
evidencia de que el OHSt difundiera al NSQ, por lo que descartamos la posibilidad de que se

marcaran retrégradamente las CGRm que proyectaran a este ndcleo.

Cada vez hay mas estudios que sugieren el hecho de que muchas CGRm proyecten a CS
en ratén. En primer lugar, este dato no deberia resultar extrafio, ya que la mayoria de las CGR
proyectan a esta region en roedores (

). Ademas, estudios anatdmicos
realizados en ratones en los cuales se marcaban las CGRm tipo M1 ( ) o todos
los subtipos de CGRm ( ) demostraban una proyeccion
substancial de axones de las CGRm a las capas superficiales de los CS. En ratones modificados
genéticamente Opn4"' tau-lacZ se ha documentado que hay una mayor aferencia de las CGRm a
los CS, y esto se ha tomado como evidencia de que las células M1 proyectan significativamente a
esta estructura ( ); sin embargo, cabe destacar que las observaciones en
ratones Opn4"' pueden reflejar un déficit axonal de las CGRm M1 que proyectan a los CS por la

ausencia de melanopsina.
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Curiosamente, en otro estudio donde también investigaron las proyecciones de las CGRm
tipo M1y M2 trazadas retrégradamente en ratones Opn4+"( ), se observo que el
100% de las CGRm que proyectan a los CS eran del subtipo M1. Este mismo estudio documentd
que el 80% de las células M1 proyectan al NSQ, y que aproximadamente el 45% de las
proyecciones que llegaban al NOP también eran de las CGRm subtipo M1. Otro dato interesante
observado por Chen y colaboradores ( ) es que en ratones modificados genéticamente donde
se habia eliminado Brn3b, las proyecciones de las CGRm subtipo M1 al NSQ se mantenian, al
igual que se mantenia el ritmo circadiano (regulado por este nucleo retinorrecipiente). Dado que en
nuestros estudios de marcaje retrdgrado asumimos que marcamos la mayoria de las CGRm
subtipo M1, entendemos que los nucleos NSQ y NOP pueden ser inervados por axones
colaterales de las CGRm. Esta posibilidad también ha sido sugerida previamente al explicar la
inervacién postnatal del NSQ por las CGRm ( ). Sin embargo, estudios de
marcaje anterégrado en ratas ( ) y marcaje retrégrado en hamsteres (

) sugieren que los CS pueden tener una inervacion menor de las CGRm en estas

especies.

La importancia de las aferencias a los CS por parte de las CGRm permanece en la
actualidad desconocida. Es sabido que las proyecciones retino-coliculares se organizan
topograficamente de forma perfecta para ofrecer un mapa espacial del mundo visual (

). Los CS estan perfectamente posicionados para enviar la informacion visual a los
centros del tronco encefalico e intervienen en la motilidad ocular y en los cambios motores de
seguimiento y re-fijacion visual ( ). Por todo ello, esta estructura
parece ser un candidato ideal para mediar en el comportamiento de orientacion dependiente de la
melanopsina en ratones ( ) o tal vez incluso para fijar la
atencion visual de mirada hacia un punto luminoso, siendo capaces de discriminar brillo (

). De esta forma, los CS pueden ayudar a orientar a los animales por medio de objetos
brillantes o alejarlos de objetos con excesivos niveles de iluminaciéon (como por ejemplo, la luz
directa del sol). De este modo, en los seres humanos, la entrada de sefial de las CGRm a los CS
puede contribuir a la conciencia visual en pacientes con degeneracién de fotorreceptores (

) y también podria contribuir a los movimientos subconscientes de los ojos (evitar o

mirada entrecerrada) que se producen en respuesta a la luz solar directa ( )oala
fotofobia ( ). Apoyando esta hip6tesis, un estudio reciente demuestra un
significativo aporte de aferencias de las CGRm a los CS en primates ( ).

5.1.4. Zonamarginal ciliar de retina

Estudios recientes sugieren que las células melanopsinicas de la retina residentes en la
ZMC envian proyecciones axonales al cuerpo ciliar y/o al iris para activar el reflejo pupilar

intrinseco (iPLR) ( ). Teniendo en cuenta estos
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resultados previos, queriamos confirmar si todas las CGRm proyectan su axén fuera del ojo a
través del nervio optico hacia sus territorios retinorrecipientes, y para ello aplicamos el trazador
OHSt en el mufion proximal del nervio Optico tras una axotomia intraorbitaria (
). Al igual que lo observado previamente en ratones pigmentados (C3H/He) por Semo
y colaboradores ( ), encontramos una subpoblacién de CGRm residentes en la ZMC, mas
abundante en la hemirretina nasal que en la temporal, tanto en ratones pigmentados (C57BL/6)
como en ratones albinos (Swiss). En el analisis que excluia la ZMC de retina, este procedimiento
marcaba el 99,7% de todas las CGRm en la capa de CGR en los ratones pigmentados y el 98,9%
de las CGRm en la capa de CGR en los ratones albinos. En el mismo procedimiento, pero
analizando las CGRm desplazadas (CGRm-d) observamos que aproximadamente el 90,5% vy el
91,3% de las CGRm-d estaban marcadas en ratones pigmentados y albinos, respectivamente. Sin
embargo, cuando analizamos la ZMC de retina aisladamente, el nimero de CGRm marcadas
retrégradamente descendié aproximadamente al 80% para los ratones pigmentados y al 76% en
los albinos. No existen estudios previos en mamiferos donde se muestren subpoblaciones de CGR
gue no envien su axén a través del nervio 6ptico o no se marquen al ser trazadas retrégradamente
desde el NO como hemos observado ( ). Como tal, este hallazgo
representa la primera evidencia directa en mamifero adulto de una subpoblacion de CGRm que
podrian no ser realmente CGR; en vertebrados inferiores, peces y anfibios, se ha descrito una
subpoblacion de células horizontales que expresan melanopsina (
). Por tanto, este subtipo de CGRm OHSt que se presentan en esta tesis

podria constituir algun tipo de interneurona de la retina de naturaleza intrinsecamente fotosensible.

En la ZMC, puede que las CGRm OHSt manden su axén al cuerpo ciliar y/o al iris y asi
intervenir en el iPLR, como previamente sugirieron Semo y colaboradores ( ). En otras
regiones de la retina también puede haber una subpoblacion de CGRm OHSt localizadas en la
CNI, es decir, desplazadas, que podrian estar involucradas en circuitos de sefializacién internos
de la retina como se ha demostrado previamente ( ). En nuestros estudios de
marcaje retrégrado desde el mufién del nervio 6ptico, no fuimos capaces de identificar ningdn
axon obvio de las células CGRm-d OHSt; otros estudios han tenido problemas similares tratando
de identificar los procesos melanopsina positivos derivados de las CGRm-d en ratones (

) Yy sus axones no siempre se podian identificar en ratones Opn4+" tau-lacZ (
). Curiosamente, Jusuf y colaboradores ( ) también observaron un aumento en la
densidad de las CGRm en la periferia nasal de la retina de monos macaco v titi (
), un area que puede corresponder a la poblacién de CGRm residentes en la ZMC observada
en ratones ( ).

Las CGRm residentes en la ZMC de retina en ratdn son en gran parte Brn3b negativas
( ) y como tales, se esperaria que proyectaran al NSQ ( ). Sin
embargo, al comparar las retinas marcadas retrogradamente desde CS o nervio Optico, parece
improbable que alguna de ellas proyecte al NSQ, porque no observamos ninguna diferencia

significativa entre el ndmero de CGRm trazadas o no trazadas en los ratones marcados
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retrogradamente desde los CS o NO. Por tanto, consideramos dos opciones de proyeccion de los
axones de estas CGRm residentes en la ZMC de la retina de los ratones, o proyectan al
mesencéfalo dorsal (CS o NOP) o su axdn no proyecta a través del NO. Curiosamente, el estudio
del trazado retrogrado también muestra que las CGR-d no proyectan al NSQ en ratones (Balkema
y Drager, 1990); asi puede ser que las CGRm tipo M1 tampoco proyecten al NSQ v, tal vez, en

cambio puedan estar involucradas en otras funciones, como la respuesta pupilar a la luz.

5.2. ESTUDIO DE LA DEGENERACION DE LAS CGR Y LAS CGRm
DESPUES DE HTO EN RATON PIGMENTADO

Los roedores, y en especial los ratones, han sido utilizados en muchos modelos
experimentales de enfermedades humanas por su facil manejo y relativo bajo coste, en
comparacion con otros animales, y también, por la posibilidad de utilizar animales transgénicos
(Vidal-Sanz y cols., 2002, 2012). Ademas, el sistema visual del ratén tiene una serie de ventajas y
semejanzas estructurales con el ojo humano como una malla trabecular bien definida, el canal de
Schlemn, el cuerpo ciliar o la vascularizacion de la retina (John y cols., 1999) que lo hacen idéneo
a la hora de recrear cualquier modelo experimental o de emprender una terapia neuroprotectora
(véase apartado 1.2 de introduccién). Una de las principales dificultades en el uso de ratones
como modelo, es el pequefio tamafio de los ojos y la dificultad de manipulacién, como por ejemplo
a la hora de medir la presion intraocular (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal-Sanz y cols., 2012).
A la hora de recrear un modelo animal de glaucoma, debemos prestar especial atencion a la
hipertension ocular, ya que es el principal factor de riesgo de la enfermedad. Con el desarrollo de
modelos experimentales de ratéon con PIO elevada intentamos avanzar en nuestro conocimiento
de la neuropatia Optica glaucomatosa en humanos y asi mejorar nuestra comprension de la

enfermedad e intentar tratarla y/o prevenirla.

El desarrollo de un método de medida de la PIO, mediante tonometria no invasiva, en
animales de experimentacién ha abierto la posibilidad de desarrollar y caracterizar un modelo de
ratbn con HTO. Aunque la medicion de la PIO requiere el uso de anestesia general se ha
documentado que periodos cortos de anestesia no tienen efectos sobre la PIO de los ratones

(Sarinova y cols., 2001).

5.2.1. Degeneracion de las CGR tras HTO

El método de fotocoagulacién por laser a nivel del limbo (vasos perilimbares y
epiesclerales), fue inicialmente empleado inyectando tinta china en la camara anterior, dando
tiempo a la tinta a entrar en las estructuras del angulo, para luego fotocoagular los vasos con el

laser (Ueda y cols., 1998); aparentemente, la tinta china mejoraba la absorcion de la energia del
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laser. Histolégicamente, hallaron particulas de tinta china fagocitadas en camara anterior, ademas
de observarse el cierre del angulo de la camara, responsable del aumento de PIO. Otros estudios
han logrado un aumento significativo de la PIO usando un tratamiento laser similar, sin la inyeccién
de ningin material externo (\WoldeMussie y cols., 2001; Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Salinas-
Navarro y cols., 2009¢c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012). Todas estas descripciones histologicas
sugieren que los efectos del tratamiento laser provocan la coagulacion de la vascularizacién limbar
y producen un cierre del angulo (Ueda vy cols., 1998; Levkoviich-Verbin y cols., 2002). Ambos
efectos pueden incrementar la resistencia del flujo de salida del humor acuoso y desembocar en la
subida de PIO.

Estudios previos en modelos de glaucoma secundario a la elevada PIO inducida han
demostrado una pérdida significativa de CGR (30-90%) dependiendo del método de induccién de
HTO empleado, el tiempo analizado tras la induccién de HTO y el modelo animal experimental
utilizado, ratas albinas adultas (Sawada y Neufeld, 1999; WoldeMussie y cols., 2001; Salinas-
Navarro y cols., 2010; Ortin-Martinez y cols., 2015) o ratones pigmentados (Jakobs y cols., 2005)
o albinos (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Gallego y cols., 2012; de Hoz y
cols., 2013; Rojas vy cols., 2014). Comparando estos estudios y los datos que presentamos en esta
tesis, cabe resaltar que la pérdida de CGR en los modelos de HTO inducida por laser es mas
severa en ratones albinos que en ratones pigmentados. De hecho, Mabuchi y colaboradores
(2003) observaron en su modelo de HTO inducido por laser en ratones pigmentados una
reduccion en el nimero de axones de las CGR a las 12 semanas de aproximadamente un 30% de
la poblacién original, resultados similares fueron observados por otros autores (Grozdanic y cols.,
2003; Gross y cols., 2003; Jiy cols., 2005; Holcombe vy cols., 2008); aunque Yun y colaboradores
(2014) observaron una pérdida mayor, aproximadamente el 60% de la poblacion de CGR a las 24
semanas de la induccién de HTO. Sin embargo, la pérdida de CGR Brn3b* y de axones de las
CGR en ratones albinos (Fu y Sretavan, 2010) a las 4 semanas fueron de aproximadamente del
90% y 78%, respectivamente. Estudios propios realizados en nuestro laboratorio también apoyan
estos resultados; estudios de HTO realizados en ratones pigmentados muestran una pérdida de
CGR de aproximadamente el 50%, que es menor que la observada en ratones albinos, la cual
llega hasta aproximadamente el 80% (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca vy cols., 2010;
Gallego y cols., 2012; de Hoz y cols., 2013; Rojas v cols., 2014). No sabemos ciertamente a qué
se debe que la pérdida sea menor en ratones pigmentados, ya que la evolucion de la PIO tras la

HTO inducida por laser es similar en ambas cepas.

Existen datos y evidencias remarcables que indican que en el glaucoma, tanto
experimental como humano, se producen importantes cambios en los principales nucleos
retinorrecipientes del cerebro (Yicel y cols., 2000, 2001, 2003). Por tanto, es importante investigar
los efectos de la hipertension ocular en el principal nucleo retinorrecipiente, los coliculos
superiores, a tiempos cortos y largos después de la fotocoagulacién laser. En ratas albinas
adultas, se ha descrito una reduccion en la densidad de fibras retinianas en diferentes estructuras

retinorrecipientes, aproximadamente un 50% en el nucleo geniculado lateral ventral, un 72% en el
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NSQ y un 50% en los CS (Drouyer y cols., 2008). En nuestro estudio, hemos utilizado el trazador
neuronal anterégrado (CTB), que ha sido bien caracterizado en nuestro laboratorio en roedores
(Aviles-Trigueros y cols., 2003; Mayor-Torroglosa y cols., 2005; Valiente Soriano y cols., 2015a),
demostrando una gran sensibilidad en el marcaje del arbol dentritico de los terminales axonales en
el coliculo superior, lo que permite determinar el volumen de la inervacién retinotectal (Mayor-
Torroglosa vy cols., 2005; Valiente-Soriano y cols., 2015a). En ratones pigmentados adultos con
HTO en su ojo izquierdo, hemos obtenido resultados consistentes con los observados previamente
en ratas albinas adultas (Drouyer y cols., 2008); lo que refuerza la hipétesis de que la HTO, no
s6lo provoca una marcada degeneracion en la poblacion de CGR, sino que también produce una
degeneracién anterdgrada de los axones retinofugales y, por tanto, una afectacion significativa de

los nucleos retinorecipientes del cerebro (Yiicel y cols., 2003; Dekeyster y cols., 2015).

En nuestros estudios no hemos analizado la proyeccion retinotépica ipsilateral, pues
cuantitativamente supone una proporcién minima del total de la proyeccion retinotectal y, ademas,

varia de animales pigmentados a albinos (Lund, 1965, 1969, Linden vy Perry, 1983).

5.2.2. Degeneraciéon de las CGRm tras HTO

Las funciones visuales no-formadoras de imagenes, como la regulacién de los ritmos
circadianos o el control de las respuestas pupilares a la luz, dependen de las CGR intrisicamente
fotosensibles, las CGRm (Semo vy cols., 2010, 2014; Galindo-Romero y cols., 2013a; Vugler y
cols., 2008, 2014, Valiente-Soriano y cols., 2014). En pacientes humanos que padecian neuropatia
Optica glaucomatosa, se registraron reducciones significativas en la funcionalidad de las CGRm
(ritmos circadianos o respuesta pupilar a la luz) del ojo glaucomatoso en comparacién con el ojo
contralateral o poblaciones sanas (Perez-Rico v cols., 2010; Kankipati y cols., 2011; Nissen y cols.,
2014). Sin embargo, se ha documentado que las CGRm eran mas resistentes al dafio provocado
por hipertension ocular crénica, ya que no se observaron alteraciones en el nimero total de
células ni en la morfologia de su arbol dendritico hasta 12 semanas después de la induccién de
HTO (Li y cols., 2006); lo que sugiere que las CGRm tienen caracteristicas Unicas que las hacen
diferentes de otras poblaciones de CGR frente a este tipo de lesién. Este hecho est& apoyado por
otros trabajos donde estudian el comportamiento de las CGRm ante distintos tipos de lesiones
como axotomia del nervio Optico, atrofias Opticas, distrofias mitocondriales y excitotoxicidad (para
una revision ver Cui y cols., 2015); pero otros estudios demuestran que las CGRm responden de
igual manera que el resto de CGR ante la induccion de HTO, como por ejemplo, en ratas adultas,
la HTO inducida por laser provoca reducciones significativas en la poblacién de CGRm (Drouyer y
cols., 2008; Wang vy cols., 2008, de Zavalia y cols., 2011) y en la inervacién de los nucleos
supraquiasmaticos, con alteraciones funcionales en su capacidad para regular los ritmos
circadianos (Drouyer y cols., 2008). Asimismo, se ha documentado la pérdida de CGRm en

ratones adultos con glaucoma congénito (Jakobs y cols., 2005) y en la linea de ratones CFP-D2,
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creada mediante el cruce de ratones DBA/2J (que desarrollan glaucoma pigmentario) con ratones
Thyl-CFP, se ha observado que el aumento progresivo de PIO estd acompafiado de una
disminucién progresiva en el nimero de CGR y de CGRm, lo que podria tener un impacto
sustancial sobre la disfuncionalidad observada en la respuesta a la luz de estos animales (Zhang vy
cols., 2013). Nuestros resultados en ratones pigmentados adultos también indican que las CGRm
degeneran como consecuencia de la elevacion de la PIO (Figura 4.11; Tabla 4.4), aunque esta
pérdida celular no sigue el patrén de distribucién espacial sectorial tipico observado en el resto de
CGR (Valiente-Soriano y cols., 2015a). Las posibles explicaciones para estas discrepancias
pueden estar relacionadas con los tipos de CGRm analizadas en los diferentes estudios, en la
actualidad se han diferenciado hasta 6 tipos morfolégicos de CGRm (Cui y cols., 2015). Sin
embargo, la posibilidad de que las CGRm sean mas resistentes a la axotomia (Robinson vy
Madison, 2004; Pérez de Sevilla Muller y cols., 2014), la excitotoxicidad inducida por NMDA
(DeParis y cols., 2012) o a neuropatias Opticas mitocondriales (Moura y cols., 2013; Kawasaki y
cols., 2014) que el resto de la poblacion de CGR esta pendiente de confirmarse con nuevos
trabajos, ya que existe una gran discrepancia entre los resultados obtenidos en los diferentes
estudios (Cui y cols., 2015).

5.2.3. Muerte selectiva de las CGR en lacapa de CGR tras HTO

La poblacion de las CGR constituye sélo una parte de las neuronas en la capa de células
ganglionares del roedor (Perry y Cowey, 1979; Perry 1981). Una estimacion de la proporcion real
de CGR en el ratén pigmentado adulto (C57BL/6) es de aproximadamente 41% (Jeon y cols.,
1998) o el 50% (Schlamp y cols., 2013). En nuestros experimentos, asumimos que la gran mayoria
de los nucleos DAPI residentes en los sectores de la retina que carecen total o parcialmente de
CGR Brn3a’ corresponden a las células amacrinas desplazadas en esta capa, con una menor
proporcién de estos ndcleos correspondientes a los astrocitos, células endoteliales y microglia, las
cuales responden con proliferacién o migracién celular (Salvador-Silva y cols., 2000; Sobrado-
Calvo y cols., 2007; Rojas y cols., 2014). Este dato confirma el hecho de que la HTO provoca un
dafio selectivo a las CGR mientras que otras neuronas no-CGR en esta capa se mantienen
intactas. Cuando el nimero total de CGR Brn3a’ se rest6 de la nimero de nicleos DAPIY, el
namero resultante era similar en retinas izquierdas hipertensas comparado con las retinas
derechas controles, lo que sugiere que el dafio es selectivo de CGR mientras que se mantiene el
ndamero de células amacrinas desplazadas. Después de inducir HTO, en las areas donde existe
una pérdida manifiesta de CGR aun persisten muchos nudcleos no-CGR, en la CCG,
presumiblemente células amacrinas desplazadas; en concordancia con observaciones previas en
ratas adultas (Kielczewski y cols., 2005; Salinas-Navarro y cols., 2009a; Ortin-Martinez y cols.,
2015) y ratones (Jackobs y cols., 2005; Cone vy cols., 2010). Esto sugiere que la HTO produce un
dafio axonal a nivel del disco éptico, donde los axones presentan una perfecta organizacion

retinotépica (Hayreh, 1969; Quigley y Green, 1979; Quigley 1999; Burgoyne y cols., 2005; Vidal-
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), sin afectar a otras neuronas en la CCG. Recientemente, también se constaté
que la pérdida de CGR desplazadas en la capa plexiforme interna y en la capa nuclear interna de
la retina adopta la forma de muerte tipica en sectores de forma triangular tras la induccion de HTO
en ratas albinas adultas ( ); sugiriendo que si la CCG fuera el sitio
donde se provocara la lesién primaria tras HTO, estas CGR desplazadas no se verian afectadas
dentro de esos sectores de muerte; pero esto no era asi, lo que apoya la hipétesis de que el dafio

primario se produce en la cabeza del nervio 6ptico (ver Figura 10 en ).

5.3. ESTUDIO DE LA DEGENERACION DE LAS CGR Y LAS CGRm
DESPUES DE HTO Y SU PROTECCION CON BDNF EN RATA ALBINA
ADULTA

Con este experimento quisimos estudiar el comportamiento de las CGR vy, en especial, de
las CGRm tras HTO en rata, y analizar si la administracién intravitrea del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF) cuyo efecto neuroprotector sobre la poblacion de CGR ha sido
documentado previamente en nuestro laboratorio (

), podia prevenir o, al menos, ralentizar su muerte.
Nuestros resultados revelan que la HTO provoca una pérdida de CGR Brn3a’ de
aproximadamente el 57% de las CGR originales a los 12 dias de la induccién de la HTO y de un
58% a los 15 dias. Si analizamos como se produce esta muerte, en los mapas de isodensidad,
observamos, al igual que en ratén, que el dafio se concentra sobre todo en la retina dorsal y
responde a un patrén sectorial en forma triangular, con la base en la periferia y el vértice en el
nervio 6ptico. La administracion intravitrea del factor neurotrofico BDNF justo antes de la induccién
de HTO redujo considerablemente esta pérdida en todas las retinas analizadas tanto a los 12
como a los 15 dias. En cuanto al plexo vascular interna de la retina que estudiamos en retinas
analizadas a los 15 dias, no observamos anormalidades morfoldgicas significativas que explicaran
el patrén de pérdida sectorial de las CGR. La HTO también indujo una pérdida importante de
CGRm de aproximadamente el 49% de las CGRm originales contadas en retinas intactas a los 12
dias de la induccidon de la HTO y de un 50% a los 15 dias. Sin embargo, un hecho que nos llamé la
atencién fue que el patrén de distribucion de la pérdida de las CGRm, no era sectorial sino que se
repartian homogéneamente a lo largo de la retina y, ademas, estas CGRm no respondieron al
tratamiento con administracién intraocular de BDNF. Estos datos contradicen la hipétesis de que
las CGRm son mas resistentes a la lesién que el resto de la poblacion CGR ( );
pero sin embargo, muestran diferencias importantes en su respuesta frente a HTO vy

neuroproteccion, en comparacion con las CGR que no expresan melanopsina.
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5.3.1. Evolucion de la PIO tras induccion de HTO tras administracion de
BDNF o Vehiculo

La fotocoagulacién con laser de la malla trabecular y los vasos perilimbares y
epiesclerales en rata albina ha sido muy bien caracterizada en nuestro laboratorio y resulta en una
elevacion significativa de la presion intraocular (Salinas-Navarro y cols., 2009a; Vidal Sanz y cols.,
2012; Ortin-Martinez y cols., 2015), parecida a la obtenida en otros estudios (Levkoviich-Verbin y
cols., 2002). De acuerdo con los estudios previos, nustros resultados muestran que los niveles de
PIO alcanzados tras la fotocoagulacion laser estan aumentados significativamente a las 24 horas y
se mantienen durante los primeros 7 dias (Ultimo intervalo de tiempo medido en este estudio) y no
varian con la administracion previa de BDNF o vehiculo. También observamos que los valores de
PIO no cambian entre los grupos analizados, por lo que concluimos que la administracién de

BDNF no tiene ningun efecto en la evolucion de las PIO.

5.3.2. LaHTO provoca una pérdida de CGRy de CGRm

Los porcentajes de pérdida de CGR tras HTO inducida por fotocoagulacion laser que
observamos en nuestros resultados (Valiente-Soriano vy cols., 2015b) son similares a los
documentados en estudios previos realizados en nuestro laboratorio en ratas albinas (Salinas-
Navarro y cols., 2010; Vidal Sanz y cols., 2012; Ortin-Martinez y cols., 2015), algo mayores que
los hallados en ratones (Salinas-Navarro y cols., 2009c; Cuenca y cols., 2010; Valiente-Soriano vy
cols., 2015a), pero similares a la pérdida observada por otros autores (\WoldeMussie y cols., 2001;
Levkovitch-Verbin y cols., 2002; Droyer y cols., 2008; Lambert y cols., 2011; de Zavalia y cols.,
2011). Nuestros resultados también indican que las CGRm de rata degeneran como consecuencia
de la HTO, encontrando una pérdida de aproximadamente el 50% 6 51% de la poblacion original
contada en retinas intactas de CGRm a los 12 6 15 dias tras la fotocoagulacién, respectivamente.
Estos resultados son comparables a estudios anteriores de otros laboratorios en ratas adultas
(Drouyer y cols., 2008; de Zavalia y cols., 2011) y ratones (Jakobs y cols., 2005; Wang y cols.,
2008; Zhang vy cols., 2013), pero difieren de otros estudios realizados en ratas adultas (Li y cols.,
2006; Cui y cols., 2015) donde sugieren que las CGRm son mas resistentes a la lesion. Estos
resultados, tanto la poblacién de CGR como de CGRm en rata son muy similares a los analizados
en raton pigmentado en esta misma tesis, aunque en rata, el dafio axonal provocado por la

elevada PIO es mayor (aproximadamente un 80% en rata y un 50-60% en raton).
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5.3.3. La distribucion de la pérdida de las CGRm es diferente del resto de

CGR y no tiene relacion con el plexo vascular interno de la retina

En retinas hipertensas de rata, la poblacion de CGR adopta la tipica distribucion en
sectores triangulares, con su base ubicada en la periferia de la retina y su vértice en la cabeza del
nervio optico, principalmente en la retina dorsal. Al igual que ocurre en raton, esto no sucede con
la distribucion de las CGRm supervivientes; ya que muestran una pérdida mas difusa a lo largo de
la retina sin sectores definidos. El estudio de la vascularizaciéon de la retina interna no presenta
ninguna anomalia aparente en las retinas hipertensas comparadas con retinas de animales
control. Ello nos indica que el patrén sectorial tan caracteristico de muerte de las CGR no es
debido a la vascularizacion de la retina. Lo que refuerza nuestras observaciones en raton
(Valiente-Soriano y cols., 2015a), donde vemos que la HTO causa la degeneracién y muerte de las
CGR pero preserva la poblacion de células amacrinas desplazadas en la capa de CGR (Ortin-
Martinez y cols., 2015). El patron de muerte sectorial ha sido explicado previamente (Salinas-
Navarro y cols., 2009¢c, 2010; Vidal-Sanz y cols., 2012) y se piensa que al aumentar la PIO se
produce una axotomia a nivel de la cabeza del nervio Optico, que es el lugar donde los paquetes
axonales estan perfectamente organizados. No podemos dar una explicacién clara de por qué las
CGRm responden de una manera distinta al del resto de CGR y no siguen ese patrén de muerte
sectorial que se observa para el resto de CGR, incluyendo la subpoblacién localizada en la CNI,
conocidas como CGR desplazadas (Nadal-Nicolas y cols., 2014); pero es posible que estas
CGRm, o parte de ellas, tengan algun tipo de conexién axonal colateral intraretiniana (Joo y cols.,
2013; Semo vy cols., 2014) que les proporcionen un soporte trofico alternativo. Esta posibilidad no
explica totalmente este hecho, ya que todavia hay una importante disminucion en la poblacion de
CGRm de hasta un 50% a los 15 dias tras HTO. Otra posible explicacion, podria ser la ausencia
de organizacién retinotépica de los axones de las CGRm; sin embargo, tal y como hemos
observado estudiando las proyecciones de las CGRm en ratén, al igual que indican estudios
recientes, las CGRm también proyectan a nucleos formadores de imagenes tipicos que reciben y
procesan informacion visual formadora de imagenes (Dacey vy cols., 2005; Hannibal y cols., 2014;
Valiente-Soriano y cols., 2014) y requieren una organizacion axonal muy precisa (Simon vy o'Leary,
1990).

5.3.4. La administracion intravitrea de BDNF protege a las CGR pero no a

las CGRm tras HTO inducida por laser

En esta parte del estudio hemos documentado un rescate significativo de la poblacién
general de CGR, tras la induccién de una HTO en retinas tratadas con una sola inyeccion
intravitrea de BDNF y analizadas a los 12 6 15 dias después de FL. Estos resultados estan en
consonancia con estudios previos (ver apartado 1.7.2) que estudiaron el efecto de diferentes

sustancias neuroprotectoras, como los factores neurotréficos (BDNF, neurotrofina 4/5 o factor
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neurotrépico derivado de la glia, GDNF) o el inhibidor de caspasa Z-DEVD, frente a la pérdida de
CGR inducida por diferentes tipos de lesiones (Peinado-Ramoén vy cols., 1996; Di Polo y cols.,
1998; Vidal Sanz y cols., 2000; Cheng y cols., 2002, Lindqvist y cols., 2004; Sanchez-Migallén y
cols., 2011). Puede que para obtener un mayor éxito de tasa de rescate de CGR sea necesario un
efecto de estos factores mas prolongado en el tiempo que permita mantener o restablecer
conexiones sinapticas permanentes con las regiones apropiadas del cerebro, como se ha
demostrado para las CGR de ratas adultas mediante trasplantes autologos de nervio periférico
(Vidal Sanz y cols., 1987, 1991, 2002; Avilés-Trigueros y cols., 2000). Sin embargo, un hecho
llamativo y relevante fue que este tratamiento con BDNF no tuvo ningun efecto neuroprotector
significativo en el nimero de CGRm de las retinas analizadas a los 12 6 15 dias después de FL
con respecto a las retinas tratadas con vehiculo. La falta de respuesta de la poblacién de CGRm
fue sorprendente; ya que, en las mismas retinas tratadas con BDNF las deméas CGR si que
mostraron un rescate significativo. El efecto de la neuroprotecciéon por medio de la administracion
de BDNF en las CGR lesionadas ha sido explicado previamente en otros estudios, que
documentan que estas neuronas, las CGR, expresan el receptor tirosina kinasa de neurotrofinas
relacionado con la tropomiosina tipo B (TrkB) (Lindqvist y cols., 2002, 2010), un receptor que es
necesario para la activacion de vias de sefializacion intracelulares envueltas en la supervivencia
de poblaciones neuronales durante la fase de desarrollo y en estado adulto participa en
respuestas adaptativas y también en condiciones de patologia del animal (Cui y cols., 2002;
Rudzinski y cols., 2004; Guo vy cols., 2009). Sin embargo, se desconoce qué proporcién de la

poblacion total de CGR, o de las CGRm, expresan el receptor TrkB.
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6. CONCLUSIONES

Los estudios de caracterizacién de la poblacién de las CGR melanopsinicas del ratén

pigmentado y albino adulto nos permiten concluir que:

1. Las CGRm son mas abundantes en la regién periférica y cuadrante supero-temporal de la
retina del raton pigmentado y albino, y la gran mayoria de ellas se marcan

retrogradamente desde los coliculos superiores.

2. Lagran mayoria de CGRm no expresan el factor de transcripcién Brn3a.

3. Existe un tipo de CGRm que no proyecta su axén a través del nervio optico y que puede
considerarse una interneurona de la retina, quizas relacionada con el reflejo pupilar

intrinseco.

Los estudios de degeneracion de las CGR y CGRm después de la induccién de HTO en raton

pigmentado nos permiten concluir que:

1. Dos semanas tras fotocoagulacion laser, sobrevive en la retina una poblacién de CGR,
cuyo transporte axonal estd dafiado, y a las 4 semanas estas CGR también han

degenerado.

2.  Las CGRm mueren en igual proporcion que el resto de CGR tras la HTO, pero su patrén
de distribucion no se correlaciona con el del resto de la poblacion de CGR, siendo

principalmente difuso y no sectorial.

3. El dafio provocado tras HTO es selectivo de las CGR en la capa de CGR y no afecta a

otras neuronas de esta capa.

4. Los coliculos superiores, principales nicleos retinorrecipientes del cerebro, reciben menos

de la mitad de aferencias de la retina tras HTO que un animal contrrol.
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Los estudios de degeneracién de las CGR y CGRm después de HTO y su proteccién con

BDNF en rata albina adulta nos permiten concluir que:

1.

A los 12 6 15 dias después de la fotocoagulacién laser existe una pérdida de
aproximadamente el 57 6 58% de la poblacion de CGR y el 50 6 51% de la poblacion de
CGRm, respectivamente. La distribucion de las CGRm supervivientes, al igual que en

raton, difiere de la distribucion del resto de CGR.

La administraciéon intravitrea de BDNF antes del laser resulta en un rescate de
aproximadamente el 39 6 26% de CGR en comparacién con los controles tratados con

vehiculo a los 12 ¢ 15 dias tras fotocoagulacion laser, respectivamente.

La administracién intravitrea de BDNF no tiene ningln efecto en la supervivencia de las
CGRm. Por lo tanto, nuestros datos indican que las CGRm no son mas resistentes a la
HTO que otras CGR.

125



/. CONCLUSIONS




Conclusions

7. CONCLUSIONS

From the characterization of the melanopsin"RGC population of the pigmented and albino adult

mouse we conclude:

1. The mRGC are most abundant in the peripheral region and supero-temporal quadrant of
the retina in pigmented and albino mouse, and the vast majority of them are retrogradely
labelled from the superior colliculi.

The vast majority of the mMRGC do not express the transcription factor Brn3a.
There is a type of mRGC that does not project its axon into the optic nerve and can be

considered an interneuron of the retina, perhaps related to the intrinsic pupil reflex.

From the degeneration of the RGC and the mRGC after induction of OHT in pigmented mice

we conclude:

1. Two weeks after laser photocoagulation, a population of RGCs whose axonal transport is
damaged survives in the retina and at 4 weeks these RGCs degenerate.

2. MRGCs die in the same proportion as the rest of RGCs after OHT, but their topographical
loss is mainly diffuse and not sectorial, and does not correlate with the topography of the
rest of the RGC population.

3. Damage caused after OHT is selective to RGCs in the RGC layer and does not affect
other cells in this layer.

4, The superior colliculi, the major retinorecipient nuclei of the brain in rodents, receive less

than half of the signal from the retina after OHT than in control animals.

From the studies of the degeneration of the RGC and the mRGC after induction of OHT and its

protection with BDNF in adult albino rats we conclude:

1. At 12 or 15 days after laser photocoagulation there is a loss of approximately 57 or 58%
of the RGC population and 50 or 51% of the mRGC population, respectively. The
distribution of the surviving mRGC, as in mouse, differs from the distribution of the rest of
RGC.

2. Intravitreal administration of BDNF before laser results in a rescue of approximately 39 or
26% of RGCs in comparison with the controls treated with vehicle at 12 or 15 days after

OHT, respectively
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3. The intravitreal administration of BDNF has no effect on the survival of the mRGC.
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INTRODUCTION

Here we have studied the population of intrinsically photosensitive retinal ganglion cells
(ipRGCs) in adult pigmented and albino mice. Our data show that although pigmented
(C57BI/6) and albino (Swiss) mice have a similar total number of ipRGCs, their distribution
is slightly different: while in pigmented mice ipRGCs are more abundant in the temporal
retina, in albinos the ipRGCs are more abundant in superior retina. In both strains, ipRGCs
are located in the retinal periphery, in the areas of lower Brn3a*RGC density. Both strains
also contain displaced ipRGCs (d-ipRGCs) in the inner nuclear layer (INL) that account for
14% of total ipRGCs in pigmented mice and 5% in albinos. Tracing from both superior
colliculli shows that 98% (pigmented) and 97% (albino) of the total ipRGCs, become
retrogradely labeled, while double immunodetection of melanopsin and Brn3a confirms
that few ipRGCs express this transcription factor in mice. Rather surprisingly, application of
a retrograde tracer to the optic nerve (ON) labels all ipRGCs, except for a sub-population of
the d-ipRGCs (14% in pigmented and 28% in albino, respectively) and melanopsin positive
cells residing in the ciliary marginal zone (CMZ) of the retina. In the CMZ, between 20%
(pigmented) and 24% (albino) of the melanopsin positive cells are unlabeled by the tracer
and we suggest that this may be because they fail to send an axon into the ON. As such,
this study provides the first evidence for a population of melanopsin interneurons in the
mammalian retina.

retinal
itive retinal

cells, retinal topography, ciliary ginal zone, inter
cells, Brn3a, OHSt-tracing, spatial distribution

Keywords: P
intrinsically ph

for melanopsin (Berson et al., 2010; Estevez et al., 2012), while

In the mammalian retina, melanopsin is expressed by a subset of
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs), which
also receive synaptic input from rods and cones (Dacey et al.,
2005; Schmidt et al., 2008; Weng et al., 2013). These ipRGCs are
required for non-image forming vision in mice (Guler et al., 2008)
and are thought to integrate rod and cone signals with their own
melanopsin-driven light responses to control important aspects of
circadian behavior (Panda et al., 2002), pupil constriction (Lucas
etal., 2003) and most recently, image forming vision (Brown et al.,
2010, 2012; Ecker et al., 2010; Estevez etal., 2012; Allen etal., 2014;
Schmidt et al., 2014a).

In mice, ipRGCs are a heterogeneous population, with at least
five different subtypes described to date (Berson et al., 2010;
Ecker et al., 2010; Jain et al., 2012; Karnas et al., 2013). The
subtypes M1-M4 can be identified using immunohistochemistry
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M35 cells have only been identified using Opn4.Cre reporter mice
(Ecker et al., 2010; Hughes et al., 2013). In terms of the topo-
graphic distribution of ipRGCs, it is known that in both rats
(Hannibal et al., 2002; Hattar et al., 2002; Vugler et al., 2008;
Galindo-Romero et al., 2013; Nadal-Nicolds et al., 2014) and mice
(Hughes et al., 2013), the majority of melanopsin positive cells
are located in dorsal retina with a melanopsin-rich plexus in the
ciliary marginal zone (CMZ) of both species (Vugler et al., 2008;
Semo et al., 2014). Topography of ipRGCs has also been shown
to be an important factor in determining the spectral properties
of their cone-based input (Estevez et al., 2012; Hughes et al.,
2013).

Previous work from our laboratory has shown that rodents
possess a horizontal visual streak of high RGC density just
dorsal to the optic nerve (ON; Salinas-Navarro et al., 2009b,¢;
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Ortin-Martinez et al., 2010, 2014) and that, in rats, ipRGCs
can be found at highest density just peripheral to this structure
(Galindo-Romero et al., 2013; Nadal-Nicolas et al., 2014).
Given the importance of mouse models in melanopsin research,
we therefore decided to undertake a detailed study of ipRGC
distribution in pigmented and albino mice, with reference to the
general RGC population (as labeled by retrograde tracer and or
Brn3a). The comparison between pigmented and albino mice is
of particular importance given the use of albino rodents to study
the melanopsin system (Hattar et al., 2002; Gooley et al., 2003;
Hannibal et al., 2005; Gonzédlez-Menéndez et al., 2010; Xue et al.,
2011; Esquiva et al., 2013).

Because melanopsin expression stops at the ON head, to date,
most of our knowledge concerning the retinofugal projection of
ipRGCs in mice comes from tau-lacZ and Opn4.Cre reporter mice
(Hattar et al., 2006; Brown et al., 2010; Ecker et al., 2010; Chen
etal, 2011), with only a few studies employing classical retrograde
tracing techniques (Viney et al., 2007; Baver et al., 2008). The
general opinion from these studies is that Brn3b negative M1 cells
project to the suprachiasmatic nucleus (SCN), while other ipRGC
subtypes project variably to the olivary pretectal nucleus (OPN),
dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN) and superior colliculus
(SC; Chen et al., 2011; Schmidt et al., 2011).

In rodents, the vast majority of RGCs project to the SC (Linden
and Perry, 1983; Hofbauer and Driger, 1985; Salinas-Navarro
et al., 2009b,¢; Nadal-Nicolds et al., 2014), an important structure
for controlling gaze-movements of the eyes/head and integrating
multimodal sensory information to initiate target location and
avoidance movements (May, 2006). In order to examine what
proportion of ipRGCs project to the SC in mice, we have labeled
this structure by applying hydroxystilbamidine methanesulfonate
(OHSt), a tracer that is actively transported in the retrograde
direction from both superior colliculi (SCi).

Given recent findings that Brn3b negative M1 ipRGCs send
retino-ciliary projections beyond the retinal boundary (Semo
et al.,, 2014), we were also interested to determine if these cells
send axons towards the brain, and to this end we retrogradely
labeled the entire retinofugal projection from the ON. In addition
to the CMZ population, we also studied the distribution of
displaced ipRGCs (d-ipRGCs), the soma of which resides in the
inner nuclear layer (INL). These cells are abundant in primate
(Dacey et al., 2005; Jusuf et al., 2007) and rat (Nadal-Nicolds et al.,
2014) retina but in mouse, their topographic distribution remains
unknown (Berson et al., 2010; Jain et al., 2012; Karnas et al., 2013).

MATERIALS AND METHODS

ANIMAL HANDLING

Two-month-old female adult pigmented C57BL/6 (n = 17;
25-30 g) and albino Swiss (1 = 15; 30-35 g) mice were obtained
from the University of Murcia breeding colony. They were housed
in a 12 h light 12 h dark light cycle with lights on at 08:00 and
off at 20:00. Animal manipulations were carried out following the
Spanish and European Union regulations for the use of animals
in research (Council Directive 86/609/EEC), the ARVO statement
for the use of animals in ophthalmic and vision research, and were
approved by the Ethical and Animal Studies Committee of the
University of Murcia (Murcia, Spain). For surgical manipulations,
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Table 1| Experimental design.

ipRGC population C57BL/6 Swiss
(2 month old mice) Pigmented Albino
Untouched retinas: Number and 16 "

distribution of ipRGCs vs. the general

RGC population. Number of ipRGCs

that express Brn3a.

Tracing from the optic nerve: Do all 12 8
melanopsin™ cells project their axons

through the optic nerve?

Tracing from both superior colliculi: 7 10
What proportion of ipRGCs become

retrogradely labeled from the SCi?

Number of retinas analyzed per group and strain. SCi: superior colliculi.

mice were anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of
ketamine (70 mg/kg Ketolar®, Pfizer, Alcobendas, Madrid, Spain)
and xylazine (10 mg/kg Rompun®, Bayer, Kiel, Germany). To
prevent corneal desiccation eyes were covered with an ocular oint-
ment (Tobrex; Alcon S. A., Barcelona, Spain). All animals were
sacrificed with an overdose of sodium pentobarbital (Dolethal®
Vetoquinol, S.A., Especialidades Veterinarias, S.A., Alcobendas,
Madrid, Spain). The experimental design is summarized in
Table 1.

TRACING FROM THE SUPERIOR COLLICULI OR FROM THE OPTIC NERVE
STUMP

To trace from both SCi, OHSt (Molecular Probes, Leiden,
Netherlands) diluted at 10% in 0.9% NaCl and 10% dimethyl-
sulfoxide was applied to both SCi 1 week before processing, as
previously described (Villegas-Pérez et al., 1996; Salinas-Navarro
et al., 2009b). To trace from the ON, 3 days before processing, a
small piece of gelatine sponge (Espongostan Film, Ferrosan A/S,
Denmark) soaked in OHSt diluted at 6% in the same solution
as above was applied to the ocular stump of the intraorbitally
transected ON of both eyes, as previously described (Vidal-Sanz
et al., 1988; Lafuente Lopez-Herrera et al., 2002; Salinas-Navarro
et al., 2009b).

TISSUE PROCESSING
All animals were euthanized between 10:00 and 12:00 in order
to avoid the diurnal fluctuations in melanopsin expression
reported by others (Gonzédlez-Menéndez et al., 2009; Hannibal
et al., 2013). Mice were then perfused transcardially with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer. Special care was
taken to maintain the orientation of the eyes: (i) after anesthesia
and before perfusion a suture was placed on the superior pole of
each eye; (ii) the rectus muscle insertion into the superior part of
the eye and the nasal caruncle were used as additional landmarks
(Salinas-Navarro et al., 2009b,c). Both retinas were dissected and
prepared as flattened whole-mounts by making four radial cuts
(the deepest one in the superior pole) as previously described
in detail (Salinas-Navarro et al., 2009b; Galindo-Romero et al.,
2011, 2013).

For cross-sectional analysis, eyes from pigmented mice that
had been labeled with OHSt applied to both SCi for 1 week
(n = 4) or to the ON for 3 days (n = 2), respectively, were
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enucleated and immunostained for melanopsin following pre-
viously described methods (Vugler et al., 2008; Ortin-Martinez
et al., 2010; Galindo-Romero et al., 2011).

IMMUNOHISTOFLUORESCENCE

In all retinas, melanopsin and Brn3a were double immunode-
tected following previously described methods with established
immunodetection protocols for retinal flatmounts where the vit-
reous is thoroughly cleaned before antibody incubation (Vugler
et al., 2008; Nadal-Nicolas et al., 2009, 2012, 2014; Galindo-
Romero et al., 2011, 2013). The primary antibody used to detect
ipRGCs was the rabbit anti-melanopsin antibody UF006 (1:5000,
AB-N38, Advance Targeting Systems, Thermo Scientific, Madrid,
Spain). The general RGC population was detected using goat
anti-Brn3a (1:500, C-20, Santa Cruz Biotechnologies Heidelberg,
Germany) (Nadal-Nicolas et al., 2009, 2012; Galindo-Romero
et al,, 2011, 2013). The primary antibodies were then detected
with the appropriate combination of fluorescently conjugated
secondary antibodies: donkey anti-rabbit Alexa 594 and donkey
anti-goat Alexa-488 (all diluted 1:500 and from Molecular Probes,
Invitrogen, Barcelona, Spain).

From previous studies in mice, rabbit polyclonal anti-
melanopsin has been shown to detect 90% of ipRGCs in
Opnd“';Z/EG reporter mice (Brown et al., 2010) and the UF006
antibody will recognize all M1 and M2 type ipRGCs in mice,
together with some larger (possibly M4 type) ipRGCs (Karnas
etal., 2013).

IMAGE ANALYSIS

Whole mounted retinas were analyzed for melanopsin, Brn3a and
OHSt signals. To reconstruct retinal whole-mounts, retinal pho-
tographs were taken following previously described procedures
that are standard in our laboratory (Salinas-Navarro et al., 2009a;
Cuenca et al., 2010; Galindo-Romero et al., 2011, 2013; Sanchez-
Migallon et al., 2011; Vidal-Sanz et al., 2012).

In brief, using an epifluorescence microscope (Axioscop 2 Plus;
Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany) equipped with a computer-
driven motorized stage (ProScan H128 Series; Prior Scientific
Instruments, Cambridge, UK) controlled by image analysis soft-
ware (Image-Pro Plus, IPP 5.1 for Windows; Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, USA), retinal multiframe acquisitions were
photographed in a raster-scan pattern in which frames were
captured side-by-side with no gap or overlap between them with
a 20x objective (Plan-Neofluar, 20x/0.50; Zeiss Mikroskopie,
Jena, Germany). Single frames were focused manually (see below)
before the capture of each image, which was then fed into the IPP
image analysis program. The scan area covers the entire retina,
with a frame size of 0.2161 mm?/image in the mouse retina each
at a resolution of 300 dots per inch. Reconstructed wholemounts
were made up of 154 individual frames.

AUTOMATED QUANTIFICATION AND SPATIAL DISTRIBUTION OF
Brn3a " RGCs

Brn3a*RGCs and RGCs traced from the SCi were automatically
quantified following previously described methods that have been
developed by our group (Salinas-Navarro et al., 2009b; Galindo-
Romero et al., 2011, 2013; Garcia-Ayuso et al., 2014). Briefly,
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the individual fluorescent images taken for each retinal whole-
mount were processed by a specific subroutine using the IPP
macro language. After quantification, Brn3a™RGCs isodensity
maps were constructed through a quadrant analysis as previously
described in detail (Galindo-Romero et al., 2011, 2013).

QUANTIFICATION, SPATIAL DISTRIBUTION AND SOMA DIAMETER OF
ipRGCs

Intrinsically photosensitive retinal ganglion cells in the RGC
layer were manually dotted on the retinal photomontage using
the graphic editing program Adobe Photoshop CS 8.0.1 (Adobe
Systems, Inc., San Jose, CA, USA). Dots were automatically
quantified and their retinal location was obtained using a
modified PP macro language routine as described (Galindo-
Romero et al., 2013; Nadal-Nicolds et al., 2014). In brief: after
marking the ON as a reference point and drawing the retinal
contour, the retinal area and the number of dots represent-
ing ipRGCs and their x, y spatial location were exported to a
spreadsheet (Office Excel 2000; Microsoft Corp., Redmond, WA,
USA).

Intrinsically photosensitive retinal ganglion cell spatial distri-
bution was studied using the k-nearest neighbor algorithm using
a Java (Oracle Corporation, Redwood Shores, California, USA)
application, as described (Galindo-Romero et al., 2013; Nadal-
Nicolds et al., 2014). Briefly, the user fixed the radius of the study
(0.165 mm) and imported the previously obtained spread sheet
with the spatial information of the ipRGCs. Those cells within
the fixed radius were counted as neighbors. Spatial information
was used to plot every ipRGC, and the number of neighbors
served to color each ipRGC within a color scale from purple (0—
1 neighbors) to red (11 or more neighbors). Data gathered after
the spatial analysis allowed as well, the extraction of the number of
ipRGCs at a given distance from the ON in the whole retina and in
each retinal quadrant. These data were subsequently represented
in bar graphs (number of cells against distance from the ON).
All plots were performed using SigmaPlot (SigmaPlot® 9.0 for
Windows®; Systat Software, Inc., Richmond, CA, USA).

The method to count d-ipRGCs was similar to above. In brief,
d-ipRGCs were studied in retinas traced from the ON and in these
retinas Brn3a and melanopsin were double immunodetected. To
investigate d-ipRGCs, each retina was photographed focusing on
the INL. Each frame was focused first on the GCL, then the
focus was changed to the INL and finally the image for the
melanopsin signal in the INL was acquired. As reference, we
used RGCs (traced and also Brn3a immunodetected) that were
present in the GCL and also in the INL. After photographing the
whole retina, all the frames focused on the INL were tiled as a
photomontage.

For the CMZ counts, ipRGCs were included in the CMZ if they
fell within ~100 pum of the retinal edge. Again, this population
could be distinguished into orthotopic ipRGCs residing in the
RGC layer and d-ipRGCs, which were displaced into the INL.

In addition, maps representing the distribution of ipRGCs
from three superimposed retinas (normalized maps) as previously
described by Nadal-Nicolas et al. (2014) (Figure 5). This was
feasible because the retinas were of similar size, equally oriented
and the maps were centered on the ON.
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Soma diameter measurement was performed using a IPP rou-
tine where soma perimeter was defined and diameter measure-
ments were calculated as the average length of diameters at two
degree intervals passing through cell body centroid.

Cross-sections were examined on the fluorescene microscope
to count and identify the location of displaced ipRGCs, and to
ascertain whether they were also OHSt™.

CO-LOCALIZATION ANALYSES

To determine the percentage of ipRGCs in the ganglion cell
layer that were retrogradely labeled from the ON, from the
SCi and/or that expressed Brn3a, photomicrographs of different
representative areas were acquired for each signal. Images were
overlapped with Adobe Photoshop (Adobe Photoshop CS 8.0.1;
Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA) and the percentage
of ipRGCs that colocalized with OHSt and/or Brn3a was cal-
culated, with 100% representing the total number of ipRGCs
counted.

In the analysis of the retinal CMZ, the whole retinal perimeter
was analyzed in the most intact (n = 3) retinae from mice in
each experimental group and ipRGCs were identified by OHSt
traced from the ON or SCi. To assess whether the d-ipRGCs
were OHSt positive, the retina was carefully examined under
the microscope to visualize each d-ipRGC, whose position we
knew from the previous photomontage. Changing the filter to
visualize the tracer or melanopsin fluorescence, each d-ipRGC
was dotted on the retinal photomontage using a color-code repre-
senting all possible combinations (OHSt"d-ipRGCs or OHSt ™ d-
ipRGCs).

For cross-sectional analysis, cryostat sections from two pig-
mented mice retinas that had been labeled with OHSt applied
to the ON were examined to ascertain whether d-ipRGCs were
also OHSt" and to determine their location within the retinal
layers.

STATISTICS

Statistical analysis was done using SigmaStat® 3.1 for Windows®
(SigmaStat® for WindowsTM Version 3.11; Systat Software, Inc.,
Richmond, CA, USA). Kruskal-Wallis was used when comparing
more than two groups and Mann-Whitney when comparing
two groups only. For the comparison of ipRGC soma diameters
between albino and pigmented mice, t tests were used unless
otherwise stated. Differences were considered significant when p
< 0.05.

RESULTS

IDENTIFICATION OF ipRGCs AND Brn3a™ RGCs IN RETINAL
WHOLE-MOUNTS

In albino and pigmented rats (Nadal-Nicolds et al., 2012;
Galindo-Romero et al., 2013) and in pigmented mice (Jain et al.,
2012) Brn3a is expressed by the majority of RGCs and by a
minute proportion of ipRGCs. Thus, double immunodetection
of Brn3a and melanopsin is a good approach to study in the same
retina, but independently, the general population of RGCs and
ipRGCs. Therefore, in this work, melanopsin was always double
immunodetected with Brn3a as shown in Figure 1. Although
most of the ipRGCs were Brn3a negative (Figures 1A-D,Gb),
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co-localization analyses showed that in albino mice 0.78% of
the ipRGCs were Brn3a™ (17 out of 2179 ipRGCs) while in the
pigmented strain this proportion was 2.5 fold higher, (1.93%, 48
out of 2478 ipRGCs). Figure 1Ga shows a representative example
of one of the few ipRGCs that co-expresses Brn3a.

As shown in Figure 1, the antibody employed in this study
recognized ipRGCs of different size and staining intensity. The
soma diameter of ipRGCs ranged from 8.5-21.4 pm (Table 2)
and based on previous work (Berson et al., 2010; Estevez et al.,
20125 Jain et al,, 2012), our counts are most likely to include
ipRGCs of the M1 and M2 subtype but may also include some of
the less common M3 and larger M4 type cells.

RETINOFUGAL PROJECTIONS OF ipRGCs

Neurons in the retina are classed as ganglion cells if they send
their axon through the ON towards the brain. To verify that all
melanopsin positive (M ™) cells are indeed RGCs, colocalization of
melanopsin and OHSt was analyzed in retinas traced from the ON
(Table 3). As expected, almost 100% of the ipRGCs were traced.
In this analysis, the whole retina was examined sparing the CMZ
(see below).

The SCi are the main retinorecipient structures in rodents
(Linden and Perry, 1983; Hofbauer and Driger, 1985; Salinas-
Navarro et al., 2009b,c; Nadal-Nicolas et al., 2014) and in rats,
the majority of ipRGCs (90.62% as detected by melanopsin
immunohistofluorescence) project to them (Galindo-Romero
et al., 2013; Nadal-Nicolas et al., 2014). To understand whether
this is also the case in mice, the proportion of OHSt positive
ipRGCs was quantified in retinas traced from both SCi (Table 3).
Our data shows that in both mice strains, the vast majority of the
ipRGCs become retrogradely labeled when OHSt is applied to the
SCi (See also Figures 1A,B,E,EG).

RETROGRADE TRACING FROM THE ON FAILS TO LABEL A SUBSET OF
ipRGCs IN CMZ

Recently it has been reported that in the CMZ of the C3H/He
wildtype mouse retina, there exists a discrete plexus of ipRGCs
with short melanopsin positive retino-ciliary projections (Semo
et al.,, 2014). Thus, in order to determine if these melanopsin
positive (M) cells send axons into the ON towards the brain,
we quantified/mapped the distribution of MTCMZ cells in both
pigmented and albino mice following retrograde labeling with
OHSt from either the ON or the SCi (Figures 2, 3).

In retinas traced from the ON, colocalization of melanopsin
and OHSt was carefully examined in the CMZ from nasal
and temporal hemiretina in both pigmented and albino mice
(Figures 2A,B). As shown in the quantitative results (Figure 2C),
the albino strain has, on average, almost double the number of
M cells in the CMZ than the pigmented and this difference is
statistically significant for the nasal retina (p = 0.003). Neverthe-
less, in both strains there are more M™ cells in the nasal CMZ
(70% reside in nasal CMZ for pigmented mice and 66% reside
nasally for albinos).

Surprisingly, in comparison to the whole retinal counts
(Table 3), we found a much higher percentage (up to 25%) of M™
cells in the CMZ that were unlabeled by OHSt (MTOHSt™). As
shown in Figure 2C, the proportion of MTOHSt™ to MTOHST*
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Pigmented

Melanopsin

Brn3a

OHSt

Mice melanopsin-retinal ganglion cells
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FIGURE 1 | Identification of ipRGCs in retinal whole-mounts traced from
the superior colliculus. | nopsin (A,B), Brn3a (C,D) and OHSt (E,F)
signals acquired from the same frames of pigmented (left column) and albino

(right column) whole-mounted retinae. (G) Magnifications showing

cells was higher in the nasal vs. the temporal CMZ for both strains.
The nasal predisposition for M™ cells is also illustrated in the
representative plots of Figure 3.

Interestingly, the numbers of MTOHSt™ and MTOHST™ cells
in the nasal and temporal CMZ were very similar between animals
traced from the ON or SCi: for the nasal hemiretina of pigmented
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co-localization between melanopsin, Brn3a and OHSt (a); co-localization
een melanopsin and OHSt (b); and a melanopsin cell which does not
alize with Brn3a nor OHSt (c). (a, b) images are taken from their
respective squares in (A), (C) and (E). Scale bar in (B) 100 um in (G) 20 pm

mice, ON tracing produced 26 + 2 MTOHST' and 8 + 2
MTOHSt™ cells, while SCi tracing resulted in 24 =1 MTOHST™
and 9 &= 1 MTOHSt™ cells. For the nasal hemiretina of albinos,
ON tracing produced 41 & 13 MTOHST* and 15 + 4 MTOHSt™
cells, while SCi tracing produced 33 £ 4 MTOHST* and 18 £ 1
MTOHSt™ cells. For the temporal hemiretina of pigmented mice,
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Table 2 | Soma diameter of ipRGCs and d-ipRGCs in pigmented and
albino mice.

Pigmented Albino
ipRGCs  d-ipRGCs ipRGCs  d-ipRGCs
n=103 n=69 n=80 n=30

Soma Mean £SD 135+18 1.8+ 16 148+22 129+23
diameter (um) Max 177 15.8 214 175
Min 9.5 8.5 9.7 8.6

Mean + standard deviation (SD), maximum (Max) and minimum (Min) soma
diameter (jum) of iIpRGCs and d-ipRGC measured in three pigmented and three
albino retinae. n: number of ipRGCs analyzed.

Table 3 | ipRGCs project largely to the superior colliculi.

Tracing Number of OHSt and
from ipRGCs analyzed melanopsin
Pigmented SCi 1423 1401 (98.4%)
ON 1055 1052 {99.7 %)
Albino SCi 1438 1398 (97.2%)
ON 741 733 (98.9%)

The percentage of colocalization is shown in brackets where 100% represents
the total number of ipRGCs analyzed. SCi: superior colliculi. ON: optic nerve.

ON tracing produced 12 + 4 MTOHST™ and 2 & 0 MTOHSt™
cells, while SCi tracing gave 10 = 3 MTOHST" and 3 + 1
MTOHSt™ cells. For the temporal hemiretina of albinos, ON trac-
ing produced 20 £ 8 MTOHST" and 6 =2 M+TOHSt ™~ cells, while
SCi tracing produced 19 4 2 MTOHST* and 6 & 2 MTOHSt~
cells. We were unable to detect any significant differences between
the numbers of M™ cells in the CMZ of mice traced from the
ON and SCi. Figure 3 shows representative plots of M CMZ cells
in pigmented and albino retinae traced from either the ON or
SCi.

This neuroanatomical tracing data strongly suggests that M+
cells in the CMZ of mice should be classified as either ipRGCs
(MTOHST™) or MTOHST ™ cells, the latter may be some type of
interneuron or retino-ciliary projection neuron.

TOTAL NUMBER, SIZE AND SPATIAL DISTRIBUTION OF ipRGCs IN THE
RGC LAYER

We quantified ipRGCs in the RGC layer of retinas with
and without tracing. Automated quantification of OHSt"RGCs
was obtained for retinas traced from the SCi. The data in
Table 4 shows that the detection of ipRGCs is not affected by
tracing.

As previously reported (Salinas-Navarro et al., 2009b), the
albino strain has more RGCs than the pigmented one. With
respect to Brn3a™RGCs, these are 95% and 98.5% of the projec-
tion to the SC in pigmented and albino mice, respectively. The
ipRGCs accounted for 2.5% and 2.1% of the total OHSt™ traced
population in pigmented and albino animals respectively. There
was no statistically significant difference between total ipRGC
numbers in pigmented or albino mice. We did however detect a
statistically significant difference in the mean soma diameter of
ipRGCs in pigmented (17 = 103 cells, 13.5 £ 1.8 jum) vs. albino
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(n =80 cells, 14.8 + 2.2 um) mice (Table 2, t test, P < 0.001). In
terms of total ipRGC numbers counted, the 1021 + 109 reported
here for C57BL/6 mice is comparable to the 1194 =+ 281 reported
for the same strain in a recent study (Jain et al., 2012) but some-
what less than the 1600-1800 reported by Hughes et al. (2013).

The topography of ipRGCs and Brn3a™RGCs is shown in
Figure 4. Here, Brn3a distribution is represented by isodensity
maps (Figures 4A-H), while the distribution of ipRGCs is
represented by neighbor maps (Figures 4A’-H’). In both strains,
ipRGCs are more abundant in the periphery of the retina and
they appear located in the areas of lower Brn3a™RGC density
(See Figure 4 and quantitative analysis in Figures 5B,E).

However, there are subtle differences between strains, with
pigmented mice showing a more highly populated temporal
retina (Mann Whitney test, p = 0.001; Figures 5A,C), and albinos
displaying more ipRGCs in the superior retina (Mann Whitney
test, p = 0.001; Figures 4D,F). Furthermore, in the pigmented
C57BL/6 mice, ipRGCs form a C like shape from the supero-
temporal to the infero-temporal quadrant. In the albino mice,
however, ipRGCs are denser in the superior retina forming an
arc, above the highest Brn3aTRGC densities (Figures 4, 5). To
date, the only other study to examine ipRGC distribution in the
mouse retina showed a concentration of ipRGCs in the dorsal
retina (Hughes et al., 2013). Our topography data in C57BL/6
mice differs somewhat from that reported by Hughes et al. (2013)
using the same strain of mouse.

TOTAL NUMBER AND SPATIAL DISTRIBUTION OF d-ipRGCs

In n = 4 eyes from pigmented animals retrogradely labeled with
OHSt from the SCi, 15 pum thick frozen cryostat cross sections
were examined for the location of d-ipRGCs. A total of 74 d-
ipRGCs were identified in 91 sections analyzed, and everyone
was found in the INL with the exception of one cell that was
located in the IPL (Figure 6). In addition, cryostat sections
from two pigmented mice retinas that had been labeled with
OHSt applied to the ON were examined to ascertain whether
d-ipRGCs were also OHSt" and to determine their location
within the retinal layers. In a total of 95 sections analyzed, 71
d-ipRGCs were identified in the INL with the exception of one
cell that was located in the IPL, out of these 71 d-ipRGCs,
5 lacked OHSt labeling (Figure 6D). Displaced ipRGCs were
quantified in n = 3 flat-mounted retinae from both pigmented
and albino animals retrogradely labeled with OHSt from the
ON. In both strains they comprised a small population of cells
that were most numerous in dorsal retina (Figure 7). The d-
ipRGCs could also be identified in the retinal CMZ, where
they appeared most common nasally, with a slightly greater
incidence of MTOHSt™ cells in the nasal hemiretina (Figure 8).
In terms of mean soma diameter, the d-ipRGCs in both pig-
mented mice (n = 69 cells, 11.8 £ 1.7 pum) and albino mice
(n = 30 cells, 12.9 = 2.3 pm) were significantly smaller than
their respective counterparts in the RGC layer (both t tests,
P < 0.001).

The d-ipRGCs were far more common in pigmented C57BL/6
mice (mean + SD of 147 + 6.2) than albinos (46.3 + 11) and
accounted for ~14% and ~5% of their total ipRGC popula-
tions, respectively (for total ipRGC numbers see Table 4). They
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mainly appeared OHSt™, however, in comparison to conventional
ipRGCs labeled from the ON (see Table 3), ~14% of the

d-ipRGCs were unlabeled by OHSt in pigmented mice (mean of

21 £ 2 MTOHSt™), rising to ~28% (mean of 13 &3 MTOHSt™)
in albinos. These cells appeared morphologically similar but we
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FIGURE 2 | OHSt tracing from the optic nerve reveals that not all label with OHSt (M*OHSt™). (C) Stack bar graphs showing the
melanopsin cells in the CMZ are ipRGCs. (A,B) Images acquired from percentage of M* cells that were traced (OHSt ") or not (OHSt "), with
the nasal (left column) and temporal (right column) retinal CMZ from 100% representing the total number of melanopsin*cells counted in
pigmented (A) and albino (B) animals showing melanopsin signal (red) each hemiretinal CMZ (n = 3 retinae per strain). Inside each bar is
and OHSt tracing (white). Images in the top row of (A) and (B) show a shown the total number (mean + SD) of M* cells found in the retinal
yellow region of interest which is magnified below. The arrows in (A) rim of each strain in the nasal (left) or temporal (right) retina. Scale bar:
and (B) point to melanopsin positive (M*) cells which fail to retrogradely 100 pm

found it difficult to locate an obvious axon on MTOHST ™ cells.
As shown in Figure 8, for pigmented animals, the high percent-
age of MTOHSt™ d-ipRGCs may be accounted for in part by
approximately half of these cells residing in the CMZ. However,
this is not the case for MTOHSt™ d-ipRGCs in albino mice,
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Albino
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FIGURE 3 | Representative plots of melanopsin positive cells in
the CMZ of pigmented and albino mice traced from either the

ON or SCi. Note the predisposition for M
hemiretinal CMZ of both strains. The gray dots indicate classical

cells in the nasal

most of which reside outside the CMZ (see bottom two graphs
in Figure 8).

The disparity between retrograde co-localization data for con-
ventional ipRGCs (located in the RGC layer) and d-ipRGCs
(located in the INL) again raises the possibility that some
d-ipRGC
percentage of d-ipRGCs in the mouse retina may also in fact be

s fail to send an axon into the ON. As such, a small

interneurons and not RGCs.

DISCUSSION

Here we define the spatial distribution of melanopsin positive
neurons in the retina of two commonly used mouse strains:
the pigmented C57BL/6 mouse and the albino Swiss mouse. In
_ distribution

addition to reporting important differences in ipRG
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ipRGCs (MTOHSt*), while the black dots represent melanopsin
cells which fail to retrogradely label with OHSt (M* OHSt )
Abbreviations: optic nerve (ON), superior colliculi (SCi). Scale bar
500 um

between these two strains, we also describe that
melanopsin expressing ipRGCs become retrogradely labeled when
OHSt is applied to both SCi. Rather surprisingly, we also report
the existence of melanopsin expressing neurons in the mouse
retina which fail to label with a retrograde tracer applied to the
ON. As such, we suggest that these cells are not ipRGCs and
may instead constitute a new type of intrinsically photosensitive
interneuron.

ipRGCs POPULATION AND ITS DISTRIBUTION IN THE RETINA
To date, only two other studies have reported total ipRGC counts
in mouse retina, both also using the C57BL/6 strain (Jain et al.,

2013). The total ipRGC numbers we report

2012; Hughes et 4

here for pigmented mice are very similar to those reported by
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Table 4 | Total number of ipRGCs and Brn3a*RGCs in naive retinae
and in retinae traced from the superior colliculi.

Retinas Brn3a*RGCs ipRGCs OHSt*RGCs

Pigmented Traced from 38,716 + 2338 1069 + 141 40,358 + 2260

SCiln=7)

No tracing 38,375 + 1148 992 +78

(n=12)

Mean 38,501 + 1630 1021 + 109
Albino Traced from 45,848 + 3154 955 + 163 46,577 + 2479

SCi(n=10)

No tracing 45,907 + 2547 968 + 182

(n=11)

Mean 45,884 + 2707 962 + 169

Data are shown as mean + standard deviation.

Jain et al. but less than the 1600-1800 reported by Hughes et al.
Although all three studies use the same anti-melanopsin antibody,
the difference in cell detection rate may have arisen due to the
higher concentration used by Hughes et al. relative to the Jain
study and our own work. Previous estimates of total ipRGC
number in pigmented mouse retina range from ~1500 (Brown
et al., 2010) to 2570 (Berson et al., 2010), although as stipulated
by Berson et al., such estimates of total number are based on
the assumption that ipRGCs are equally distributed across the
retina.

As shown previously in rats (Nadal-Nicolas et al.,, 2012,
2014; Galindo-Romero et al., 2013), Brn3a was expressed by a
very small percentage of ipRGCs. Together with other obser-
vations in mice (Jain et al., 2012), our analysis confirms that
as in rats, Brn3a is an excellent marker for the concurrent
visualization of ipRGCs and non-ipRGCs in mice. In terms of
the topography of ipRGCs in the RGC layer, we show that
the spatial distribution of these cells is more peripheral in
both pigmented and albino mice, with the ipRGCs residing in
regions of lower Brn3a®™RGC density. Our analysis of ipRGC
distribution revealed distinct differences between pigmented and
albino mice, with the majority of ipRGCs found in the superior
retina of albinos and the temporal hemiretina of pigmented
mice.

To date, only one other study has examined the spatial dis-
tribution of ipRGCs in mice and this was also done using the
C57BL/6 strain (Hughes et al., 2013). Although we used the
same strain of mouse, our results differ from those of Hughes
et al. who report that ipRGCs are most dense in the superior
retina. However, one possible explanation for the discrepancy
in our findings is based on the methods used to orientate mice
retinae. Here we carefully orientate the mouse retina using several
landmarks such as the rectus muscle insertion into the superior
part of the eye and the nasal caruncle, and used the deepest
cut to mark the superior pole of the eye (Salinas-Navarro et al.,
2009b,¢), while Hughes et al. do not use cuts (see Figure 1 and
methods from Hughes et al., 2013), instead relying upon the
distribution of UVS-opsin which is most intense in the ventral
retina. Recent work from our laboratory using the C57BL/6 strain
has shown that while UVS-opsin positive cones are indeed more
common in the inferior retina, they show a marked predisposition
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for the nasal hemiretina (see Figures 1 and 4 of Ortin-Martinez
et al,, 2014). So, it may well be that the temporal retina is
more heavily represented in the dorsal count data provided by
Hughes et al. In support of a tempero-nasal gradient in ipRGC
distribution, Hughes et al. do comment on a visually apparent
“subtle variation” in ipRGC density between the lower retinal
quadrants that did not reach significance using their analysis
methods (see Figure S2 Hughes etal., 2013). This orientation issue
should also be considered when interpreting the distribution of
M4/M5 cells (Hughes et al., 2013), which may also reside more
temporally.

Our finding that albino mice have significantly more RGCs
than pigmented animals is in agreement with previous studies
(Williams et al., 1996; Salinas-Navarro et al., 2009b). In addition,
we also detected a significant difference in soma size and ipRGC
distribution between the two strains. While no other studies to
date have examined the topography of ipRGCs in albino mice, our
data shows a similar superior distribution of ipRGCs to that found
in albino rats. However, in albino rats, the predisposition for
ipRGCs in the superior-temporal retina is more obvious (Hattar
et al., 2002; Esquiva et al., 2013; Galindo-Romero et al., 2013;
Nadal-Nicolds et al., 2014). These differences between pigmented
and albino mice are consistent with a critical role for ocular pig-
mentation in the proper development of structure and function
in rodents (Lund, 1965; Balkema and Driger, 1990; Donatien and
Jeffery, 2002). Together with observations of differences between
the circadian regulation of melanopsin expression in pigmented
and albino rats (Hannibal et al., 2005, 2013), we suggest that when
studying the melanopsin system, caution should be exercised
when interpreting data from albino animals.

DISPLACED ipRGCs

In addition to ipRGCs in the RGC layer, mice, rats and primates
also contain a population of d-ipRGCs in the INL. In mice, while
these d-ipRGCs are known to show variable levels of immunore-
activity for melanopsin and Brn3b (Jain et al., 2012; Karnas et al.,
2013), their spatial distribution is unknown. We show here that
d-ipRGCs in both mouse strains studied were more common
in the superior and far peripheral retina (i.e., CMZ). While
previous estimates of the percentage of d-ipRGCs in C57BL/6
mice range between ~6% and ~9% (Berson et al., 2010; Jain
etal., 2012; Karnas et al., 2013), our total cell count-derived figure
of 14% includes the entire retina, including the CMZ. In albino
mice, there were fewer d-ipRGCs (5%), a finding which agrees
with the impact of pigmentation on both the general displaced
RGC population in mice (Driger and Olsen, 1980; Balkema
and Driger, 1990) and a recent comparison between d-ipRGC
numbers in albino and pigmented rats (Nadal-Nicolds et al.,
2014). Although the function of d-ipRGCs in mice is currently
unclear, in primate/human retina they are very common indeed,
ranging from 40-60% of the ipRGC population depending upon
species studied (Dacey et al., 2005; Jusuf et al., 2007).

ipRGCs PROJECTIONS

The results of our retrograde tracing experiment from SC reveal
that >97% of ipRGCs become retrogradely labeled with OHSt
applied to the surface of this structure. However, this conclusion

November 2014 | Volume 8 | Article 131 | 9

156



Anexo I

Valiente-Soriano et al

Right retina

Mice melanopsin-retinal ganglion cells

Left retina

Pigmented

Albino

FIGURE 4 | Retinal distribution of Brn3a*RGCs and ipRGCs. (A-H)
Isodensity maps showing the distribution of Brn3a*RGCs in both mice
strains, in two right and two left retinae. (A’-H’) Neighbor maps showing
the distribution of ipRGCs in the same retina. At the bottom right of e
map is shown the total number of cells counted. Color scale bar in (A)

ch

comes with the caveat that our tracer application technique
may also label ipRGC axons in the neighboring nuclei. Indeed,
following close inspection of labeled brains (data not shown),
we found that OHSt application to the SCi does indeed result
in diffusion to neighboring nuclei that are also retinorecipi-
ent. These nuclei are the lateral geniculate (dorsal and ven-
tral), intergeniculate and pretectal nuclei such as the NOT and
OPN. Thus, the present technique does not allow us to discard
the possibility that there may be separate sub-populations of
ipRGCs projecting to the SC and neighboring pretectal and
lateral geniculate nuclei. However, in our additional analyisis
of brain sections, we could found no evidence that OHSt dif-
fuses to the SCN, making it highly unlikely that this non-trans
neuronal tracer would label ipRGCs projecting solely to the
SCN.

There is a growing weight of evidence for a significant
ipRGC input to the SC of mice. Firstly, this should be expected
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goes from 0O (purple) to the maximum (red) which is >4800

Brn3a* RGCs/mm? for pigmented mice and >5625 Brn3a " RGCs/mm? for
albinos. The color scale in (A’) goes from 0 (purple) to 11 or more (red)
neighbors in a radius of 0.165 mm. S: superior, T: temporal, I: inferior, N

nasal. Scale bar: 500 pm

given that the vast majority of RGCs project to this structure
in rodents (Linden and Perry, 1983; Hofbauer and Driger,
1985; Salinas-Navarro et al., 2009b,c; Nadal-Nicolas et al., 2014).
Also, anatomical studies in reporter mice which either pref-
erentially label M1 cells (Ha 2006) or all ipRGC
2010; 2010) have both
shown a substantial projection of ipRGC axons into superficial

subtypes (Brown et al, Ecker et al.,
layers of SC (albeit it more extensively in the latter studies).
While the less extensive input to SC in tau-lacZ mice has
been taken as evidence that M1 cells do not significantly tar-
get this structure (Schmidt et al., 2011), it should be remem-
bered that observations in Opn4 mice may alternatively
reflect a deficit in M1 axonal targeting to SC in the absence of
melanopsin.

Interestingly, in the only other comprehensive retrograde trac-
ing study to address central projections of M1 and M2 cells in
()]7114’ mice (Baver et al., 2008), it was concluded that 100% of
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the ipRGCs projecting to the SC were of the M1 subtype (based on
observations in n = 2 mice receiving small, localized injections).
This same study found that 80% of M1 cells project to SCN, with
approximately 45% of the input to OPN also emanating from the
M1 subtype. Further evidence that M1 ipRGCs may project solely
to the SCN comes from genetic ablation of the Brn3b positive
population while maintaining SCN innervation and circadian
rhythmicity (Chen et al., 2011). As our tracing data is likely
to include the vast majority of M1 type ipRGCs, we propose
that the SCN and OPN may simply be innervated by collaterals
from retino-collicular ipRGC axons. This possibility has also been
suggested before to explain the delayed postnatal innervation of
the SCN by ipRGCs (McNeill et al., 2011). However, anterograde
tracing in rats (Gooley et al., 2003) and retrograde tracing data in
Hamsters (Morin et al., 2003) suggests that the SC may be a less
prominent target in these species. Although, when interpreting
the results of these studies, it should be appreciated that <50%
of the melanopsin positive ipRGCs were labeled with rAAV-GFP
by Gooley et al. (2003) and only one localized central region
of SC was injected by Morin et al. (2003). Our results in mice
may help to explain the strong light avoidance behavior in P6
mouse pups, which is the earliest recorded behavioral output of
the melanopsin system, thought to be driven by the SC (Johnson
etal., 2010).
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FIGURE 5 | Quantitative analysis of the retinal distribution of each of the four retinal quadrants in pigmented (C) and albino
ipRGCs. (A,D) Normalized neighbor maps where data from three (F). supero-temporal {ST), supero-nasal (SN), infero-temporal (IT) and
pigmented (A) and three albino (D) retinas have been represented infero-nasal {IN). At the bottom of each map is shown the number of
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Besides light avoidance behavior in mice, the significance
of ipRGC input to the SC is at present unclear. It is known
that the retino-collicular projection is topographically organized
to provide a crude spatial map of the visual world (Simi
noff et al, 1966). The SC is also well positioned to send
visual information to both brainstem centers to alter eye move-
ments and the basal ganglia to change visual attention/re-
allocate motor resources (Comoli et al., 2003; May, 2006).
As such, this structure would seem to be a prime candidate
for mediating melanopsin-dependent orientation behavior in
mice (Johnson et al., 2010; Semo et al., 2010) or perhaps
even to initiate gaze/direct visual attention towards a brightly
lit, emotionally salient target (Brown et al, 2012). So, the
SC may either help to orientate animals towards bright and
interesting targets or away from excessive levels of illumina-
tion (ie., direct sun light). Along similar lines, in humans,
ipRGC input to SC may contribute to the visual awareness
seen in patients with rod/cone degeneration (Zaidi et al., 2007)
and could also contribute to the subconscious aversive eye
movements (squinting/averting gaze) that occur in response to
direct sunlight (Sliney, 1997; Stringham et al., 2003). Inter-
estingly, in support of this notion, there is now evidence of
a significant ipRGC input to primate SC (Hannibal et al,
2014).
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FIGURE 6 | Displaced-ipRGCs in retinal cross sections from
pigmented mice. Images yuired from retinal cross-sections
showing OHSt (A-D) and melanopsin (A’-D’) signal. (A”"-D") are the
corresponding merged images. Retinal ganglion cells were

gradely labelled with OHSt from the SCi (A-C) or from the ON
(D). In (A) and (B) are observed OHSt" displaced RGCs, out of which

CILIARY MARGINAL ZONE (CMZ)

Recent work suggests that melanopsin positive cells in the reti-
nal CMZ send projections into the ciliary body/iris to drive a
component of the intrinsic pupillary light reflex (iPLR; Schmidt
et al,, 2014b; Semo et al., 2014). Given these findings, we wanted
to confirm if all ipRGCs project an axon to the brain, and thus
we applied OHSt onto the ocular stump of the intraorbitally
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s found in the inner plexiform

IS showr

transected ON (Salinas-Navarro et al
reported in C3H/He wildtype mice (Se ), we found
a sub-population of M™cells in the CMZ of the nasal and to
a lesser extent the temporal hemiretina of C57BL/6 and Swiss
mice. In analysis that excluded the retinal CMZ, this procedure
labeled 99.7% of all ipRGCs in the RGC layer of pigmented
mice and 98.9% in the RGC layer of albinos, with ~90.5% and

2009b). As previously

etal., 20
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Pigmented

149 INL displaced ipRGCs

Mice melanopsin-retinal ganglion cells

Albino
55 INL displaced ipRGCs

FIGURE 7 | Distribution of displaced ipRGCs (d-ipRGCs) in
pigmented and albino retinae. (A,B) Plots depicting the distribution
of d-ipRGCs in a pigmented (A) and an albino (B) retina traced from
the ON. Each dot represents a single d-ipRGC. Grey dots: d-ipRGCs
traced from the ON (OHSt'). Black dots: d-ipRGCs that are not

~91.3% of d-ipRGCs labeled in pigmented and albino mice
respectively. However, when the CMZ was analyzed in isolation
the number of retrogradely labeled melanopsin positive cells
fell to ~80% for pigmented mice and ~76% for albinos. We
are not aware of any published data showing that subpopu-
lations of neurons with an otherwise intact axon will fail to
retrogradely transport the tracer we have used here. As such,
this finding represents the first direct evidence that M™cells in
the mammalian retina may not all be RGCs. It is thought that
amphibians and fish posses a subset of melanopsin express-
ing horizontal cells (Provencio et al., 1998; Bellingham et al.,
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traced from the ON (OHSt™). (C-D”): magnifications from a flat
mounted retina traced from the ON where OHSt d-ipRGC (C,C")
and OHSt™ d-ipRGC (D-D") are observed. (C,D) melanopsin signal,
(C'D’): OHSt signal. (CD"): merged images. Scale bar in (A) 500
um in (C) 100 um

2002) and as such we suggest that the MTOHST ™ cells reported
here may be some type of intrinsically photosensitive retinal
interneuron.

In the CMZ, such MTOHST
their axon into the ciliary body/iris to elicit one component of
2014). In other
regions of the retina, there may also be a sub-population of
MTOHST™ cells in the INL which could be engaged in the intra-
retinal signaling phenomenon reported by others (Zhang et al.,
2008). In support of our tracing data, we could not locate obvi-
ous axons in the OHSt™d-ipRGC cells. Similar issues have been

cells may instead be sending

the iPLR, as suggested previously (Semo et al,,
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raised by others trying to identify melanopsin positive processes
arising from the d-ipRGCs of mice (Karnas et al., 2013) and
axons were apparently not always visible in the X-gal stained
d-ipRGCs of tau-lacZ reporter mice (Hattar et al., 2006). Our
finding of MTOHST™ cells in the mouse retina has important
implications for the much larger population of ipRGCs residing
in the INL of primate retina which are most common centrally
(Dacey et al., 2005; Jusuf et al., 2007). Interestingly, Jusuf et al.
(2007) also report an increase in ipRGC density in the far nasal
periphery of the macaque and marmoset retina, a finding which
may correspond to the CMZ population reported in mice (Semo
etal., 2014).

The melanopsin positive cells in mouse CMZ are largely Brn3b
negative (Semo et al.,, 2014) and as such would be expected
to project to SCN (Chen et al., 2011). However, in terms of
comparison between retinas retrogradely traced from SCi and
ON, we find it highly unlikely that any of them do project to
SCN. This is because we could find no significant difference
between numbers of traced and untraced melanopsin cells in the
SCi-traced and ON-traced groups. So, it appears that M*cells
in the CMZ of mice either project to the dorsal midbrain (SC
and/or OPN) or fail to send an axon along the ON at all. Inter-
estigly, anatomical tracing work has also shown that displaced
RGCs are unlikely to project to the SCN in mice (Balkema
and Driger, 1990), so it may be that the M1 type of d-ipRGC
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also fail to project to SCN, perhaps instead being involved in
other, non-circadian melanopsin-based functions such as the
PLR.

In summary, the present study extends our understanding
of the distribution of ipRGCs in mice and provides important
evidence that not all ipRGCs project axons into the ON. We
report that ipRGCs are more common in peripheral and temporal
regions of the pigmented mouse retina and also show that the
vast majority of ipRGCs become retrogradely labeled with OHSt
applied to both SCi. This data may be important to consider in
terms of an emerging role for melanopsin in brightness discrimi-
nation and image forming vision (Brown et al., 2010; Ecker et al.,
2010; Allen et al., 2014; Schmidt et al., 2014a).
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Abstract

To study the effects of ocular hypertension (OHT) on the visual system of C57BL/6 pig-
mented mice, the limbal and episcleral veins of the left eye were laser photocoagulated
(LP). LP increased the intraocular pressure during the first five days (d), reaching basal val-
ues at 7d. To investigate the effect of OHT on the retinal ganglion cell (RGC) retrograde axo-
nal transport, hydroxistilbamidine methanesulfonate (OHSt) was applied to both superior
colliculi (SCi) and the retinas were dissected 2 or 4 weeks after LP. To determine RGC sur-
vival, these same retinas were immunoreacted against Brn3a (general RGC population)
and melanopsin (intrinsically photosensitive RGCs, m*RGCs). To study whether OHT af-
fected non-RGC neurons in the ganglion cell layer (GCL), RGCs were immunodetected
with Brn3a and all GCL nuclei counterstained with DAPI in a group of animals examined 4
weeks post-LP. Innervation of the SCi was examined at 10 days, 8 or 14 weeks after LP
with the orthogradely transported cholera toxin subunit-B. OHT resulted in diffuse and sec-
torial loss of OHSt+RGCs (50% at 2 weeks and 62% at 4 weeks) and in a comparable loss
of Brn3a+RGCs at the same time intervals. m+RGCs decreased to 59% at 2 weeks and to
46% at 4 weeks, such loss was diffuse, did not parallel the sectorial loss of the general RGC
population and was more severe in the superior-temporal retina. In the GCL, cell loss is se-
lective for RGCs and does not affect other non-RGC neurons. The retinotectal innervation
appeared significantly reduced at 10 days (55.7%) and did not progress further up to 14
weeks (46.6%). Thus, LP-induced OHT results in retrograde degeneration of RGCs and m
+RGCs, as well as in the loss of CTB-labelled retinotectal terminals.

Introduction

Glaucomatous optic neuropathies (GON) are a leading cause of blindness in the developed
countries. One of the most important risk factors in GON is ocular hypertension (OHT), prob-
ably the only risk factor for which there are current therapeutic approaches [1]. Therefore
OHT has attracted great interest among the scientific community [2,3]. There are several
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experimental models to induce and thus study ocular hypertension in adult mice such as: the
episcleral vein occlusion [4] or the injection of polystyrene microbeads into the anterior cham-
ber [5-7]. In addition, there are several congenic mice models of ocular hypertension including
mice with a targeted type I collagen mutation [8] and the DBA/2J mice which develop a pig-
mentary glaucoma [9-15]. One of the most popular models involves laser cauterization of the
episcleral and perilimbal veins in adult albino rats [16-21]. There are also several reports in
adult albino [22-28] or pigmented [29-36] mice.

The present study further characterizes the effects of elevated intraocular pressure in adult
pigmented mice; here we report the effect of laser photocoagulation (LP) of the perilimbar
veins as well as of the episcleral vessels on the survival of the population of RGCs. Because ex-
perimental glaucoma has been shown to affect the circadian timing system [37,38] and several
reports claim that intrinsic photosensitive retinal ganglion cells or melanopsin-expressing
RGCs (m*"RGCs) survive better after OHT in rats [39,40] whereas other reports indicate the
contrary for mice [41] and rats [37,42,43], we have also investigated the effects of OHT in the
population of m"RGCs. RGCs were retrogradely labelled with OHSt applied to both SCi and
double immunodetected with melanopsin and Brn3a, an approach that allows to study in par-
allel but independently the general RGC population (Brn3a") and m'RGCs [44]. Glaucoma is
no longer considered a sole disease of the RGC population and their axons, but it also implies
synaptically linked nuclei of the main primary visual pathway [13,28,45], thus the effects of oc-
ular hypertension on the major retinal output, that is the retino-tectal projection was also in-
vestigated, for short and long periods of time after laser photocauterization of these vessels.
(Short accounts of this work have been reported in Abstract format, [46,47]).

Material and Methods
Animal handling

All experiments were carried out following the Spanish and European Union regulations for
the use of animals in research (Council Directive 86/609/EEC) and the ARVO statement for
the use of animals in ophthalmic and vision research. This study was approved by the Ethics
Committee for Animal Research of the University of Murcia (Spain). Adult male pigmented
C57BL/6 mice (25-35g) were obtained from the University of Murcia breeding colony and
were housed in temperature and light controlled rooms (12 h light/dark cycle) with food and
water “ad libitum”. All surgical manipulations were carried out under general anesthesia in-
duced with an intraperitoneal (i.p.) injection of a mixture of ketamine (70 mg/kg, Imalgene,
Merial Laboratorios, S.A., Barcelona, Spain) and xylazine (10 mg/kg, Romptn, Bayer, S.A., Bar-
celona, Spain). While recovering from anesthesia, an ocular ointment (Tobrex, Alcon Cusi S.A.
Barcelona, Spain) was applied on the cornea to prevent corneal desiccation. All efforts were
taken to minimize animal suffering and analgesics were administrated during the first week.
Animals were sacrificed with an i.p. injection of an overdose of pentobarbital (Dolethal Veto-
quinol, Especialidades Veterinarias S.A., Alcobendas, Madrid, Spain). Experimental design is
detailed in Table 1.

Induction of OHT

To elevate the IOP, the left eyes were treated in a single session with diode laser burns (Viridis
Ophthalmic Photocoagulator-532 nm laser, Quantel Medical, Clermont-Ferrand, France) fol-
lowing a modified protocol previously described that is standard in the laboratory
[22,23,35,48]. The laser beam was directed, without any lenses, to the limbal and episcleral
veins. The pupil of the treated eye was dilated with 1% Tropicamide (Colircusi tropicamida
1%; Alcon-Cusi, S.A., El Masnou, Barcelona, Spain) and an average of 135 spots were given per
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Table 1. Experimental design.

OHSt, Brn3a and mRGCs
Identification of GCL nuclei
Anterograde axonal transport

Number of mice analyzed Time after Laser Photocoagulation
14 2, 4 weeks

8 4 weeks

44 Naive, 10 days, 8 or 14 weeks

Both retinas from each mouse were studied, the left treated ones, and their right contralateral to the lesion, which were used as control.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.t001

eye. The spot size, duration, and power were 50-100 um, 0.05 s, and 0.1 W, respectively. The
fellow right eyes were not treated and thus were used as control.

Measurement of the intraocular pressure

The intraocular pressure (IOP) of both eyes was measured under anesthesia using a mice
adapted rebound tonometer (Tono-Lab; Tiolat, OY, Helsinki, Finland). The readings were ob-
tained before laser photocoagulation (LP) and at different times after LP. Only mice with a
peak of IOP greater than 25 mmHg in the first 48 hours after LP were included in the study.

Retrograde labelling from both superior colliculi

To identify RGCs with an active retrograde axonal transport a Fluorogold analogue, (OHSt)
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) was applied to both superior colliculi (SCi) one
week before sacrifice following standard protocols previously described [44,49-55].

Anterograde labelling of retinal afferents

To identify the retinofugal projection, four days before sacrifice, 2.5 pl of the orthogradely
transported tracer cholera toxin subunit beta (CTB) were intravitreally injected (1%, diluted in
distilled water, List Biological Laboratories, Campbell, CA, USA) following previously de-
scribed protocols that are standard in our Laboratory [56-61].

Tissue processing

Mice were deeply anesthetized and perfused transcardially with saline and 4% paraformalde-
hyde (PFA) in 0.1 M phosphate buffer. Unless otherwise stated, all products were from Sigma-
Aldrich, Alcobendas, Spain.

Retinal wholemounts. The eyes were enucleated and both retinas were dissected and pre-
pared as flattened whole-mounts maintaining the retinal orientation by making four radial
cuts (the deepest in the superior pole) as previously described in detail [49,51,52,62,63].

Superior colliculi serial sections. The brains were dissected and post-fixed overnight in
4% PFA at 4°C overnight, and then cryoprotected in increasing concentrations of sucrose be-
fore embedding them in optimal cutting temperature (OCT) compound (Sakura Finetek, Tor-
rance, CA). Serial coronal sections (30 um) from the level of the anterior thalamus to the
rostral pole of the cerebellum were obtained on a freezing cryostate.

Immunodetection of the retinal afferents in the superior colliculi

Transported CTB from the retina to the terminals in the superior colliculi was immunoloca-
lized using previously described methods [56-61,64]. In brief, after quenching the endogenous
peroxidase, free floating sections were incubated in a solution containing goat anti-CTB anti-
body in PB, 2% normal rabbit serum, 2.5% bovine serum albumin and 2% Triton X-100 during
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4 days at 4°C. Binding of primary antibody was visualized by incubating with biotinylated rab-
bit anti-goat antibody in 2% NRS, 2.5% BSA and 2% Triton X-100 in PB for 1 h at room tem-
perature, followed by an incubation in avidin-biotin peroxidase complex (Vectastain ABC Kit
Elite; Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluted 1:100 in PB for 1 h; the peroxidase was de-
tected using 0.025% 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride as a chromogen. After 5 min,
0.004% H,0O, was added to the solution, and 3 min were allowed for development. Sections
were rinsed thoroughly in PB at 4°C and then serially ordered and mounted on gelatinized
slides, air-dried, dehydrated in a series of alcohols, defatted in xylene and coverslipped with
DePeX.

Retinal immunohistofluorescence

Immunodetection on flat mounted retinas was carried out as previously described
[44,51,52,65-67].

Antibodies and working dilutions

Primary antibodies. see Table 2

Secondary antibodies. Fluorescence: Donkey anti-goat Alexa 594, donkey anti-rabbit
Alexa 488, (Molecular Probes, ThermoFisher, Madrid, Spain). All were used at 1:500 dilution.
Histochemistry: Rabbit anti-goat IgG-biotin (1:200, Vector Laboratories, USA).

Identification of nuclei in the ganglion cell layer

In flat mounted retinas immunoreacted against Brn3a, all nuclei of the GCL were counter-
stained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield Mounting medium with
DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Image acquisition

Retinas were photographed following standard procedures in our laboratory [44,49,51,52],
using an epifluorescence microscope (Axioscop 2 Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany)
equipped with a computer-driven motorized stage (ProScan H128 Series; Prior Scientific In-
struments, Cambridge, UK) controlled by image analysis software (IPP, Image-Pro Plus, IPP
5.1 for Windows; Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Each reconstructed wholemount is a
compound of 140 individual frames captured side-by-side with no gap or overlap between
them with a 20X objective (Plan-Neofluar, 20/0.50; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany). When
required, images were further processed using a graphics editing program (Adobe Photoshop
CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San Jose, CA). SCi were photographed under transmitted light,
with a 5x objective to capture the whole contralateral SC in a single frame.

Table 2. Primary antibodies used in this work.

Detection of Molecular marker Antibody Source Working
dilution
RGCs Brn3a (Pou4f1) Goat anti-Brn3a (C-20) Santa Cruz Biotechnologies (Heidelberg, Germany) sc- 1:750
31984
m*RGCs Melanopsin Rabbit anti-melanopsin (N- Advanced Targeting Systems (San Diego, California 1:500
terminal) USA) AB-N38
Anterograde Cholera Toxin B Goat anti-CTB List Biological Laboratories (QuadraTech, Surrey, UK) 1:4000
tracing subunit 703
doi:10.1371/journal.pone.0121134.t002
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Automated quantification and spatial distribution of OHSt*RGCs,
Brn3a*RGCs and DAPI*GCL nuclei

OHSt"'RGCs and Brn3a"RGCs were automatically quantified following previously described
methods that are standard in our laboratory [21,49,51,52,54,55,66,67]. Briefly, the individual
fluorescent images taken for each retinal frame were processed by a specific subroutine using
the IPP macro language. The topology of Brn3a RGCs and GCL nuclei was analyzed with iso-
density maps constructed through a quadrant analysis as previously described in detail
[21,44,48,49,51,52,63,68].

Quantification and spatial distribution of melanopsin*RGCs

Total numbers of m"RGCs were obtained in the same retinas analysed 2 or 4 weeks after LP-in-
duction of OHT. m'RGCs were dotted manually on the retinal photomontages. Then, dots
were automatically quantified and their retinal position extracted using the IPP macro lan-
guage following previously described method [44,54,65,67]. In brief, after marking the optic
nerve as a reference point and drawing the retinal contour, the number of dots representing
m'RGCs and their x, y position with respect to the optic nerve were calculated with a specific
routine using the IPP macro language, these data were stored in a data sheet.

m"RGCs distribution was represented by nearest-neighbour maps, that were performed by
a Java (Oracle Corporation, Redwood Shores, CA) application, as described [44,54,65,67].
Briefly, the user fixed the radius of the study (0.165mm) and imported the previously obtained
spread sheet. Those cells within the fixed radius were counted as neighbours. Spatial informa-
tion was used to plot every m"RGC, and each m'RGC was coloured within a scale from purple
(0 neighbours), to red (11 or more neighbours). All plots were performed using SigmaPlot (Sig-
maPlot 9.0 for Windows; Systat Software, Inc., Richmond, CA).

Volumetric analysis of retinal innervation of the visual layers in the
superior colliculus

Using the image analysis software IPP, the area occupied with CTB labelling in the two most
superficial layers of the contralateral superior colliculus (SC), the stratum zonale and stratum
griseum superficiale, was measured by a specific IPP macro as reported [58]. A polynomial re-
gression line (order 5; with an * > 0.78 in all cases studied) was obtained for each individual
SC and the integral of the function yielded the volume of the SC occupied by intense CTB label-
ing in each animal as previously described in detail [58,59]. This mathematical analysis allowed
to calculate the volume of the SC positive for CTB signal, even in the few instances in which ar-
tefacts associated with histological mounting (e.g., wrinkles, tears, folds, and tissue debris)
made few serial sections unusable for measurement. Measurements were imported into a
spreadsheet (Microsoft Office Excel 2007; Microsoft Corporation, Redmond, WA) for compu-
tation and graphing.

Statistics

All data are presented as means with standard deviations (SD). Statistical analysis was done
using SigmasStat 3.1 for Windows (SigmaStat for Windows"™ Version 3.11; Systat Software,
Inc., Richmond, CA, USA). Kruskal—Wallis was used when comparing more than two groups
and Mann—Whitney when comparing two groups only. Differences were considered signifi-
cant when p<0.05.
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Results
Ocular hypertension induced by laser photocoagulation

The intraocular pressure (IOP) values in control untreated right eyes and LP-treated left eyes
are shown in detail in Fig. 1. IOP levels rise above control values during the first 5 days after
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Fig 1. Intraocular pressure values. A: Graph showing the temporal course of IOP from 24h till 14 weeks
after laser photocoagulation (LP). In the left eye (LE) there is a significant increase of the IOP at 24h, 48h and
5 days compared to the contralateral right eye (RE) and to prelaser (PRE) values. IOP values are back to
normal from 1 week to 14 weeks, the latest time analyzed. In B are shown the IOP values during the first
week post-LP measured at shorter intervals. One hour after LP, IOP has already increased significantly in the
left eye. n = number of animals analyzed.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.9001
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LP, returned to basal levels by day 7 and remained so for up to 14 weeks, the longest survival
time period analysed (Fig. 1A). Detailed readings of the IOP during the first week were ana-
lysed in a group of 12 mice used to investigate the retinotectal innervation at 14 weeks after LP.
IOP increases significantly at 1 hour after LP (Mann-Whitney test, p = 0.001; n = 12), reaches
maximum levels at 24 hours and remains significantly elevated until day 4 after LP (Mann-
Whitney test, p = 0.004; n = 12) and then gradually return to basal values by 7 days after LP
(Mann-Whitney test, p = 0.673; n = 6) (Fig. 1B).

OHT results in focal areas lacking OHSt"RGCs

In control retinas, retrogradely traced- or Brn3a® RGCs were observed across the retina

(Fig. 2). Their distribution is not homogeneous, rather their density is higher in the medial
than in the peripheral retina (Fig. 2A", B') and their total numbers are comparable to those pre-
viously reported for pigmented mice [49,51] m"RGCs are found throughout the retina, al-
though they are more abundant in the hemi- temporal and dorsal retina (Fig. 2C-C').

LP-induced OHT results in the lack of retrogradely labelled RGCs. There were large sectors
with few to none retrogradely traced RGCs. The lack of OHSt "RGCs was often located in the
dorsal retina but was also observed in the inferior retina, and varied from a small pie-shaped
sector to one or several retinal quadrants (Fig. 3A-F). The lack of OHSt "RGCs was observed at
two weeks, the earliest time point examined, and adopt the form of a pie-shaped triangular sec-
tor with their base located in the periphery and their apex in the optic disc. This lack of retro-
gradely labelled RGCs did not seem to progress from 2 to 4 weeks (Fig. 3D-F), since the total
numbers of OHSt'RGCs counted in LP retinas examined at 2 or 4 weeks were comparable
(Mann-Whitney test, p = 0.535). The distribution of OHSt "RGCs was investigated by con-
structing isodensity maps for each retina. These isodensity maps revealed that in addition to
focal loss there was also diffuse loss of these neurons; in the LP retinas the densities of
OHSt"RGCs are lower than those found in corresponding regions of contralateral fellow reti-
nas (compare Fig. 3A-F with Fig. 2A").

When comparing the retinal distribution of Brn3a "RGCs, i.e. RGCs that are still alive inde-
pendently of their retrograde labelling capability, with the distribution of retrogradely traced-
RGCs it was evident that at 2 weeks the densities of Brn3a"RGCs were higher than those of
OHSt'RGCs (Fig. 3AA’-CC'), but did not reach statistical significance (Mann-Whitney test,

p = 0.329). At 4 weeks, this mismatch disappears and the retinal densities of both populations
appear similar (Fig. 3DD’-FF') (Mann-Whitney test, p = 0.902).

OHT induces a diffuse but not a sectorial loss of M*RGCs

The control fellow retinas showed a typical retinal distribution of m"RGCs with their total
numbers comparable to those recently reported for pigmented mouse [44,69-71], a little over
one thousand m'RGCs. The effects of OHT on the population of m'RGCs are comparable to
those observed for the rest of the RGC population Brn3a’, in that the loss of m"RGC is propor-
tionally comparable to that found for retrogradely traced RGCs (Fig. 3A"-F"). However, the
loss of m"RGCs does not adopt the typical focal sectorial pattern, but rather their loss is more
diffuse across the retina and more severe in the area of their higher density, the dorso-temporal
retina. By two weeks after LP-induced OHT, approximately 40% of the total numbers of
m'RGCs were lost, while at 4 weeks the loss amounted to approximately 54% of the original
population. As was also observed in the same groups of retinas for the total numbers of
Brn3a'RGCs and OHSt 'RGCs, the differences in total numbers of m"RGCs between 2 and 4
weeks did not reach statistical significance (Mann-Whitney test, p = 0.209).
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OHSt'RGCs

Brn3a*RGCs

Melanopsin*RGCs

Fig 2. Distribution of traced-, Brn3a* and melanopsin* RGCs in control mice. A-C Photomontages from the same left retina showing OHSt (A), Brn3a
(B) and melanopsin (C) positive RGCs. Their distribution is shown in A'-C', respectively. A'-B": isodensity maps, C': neighbour map. Density or neighbour
maps colour scales in A' and C'. At the bottom of each photomontage is shown its number of RGCs or m*RGCs. S: superior, V: ventral, N: nasal, T: temporal.
Bar: 500 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.9002
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OHSt'*RGCs Brn3a*RGCs Melanopsin*RGCs

2 weeks after OHT

4 weeks after OHT

Fig 3. Sectorial loss of RGCs after OHT. Distribution of traced- (A-F), Brn3a™ (A'-F') and melanopsin™ (A",
F") RGCs at 2 (A-C") and 4 weeks (D-F") after the induction of ocular hypertension (OHT). Maps labelled with
the same letter are from the same retina (A-A", B-B" and so on). A-F": isodensity maps. A"-F": neighbour
maps. Colour scale for isodensity maps in A goes from purple (0 RGCs/mm?) to red (>4,800 RGCs/mm?),
and for neighbour maps in A" goes from purple (1-2 neighbours in a radius of 0.165 mm) to red (>11
neighbours in the same radius). At the bottom of each map is shown the number of RGCs or mMRGCs counted
in its respective retina. S: superior, V: ventral, N: nasal, T: temporal. Bar scale in A: 500 ym.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.9003
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Table 3. Total numbers of RGCs in control and OHT retinas.

Analyzed at Population Mean+SD
2 weeks after OHT OHSt"RGCs RE (n=7) 38,479+2,134
EE{(n=17) 19,38319,499*
Brn3a*RGCs RE (n=7) 37,904+1,265
EE =) 25,007+11,115*
m*RGCs RE (n=7) 1,059+79
LE(n=7) 629+254*
4 weeks after OHT OHSt*RGCs RE(n=7) 38,507+2,324
LE(n=7) 14,795+14,326*
Brn3a*RGCs RE (n=7) 37,93612,151
EE(n=7) 15,583+15,505*
m*RGCs RE(n=7) 1,019+£140
LE(n=7) 478+248*

Mean + standard deviation (SD) of the total number of traced- (OHSt"), Brn3a* and melanopsin* RGCs at 2 and 4 weeks after the induction of OHT. RE:
right control retina. LE: left experimental retina. n: number of analyzed retinas.
*Significant difference when compared to right control retinas (p<0.05 Mann-Whitney test).

doi:10.1371/journal.pone.0121134.t003

OHT induces degeneration of RGCs with high inter-animal variability

The increased IOP resulted for all experimental retinas examined in RGC loss, and the total
numbers of OHSt', Brn3a" or melanopsin’ RGCs were significantly smaller when compared to
their fellow right retinas. However, there was a large inter-animal variability in the extension of
damage observed in the RGC population (Table 3, Fig. 4, OHSt).
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Fig 4. Number of RGCs in all analyzed groups. Vertical point chart showing the number of OHSt'RGCs
(traced RGCs i.e. with a competent retrograde axonal transport) or Brn3a*RGCs (RGCs alive) for each of the
analyzed retinas at 2 and 4 weeks after OHT (open circles). The horizontal grey line is the mean value within
each group. RE: right control eye. LE: left experimental eye.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.g004
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Fig 5. Correlation analysis. Correlation between the number of Brn3a*RGCs vs OHSt"RGCs (A) and mRGCs vs OHSt-RGCs (B) for each analyzed retina
(open circles) at 2 and 4 weeks after OHT induction. The r° value for each regression line is shown at the bottom right of each graph.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.g005

Two weeks after LP, there were more Brn3a'RGCs (25,007+11,115; n = 7) than OHSt'RGCs
(19,383+9,499; n = 7), but this difference does not reach statistical significance probably due to
the high variability of this model (Mann-Whitney test, p = 0.329) (Fig. 4, Brn3a). In accordance
with the topographical analysis, at four weeks the proportion of OHSt'RGCs (38%) and
Brn3a” (41%) RGC is closer (Mann-Whitney test, p = 0.902) (Table 3, Fig. 3).

Correlation analysis of the number of OHSt'RGC:s (i.e. RGCs labelled by active retrograde
axonal transport) and Brn3a"RGCs or m"RGCs reveals that the loss of the Brn3a"RGCs is
highly correlated with the extension of the axonal transport impairment (r* = 0.97 at 2 weeks,
and 0.98 at 4 weeks. Fig. 5A), while for the m'RGC population this correlation is weaker
(r* = 0.66 at 2 weeks and 0.73 at 4 weeks, Fig. 5B). This is in agreement with the topographical
analysis (Fig. 3) where it was observed that in the areas lacking OHSt"RGCs there were still nu-
merous m RGCs.

Overall, we interpret these data as a suggestion that OHT results in an early alteration of the
retrograde axonal transport of RGCs, as previously shown in this laboratory for albino rats
[18,48] and mice [22], that occurs within the first two weeks after OHT induction and does not

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121134 March 26, 2015 11/22
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Table 4. Numbers of Brn3a*RGCs and DAPI*nuclei in the ganglion cell layer four weeks after OHT.

Population MeantSD
Bm3a*RGCs RE (n=8) 36,623+1,384
LE (n=8) 14,508+9,518
DAPI*nuclei in the GCL RE (n=8) 82,094+4,729
LE (n=8) 61,589+9,684
DAPI*nuclei—Brn3a*RGCs RE (n=8) 45,471+5,178
LE (n=8) 47,081+11,760

Mean + SD of the total number of Brn3a*RGCs and of DAPI*nuclei in the GCL 4 weeks after the induction
of OHT. The last row shows the number of DAPI*nuclei that are not RGCs (subtraction of Brn3a*RGCs
from the total number of DAPI*nuclei). RE: right control retina, LE: left injured retina. n: number of

retinas analyzed.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.t004

progress further. However, RGC loss appears to be more gradual as indicated by the progres-
sive loss of Brn3a'RGCs.

OHT induces specific loss of RGCs in the ganglion cell layer

To determine whether OHT had an effect on other neurons of the GCL the total number of
DAPI " nuclei in this layer was quantified 4 weeks after LP (Table 4, Fig. 6).

Four weeks after OHT around 20,000 Brn3a'RGCs had been lost. This proportion of cell
loss is similar to the diminution in total numbers of DAPI'nuclei present in the GCL of the ex-
perimental retinas. Furthermore, the numbers of DAPI" nuclei that are not Brn3a“RGCs is not
significantly different between the injured and the contralateral control retina (Table 4, bottom
row). Overall, these data strongly suggest that at this time point, OHT does not induce the loss
of other non-RGC neurons, presumably displaced amacrine cells.

The topographical analysis of the retinal distribution of Brn3a"RGCs and DAPI"nuclei in
the GCL showed that in the typical pie-shaped sectors lacking Brn3a"RGCs there was a de-
crease but not an absence of DAPI"nuclei (Fig. 6, compare B' with B, C with C' and D with
D'). A closer look at the actual Brn3a and DAPI signals (Fig. 6E-E') shows that indeed in the
areas lacking Brn3a'RGCs, there are many surviving cells that probably correspond mostly to
displaced amacrine cells, although some of these nuclei may belong to astrocytes, endothelial
and microglial cells.

OHT affects the volume of retinal afferents innervating the visual layers
of the SC

We have analyzed the area and volume of the contralateral SC occupied by retinal axon termi-
nals identified with the orthogradely transported CTB injected in the LP eye (Fig. 7). In the vi-
sual layers of control SC, the CTB labelling was homogenous through the medio-lateral and
anterior/posterior Bregma coordinates. Ten days to 14 weeks after OHT induction in the left
retina there was certain variability in the extent of CTB labelling throughout the right SC of in-
dividual experimental mice, but overall there was a marked reduction in the amount of CTB-la-
belled retinal afferents in the two most superficial layers of the contralateral SC. There were
areas with almost no CTB immunoreactivity that varied in size and shape, and were present in
several consecutive sections. These areas lacking CTB labelling were often restricted to small
patches that extended in the dorso-ventral axis on the two most superficial visual layers; the lat-
eral extension of these areas varied from a small narrow column to almost one fourth or one

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121134 March 26, 2015 12/22
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Control

4 weeks after OHT

Fig 6. OHT does not affect non-RGC cells in the ganglion cell layer. A,A", B, B": retinal photomontage showing Brn3a*RGCs (A,B) or DAPI*nuclei in the
GCL (A", B")in a control retina (A, A") and in a retina analyzed 4 weeks after OHT (B, B"). In A', A" and B', B"" are shown their corresponding isodensity
maps. C,C' and D, D' panels show other examples of Brn3a*RGCs (C,D) and DAPI*nuclei (C',D') retinal distribution after 4 weeks of OHT. E-E":
Magnifications from the squares in B and B" respectively showing than in the areas lacking Brn3a*RGCs (E) there are DAPI"nuclei (E'). Colour scale for
Brn3a*RGCs isodensity maps in A’ (from purple, 0 RGCs/mm?, to red >4,800 RGCs/mm?) and for DAPI*nuclei isodensity maps in A" (from purple, 0 nuclei/

mm? to red 9,200 nuclei/mm?). At the bottom of each map is shown the number of RGCs or DAPI*nuclei counted in its respective retina. S: superior, V:
ventral, N: nasal, T: temporal. Scale bar in A and B: 500 ym.

doi:10.1371/journal.pone.0121134.g006
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Fig 7. Deafferentation of the contralateral superior colliculus after OHT. A: Serial coronal brain sections spanning the right (contralateral) superior
colliculus (from anterior/posterior bregma coordinates: -3.08 to -4.72 mm) showing the retinal afferents labelled by anterograde tracing with CTB injected into
the left eye. Left column: control SC. The remaining three columns show a representative example of a SC analyzed at 10 days, 8 weeks or 14 weeks after
ocular hypertension (OHT). B: Plots of the area occupied by retinal afferents in the SC against the anterior-posterior distance (Bregma coordinates, in mm).
These plots correspond to the SCs shown in A. C: Volume of the SC occupied by retinal afferents. n = number of SC analyzed. Compared to control SC, the

volume of SC innervated by retinal axons decreases significantly after OHT (t-test p<0.001).

doi:10.1371/journal.pone.0121134.9007
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half of the medio-lateral extension of the SC, while in the rostro-caudal extension these areas
were observed from few consecutive coronal sections to almost half of the rostro-caudal exten-
sion (Fig. 7). Measurement of the volume of CTB labelling in the two most superficial layers of
the SC, reveals that approximately 50% (55.7% at 10 days, 59.9% at 4 weeks and 46.6% at 14
weeks) of the visual layers in the right SC do not show CTB-labelled retinal terminals. The
amount of volume of the SC without CTB-labelling did not change significantly from 10 days
to 14 weeks, and this is in agreement with the numbers of traced RGCs in the retina, which is
stable from 15 to 30 days. Furthermore, there is a correlation between the loss of retrogradely
labelled RGCs in the retina (34-50%) and the loss of CTB-labelled retinal terminals in the visu-
al layers of the SC (46-59%).

Discussion

Mice have been used in many experimental models of human diseases because they are easy to
handle and relative inexpensive when compared to other animals, and also because of the pos-
sibility of using the transgenic technology [47]. In addition the mouse visual system has a num-
ber of advantages as well as several structural similarities to the human eye such as the outflow
system and retinal vascularization [2]. One of the main difficulties in using mice relates to the
small size of the eye as well as the difficulty to measure the IOP [48]. Ocular hypertension re-
mains an important risk factor in Glaucoma and thus the development of mouse models with
elevated IOP has the purpose of advancing our knowledge of the pathology of human GON, to
ameliorate our understanding of the disease and to treat and prevent human GON.

Previous studies of animal models of experimental glaucoma secondary to elevated intraoc-
ular pressure have shown significant RGC loss ranging from 30 to 90% depending on the meth-
od employed, the time course and the experimental model to induce OHT in adult albino rats
[16,18,21,72] and in pigmented [41] or albino [22,23] mice. It might be worth noting that in
laser-induced OHT models, the loss of RGCs appears more severe in albino than in pigmented
mice. Indeed, Mabuchi and colleagues (2003) [31] in pigmented mice reported a reduction of
RGC axons that yields a survival at 12 weeks of approximately 30% of the original population,
similar results were reported by others [29,32-34], although Yun and colleagues (2014) [36] re-
ported a loss of approximately 60% of the RGC population by 24 weeks. However the loss of
Brn3b"RGCs and RGC axons reported by Fu and Sretavan (2010) [24] for the albino mice at 4
weeks were of approximately 90% and 78%, respectively. Our own studies also support this
idea; the present studies in pigmented mice show a loss of RGCs (50%) that is also somewhat
smaller than that found in similarly treated adult albino mice (80%) [22,23]. It is possible that
such a smaller RGC loss is related to the lower levels of IOP achieved in the pigmented vs albi-
no mice after laser-induced OHT. In the present LP model, the IOP values were rather high
and short-lasted (rising of 20 mm Hg for a few days) and this may be regarded as a disadvan-
tage when compared to more chronic models of OHT that result in a slower progression of
RGC loss. The elevated IOP values observed in our model are in contrast with a less dramatic
increase of the IOP (rising of 6 to 7 mm Hg) that last for over one month, observed in other
mouse models in which microbeads were injected into the anterior chamber to occlude aque-
ous outflow [5,7,13]. Nevertheless our model induces a transient OHT that is sufficient to trig-
ger a number of features such as; the sectorial loss of RGCs, an early damage to axons at the
level of the optic nerve head, the survival of RGCs with a compromised anterograde and retro-
grade axonal transport, all of which are typically observed in a congenic mouse model of glau-
coma, the DBA/2J [10,12,13,41].

Previous studies have indicated that in experimental and human glaucoma there are impor-
tant changes in the major retinorecipient target nuclei of the brain [45,73,74]. Thus, it was
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important to investigate the effects of ocular hypertension on the major retinofugal projection
short and long periods of time after laser photocauterization. In adult albino rats Drouyer and
colleagues (2008) [37] found a reduction in retinal fiber density in different retinorecipient
structures with a range from approximately 50% in the vVLGN to 72% in the SCN, and 50% in
the SC [37]. Our results using a very sensitive orthrogradely transported neuronal tracers in
adult pigmented mice are consistent with those found in adult albino rats, since we also found
a lack of anterograde labelling of retinotectal terminals. Interestingly, the lack of CTB-labelled
retinal terminals in the contralateral SC did not seem to progress between 10 days and 14
weeks. This finding is in concordance with previous observations in albino [22] and the present
work in pigmented mice, indicating that the lack of retrogradely labelled RGCs does not prog-
ress further from 15 to 30 days. Such a lack of CTB-labelled retinotectal terminals could be due
to the death of the parent RGCs and the consequent degeneration of their axons but could also
be explained by an impairment of anterograde axonal transport which would be predegenera-
tive as has been shown in a congenic adult mouse model of glaucoma [3,13,75]. Overall these
results further strengthen the idea that OHT results, not only in marked degeneration of the
RGC layer but also affects retinofugal axons and thus may result in significant denervation of
the retinorecipient target nuclei in the brain [45,28].

The population of RGCs constitutes only a proportion of the neurons in the ganglion cell
layer of the rodent [76,77]. An estimate of the actual proportion of RGCs for adult pigmented
(C57BL/6) is of approximately 41% [78] or 50% [79]. In our experiments, it is likely that most
of the DAPI"nuclei in the sectors of the retina showing a complete absence of Brn3a'RGCs
correspond to displaced amacrine cells, with a minor proportion of these nuclei corresponding
to astrocytes, endothelial cells and microglia which is known to respond with proliferation or
cell migration [27,80,81]. Such observation argues for a selective damage to RGCs while spar-
ing other non-RGC neurons in this layer. When the total numbers Brn3a"RGCs were deducted
from the total numbers of DAPI"nuclei, the resulting subtraction yield comparable numbers of
remaninig DAPI'nuclei, and this also argues in favour of a selective damage to RGCs while
sparing displaced amacrine cells. Overall, the topographical loss of RGCs together with the
presence of many non-RGC neurons (presumably displaced amacrine cells) in the GCL in ac-
cordance with previous observations in adult rats [21,82] and mice [41,83,84] after OHT, and
suggests that damage to RGC axons may occur somewhere near the optic disc [48] where reti-
notopical arrangement is maximal [85-88], without affecting other neurons in the GCL. Re-
cently, the loss of RGCs displaced to the inner nuclear or inner plexiform layer of the retina
was also found to adopt the form of pie-shaped sectors following OHT in adult albino rats
[54], suggesting that if the GCL were to be the primary site for OHT-induced damage, dis-
placed RGCs would have been found within the areas lacking RGCs, and this was not so (See
Figure 10 of Nadal-Nicolds et al., 2014 [54]).

Non-image forming visual behaviours are dependent on the intrinsically photosensitive
RGCs containing melanopsin (mRGCs) and include photoentrainment of circadian cycles,
photic suppression of activity, acute light-activated suppression of pineal melatonin secretion,
and control of pupillary light responses [44,52,71,89-91]. In Human GON patients, there were
significant reductions in intrinsically photosensitive RGC (ipRGC) function of the glaucoma-
tous eye when compared to the contralateral eye or to normal populations [92-94]. A previous
study has reported that mRGCs were more injury-resistant in chronic ocular hypertension
model with no alterations in the total numbers nor in their dendritic morphology up to 12
weeks after OHT induction in adult albino rats [39], suggesting that m"RGCs carry some
unique characteristics that are different from other populations of RGCs. A larger number of
studies, however, indicate that this is not the case [40] for experimental glaucoma. In adult rats,
laser-induced OHT results in significant reductions of the mRGCs [37,42,43] as well as in their
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innervation of the suprachiasmatic nuclei with an impact on their ability to entrain to light
[37]. Similarly, Jakobs and colleagues (2005) [41] reported loss of m "RGCs in adult mice with
congenic glaucoma and in a line of mice created by crossing DBA/2] mice (which develop a
pigmentary glaucoma) with Thy1-CFP mice [38], the progressive increase of the IOP was ac-
companied by a concomitant reduction in the numbers of RGCs and of m"RGCs, suggesting
that OHT-induced progressive loss of RGCs, and of m"RGCs, could have a substantial impact
on animal behavioural response patterns (Zhang et al., 2013). Our present results in pigmented
mice also indicate that m"RGCs degenerate as a consequence of OHT (Fig. 3; Table 3). The ret-
inas analyzed 2 or 4 weeks after LP were examined for the presence of Brn3a"RGCs and
m'RGCs to ascertain the fate of the general population of RGCs (Brn3a'RGCs) and the sub-
population of intrinsically photosensitive RGCs (m'RGCs). Thus the proportions of surviving
m'RGCs and Brn3a'RGCs found at 2 or 4 weeks are comparable, since the retinas were ex-
posed to the same amount of elevated IOP. Approximately 40% to 54% of the original
m"RGCs were lost at 2 or 4 weeks after LP, and these proportions were comparable among
themselves and to those observed for Brn3a"RGCs at similar time intervals, indicating that
OHT also induces the loss of m"RGCs in similar proportions. Our results however, demon-
strate that the loss of m'RGCs is rather diffuse and does not follow the typical pattern of pie-
shaped sectors observed for the general population of Brn3a"RGCs. Possible explanations for
these discrepancies may be related to the types of m"RGCs analyzed in different studies (there
are 6 different morphological types of m"RGCs; [40]). Nevertheless, the possibility that
m'RGCs are more resistant to axotomy [95,96], NMDA-induced excitotoxicitiy [97] and mito-
chondrial optic neuropathies [98,99] than the rest of the RGC population remains to be further
studied [40].

In the present study we have further characterized the course of retinal degeneration after
laser-induced OHT. To this end we have used: neuronal tracers to assess both the retrograde
and anterograde transport; specific molecular markers such as Brn3a antibodies to identify all
RGCs except melanopsin containing RGCs, and melanopsin antibodies to detect ipRGCs (M1
to M4, but no M5), and; nuclear staining to detect and quantify non-RGC neurons in the gan-
glion cell layer of the retina. We show that at 2 weeks after LP, there are still surviving RGCs
whose axonal transport is compromised and results at 4 weeks in their loss. These data are rele-
vant when designing neuroprotective treatments. We have also investigated the intrinsically
photosensitive subtype of RGCs, the m"RGCs, because in glaucoma patients the circadian
rhythm and/or the pupil response are altered [92-94], and show that while m"RGCs are nu-
merically affected in the same proportion as the rest of RGCs their topographic loss does not
follow the rest of the RGC population. Finally, long-time after LP the main retinorecipient tar-
get nuclei in the brain, the SC, shows that the volume occupied by retinotectal afferents is re-
duced to approximately half their normal values.
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Purrose. To study the responses of the general population of retinal ganglion cells
(Brn3a'RGCs) versus the intrinsically photosensitive RGCs (melanopsin-expressing RGCs
[mTRGCs]) to ocular hypertension (OHT), the effects of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) on the survival of axonally intact and axonally nonintact RGCs, and the correlation of
vascular integrity with sectorial RGC loss.

MEeTHODS. In Sprague-Dawley rats, 5 ug BDNF or vehicle was intravitreally injected into the left
eye followed by laser photocoagulation of the limbal tissues. To identify RGCs with an active
retrograde axonal transport, Fluorogold was applied to both superior colliculi 1 week before
euthanasia (FG'RGCs). Retinas were dissected 12 or 15 days after lasering and
immunoreacted against Brn3a (to identify all RGCs except m'RGCs), melanopsin, or RECA1
(inner retinal vasculature).

Resurts. Ocular hypertension resulted at 12 to 15 days in sectorial loss of FGTRGCs (78%-
84%, respectively) while Brn3a RGCs were significantly greater, indicating that a substantial
proportion (approximately 21%-26%) of RGCs with their retrograde axonal transport
impaired survive in the retina. Brain-derived neurotrophic factor increased the survival of
Brn3a'RGCs to 81% to 67% at 12 to 15 days, respectively. The inner retinal vasculature
showed no abnormalities that could account for the sectorial loss of RGCs. At 12 to 15 days,
m'RGCs decreased to approximately 50% to 51%, but this loss was diffuse across the retina
and was not prevented by BDNE

Concrusions. The responses of m"RGCs against OHT-induced retinal degeneration and
neuroprotection differ from those of Brn3a RGCs; while OHT induces similar loss of
Brn3a"RGCs and m RGCs, Brn3a"RGCs are lost in sectors and can be rescued with BDNE
but m"RGCs do not respond to BDNF and their loss is diffuse.

Keywords: laser-induced ocular hypertension, intrinsically photosensitive RGCs, BDNF
neuroprotection, melanopsin retinal ganglion cells, adult albino rats, experimental
glaucoma, spatial distribution, melanopsin, Brn3a, Fluorogold, axonal transport, ocular
hypertension

laucoma is among the leading causes of blindness in
An elevated intraocular pressure
(IOP) above normal levels is one of the most important risk
factors and the only one that may be treated. Current therapy is
devoted to controlling and/or diminishing ocular hypertension
(OHT); however, in an important proportion of glaucoma
patients, retinal ganglion cell (RGC) loss, the hallmark of
glaucoma, keeps progressing with concomitant visual deficits
that eventually lead to blindness. This has prompted investiga-
tors to look for alternative treatments that could prevent or
slow cell death with neuroprotective drugs.

To study the pathology of human glaucoma, a number of
OHT models have been developed in rodents, taking advantage
of the anatomy of the aqueous humor draining system.? These
include episcleral vein cauterization,® hypertonic saline injec-
tion into episcleral radial veins,” injections of microbeads or
viscoelastics into the anterior chamber alone or in combina-
tion,>° and laser photocoagulation (LP) of the limbal tissues.”

developed countries.'

Laser photocoagulation results in a number of features that
make this model relevant to further our knowledge of the
pathology of OHT-induced retinal degeneration and has been
the method of choice in our laboratory to induce OHT in adult
albino rats”~'? and in adult albino'*"'® or pigmented'”2” mice.
Laser photocoagulation induces diffuse and sectorial loss of
RGCs, early damage to RGC axons at the level of optic nerve
head, and a protracted degeneration of RGC somas,'0-13:21-25
Moreover, LP of one eye results in important glial alterations in
the contralateral retina,'"'>-'7 and with time, OHT retinas
develop alterations in the outer retina.'>'3 There are, however,
several issues that remain unresolved: (1) OHT-induced damage
to the optic nerve head could explain the typical pie-shaped
sectorial loss of RGCs, but whether the retinal vasculature also
plays a role in this sectorial loss is presently unknown; (2) OHT-
induced RGC degeneration in rodents can be prevented with
the well-known neuroprotective agent brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF),® but whether injured but alive RGCs
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are amenable to neuroprotection is not known; and (3) most of
the above-mentioned studies in rats report the responses of
RGCs against OHT without making distinctions between
different types of RGCs—thus it is of interest to study whether
OHT elicits the same responses in all types of RGCs.

Retinal ganglion cells can be protected against retinal
injuries with neuroprotective agents,””*® among which BDNF
has been shown to be one of the most potent,?”-3! although its
effect is transient and best observed during the first 2 weeks
after injury.??-3* Indeed, exogenous administration of BDNF
alone?®35-38 or in combination with lingo-1 antagonist® has
proven cffective in preventing acute or chronic OHT-induced
RGC loss. Here we further investigate the neuroprotective
effects of BDNF on the survival of axonally intact and axonally
nonintact RGCs, as well as on the general population of RGCs
versus the population of intrinsically photosensitive RGCs.

Non-image-forming visual behaviors depend on intrinsically
photosensitive RGCs (ipRGCs), one class of RGC that contains
the photopigment melanopsin (m'RGCs). Intrinsically photo-
sensitive RGCs are responsible for the circadian photoentrain-
ment, pupillary reflexes, and the regulation of pineal melatonin
secretion. " In adult rodents, m'RGCs constitute approxi-
mately 2% to 3% of all RGCs (2.5% and 2.1% for pigmented and
albino mice, respectively, "5 and 2.5% and 2.7% for pigment-
ed and albino rats, respectively*©-#). There is evidence that in
human glaucomatous patients, a number of non-visual-forming
functions mediated by the ipRGC system are altered. 52
Several reports using experimental models of OHT have shown
that the non-image-forming visual functions are affected, with
important changes in the circadian timing system,>-> as well
as in the locomotor activity and behavioral patterns,> all of
which are associated with dysfunctional ipRGCs. Moreover,
there are some discrepancies regarding the survival of m'RGCs
after OHT; while some studies have reported a better survival
in rats>>>¢ and mice,>” others indicate the opposite for mice?
and rats.>*%"5% Furthermore, the effects of OHT on the
topological distribution of m'RGCs and whether m'RGCs are
responsive to neuroprotective strategies are presently un-
known.

In the present studies, using modern techniques to identify
and map in the same retinal whole mounts the general
population of RGCs (non-melanopsin-expressing RGCs, which
can be immunodetected with Brn3a) and the subpopulation of
RGCs expr ng melanopsin (m'RGCs) 16-48 a5 well as to
visualize the entire inner retinal arterial vasculature, we have
compared for the first time the responses of non-mRGCs to
those of m'RGCs to OHT-induced retinal degeneration and
neuroprotection afforded by BDNE We further investigate the
neuroprotective effects of BDNF on the survival of axonally
intact and axonally nonintact RGCs. Finally, the inner retinal
vasculature was examined to look for retinal vessel abnormal-
ities that could account for the typical sectorial RGC loss that
follows OHT. Our results indicate that the responses of
m'RGCs against OHT-induced retinal degeneration and neuro-
protection differ from those of the general population of non-
m*RGCs (a short account of this work has been reported in
Abstract form>?).

MATERIALS AND METHODS

Animal Handling

All experiments were carried out following the Spanish and
European Union regulations for the use of animals in research
(Council Directive 86/609/EEC) and the ARVO Statement for
the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research. This

JOVS | March 2015 | Vol. 56 | No. 3 | 1925

study was approved by the Ethics Committee for Animal
Research of the University of Murcia (Spain).

Adult female albino Sprague-Dawley (SD) rats (180-230 g)
obtained from Charles River Laboratories (I’Arbresle, France)
were housed at the University of Murcia animal facilities in
temperature- and light-controlled rooms (12-hour light/dark
cycle) with food and water ad libitum.

All surgical manipulations were carried out under general
anesthesia induced with an intraperitoneal (IP) injection of a
mixture of ketamine (70 mg/kg, Ketolar; Parke-Davies,
Barcelona, Spain) and xylazine (10 mg/kg, Rompun; Bayer, S.A.,
Barcelona, Spain), and all efforts were made to minimize
suffering. Oral analgesia was provided from the first day to the
day of euthanasia.® During recovery from anesthesia, an ocular
ointment (Tobrex; Alcon Cusi, S.A., Barcelona, Spain) was
applied on the cornea to prevent corneal desiccation. Animals
were euthanized with an IP injection of an overdose of
pentobarbital (Dolethal Vetoquinol; Especialidades Veterina-
rias, S.A., Alcobendas, Madrid, Spain).

Experimental Design

To investigate whether RGCs could be rescued from OHT-
induced retinal degeneration, in one main group of rats, BDNF
(1 = 24) or vehicle (n = 21) was injected intravitreally and the
retinas were examined 12 or 15 days later. These time intervals
were chosen because BDNF has been shown to have maximal
effects during the first 15 days after optic nerve injury.??=3! The
responses of mTRGCs were investigated in 16 retinas from this
group, examined at 12 or 15 days after OHT. Because only a
minute proportion (0.2%) of m"RGCs express Brn3a, 01801 i
these retinas melanopsin and Brn3a were doubly immunode-
tected, an approach that allows one to study in parallel, but
independently, the general RGC population (nonintrinsically
photosensitive Brn3a') and the population of ipRGCs
(M*RGCs).2045-47 Finally, to investigate if OHT had an effect
on the inner retinal vasculature that could be responsible for
the geographical sectorial pattern of RGC loss, four retinas
from the main group were examined 15 days after intravitreal
administration of BDNF or vehicle and induction of OHT. The
population of surviving RGCs was identified with Fluorogold
and Brn3a, while the retinal vessels were identified with
RECA1 antibodies. An additional group of untouched naive
retinas (7 = 6) served as control for the normal RGC
population retrogradely labeled with Fluorogold, or immuno-
stained with Brn3a, and for the normal appearance of the inner
retinal vessels. The experimental design is outlined in Table 1.

Intravitreal Administration of Brain-Derived
Neurotrophic Factor

Right before lasering, 5 pL BDNF (Peprotech Laboratories,
London, UK), diluted at 1 pg/uL in 1% bovine serum albumin-
phosphate buffer saline (12 = 24) or 5 pL vehicle (2 = 21), was
intravitreally injected into the left eyes as previously described
in detail >7:30:32-34

Induction of OHT

To induce OHT, the left eyes were treated in a single session
with diode laser burns (Viridis Ophthalmic Photocoagulator-
532 nm laser; Quantel Medical, Clermont-Ferrand, France). The
laser beam was delivered directly, without any lenses, aimed at
the trabecular meshwork and the limbal and episcleral veins.
The pupil of the treated eye was dilated with 1% tropicamide
(Colircusi tropicamida 1%; Alcon-Cusi, S.A., Barcelona, Spain),
and an average of 95 laser burns were administered per eye;
the spot size, duration, and power were 50 to 100 um, 0.5
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Number of Retinas

Right Left Time After OHT
Evaluation of: Analysis Treatment Retinas Retinas Induction
RGCs and vascular plexus in the FG tracing and Brn3a, RECA, and Untouched (naive) 6
inner retina in naive retinas melanopsin immunodetection
Effect of BDNF on the axonal FG tracing and Brn3a BDNF 24 24 12and 15 d
transport and RGC survival after immunodetection Vehicle 21 21
OHT
Effect of BDNF on the survival of Brn3a and melanopsin BDNF 8*
m'RGCs and RGCs after OHT immunodetection Vehicle 8"
Effect of OHT with or without FG tracing and Brn3a and RECA BDNF 28 15d
BDNF treatment on the inner immunodetection Vehicle 2¢

retinal vasculature

OHT was induced in the left eyes of experimental retinas. Number of retinas studied: the left injured, and the right contralateral to the lesioned

retina was used as control.
* Retinas from the main group that were compared to naive retinas.

seconds, and 0.4 W, respectively, as previously described in
detail.'#1321 Right eyes were kept as control.

Measurement of the Intraocular Pressure

The IOP of both eyes was measured under anesthesia using a
rat-adapted rebound tonometer (Tono-Lab: Tiolat, OY, Helsinki,
Finland). The readings were obtained before LP and at 24 and
48 hours and 7 days after LP as described previously in
detail. '

Retrograde Labeling From the Superior Colliculi

To identify RGCs with a competent retrograde axonal transport
in OHT retinas, Fluorogold (FG; Fluorochrome, Inc., Engle-
wood, CO, USA) was applied to both superior colliculi (SCi) 1
week before euthanasia, following previously described
methods that are standard in our laboratory.'¢>-¢" In brief,
after exposing the midbrain, a small piece of gelatin sponge
(Espongostan Film; Ferrosan A/S, Soeborg, Denmark) soaked in
saline containing 3% FG diluted in 10% dimethyl sulphoxide-
saline was applied over the entire surface of both SCi. A similar
procedure was used for the control group of naive retinas to
identify the RGC population.

Tissue Processing: Retinal Whole Mounts

Rats were deeply anesthetized and perfused transcardially with
saline and 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer.
The eyes were enucleated, and both retinas were dissected and
prepared as flattened whole mounts, maintaining retinal
orientation by making four radial cuts (the deepest one signals
the superior pole of the eye) as previously described. 10:17:02.63

Immunohistofluorescence

Immunodetection was carried out following previously de-
scribed methods.203440-4865-68 15 prief, after permeation,
retinas were incubated overnight with the primary antibodies
diluted in blocking buffer (PBS, 2% normal donkey serum, 2%
Triton X-100). After washing in PBS, retinas were incubated at
room temperature for 2 hours with the appropriate secondary
antibodies diluted in PBS 0.5% Triton X-100. Finally, retinas
were washed in PBS and mounted vitreal side up on slides and
covered with antifading solution.

The primary antibodies and dilutions used in this study
were as follows:

1. The general population of RGCs was detected using goat
anti-Brn3a (1:500, C-20; Santa Cruz Biotechnologies,
Heidelberg, Germany)10:47.68;

2. Melanopsin-expressing RGCs were detected using the
rabbit anti-melanopsin PAI-780 (1:500; Thermo Scientif-
ic, Madrid, Spain)™® that detects the NH, terminal of
the melanopsin protein and thus both melanopsin
isoforms (short and long'®=*%9%). Melanopsin immuno-
detection identifies the M1, M2, and M3 ipRGCs
subtypes, because the M4 and M5 subtypes are not
stained with anti-melanopsin antibodies™; and

3. Retinal vessels were identified with mouse anti-rat
RECAT1 (clone HIS52) that recognizes the rat endothelial
cell antigen 1 (diluted 1:1000; MCA970GA Serotec,
Bionova Scientific, Madrid, Spain).

As secondary antibodies we used donkey anti-goat DyLight
594, donkey anti-rabbit DyLight 488 (Jackson Immunoresecarch,
Suffolk, UK), and donkey anti-mouse Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, ThermoFisher, Madrid, Spain). All were
used at 1:500 dilution.

Retinal Analysis

Retinal photographs were made to reconstruct retinal whole
mounts following previously described procedures that are
standard in our laboratory, 8026871 ysing an epifluorescence
microscope (Axioscop 2 Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena,
Germany) equipped with a computer-driven motorized stage
(ProScan H128 Series; Prior Scientific Instruments, Cambridge,
UK) controlled by image analysis software (Image-Pro Plus, IPP
5.1 for Windows; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).
Each reconstructed whole mount was composed of 154
individual frames captured side by side with no gap or overlap
between them with a X10 objective (Plan-Neofluar, 20/0.50;
Zeiss Mikroskopie). When required, images were further
processed using a graphics editing program (Adobe Photoshop
CS 8.0.1; Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA).

Automated Quantification and Spatial Distribution
of RGCs

Fluorogold 'RGCs and Brn3a 'RGCs were counted automatically
while m"RGCs were counted manually, and their topography
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was studied according to previously described meth-
ods. 20,34.145-148.62,68

Retinal Vessel Analysis

The distribution of the inner retinal vessels was studied in
naive control as well as in OHT retinas to investigate whether
OHT provoked anomalies in the retinal vasculature that could
be responsible for the typical sectorial RGC loss found in these
retinas. To facilitate the study of the inner retinal vessels,
{CA1 signal was transformed in a black and white image,
whereby the positive signal was detected as black and the
negative signal (background) was detected as white. For that,
an automatic IPP macro language routine was developed to
highlight the vascular net enabling the qualitative evaluation of
the retinas. In a first step, background variations were evened
out by applying a Flatten Background correction filter; then the
images were converted to 16-bit grayscale to discard color
information. This step was followed by the application of the
convolution filter HiG: (7 X 7). The resultant image data
were then filtered with a Sharpen (5 X 5) filter, which
enhances fine detail using the unsharp masking technique.
Finally, grayscale segmentation was performed, and a new
black and white image of the highlighted vascular net was
saved for further analysis. Blood vessel density was measured
through a 3-mm-radius caliper centered on the optic nerve, and
cach interception in the perimeter of this caliper was
automatically counted as a positive vessel.

S

Statistics

All averaged data are presented as means with standard
deviations (SD). Statistical analysis was done using SigmaStat
3.1 for Windows (SigmaStat for Windows Version 3.11; Systat
Software, Inc., Richmond, CA, USA). Kruskal-Wallis was used
when comparing more than two groups and Mann-Whitney
test when comparing two groups only. Differences were
considered significant when P < 0.05.

RESULTS

Induction of Ocular Hypertension

In Figure 1 is shown the evolution of the IOPs after a single
session of LP in BDNF-treated (BDNF) and vehicle-treated
(VEHD) groups of rats. Intraocular pressure peaked at 24 hours
after LP, and the values kept statistically increasing up to 7 days
compared to those of the right eyes, which remained basal
during the entire study. There were no differences in the 10P
values between the BDNF- and VEHI-treated groups.

Effect of OHT With or Without BDNF Treatment on
RGCs

In the right control retinas, FG' and Brn3a'RGCs (Figs. 2A, 2B,
2a-d) showed normal distribution; they were denser in the
medial and central retina and sparser in the retinal periphery,
with higher densities in the visual streak located in the dorsal
retina above the optic nerve, as previously reported.®?0872
Morcover, the total numbers of FG' or Brn3a’RGCs counted
automatically were comparable to previously reported data
from this laboratory.'#¢>¢% Melanopsin ‘'RGCs, however, are
preferentially found in the retinal periphery (Figs. 2C, 2C’, 2e,
2f) with a topography complementary to that of the
conventional population of RGCs that do not express
melanopsin, identified here by Brn3a immunodetection, and
this is in agreement with recent reports.*®¢! The highest
densities of m'RGCs were found in the superotemporal
quadrant, and total numbers of m'RGCs were also within the
range of previously published data.””*® Both Brn3a*RGCs and
m'RGCs were more abundant in the dorsal than in the ventral
retina, as seen in the topological maps and in the magnifica-
tions shown in Figure 2.

Twelve and 15 days after LP of the left eyes, the numbers of
FG'RGCs in the experimental retinas decreased significantly
(Fig. 3) and showed the typical regions lacking FG'RGCs
within pie-shaped sectors of the retinas with their base located
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2lanopsin

Fiure 2. Total numbers and spatial distribution of FGTRGCs, Brn3a " RGCs, and m"RGCs. (A) Photomontage of a naive retina traced with FG from
both superior colliculi and (B) inmunoreacted against Brn3a. Retinal ganglion cell topography is observed in the corresponding isodensity maps (A°,
B"). Melanopsin RGCs are shown in (C) and their distribution is visualized with a neighbor map in (C). Bottom left of each map: number of RGCs
counted in that retina. Magnifications from the dorsal (a, ¢, ) or the ventral (b, d, ) retina showing FG, Brn3a, and melanopsin RGCs. Color scale
for isodensity maps is shown in (B’) and goes from 0 (purple) to >3500 (red) RGCs/mm?. Color scale for the neighbor map is shown in (C’) and
goes from 0 to 2 (purple) to =21 to 23 (red) neighbors in a radius of 0.22 mm. D, dorsal; V, ventral: T, temporal; N, nasal.
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and Brn3a'RGCs in control retinas

induced ocular hypertension (OHT). In all groups, the number of FG' and Brn3a'RG
0.05, Mann-Whitney test). The number of Brn3a'RGCs w:

control retinas (P <

Brain-derived neurotrophic factor delays OHT-induced RGC death. Histogram showing the mean = standard deviation of the total
and in experimental retinas treated with BDNF or vehicle and ana

yzed at 12 or 15 days after laser-
was significantly smaller in the experimental than in the
antly greater than FGTRGCs in all groups and time points

C
signifi

analyzed (P < 0.003, Mann-Whitney test). The number of Brn3a 'RGCs was greater in BDNF-treated than in vehicle-treated animals at 12 or 15 days

after LP. After BDNF treatment the number of RGCs significantly decreased from 12 to 15 days.
0.05 for all groups. 7. number of analyzed retinas.

0.001, *P < 0.01, *P <

in the periphery and their apex on the optic disc (Figs. 4, 5).
This finding indicates that OHT causes an impairment of the
retrograde axonal transport in a large proportion of the RGC
population, as previously shown.'”'? Compared to their right
contralateral retinas, the percentage of RGCs that had their
retrograde axonal transport impaired was 79% or 78% and 77%
or 84% at 12 and 15 days after BDNF or vehicle treatment,
respectively. Thus, BDNF treatment did not ameliorate axonal
damage triggered by OHT, because total numbers of FG'RGCs
(i.e., those that maintained a competent retrograde axonal
transport) were comparable among different groups (Kruskal-
Wallis test, P > 0.05) (Fig. 3).

When total numbers of Brn3a'RGCs in the left experimen-
tal retinas treated with vehicle were compared to their fellow
eyes, there was a clear RGC loss of approximately 57% or 58%
at 12 or 15 days after OHT, respectively. These data indicate
that RGC death follows OHT. However, the numbers of
Brn3a'RGCs were significantly greater than the numbers of
FG 'RGCs in both groups at both survival time intervals (Fig. 3);
this indicates that at early times after OHT, large numbers of
RGCs expressing Brn3a and thus alive, but with their
retrograde axonal transport impaired, are still present in the
retina (2-fold the number of traced RGCs in vehicle-treated
retinas and 3- to 4-fold in BDNF-treated retinas) as previously
reported.?"*? The loss of Brn3a'RGCs observed 12 or 15 days
after lasering showed the typical pie-shaped sectors, but was
also diffuse (Fig. 3). After BDNF treatment, the numbers of
Brn3a"RGCs were significantly greater than in vehicle-treated
retinas at both time points (Fig. 3). Additionally, there was a

atistical comparisons, Mann-Whitney test, ***P <

significant decrease of Brn3a 'RGCs between 12 and 15 days
after OHT in the retinas treated with BDNF (P = 0.045, Mann-
Whitney test) (Fig. 3). Thus, overall these data demonstrate
that a single BDNF injection delays OHT-induced RGC death.

In Figure 4 are shown some representative examples of
isodensity maps illustrating the distribution of FG'RGCs (Figs.
4A, 4D, 4G, 4)) and Brn3a'RGCs (Figs. 4B, 4E, 4H, 4K) in OHT
retinas. Isodensity maps of FG'RGCs show that in all retinas
there is well-defined sectorial damage, more severe in the
dorsal retina (Figs. 4A, 4D, 4G, 4]) as previously report-
ed. 0121324 [sodensity maps of Brn3a"RGCs show that in these
sectors of axonal damage (with a lack of FG'RGCs) there are
still surviving RGCs. In agreement with the quantitative data,
the isodensity maps illustrate that RGC survival in the areas
lacking FG tracing is more obvious in the retinas treated with
BDNF (Figs. 4B, 4E, 4H, 4K).

Responses of mRGCs to OHT and Treatment With
BDNF or Vehicle

Following OHT, m'RGCs also diminish considerably when
compared to the naive group of control retinas (Table 2).
Twelve or 15 days after LP+vehicle, the population of m'RGCs
decreases approximately to 50% or 51%, respectively, of the
naive population. Interestingly, this survival was not signifi-
cantly different from the survival of Brn3a'RGCs, since in these
same retinas the percentages of Brn3a"RGCs were 56% and
43% (n = 4; Mann-Whitney test, P=0.4 at 12 or P=0.46 at 15
days). These data indicate that OHT causes the same response
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IV BDNF OHT 12d IV Vehicle OHT 12d

IV Vehicle OHT 15d

K
10,844 58,940

FiGurRe 4. Spatial distribution of FG'RGC, Brn3a'RGC, and m RGC populations at 12 or 15 days after OHT with or without BDNF treatment
Isodensity maps of FG'RGCs (A, D, G, J) show that all retinas have a sectorial and/or diffuse damage. Their corresponding isodensity maps of

IV BDNF OHT 15d

Brn3a"RGCs (B, E, H, K) show that there are a large number of viable RGCs in the arcas lacking FGTRGCs at the times analyzed, and that they are
more abundant in the BDNF-treated retinas. The neighbor maps representing m'RGCs (C, E I, L) show that their loss is the same in BNDF- or
vehicle-treated retinas. Furthermore, m™RGC loss is diffuse although more severe in the dorsal retina. Bottom left of cach map: number of R
counted in that retina. Color scale for isodensity maps is shown in (B) and goes from 0 (purple) to >3500 (red) RGCs/mm?. Color scale for the
neighbor map is shown in (C) and goes from 0 to 2 (purple) to =21 to 23 (red) neighbors in a radius of 0.22 mm. D, dorsal; Vventral; T, temporal; N,
nasal.
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IV Vehicle OHT 15d

IV BDNF OHT 15d

Figure 5. Study of the retinal vessels in BDNF and vehicle-treated hypertensive retinas. (A, A’) A naive retina labeled with FG and its corresponding
isodensity map. (B) The RECA1™ retinal vessels in black and white. (C, D) Magnifications of the retina in (A) taken from the dorsotemporal (C) and
inferotemporal (D) quadrant showing FG'RGCs (white), Brn3a ' RGCs (red). and R (green). In the naive retina, there is a viable RGC
retrograde axonal transport (RAT), and the retinal vessels irrigate properly all the areas. In hypertensive retinas treated with vehicle (E-F) or BDNF
(I-)) and analyzed 15 days after LP. there is a scctorial loss of the axonal transport in the dorsal retina ( I, I). In the black and white
representations (E. J), the retinal vessels appear normal and morphologically similar to those in the control naive retina. This is observed clearly in
the magnifications taken from areas with no RAT (G, K) and with RAT (H, L). Bottom in (A), (A"), (E), (E”), and (I), (I'): number of RGCs counted in
that retina. D, dorsal; V, ventral; T. temporal; N, nasal.
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Tasie 2. Total Number of m"RGCs in Naive or OHT Retinas Treated With BDNF or Vehicle

OHT-+BDNF OHT-+Vehicle
Naive Retinas, n = 6 12d,n =4 15d, n =4 12d, n=4 15d,n=4
m RGCs 2,178 = 169 958 = 155 1,173 = 208 1,082 + 324 1,108 * 255
Brn3a 'RGCs 79,546 = 2,032 066,221 £ 6,095 57,646 * 11,917 44,324 * 12,044 36,462 + 14,552

Mean = standard deviation of the total number of m'RGCs or Brn3a'RC
(OHT+vehicle) retinas at 12 or 15 days after OHT. The number of m™RC
ann-Whitney test), but there was not a significant difference between 12 and 15 days or between BDNF and vehicle treatment
Wallis test). The proportions of surviving m RGCs and Brn3a RGCs in the vehicle-treated retinas were comparable (P > 0.05 at

retinas (£ < 0.005
(P=0.521, Kruska

in naive, hypertensive BDNF-treated (OHT+BDNI), or vehicle-treated
significantly decreased in the experimental retinas compared to naive

12 or 15 days). Survival of Brn3a RGCs was greater in BDNF-treated than in vehicle-treated retinas at 12 days (P < 0.027, Mann-Whitney test) or 15
days (P < 0.041, Mann-Whitney test) after LP. 22, number of analyzed retinas.

in the two RGC populations. There is, however, an important
difference that relates to the topological distribution of the
surviving m'RGCs; while the general population of RGCs
(identified with Brn3a) exhibit both a diffuse and sectorial loss,
the lack of m'RGCs is mainly diffuse in all retinas analyzed,
with a more pronounced effect in the superotemporal
quadrant (Figs. 4C, 4F 41, 4L). Another important difference
in m'RGCs relates to their lack of response to intraocular
BDNE Indeed, while the number of Brn3a'RGCs was
significantly greater for the BDNF-treated groups when
compared to the vehicle-treated groups, within the same
retinas the numbers of m'RGCs in the BDNF and vehicle
groups were similar (Kruskal-Wallis test, P = 0.521) (Table 2),
thus indicating that m™RGCs do not respond to BDNF
administration.

Inner Retinal Vasculature After OHT

The inner retinal vessels were examined in naive and
experimental OHT retinas to determine if the typical sectorial
loss of RGCs was related to a defect in the retinal vasculature.
To this end, retinas were immunostained with RECA1, which
primarily labels the main retinal arteries and arterioles.
Representative examples in black and white images of the
typical inner arterial plexus in naive as well as in OHT retinas
are shown in Figure 5. The general appearance of the main
plexus of the inner retinal vessels in naive retinas is
comparable to that found in OHT retinas treated with BDNF
or vehicle and examined at 15 days. This was confirmed with
the blood vessel density measurements showing no significant
differences (Kruskal-Wallis test, P = 0.653) between the
number of vessels per millimeter (v/Vmm) in naive retinas
(11.06 = 0.45 v/mm, n = 6) compared with BDNF-treated
retinas (11.30 = 0.68 v/mm, 7 = 2) and vehicle-treated retinas
(1091 = 0.55 v/mm, n = 2). Moreover, the areas of the OHT
retinas containing RGCs were compared with areas lacking
RGCs, and there were no major differences in the arterial blood
supply. The vessels found within the areas with competent
retrograde axonal transport (RAT, Figs. 5H, 5L) were compared
to those in the areas with impaired retrograde axonal transport
(no RAT, Figs. 5G, 5K); there were no obvious differences
between RAT and no-RAT areas either between BDNF and
vehicle retinas or if these were compared with the vasculature
of naive retinas (Figs. 5C, 5D). In conclusion, at these time
points OHT does not change the morphology of the inner
retinal vessels; thus, there appears to be no correlation
between the retinal blood supply and the appearance of
sectorial loss of RGCs induced by OHT.

Discussion

The present studies rely on immunohistochemical identifica-
tion of Brn3a, melanopsin, and RECAI. In rat, Brn3a is

expressed by all RGCs except for m'RGCs and one-half of
the ipsilaterally projecting RGCs*#7; all ipRGC subtypes
except M5 express melanopsin,”>7 and RECA1 has been
shown to identify retinal vessels both in control naive and in
injured retinas.®>=%7 Although injured RGCs may modify their
level of protein expression,”* 7" thus warranting a note of
caution when interpreting RGC survival using immunodetec-
tion, both melanopsin and Brn3a have been shown to be

expressed long after optic nerve injury.333475

I0OP Elevations Are Comparable to Those in
Previous Studies

Laser photocoagulation of the limbal plexus has resulted in
consistent elevations of the IOP in several studies in our
laboratory'*'%:21 that are comparable to values obtained by
others.® In accordance, the levels of IOP obtained in the
present experiments show the typical abrupt rise in IOP that is
already measurable at 24 hours and is maintained for the first
week, the latest time interval measured in this study. Neither
BDNF nor vehicle injection modified the levels of IOP.

OHT-Induced Loss of m'RGCs and Non-m'RGCs Is
Comparable

The loss of non-m'RGCs (Brn3a ' RGCs) found in this work is in
agreement with previous studies in rats'®!'>2* and mice'3'#20
from our laboratory and is also in the range of RGC loss
reported by others™ 523 using laser-induced OHT. Our
results also indicate that m'RGCs degenerate as a consequence
of OHT (Fig. 3; Table 2); we have found a loss of approximately
50% or 51% of the control population of m"RGCs at 12 or 15
days, respectively, which is comparable to the loss of the non-
m RGCs. These results are in agreement with recent findings
from this laboratory in OHT-pigmented mice retinas®® and
comparable to those in previous studies from other laborato-
ries in adult rats®*°' and mice.’® Similarly, Jakobs and
colleagues®™ reported that in the DBA/2] mouse, a well-
established model of inherited pigmentary glaucoma, the
decrease in total numbers of m"RGCs is substantial, although
proportionally less than the fall in total numbers of RGCs.
Zhang and colleagues,” using mice created by crossing DBA/2]
mice with Thy1-CFP, reported that progressive increase in IOP
was followed by a concomitant reduction in the numbers of
RGCs and m'RGCs, which could have an impact on nonimage-
forming visual behaviors. Another previous study in a chronic
OHT model in adult albino rats reported no alterations in total
numbers of m'RGCs or in their dendritic morphology,
suggesting that m'RGCs are more resistant to injury.”® Possible
explanations for the discrepancies between the latter studies
and our own data may relate to the methodology employed to
ascertain RGC survival, the time intervals analyzed after
induction of OHT, and the types of m"RGCs analyzed in these
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there are approximately six different types of
7 Certainly, m'RGCs have been shown to be more
resistant than the rest of the RGCs to a number of retinal

injuries”” including optic nerve axotomy,”™ NMDA-induced
RGC degeneration,” and inherited mitochondrial optic neu-
ropathies.®¢

Topological Loss of Non-m RGCs Is Different From
That of m'RGCs and Unrelated to Inner Retinal
Vessels

In OHT retinas the surviving non-m'RGC population adopts
the typical distribution in pie-shaped sectors, with their base
located on the retinal periphery and their vertex on the optic
nerve head. This is in contrast to the topology of surviving
m*RGCs, which showed a diffuse loss throughout the retina
without clear sectors. The observation of an apparent normal
inner retinal vasculature, together with the preservation of the
displaced amacrine cell population,'2*5781-85 further sup-
ports the idea that sectorial loss is related to an axotomy-like
injury to bundles of axons somewhere near the optic nerve
head where retinal axons maintain their highest retinotopic
arrangement.?2%185 Why m'RGCs do not show the sectorial
loss that is observed for conventional non-m'RGCs, including
the small population of displaced RGCs,'” is not completely
understood.?” One possible explanation could be the absence
of retinotopic arrangement in m'RGCS. Nonimage-forming
visual retinorecipient nuclei in the brain are thought to lack
retinotopy; however, recent studies have shown that m'RGCs
also project to image-forming visual retinorecipient nu-
clei, 8057 and these nuclei receive visual information with a
very precise retinotopic arrangement.®®

BDNF Protects Non-m 'RGCs But Not m'RGCs
Against OHT-Induced Retinal Degeneration

We found a significant rescue of the general non-m'RGC
population (Brn3a'RGCs) against OHT-induced RGC loss in the
BDNF-treated groups analyzed 12 or 15 d: after LR in
agreement with previous reports?®33-32 showing that BDNF
and other neurotrophic factors such as neurotrophin 4/5,
insulin-like growth factor, or glial-derived neurotrophic factor
provide temporary protection against injury-induced RGC
loss.>7:30-3489-91 perhaps a longer ct would require the
establishment of permanent synaptic connections with appro-
priate target regions in the brain, as has been shown for adult
rat RGCs.”?=%¢ It is possible that the presence of intraretinal
axonal collaterals®™ % could provide m*RGCs with alternative
trophic support, other than that originating from their target
territories in the brain. This latter possibility, however, does
not fully explain why there is still an important overall
diminution in the m™RGC population of up to 50% by 15 days
following OHT. Nevertheless, there was no significant rescue
in the numbers of m"RGCs in the BDNF-treated groups when
compared to the vehicle-treated groups; such a finding was
surprising because in the same retinas BDNF induced a
substantial rescue of non-m'RGCs (Figs. 3, able 2). An
explanation for the neuroprotective effect of BDNF on injured
RGCs has been that these neurons express the tropomyosin
receptor kinase B (TrkB),””'%0 which is needed for the
activation of intracellular signaling pathwa and whose
expression is not significantly altered shortly after injury.'?'-103
However, which proportion of the conventional RGC popula-
tion and whether all types of m'RGCs express TrkB receptor is
not known.

Axonal transport after optic nerve!? or retinal'*® injury has
been shown to be altered. Following OHT, several studies in
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adult rats?2237¢ and mice? have shown retrograde
axonal transport impairment to precede RGCs loss. Indeed,
surviving RGCs in adult albino mice'® or rat'® retinas
outnumbered RGCs with an active and competent retrograde
axonal transport.”' In these studies, impaired retrograde
axonal transport was observed as early as 1 to 2 weeks after
LP and did not progress further up to 6 months'?2%; RGC loss
was observed as early as 1 week after LP, the earliest time
interval analyzed, and progressed up to 32 or 35 days in rats or
mice, respectively.®” It is interesting to note that in the present
studies, the neuroprotective effects of BDNF were evident for
the population of RGCs with their retrograde axonal transport
impaired (axonally nonintact) but not for the population of
RGCs with their retrograde axonal transport maintained
(axonally intact), thus indicating that compromised RGC
somas are amenable to neuroprotection. Further studies are
required to determine if such neuroprotection is maintained
for longer periods of time.

In conclusion, in the present study we have compared for
the first time the responses of non-m'RGCs to those of the
mRGCs to OHT-induced retinal degeneration and neuropro-
tection afforded by intravitreal administration of BDNE In
addition, the inner retinal vasculature was examined, and our
data indicate that OHT does not induce retinal vessel
abnormalities that could account for the typical sectorial loss
of RGCS that follows OHT. Our data further document that in
adult albino rats 12 or 15 days after laser-induced OHT there is
loss of approximately 57% or 58%, respectively, of the general
RGC population. Intravitreal administration of BDNF prior to
lasering results in significant rescue of approximately 39% or
26% more RGCs than in vehicle-treated controls at 12 or 15
days, respectively. While the proportion of loss of m'RGCs and
non-m RGCs after OHT is comparable, mRGCs differ from
non-m'RGCs in two aspects: m'RGC topological loss is not
sectorial but diffuse, and m'RGCs appear to be insensitive to
BDNF neuroprotection. Thus, our present study does not
support that m'RGCs are more resistant to injury than non-
m RGCs but shows important differences in their response to
BDNF rescue and topology of loss when compared to non-
m'RG

3.57.106.107
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