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lo expuesto en el Real Decreto 1393/2007, de 29 de Octubre que regula los Programas de Doctorado.

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

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

o Una copia de cada trabajo publicado en relacion a esta Tesis Doctoral incluido en el
compendio.

o Informe de los codirectores de la tesis justificando el compendio de publicaciones como Tesis
Doctoral.

o Informe del doctorando, avalado por los codirectores, en el que se especifica las aportaciones
a los frabajos adjuntados al compendio.

o Documentaciéon de conformidad, con el compromiso de no presentar los trabajos presentados
en esta tesis como parte de de otra Tesis Doctoral y la declaracién de la relevancia de las
aportaciones del doctorando a estos trabajos, por cada uno de los frabajos que componen
esta tesis.

o Acreditacion de una estancia de Investigacionde tres meses en la “Division of Cellular Therapy”
en el “Institute of Ophthalmology” en el “University College of London” bajo la supervisidon y
tutela del Profesor Pete Coffey, subvencionada por una beca de movilidad para estudiantes
de doctorado para la consecucion de la mencidon internacional en el titulo de doctor, del
Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte, en el afo 2010.

o Informes favorables de los Doctores Anthony Vugler (University College of London) y Antdnio

Francisco Ambrdsio (University of Coimbra).
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objetivo general de la tesis y los objetivos especificos y las conclusiones finales de los
frabajos que compilan esta Tesis Doctoral.

o Unaintroduccion que presenta conceptos necesarios para la comprension de los trabajos

y justifica la unidad cientifica de la tesis.
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2. Autorizacién de los Directores de la Tesis Doctoral para su presentacion.

3. Acreditacién de estancia de tres meses en en la Division of Cellular Therapy en el Institute of
Ophthalmology en el University College of London bajo la supervisién y tutela del Profesor Pete

Coffey.

4. Informe favorable del Dr. Anténio Francisco Ambrosio del Institute for Biomedical Imaging and

Life Sciences de la University of Coimbra en Portugal.

5. Informe Favorable de Dr. Anthony Vugler del Institute of Ophthalmology en el University College

of London en Reino Unido.

6. Informe de los Directores de la Tesis Doctoral justificando su presentacion en la modalidad de
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presentado.
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D. Manuel Vidal Sanz, Catedratico de Universidad del Area de
Oftalmologia y Presidente de la Comision Académica del Programa de Ciencias

de la Vision,

INFORMA:

Que el Proyecto de Tesis Doctoral titulado “ANALISIS DE LA
DEGENERACION DE LOS FOTORRECEPTORES EN MODELOS
EXPERIMENTALES DE RETINOSIS PIGMENTARIA, DEGENERACION
MACULAR ASOCIADA A LA EDAD Y GLAUCOMA”, ha sido realizado por
D. Arturo Ortin Martinez, bajo la inmediata direccion y supervision de
D. Manuel Vidal Sanz, Dia. Marta Agudo Barriuso y Dfia. Maria Paz Villegas
Pérez, y que la Comision Académica ha dado su conformidad para que sea

presentado ante la Comision de Doctorado.

En Murcia, a veintidés de abril de dos mil quince.

Jua)

Fdo.: Prof. Manuel Vidal Sanz

Departamento de Oftalmologia, Optometria, Otorrinolaringologia y Anatomia Patolégica
Facultad de Medicina
Campus Universitario de Espinardo. 30100 Murcia
T. 868 883961 — F. 868 883962 — www.um.es/dp-oftalmologia/
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Acreditacién de estancia de tres meses en en la Division of Cellular Therapy en el Institute of

Ophthalmology en el University College of London bajo la supervision y tutela del Profesor Pete Coffey.

*UKCI L

UCL INSTITUTE OF OPHTHALMOLOGY
OCULAR BIOLOGY & THERAPEUTICS

28 September 2010

To Whom It May Concern:
Re: Arturo Ortin Martinez

It has been an immense pleasure to host Arturo Ortin Martinez in my laboratory in the department of Ocular
Biology and Therapeutics at the Institute of Ophthalmology, University College London, UK, from the period of
1* July 2010 — 30 Sept 2010.

During his time with us, Arturo was involved in neuro-anatomical research projects to identify regions of the
brain that are light activated by the melanopsin pathway. He was also investigating melanopsin cell numbers in
the aging retina in normal and degenerating retinae. These projects involved the competent use of techniques
such as fluorescent immunohistochemistry and confocal microscopy.

Arturo is an extremely dedicated individual and took part in weekly laboratory meetings during his stay,
completing his time with us by presenting his work to my lab group in his final weekly lab meeting.

With kind regards,

Professor Peter J. Coffey
Head of Ocular Biology & Therapeutics

UCL Institute of Ophthalmology

Ocular Biology & Therapeutics, 11-43 Bath Street, London EC1V 9EL
Tel: +44 (0)20 7608 4039 Fax: +44 (0)20 7608 6929
p.coffey@ucl.ac.uk

www.ucl.ac.uk/ioo
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Informe favorable del Dr. Anténio Francisco Ambrosio del Institute for Biomedical Imaging and Life

Sciences de la University of Coimbra en Portugal.

. . . Institute for
Biomedical Imaging

I I I and Life Sciences
University of Coimbra

Prof. Manuel Vidal-Sanz

Departamento de Oftalmologia

Facultad de Medicina, Universidad de Murcia
Campus Universitario de Espinardo

E-30100 Espinardo, Murcia, Spain

Fax. 868 883962. e.mail: manuel.vidal@um.es

March 16", 2015

Re: Arturo ORTIN-MARTINEZ, Ph.D.Thesis Report

The thesis entitled "Andlisis de la degeneracion de los fotorreceptores en modelos
experimentales de retinosis pigmentaria, degeneracion macular asociada a la edad y
glaucoma” presents the work accomplished by Arturo Ortin-Martinez, towards his Doctor of
Philosophy degree within the Programme of Visual Science.

The experimental work has been done primarily in the rodent visual system, both in adult
rats and mice. The thesis has the format of a coliection of original manuscripts recently
published in which Arturo Ortin-Martinez has played a major role as a first author or first co-
author. In the first two papers, Arturo has worked out the methodology to allow a systematic
and automatic quantitation of the L- and S-cone-photoreceptors, both in adult albino and
pigmented rats, as well as in adult and albino pigmented mice. This work was done taking
advantage of the immunohistochemical localization of the outer segments of these cone
photorecepetors as well as of the methodologies recently developed by the Laboratory to
count retinal neurons. The following three papers are based on the methodology developed
in rats to study in three different models the effects of: i) inherited retinal degeneration
(using the P23H-1 rat as a model); ii) focal lesion of the retina induced by a light emitting
diode that produces a localized region of cone-degeneration in the superotemporal quadrant
of the retina, where cone-photoreceptors present highest densities, and; iii) ocular
hypertension induced by lasering the limbar tissues, on the survival of the retinal neurons in
the ganglion cell layer (that is retinal ganglion cells and displaced amacrine cells) and in the
outer layers of the retina (that is rods and L- and S-cone photoreceptors).

Arturo has developed great skill in a variety of modern neurobiological techniques, which
include the induction of ocular hypertension using a laser beam to cauterize the episcleral
and limbal veins, as well as a number of anatomical tracers to identify by retrograde
axoplasmic transport the RGCs, immunocytochemical markers such as Brn3a, and L- and S-
opsin to identify the populations of retinal ganglion cells, displaced amacrine cells as well as
L- and S-cones.

This work by Arturo Ortin-Martinez appears published in several original publications in the
following prestigious journals: i) Invest Ophthalmol Vis Sci 2010; 51:3171-3182; ii) PloS
ONE 2014; 9(7) €102392; iii) Invest Ophthalmol Vis Sci 2013; 54: 5888-5900; iv) PloS ONE
2014; 9(12): e113798; v) Exp Eye Res 2015; 132: 17-33. In addition, during his PhD
training Arturo has contributed to a number of other important scientific communications
that have also been published in a number of scientific journals.

Overall, the experimental work presented in this Thesis is of a very good quality, and thus I
do inform very favourably this work to obtain the Ph.D. Degree within the
postgraduate program of Visual Sciences.

oo Arnsssitn Ao

Anténio Francisco Ambrésio, PhD

Principal Investigator

Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences - IBILI
Faculty of Medicine, University of Coimbra

Azinhaga de Santa Comba

3000-548 Coimbra

Portugal

Phone: +351 239480093 (ext: 15353)

Fax: +351 239480280

Mobile: +351 938312647

Azinhaga Santa Comba, T: +351 239 480 200
Celas F: +351 239 480 217
3000-548 _

COIMBRA W: ibili.uc.pt

e E: direccao@ibili.uc.pt




Anexo
documentos
administrativos

Informe Favorable de Dr. Anthony Vugler del Instiftute of Ophthalmology en el University College of

London en Reino Unido.

UCL INSTITUTE OF OPHTHALMOLOGY

The thesis entitled "Analisis de la degeneracion de los fotorreceptores en modelos
experimentales de retinosis pigmentaria, degeneracion macular asociada a la edad y
glaucoma” presents the work accomplished by Arturo ORTIN-MARTINEZ, towards his Doctor of
Philosophy degree in the Visual Sciences Programme.

27 March 2015

Re: Arturo ORTIN-MARTINEZ Ph.D. Thesis Report

This Thesis is presented as a series of published manuscripts in which Arturo played a pivotal role,
leading the work accomplished in each one of the publications. In addition, there is a very informative
and well-written general Introduction. There is also a nicely written chapter relating to the general
conclusions of his work, which highlights the main novel findings of the experiments undertaken.
Overall it is an excellent, well thought out and scholarly contribution to the Ph.D. degree. Experiments
are performed on the visual system of adult rodents (rats and mice) and the work is presented as five
independent original contributions. The first two are related to the characterization of the cone
photoreceptor populations in adult albino / pigmented rats and adult albino / pigmented mice. These
papers describe the normal situation in adult rodents, and constitute the anatomical basis for the three
experimental papers that follow. The first of these experimental papers details changes that appear in
the cone-photoreceptor mosaic in a model of inherited retinal degeneration (the P23-H1 rat) and the
implications this has for rod-cone dependent survival. The second paper describes a new model in
rodents of focal phototoxicitiy induced by a light emitting diode that results in circumscribed damage
within the superotemporal region of the retina, where cone-photoreceptors are at their highest density.
This is important because the pathology described by Arturo may mimic the findings in human age
related macular degeneration. The third experimental paper relates to the long-term effects of laser-
induced ocular hypertension on the innermost and outermost retinal layers, and shows that in addition
to the selective retrograde degeneration of the Retinal ganglion cells within the ganglion cell layer of
the retina, there is also a protracted and severe alteration to the outermost layers of the retina that
includes the photoreceptors and their outer segments.

Arturo has mastered a number of difficult techniques to accomplish the objectives of his work (laser-
induced ocular hypertension, retrograde neural tracing and immunohistochemistry to identify RGCs,
S-cones and L-cones. All of these contributions have been published as separate original articles in
prestigious ophthalmology journals: i) Invest Ophthalmol Vis Sci 2010; 51:3171-3182; ii) PloS ONE
2014; 9(7) e102392; iii) Invest Ophthalmol Vis Sci 2013; 54: 5888-5900; iv) PloS ONE 2014; 9(12):
e113798; v) Exp Eye Res 2015; 132: 17-33. It is my considered opinion that the experimental work
presented in this Thesis is of truly EXCELLENT scientific quality and makes an important contribution
to the field of visual neuroscience. Thus, | unreservedly recommend this work to obtain the Ph.D.
Degree in the postgraduate programme of Visual Sciences.

Anthony Vugler Ph.D

Dr Anthony Vugler, Lecturer in Retinal Neurobiology, Ocular Biology and Therapeutics,
UCL Institute of Ophthalmology, 11-43 Bath Street, London EC1V S9EL
Tel: +44 (0)20 7608 4064. Email: a.vugler@ucl.ac.uk
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HALLAZGOS ORIGINALES DE NUESTRO TRABAJO

Las siguientes son observaciones originales recogidas de nuestros estudios sobre la distribucién
topogrdfica y cuantificaciéon automdtica de la totalidad de los fotorreceptores tipo cono y el efecto
de la degeneracion retiniana hereditaria, la fototoxicidad focal y la hipertensibn ocular en la

poblacién de fotorreceptores.

Contribuciones cientificas:

Hemos desarrollado cuatro métodos automdticos diferentes de procesamiento de imégenes
gue nos ha permitido la cuantificacién automdtica de la poblacion total de conos-L y conos-S tanto
en rata como en el ratén, y que nos ha capacitado para desarrollar mapas de isodensidad que

representan la distribucion topogrdfica de estos tipos celulares en la retina.

Hemos determinado el nimero total de conos-L, conos-S y conos duales en retinas de rata y

de ratén, en cepas tanto albinas como pigmentadas.

Hemos determinado la distribucién topogrdfica de los conos-L, conos-S y conos duales en ratas

albinas y pigmentadas y ratones albinos y pigmentados.

Hemos documentado el paralelismo en la distribucién de las poblaciones de conos-L y células
ganglionares de retina en rata y ratén, tanto albinos como pigmentados, en las regiones de la retina

que presentan una estria visual.

Hemos propuesto un método manual de contaje de las poblaciones de conos por muestreo,
para la correcta inferencia de la poblacién total de estos tipos celulares en retinas de ratén tanto

albino como pigmentado.

Hemos descrito la relacion espacio-temporal de la degeneracién de bastones y conos en una

cepa transgénica de rata que sufre la degeneracion de fotorreceptores hereditaria, la rata P23H-1.

Hemos evidenciado que la pérdida de los bastones en la rata P23H-1 es rdpida y afecta a
toda la retina exceptuando a la extrema periferia, donde los bastones permanecen incluso 6 meses

después del nacimiento.

Hemos demostrado que la degeneracién de los fotorreceptores en la rata P23H-1 ocurre
siguiendo un patrén espacial en anillos, siendo éstos mds abundantes en la retina ecuatorial y de

mayor famano en la hemirretina dorsal que en el ventral.
Hemos caracterizado el curso temporal de pérdida de los conos en la rata P23H-1 que

comienza antes de 1 mes de edad y avanza de manera progresiva al menos hasta los 6 meses de
edad.
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Hemos desarrollado un nuevo modelo experimental, fiable, cuantificable y reproducible de
Induccién de degeneracion focal de fotorreceptores en la estria visual de la rata albina, donde se
concenfran las mayores densidades de conos-L y CGR mediante la fototoxicidad producida por un

LED de luz azul.

Hemos documentado que la utilizacién de la tomografia éptica de coherencia (SD-OCT) es
eficaz para el estudio de la degeneracion focal de los fotorreceptores en retinas de rata albina adulta,

aportando datos morfoldgicos que nos informan sobre la progresion de la lesién in vivo.

Hemos evidenciado que la administracion infravitrea de BDNF, PEDF o bFGF, asi como la
administraciéon tépica de brimonidina, antes o después de la induccién de la degeneracién por

fototoxicidad, ejerce un efecto neuroprotector significativo en los conos.

Hemos demostrado que en el modelo de hipertensidén ocular inducido mediante cauterizacion
con laser de la malla frabecular y las venas perilimbares y epiescleraes, se produce una pérdida

selectiva de las CGR en la capa de células ganglionares y que no progresa después de un mes.

En este modelo de hipertension ocular hemos documentado la afectacién de las capas
externas de la retina, evaluando la pérdida de fotorreceptores y cuantificando esta pérdida a lo largo

del tiempo en las dos poblaciones de conos.

Hemos identificado que tras la induccion de hipertension ocular mediante este modelo, el
patrén geogrdfico de la pérdida de conos es independiente al de las CGR, por lo que la pérdida de

fotorreceptores estd promovida por mecanismos adicionales de dafo retfiniano.

Publicaciones y comunicaciones en congresos.

Durante mi estancia en el Laboratorio de Oftalmologia Experimental de la Universidad de
Murcia los trabajos de investigacion en los que he participado se han divulgado en las siguientes
publicaciones cientificas y comunicaciones a congresos. Las senaladas con asteriscos (*) reflejan los
frabajos en los que he participado como autor principal y las conforman el compendio de

publicaciones de esta Tesis Doctoral se marcan con almohadilla (#).

Capitulos de libro.

Vidal-Sanz M, Salinas-Navarro M, Alarcon-Martinez L, Vdaliente-Soriano FJ, Jiménez-Lopez M, Ortin-Martinez A,
Sdnchez-Llerena S, Avilés-Trigueros M, M. Villegas-Pérez. (2010). Elevation of the intraocular pressure results in
devastating damage to the retinal ganglion cell population in adult albino rats and mice. En: Actualizacién en

investigacion de retina, M® Dolores Pinazo Durdn et al., eds. Impresién Ramirez S.L. ISBN: 978-84-693-8491-6, pp 21-26.

*Ortin-Martinez A, Jiménez-Lépez M, Nadal-Nicolds FM Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M. (2010). L
Cones Parallel the Distribution of Retinal Ganglion Cells in Albino and Pigmented Adult Ratfs. En: Actualizacién en

investigacion de retina, M® Dolores Pinazo Durdn et al., eds. Impresién Ramirez S.L. ISBN: 978-84-693-8491-6, pp 80-82.




Hallazgos
originales

Articulos.

Salinas-Navarro M, Alarcén-Martinez L, Valiente-Soriano FJ, Ortin-Martinez A, Jiménez-Lépez M, Avilés-Trigueros M,
Villegas-Pérez MP, de la Villa P, Vidal-Sanz M.

Functional and morphological effects of laser-induced ocular hypertension in retinas of adult albino Swiss mice.

Mol Vis. 2009 Dec 5;15:2578-2598.

PubMed PMID: 20011633; PubMed Central PMCID: PMC2790482.

Impact factor: 2.541; Rank: Ophthalmology: 11/59; Q1.

*#Ortin-Martinez A*, Jiménez-Lopez M*, Nadal-Nicolds FM, Salinas-Navarro M, Alarcén-Martinez L, Sauvé Y, Villegas-
Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Automated quantification and topographical distribution of the whole population of S- and L-cones in adult albino
and pigmented rats.

Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010 Jun; 51(6):3171-3183.

doi: 10.1167/iovs.09-4861. Epub 2010 Jan 13. PubMed PMID: 20071667.

Impact factor: 3.466; Rank: Ophthalmology: 5/56; Q1.

*First joint authors.

Ramirez Al, Salazar JJ, de Hoz R, Rojas B, Gallego BI, Salinas-Navarro M, Alarcén-Martinez L, Ortin-Martinez A, Avilés-
Trigueros M, Vidal-Sanz M, Trivifio A, Ramirez JM.

Quantification of the effect of different levels of IOP in the astroglia of the rat retina ipsilateral and contralateral to
experimental glaucoma.

Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010 Nov; 51(11):5690-5696.

doi: 10.1167/iovs.10-5248. Epub 2010 Jun 10. PubMed PMID: 20538983.

Impact factor: 3.466; Rank: Ophthalmology: 5/56; Q1.

Gallego BI, Salazar JJ, de Hoz R, Rojas B, Ramirez Al, Salinas-Navarro M, Ortin-Martinez A, Valiente-Soriano FJ, Avilés-
Trigueros M, Villegas-Perez MP, Vidal-Sanz M, Trivino A, Ramirez JM.

IOP induces upregulation of GFAP and MHC-II and microglia reactivity in mice retina contralateral to experimental
glaucoma.

J Neuroinflammation. 2012 May 14; 9:92.

doi: 10.1186/1742-2094-9-92. PubMed PMID: 22583833; PubMed Central PMCID: PMC3410794.

Impact factor: 4.351; Rank: Neuroscience: 59/252; Q1.

*#Garcia-Ayuso D*, Ortin-Martinez A*, Jiménez-Lopez M, Galindo-Romero C, Cuenca N, Pinilla |, Vidal-Sanz M,
Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP.

Changes in the photoreceptor mosaic of P23H-1 rats during retinal degeneration: implications for rod-cone
dependent survival.

Invest Ophthalmol Vis Sci. 2013 Aug 28;54(8):5888-5900.

doi: 10.1167/iovs.13-12643. PubMed PMID: 23908186.

Impact factor: 3.661; Rank: Ophthalmology: 6/58; Q1.

*First joint authors.
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Garcia-Ayuso D, Salinas-Navarro M, Nadal-Nicolds FM, Ortin-Martinez A, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M, Villegas-
Pérez MP.

Sectorial loss of retinal ganglion cells in inherited photoreceptor degeneration is due to RGC death.

Br J Ophthalmol. 2014 Mar;98(3):396-401.

doi: 10.1136/bjophthalmol-2013-303958. Epub 2013 Dec 10. PubMed PMID: 24326325; PubMed Central PMCID:
PMC3933073.

Impact factor: 2.809; Rank: Ophthalmology: 10/58; Q1.

*#Ortin-Martinez A*, Nadal-Nicolds FM*, Jiménez-Loépez M, Alburquerque-Béjar JJ, Nieto-Lépez L, Garcia-Ayuso D,
Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Number and distribution of mouse retinal cone photoreceptors: differences between an albino (Swiss) and a
pigmented (C57/BLé) strain.

PLoS One. 2014 Jul 16;9(7):€102392.

doi: 10.1371/journal.pone.0102392. eCollection 2014. PubMed PMID: 25029531; PubMed Cenfral PMCID:
PMC4100816.

Impact factor: 3.534; Rank: Multidisciplinary Sciences: 8/55; Q1.

*First joint authors.

*Valiente-Soriano FJ*, Garcia-Ayuso D*, Ortin-Martinez A*, Jiménez-Lopez M, Galindo-Romero C, Villegas-Pérez MP,
Agudo-Barriuso M, Vugler AA, Vidal-Sanz M.

Distribution of melanopsin positive neurons in pigmented and albino mice: Evidence for melanopsin interneurons in
the mouse retina.
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doi: 10.3389/fnana.2014.00131. eCollection 2014. PubMed PMID: 25477787; PubMed Central PMCID: PMC4238377.
Impact factor: 4,176; Rank: Neuroscience: 68/252; Q2. Anatomy and Morphology: 3/20; Q1.

*First joint authors.

*#Ortin-Martinez A*, Valiente-Soriano FJ*, Garcia-Ayuso D, Alarcdn Martinez L, Jiménez-Lopez M, Bernal-Garro JM,
Nieto-Lépez L, Nadal-Nicolds FM, Villegas-Pérez MP, Wheeler LA, Vidal-Sanz M.

A novel in vivo model of focal light emitting diode-induced cone-photoreceptor phototoxicity: neuroprotection
afforded by brimonidine, BDNF, PEDF or bFGF.

PLoS One. 2014 Dec 2;9(12):e113798.

doi: 10.1371/journal.pone.0113798. eCollection 2014. PubMed PMID: 25464513; PubMed Central PMCID:
PMC4252057.

Impact factor: 3.534; Rank: Multidisciplinary Sciences: 8/55; Q1.

*First joint authors.
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Vidal-Sanz M, Gias C.

A role for the outer retina in development of the intrinsic pupillary light reflex in mice.

Neuroscience. 2015 Feb 12;286:60-78.

doi: 10.1016/j.neuroscience.2014.11.044. Epub 2014 Nov 26. PubMed PMID: 25433236.

Impact factor: 3.327; Rank: Neuroscience: 104/252; Q2.
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*#Ortin-Martinez A*, Salinas-Navarro M*, Nadal-Nicolds FM, Jiménez-Lopez M, Valiente-Soriano FJ, Garcia-Ayuso D,
Bernal-Garro JM, Avilés-Trigueros M, Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.

Laser-induced ocular hypertension in adult rats does not affect non-RGC neurons in the ganglion cell layer but results
in protracted severe loss of cone-photoreceptors.

Exp Eye Res. 2015 Mar;132:17-33.

doi: 10.1016/j.exer.2015.01.006. Epub 2015 Jan 7. PubMed PMID: 25576772.

Impact factor: 3.015; Rank: Ophthalmology: 9/58; Q1.

*First joint authors.

Valiente-Soriano FJ, Salinas-Navarro M, Jiménez-Lopez M, Alarcdn-Martinez L, Ortin-Martinez A, Bernal-Garro JM,
Avilés-Trigueros M, Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.

Effects of ocular hypertension in the visual system of pigmented mice.
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doi:10.1371/journal.pone.0121134. eCollection 2015. PubMed PMID: 25811653.

Impact factor: 3.534; Rank: Mulfidisciplinary Sciences: 8/55; Q1.

Vidal-Sanz M, Vadliente-Soriano FJ*, Ortin-Martinez A*, Nadal-Nicolds FM*, Jiménez-Lépez M, Salinas-Navarro M,
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Retinal neurodegeneration in experimental glaucoma.
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Impact factor: 3.534; Rank: Multidisciplinary Sciences: 8/55; Q1.
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Impact factor: 3.534; Rank: Multidisciplinary Sciences: 8/55; Q1.

Contribuciones a congresos.

Nacionales:

*Autores: A. ORTIN-MARTINEZ.

Titulo: “La investigacién en Enfermeria”.

Tipo de participacién: Conferencia.

Congreso: Jornadas de Investigacion en Enfermeria. XX Aniversario de la Facultad de Enfermeria de la Universidad
de Murcia.

Lugar celebracién: Murcia, Espana. Fecha: Octubre, 2011.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Nadal-Nicolds F, Salinas-Navarro M, Valiente-Soriano FJ, Alburquerque-Béjar JJ, Villegas-
Pérez MP, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M.

Titulo: Estudio cuantitativo y topogrdfico de la degeneracion tardia de los fotorreceptores en un modelo de
hipertensidon ocular en mamifero adulto.

Tipo de participacién: Conferencia.

Congreso: | Reunion de la Sociedad Gallega de Optometria Clinica.

Lugar celebracién: Santiago de Compostela, Espana. Fecha: Octubre, 2012.
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Internacionales:

Autores: Valiente-Soriano FJ, Salinas-Navarro M, Jiménez-Lopez M, ORTIN-MARTINEZ A, Alarcén-Martinez L, Cdnovas |,
Bernal JM, Avilés-Trigueros M, Vidal-Sanz M.

Titulo: Effects of Elevated Intraocular Pressure on the Retinal Ganglion Cell Population in Adult Pigmented Mice.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2008 49: E-Abstract 5480.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2008.

Autores: Valiente-Soriano FJ, Salinas-Navarro M, Alarcén-Martinez L, Jiménez-Lopez M, ORTIN-MARTINEZ A, Canovas-
Martinez |, Avilés-Trigueros M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.

Titulo: Effects of Elevated Intraocular Pressure on the Retinotectal Projection in Adult Pigmented Mice.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2009 50: E-Abstract 2779.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2009.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Jiménez-Lopez M, Nadal-Nicolds F, Alarcén-Martinez L, Nieto-Lépez L, Sauvé Y, Villegas-
Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Automatic Quantification of the Total Number of S and M/L Cones and Their Detailed Topography in Albino
and Pigmented Adulf Rats.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 51. E-Abstract. 5946.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2010.

*Poster seleccionado para exposicion multimedia online durante un mes en la pdgina web de la Association for

Research in Vision and Ophthalmology.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Jiménez-Lépez M, Nadal-Nicolds F, Salinas-Navarro M, Valiente-Soriano F, Garcia-Ayuso
D, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Parallel Distribution of retinal ganglion cells and L Cones in Albino and Pigmented Adult Rafs.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Vision Research Conference.

Publicacién:http://www.visionresearch-conference.elsevier.com/pdf/poster program.pdf

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2010.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Jiménez-Lépez M, Nadal-Nicolds F, Alarcén-Martinez L, Nieto-Lépez L, Sauvé Y, Villegas-
Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Whole number and retinal topography of S, L and dual cones in retinas of albino and pigmented adult rafs.
Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Federation of European Neurosciences Societies Forum.

Publicacién: FENS Abstr. Vol 5, 019.30,2010 014.27.

Lugar celebracién: Amsterdam, The Netherlands. Fecha: Julio, 2010.
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Autores: Garcia-Ayuso D, Salinas-Navarro M, Agudo M, ORTIN-MARTINEZ A, Cuenca N, Pinilla I, Vidal-Sanz M, Villegas-
Pérez MP.

Titulo: P23H rhodopsin mutation results in delayed retinal ganglion cell death.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Vision Research Conference.

Publicacién: http://www.visionresearch-conference.elsevier.com/pdf/poster program.pdf

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2010.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Jiménez-Lopez M, Nadal-Nicolds F, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.
Titulo: Whole number and retinal topography of S, L and dual cones in albino and pigmented adult rafs.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2010; 44: 70-71.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Junio, 2010.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Garcia-Ayuso D, Valiente-Soriano FJ, Jimenez-Lépez M, Villegas-Pérez MP, Agudo-
Barriuso M, Coffey P, Vugler AA, Vidal-Sanz M, Semo M.

Titulo: Population Of Melanopsin-expressing Retinal Ganglion Cells In Aging Wildtype And Rodless/coneless Mice: A
Detailed Quantitative And Topographical Analysis.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. E-Abstract. 3466

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2011.

*Poster seleccionado para exposicion multimedia online durante un mes en la pdgina web de la Association for

Research in Vision and Ophthalmology.

Autores: Garcia-Ayuso D, ORTIN-MARTINEZ A, Agudo-Barriuso M, Jiménez-Lopez M, Bernal-Garro JM, Nieto-Lopez L,
Cuenca N, Pinilla I, Vidal-Sanz M, Villegas-Pérez MP.

Titulo: Cone Degeneration In A Model Of Hereditary Rod Degeneration: The P23H Rat.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacion: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. E-Abstract. 4338.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2011.

Autores: Valiente-Soriano FJ, Garcia-Ayuso D, ORTIN-MARTINEZ A, Semo M, Jiménez-Lépez M, Gias C, Villegas-Pérez
MP, Coffey P, Vidal-Sanz M, Vugler AA.

Titulo: Patterns Of Light-mediated C-fos Activity In The Medial Visual Cortex Of Mice Lacking Both Rods And Cones.
Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacidn: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. E-Abstract. 3464.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2011.

*Poster seleccionado para exposicion multimedia online durante un mes en la pdgina web de la Association for

Research in Vision and Ophthalmology.
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Autores: Salinas-Navarro M, Nadal-Nicolds F, Nieto-Lépez L, Jiménez-Lopez M, ORTIN-MARTINEZ A, Garcia-Ayuso D,
Galindo-Romero C, Agudo Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.

Titulo: Shortly After Ocular Hypertension There Is Loss Of Retinal Ganglion Cells, But Not Of Other Cells Of The Ganglion
Cell Layer Of The Retina.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. E-Abstract. 2459.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2011.

Autores: Nadal-Nicolds F, Jiménez-Lépez M, Salinas-Navarro M, Nieto-Lépez L, ORTIN-MARTINEZ A, Galindo-Romero C,
Sadnchez-Migalldén MC, Garcia-Ayuso D, Sobrado-Calvo P, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Whole number and spatial distribution of Brn3c and Brn3b positive retinal ganglion cells in the adult rat retina.
Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:246.

Lugar celebracién: Valencia, Espafia. Fecha: Noviembre, 2011.

Autores: Salinas-Navarro M, Nadal-Nicolds FM, Lopez-Nieto L, Jiménez-Lopez M, ORTIN-MARTINEZ A, Galindo-Romero
C, Valiente F, Sdnchez-Migallén MC, Avilés-Trigueros M, Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.

Titulo: Ocular Hypertension Induces in the Ganglion Cell Layer of Adult Albino Rats Specific Retinal Ganglion Cell Loss.
Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:251.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Noviembre, 2011.

*Poster galardonado con la Mencién de Honor a la mejor Comunicaciéon Oral Breve.

Autores: Valiente-Soriano FJ, Garcia-Ayuso D, ORTIN-MARTINEZ A, Ma'ayan Semo, Jiménez-Lépez M, Gias C,
Nommiste B, Salinas-Navarro M, Villegas-Pérez MP, Coffey P, Vidal-Sanz M, Vugler AA.

Titulo: Study of light-mediated C-fos activity in the medial visual cortex and the retrosplenial cortex of mice lacking
rods and cones.

Tipo de participaciéon: Comunicacién oral

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:254.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Noviembre, 2011.

Autores: Galindo-Romero C, Valiente-Soriano FJ, Nadal-Nicolds FM, Salinas-Navarro M, ORTIN-MARTINEZ A, S&nchez-
Migallén MC, Garcia-Ayuso D, Villegas-Perez MP, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M.

Titulo: Effect of brain-derived neurotrophic factor on the survival of axotomized retinal ganglion cells in the adult
pigmented mice.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:236.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Noviembre, 2011.
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Autores: Gallego Bl, Salazar JJ, De Hoz R, Rojas B, Ramirez Al, Salinas-Navarro M, ORTIN-MARTINEZ A, Valiente-Soriano
FJ, Avilés-Trigueros M, Villegas-Perez MP, Vidal-Sanz M, Trivifo A, Ramirez JM.

Titulo: MHC-Il Changes in the Glia of Contralateral Mice Retina to Experimental Glaucoma.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:237.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Noviembre, 2011.

Autores: Garcia-Ayuso D, ORTIN-MARTINEZ A, Agudo-Barriuso M, Jiménez-Lopez M, Beral-Garro JM, Galindo-Romero
C, Nieto-Lopez L, Nadal-Nicolds FM, Cuenca N, Pinilla |, Vidal-Sanz M, Villegas-Pérez MP.

Titulo: Degeneration of Rods and Cones In The P23H Rat.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:238.

Lugar celebracién: Valencia, Espaia. Fecha: Noviembre, 2011.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Valiente-Soriano FJ, Garcia-Ayuso D, Alarcén-Martinez L, Jiménez-Lépez M, Bernal-
Garro JM, Nadal-Nicolds FM, S&nchez-Migallon MC, Salinas-Navarro M, Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-
Sanz M.

Titulo: Characterization of a focal model of photoreceptor degeneration induced by phototoxicity.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: Congreso Internacional SIRCOVA.

Publicacién: Ophthalmic Res 2011 46:247.

Lugar celebracién: Valencia, Espana. Fecha: Noviembre, 2011.

Autores: Rojas B, de Hoz R, Salazar J, Ramirez A, Gallego B, Ramirez J, Salinas-Navarro M, ORTIN-MARTINEZ A, Trivino A.
Titulo: Quantification of GFAP and NF-200+ retinal ganglional cells in contralateral mice retina to experimental
glaucoma.

Tipo de participacién: Comunicacién oral.

Congreso: European Association for Vision and Eye Research.

Publicaciéon: Acta Ophthalmologica, 89: 0. doi: 10.1111/j.1755-3768.2011.2133.x

Lugar celebracién: Viena, Austria. Fecha: Diciembre, 2011.

Autores: Garcia-Ayuso D, ORTIN-MARTINEZ A, Agudo-Barriuso M, Jiménez-Lépez M, Galindo-Romero C, Sobrado-
Calvo P, Vidal-Sanz M, Villegas-Pérez MP.

Titulo: Cambios morfoldgicos y de distribucion espacial de los fotorreceptores en un modelo animal de retinosis
pigmentaria.

Tipo de participacién: Conference.

Congreso: OPTOM2012: 22 Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica Oftdimica.

Lugar celebracién: Madrid, Espana. Fecha: Febrero, 2012.

Autores: Sénchez-Migallén MC, Nadal-Nicolds FM, ORTIN-MARTINEZ A, Galindo-Romero C, Nieto-Lépez L, Agudo-
Barriuso M, Sobrado-Calvo P.

Titulo: Andlisis descrptivo y cuantitativo del daltonismo en una poblacién mediante Test de Farnsworth D-15

Tipo de participacion: Electronic Poster.

Congreso: OPTOM2012: 22 Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica Oftdlmica.

Lugar celebracién: Madrid, Espana. Fecha: Febrero, 2012.
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*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Nadal-Nicolds FM, Salinas-Navarro M, Valiente-Soriano FJ, Alburquerque-Béjar JJ,
Bernal-Garro JM, Nieto-Lopez L, Villegas-Pérez MP, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M.

Titulo: Ocular Hypertension In The Adult Rat Retina Results In Protracted Loss Of S- And L-cones.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2012. Vol. 53, 2488-2488.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2012.

Autores: Nadal-Nicolds FM, Jiménez-Lopez M, Salinas-Navarro M, Nieto-Lopez L, ORTIN-MARTINEZ A, Galindo-Romero
C, Sdnchez-Migallén MC, Sobrado-Calvo P, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M,

Titulo: Whole Number And Spatial Distribution Of The Pou4f Family Of Transcription Factors In The Adult Rat Retina.
Tipo de participacién: Poster.

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2012. Vol. 53, 6562-6562.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2012.

Autores: Ramirez JM, de Hoz R, Salazar JJ, Ramirez Al, Rojas B, Gallego BI, Salinas-Navarro M, ORTIN-MARTINEZ A,
Villegas-Pérez MP, Trivino A.

Titulo: 1OP Induces Changes In The GFAP-Labelled Retinal Area But Not In Astrocyte Number In Mice Retina
Conftralateral To Experimental Glaucoma.

Tipo de participacién: Poster

Congreso: Annual Meeting of "The Association for Research in Vision and Ophthalmology" (ARVO).

Publicacién: Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2012. Vol. 53, 2025-2025.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2012.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Nadal-Nicolds FM, Salinas-Navarro M, Valiente-Soriano FJ, Alburquerque-Béjar JJ,
Bernal-Garro JM, Nieto-Lopez L, Villegas-Pérez MP, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M.

Titulo: Ocular Hypertension In The Adult Rat Retina Results In Protracted Loss Of S- And L-cones.

Tipo de participacién: Conference.

Congreso: Pan-American Research Day 2012.

Publicacién: Pan-American Research Day 2012 Programme. Vol.1, 7-7.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2012.

Autores: Nadal-Nicolds FM, Jiménez-Lopez M, Salinas-Navarro M, Nieto-Lépez L, ORTIN-MARTINEZ A, Galindo-Romero
C, S&nchez-Migallén MC, Sobrado-Calvo P, Vidal-Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Whole Number And Spatial Distribution Of The Pou4f Family Of Transcription Factors In The Adult Rat Retina.
Tipo de participacién: Conference.

Congreso: Pan-American Research Day 2012.

Publicacién: Pan-American Research Day 2012 Programme. Vol.1, 8-8.

Lugar celebracién: Fort Lauderdale, Florida, USA. Fecha: Mayo, 2012.

*Autores: ORTIN-MARTINEZ A, Nadal-Nicolds FM, Jiménez-Lépez M, Alburquerque-Béjar JJ, Villegas-Pérez MP, Vidal-
Sanz M, Agudo-Barriuso M.

Titulo: Total Number and Spatial Distribution of Mouse Cones.

Tipo de participacién: Poster.

Congreso: 8" Fens Forum of Neuroscience.

Publicacién: Fens Forum of Neuroscience Programme. Vol.1, 259-259.
http://ebooks.ekonnect.co/FENS%20Forum%202012%20Programme%20Book/
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Resumen

1  RESUMEN.

Objetivo.

Determinar el nUmero total y la topografia de la poblacién de conos en dos cepas de rata y
dos de ratén utilizando rutinas automatizadas que nos permita investigar objetivamente los efectos de
diferentes modelos experimentales de patologias humanas tales como la degeneracidon macular
asociada a la edad (DMAE), retinosis pigmentaria (RP) y la neuropatia éptica glaucomatosa (NOG)

sobre la poblacién de fotorreceptores.

Material y métodos.

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado un total de 303 ratas y 23 ratones. Se
han utilizado cinco cepas distinta de roedores: Sprague-Dawley (SD), Piebald Virol Glaxo (PVG) vy la
rata transgénica P23H-1, y ratones Swiss y C57/BL6. Todos los experimentos y procedimientos se han
realizado bajo el estricto cumplimiento de las recomendaciones de la “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)” y la
“"European Union guidelines for the use of animals in research”, y todos los procedimientos utilizados han
sido previamente aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad
de Murcia.

Se han utilizado diferentes técnicas para el estudio histoldgico y morfoldgico como la
identificacién mediante inmunohistoflorescencia de los tres tipos de fotorreceptores presentes en
roedores ademds de otras poblaciones celulares retinianas, y se han analizado en retinas montadas a
plano, en secciones transversales, mediante tinciones cldsicas como la HE; se han utilizado tecnologias
de imagen avanzadas como la Specfral Domain Optical Coherence Tomography (SD-OCT)y se ha
realizado andlisis de proteinas mediante Western Blot.

Como modelo de RP se ha utilizado la rata tfransgénica P23H-1, esta rata es portadora de una
mutacién autosémica dominante en el gen de la rodopsina (la sustitucion de prolina en vez de
histidina en el coddn 23 de la rodopsina) que causa distrofia y muerte de los fotorreceptores. Se ha
desarrollado un nuevo modelo experimental Util para la comprension de la patologia de la DMAE, la
fototoxicidad de los fotorreceptores tipo cono inducida por LED (FTIL). La exposicion de luz azul de un
LED sobre la retina de rata provoca un dano localizado en el drea de mdxima densidad de conos-L y
con un ratio de conos-bastones similar al de la macula humana. Por Ultimo se ha utilizado un modelo
experimental recientemente desarrollado en el Laboratorio de Oftalmologia Experimental de la
Universidad de Murcia de hipertensién ocular (HTO) inducida mediante Idser que permite la evaluacion

de los efectos de la NOG sobre la poblacién de fotorreceptores.

Resultados.

El nUmero medio de conos que expresan la opsina-L es de 231.736 £ 14.517 en la rata SD;
239.939 £ 6.494 en larata PVG; 117.424 £ 17.721 en el ratdn Swiss y 135.155 £ 8.742 en el ratdn C57/BLé. El
nUmero medio de conos que expresan la opsina-S es de 41.028 + 5.074 en la rata SD; 27.316 = 2.235 en
la rata PVG; 146.682 £ 24.958 en ratones Swiss y 119.616 + 8.756 en ratones C57/BL6. El porcentaje de
conos duales en la rata SD es del 3,2%, del 2,9% en la PVG, de un 73% en el ratdn Swiss y de un 40% en
el C57/BLé6.




Resumen

En todas las cepas de ambas especies existe un paralelismo en la distribucién de las células
ganglionares de refina (CGR) y los conos-L. La topografia de los conos-L en todas las cepas de rata y
ratén analizadas es similar, se observan zonas de alta densidad en el eje nasotemporal superior, las
densidades medias alrededor del nervio éptico y un descenso de densidad gradual desde las zonas
centrales hacia las periféricas. Sin embargo, existen claras diferencias en la distribucion de los conos-S
enfre las especies y cepas anadlizadas. Mientras que en las dos cepas de rata existe un gradiente
creciente de densidad de los conos-S hacia el cuadrante nasotemporal y las zonas de mayor
densidad se encuentran en la extrema periferia, en el ratdn Swiss los conos-S son abundantes en la
retina dorsal aunque la zona de alta densidad se encuentre en la retina ventral, pero el ratén C57/BLé
muestra un nimero muy bajo de conos-S en la zona dorsal de la retina y una poblacidén muy densa en
la retina ventral, apareciendo la densidad mayor en la parte nasal.

El la rata P23H-1, la degeneracién de los bastones ocurre antes que la de los conos y de forma
rdpida: primero con el acortamiento de los segmentos externos, a P30 existe una gran pérdida de
bastones y a P180 la pérdida es practicamente en la totalidad de la retina exceptuando la extrema
periferia. El nUmero de conos-L en todas las edades analizadas es menor en las ratas P23H-1 que en las
SD controles y desciende significativamente con la edad (P180). La degeneracién de bastones y conos
estd espaciotemporalmente relacionada, ocurre en forma de anillos que aparecen alrededor de P90 y
se extiende por toda la retina. A P180, los anillos de degeneracién son mds abundantes en la retina
ecuatorial y de mayor tamano en la retina dorsal.

En un nuevo modelo in vivo de fototoxicidad focal de los fotorreceptores inducido por LED, la
SD-OCT muestra un dafo en una regién circular situado en la refina superotemporal cuyo didmetro
varia desde 1.842,4 + 84,5 mm (24 h) hasta 1.407,7 £ 52,8 mm (7 d). En esta region se observa una
disminucién progresiva del espesor de la retina desde 183,4 £ 5 mm (12 h) hasta 114,6 £ 6 mm (7 d). Las
secciones transversales muestras una pérdida masiva de bastones y conos en la regién danada por la
luz. En las retinas montadas a plano se observa una regién circular con disminucidon del nimero de
conos-L y conos-S. En este drea circular (de radio de T mm o 1.3 mm respectivamente) en las retinas
izquierdas y en la regién correspondiente de la retina control derecha, el nUmero total de conos-L o
conos-S esde 7.118 £ 842 6 661 + 125 en las retinas fotoexpuestas (n=7) y de 14.040 + 1.860 6 2.255+ 193
en las retinas confrol (n=7), respectivamente. Aunque el CNTF no, la brimonidina, el BDNF, PEDF vy el
bFGF muestran efectos neuroprotectores significativos sobre los conos-L y conos-S.

La HTO provoca sectores con su vértice en el disco éptico carentes de CGR Brn3a pero que
aun contienen gran nUmero de nucleos DAPI positivos. Los niveles de todas las opsinas disminuyen a las
2 semanas y esta disminucion progresa hasta el 20% de los niveles basales a los 3 meses. Las secciones
transversales revelan dreas focales de degeneracién en las capas externas de la retina (CER). Las CGR
supervivientes a los 15 dias representan aproximadamente el 28% y no cambian con el tiempo,
mientras que de las poblaciones de conos-L y conos-S sobreviven un 80% y un 65% a un mes o un 35%

y un 20% a 6 meses, respectivamente.

Conclusiones.

Se ha establecido, por primera vez, el nUmero total y la distribucién topogrdfica de los conos-L
y conos-S en dos cepas de rata y dos de ratdn y se ha demostrado el paralelismo topoldgico de la
distribucién de los conos-L y las CGR. Se han proporcionado las bases para estudiar la degeneracion

de conos y su prevencion en condiciones patolégicas.
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Resumen

Se ha descrito por primera vez que, en la rata P23H-1, la degeneracién de bastones y conos
estd espaciotemporalmente relacionada y se produce en anillos. La pérdida de conos sigue a la
pérdida de bastones, que comienza de forma temprana, incluso antes de P30, la primera edad
analizada. Las caracteristicas de los anillos sugieren que la degeneracién secundaria de conos estd
influenciada por la localizacién en la retina y / u otros factores intrinsecos o extrinsecos.

Se ha evidenciado que la FTIL provoca una pérdida de conos y bastones y es un modelo
fiable, cuantificable y reproducible para estudiar la degeneracién de los fotorreceptores. La
administraciéon intravittea de BDNF, PEDF o bFGF, o la administracion tépica de brimonidina
proporcionan neuroproteccién significativa sobre los conos, en este modelo.

Se ha demostrado que la HTO induce una pérdida selectiva de CGR en la capa de la CGR que
no progresa después de 1 mes, mientras que los conos-L y conos-S presentan una pérdida progresiva
hasta los 6 meses. Por lo tanto, HTO provoca graves danos tanto en las capas mds internas como en las
CER.




2  SUMMARY.

Purpose.

To determine the total number and tfopography of the cone population in two rat and two mouse
strains using automated routines which allowed us to investigate objectively the effects of different
experimental models of human pathologies such as Aging Macular Degeneration (AMD), Retinifis

Pigmentosa (RP) and Glaucomatous Optic Neuropathy (GON) on the photoreceptor population.

Material y methods.

A total of 303 rats and 23 mice were used in this thesis, five different strains of rodents were used:
albino Sprague-Dawley (SD), pigmented Piebald Virol Glaxo (PVG) and P23H-1 transgenic rats, albino
Swiss and pigmented C57/BLé mice. All experimets and procedures were carried out in strict
accordance with the recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) and the European Union guidelines for
the use of animals in research, and all the protocols were approved by the Ethical and Animal Studies
Committee of the University of Murcia.

Several techniques such as, the identification of the three different types of photoreceptors and
other retinal populations by immunonhistofluorescence analyzed in whole flat-mounted refinas and in
oriented radial sections, classical staining as H-E, imaging advanced technologies as Spectral Domain
Optical Coherence Tomography (SD-OCT), and protein analysis by western blot, have been used.

In this thesis the P23H-1tfransgenic rat has been used as a model of RP, this animal bears an
autoasomal dominat mutation in the rhodopsin gene (proline fo histidine substitution at codon 23 of the
rodopsin profein) that causes photorecptor dystrophy and death. A new experimental model useful to
understand the AMD pathology, has been developed for this thesis, Light Emmitting Dioede (LED)-
induced cone-photoreceptor phototoxicity (LIP), the blue-light LED exposition on the raf retina causes a
damage-area located in the retinal zone with maximun L-cones densities and a cone to rod ratio similar
to the human macular fovea. And finally, an experimental model of Laser-induced ocular hypertension
developed recently in our Laboratory of Experimental Ophthalmology at the University of Murcia has

been used to understand the effects of GON on the cone population.

Results.

The mean number of L-opsintfcones is 231,736 + 14,517 in SD raf; 239,939 + 6,494 in PVG rat;
117,424 + 17,721 in Swiss mouse and 135,155 = 8,742 in C57/BL6 mouse. The mean number of S-
opsintcones 41,028 + 5,074 in SD rat; 27,316 £ 2,235 in PVG rat; 146,682 + 24,958 in Swiss mouse and
119,616 £ 8,756 in C57/BL6 mouse. The percentage of dual cones is 3.2% in SD rat; 2.9% in PVG rat; 73% in
Swiss mouse and 40% in C57/BL6 mouse. In all strains, and both species, there is a parallel distribution of
retinal ganglion cells (RGC) and L-cones. The topography of L-cones is similar in all strains of rats and
mice analyzed, the highest densities are observed in the superior nasotemporal axis, medium densities
around the optic nerve, and this density gradually decreases from the center to the periphery.
However, obvious differences are found in S-cones distribution. While in the two rat strains there is a
increasing gradient of S-cones density along the inferonasal quadrant and the highest densities are

found in the refinal rim, in the Swiss mouse strains S-cones are abundant in the dorsal retina although




their highest densities are ventral but the C57/BL6 mouse shows a low number of S-cones in the dorsal
retina and very dense population in the ventral retina, being densest in its nasal aspect.

In P23H-1 rats, rod degeneration occurs rapidly: first the rod outer segment shortens, at P30
there is extensive rod loss, and by P180 rod loss is almost complete except for the most peripheral refina.
The numbers of L cones are, at all postnatal ages, lower in P23H-1 rats than in confrol SD rats, and
decrease significantly with age (by P180). Rod and cone degeneration is spatiotemporally related and
occurs in rings that appear already at P90 and spread throughout the entire retina. At P180, the rings of
rod-cone degeneration are more abundant in the equatorial retina and are larger in the dorsal refina.

In a novel in vivo model of focal LED-induced photoreceptor phototoxicity SD-OCT showed
damage in a circular region of the superotemporal refina, whose diameter varied from 1,842.4 + 84.5
mm (at 24 hours) fo 1,407.7 £ 52.8 mm (at 7 days). This region had a progressive thickness disminution
from 183.4 £ 5 mm (at 12 h) to 114.6 £+ 6 mm (at 7 d). Oriented cross-sections showed within the light-
damaged region of the retina massive loss of rods and cone-photoreceptors. Wholemounts
documented a circular region containing lower numbers of L- and S-cones. Within a circular area (1
mm or 1.3 mm radius, respectively) in the left and in its corresponding region of the contralateral-fellow-
retina, total L- or S-cones were 7,118 + 842 or 661 + 125 for the LED exposed retfinas (n=7) and 14,040 +
1,860 or 2,255 + 193 for the fellow retinas (n=7), respectively. Brimonidine, BDNF, PEDF and bFGF but not
CNTF showed significant neuroprotective effects on L- and S-cones.

Ocular hypertension (OHT) resulted in wedge-like sectors with their apex on the optic disc
devoid of Brn3aRGC but with large numbers of DAPI*nuclei. The levels of all opsins diminished by 2
weeks and further decreased to 20% of basal-levels by 3 months. Cross-sections revealed focal areas of
outer retinal layers (ORL) degeneration. RGC survival at 15 days represented approximately 28% and
did not change with time, whereas the L-cone and S- populations diminished to 80% and 65%, or to 35%

and 20% at 1 or 6 months, respectively.

Conclusions.

It has been established, for the first time, the total number and the topographical distribution of
S- and L-cones in two rat and two mouse strains and demonstrated the correlation of L-cones and RGC
spatial distribution. It has been provided the basis to study cone degeneration and its prevention in
pathologic conditions.

It has been described for the first time that in the P23H-1 rat, rod and cone degeneration is
spatiotfemporally related and occurs in rings. Cone loss follows rod loss and starts very soon, even before
P30, the first age analyzed here. The characteristics of the rings suggest that secondary cone
degeneration is influenced by retinal position and/or other intrinsic or extrinsic factors.

It has been evidenced that LIP results in rod and cone-photoreceptor loss, and is a reliable,
quantifiable model to study cone-photoreceptor degeneration. Intravitreal BDNF, PEDF or bFGF, or
topical BMD afford significant cone neuroprotection in this model.

It has been demostrated that OHT induces in the ganglion cell layer selective RGC loss that
does not progress after 1 month, whereas the S- and L-cones exhibit progressive loss up to é months.

Thus, OHT results in severe damage to both the innermost and the ORL.
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3 INTRODUCCION.

3.1 Laretina en el sistema nervioso central.

La retina, a la gue Don Santiago Ramén y Cajal se referia como “...una extensidon periférica del
sistema nervioso central, cuya delicadeza, transparencia y otras caracteristicas estructurales la hacen
especialmente apta para el andlisis histoldégico...” (Ramon y Cajal, 1892), se encuentra alojada en el
globo ocular y es la estructura del sistema nervioso cenfral (SNC) que se encarga de convertir la luz en
una senal eléctrica y ademds comienza el proceso de la informacion luminosa. La sensibilidad de la
retina es tal que permite ver en condiciones de luminosidad que oscilan desde la luz de las estrellas a la
luz solar, discrimina longitudes de onda de modo que podemos ver los colores, y es lo suficientemente
precisa como para que podamos detectar un pelo humano o una mota de polvo a varios metros de
distancia (Hubel, 2000).

3.1.1 El Sistema Visual.

La via visual y, de manera particular, la corteza visual primaria, es quizds hoy la parte mejor
comprendida del cerebro y de la corteza cerebral (Hubel, 2000). El progreso mds asombroso en este
campo viene determinado por la combinacion de los trabajos de Don Santiago Ramén y Cajal,
algunos de ellos expuestos en su libro Histologia del Sistema Nervioso, y las aportaciones que desde
finales de los 50 permitid avanzar a la anatomia vy fisiologia en paralelo, bdsicamente por el desarrollo

de un método fisiolégico de registro de neuronas aisladas en el SNC.

La estructura mds bdsica dentro del sistema nervioso son las células nerviosas o neuronas. A éstas
le acompanan otras células y estructuras con distintas funciones: las células gliales que aportan funciéon
estructural, ayudan a su nutriciéon y eliminan desechos; los vasos sanguineos y las células que los
componen; y, por Ultimo, las distinfas membranas que estdn presentes es las estructuras cerebrales.
Todas en sintdnica armonia en sus interrelaciones configuran la anatomia y permiten la correcta
fisiologia del SNC.

Sin pretensiones de profundizar, se pueden identificar distintas estructuras en una neurona: el
cuerpo celular, el axdn y las dendritas. El cuerpo celular o soma, contiene el ndcleo, las mitocondrias y
las demds organelas celulares, con distintas funciones para el mantenimiento celular; el axén, que es la
fibra nerviosa encargada de conducir la senales; y junto al soma, aparecen varias fibras ramificadas
denominadas dendritas. La totalidad de las fibras nerviosas (el soma, axdén y dendritas) se encuentra

revestida por la membrana celular.

Las dendritas y el soma reciben la informacién procedente de otras neuronas y la envian a
través de su propio axdn hasta otra neurona, que recibird esta informacién gracias a sus dendritas y
soma. Aunque en el sistema nervioso periférico esta transmisién de informacién puede producirse entre

una neurona y otro tipo celular, por ejemplo muscular, en el SNC la transmision sucede siempre entre
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neuronas. Las regiones en las que se produce la fransmision de la informacion entre axén (de la célula

presindptica) y dendritas (de la célula postsindptica) se denominan sinapsis.

La interrelacién de conjuntos de neuronas
que forman estructuras clasificadas en distintos

niveles se conectan en un orden secuencial

g NeRvio determinando, construyendo asi las

denominadas vias nerviosas.

Muy brevemente, se podria decir que la
via visual comienza en las retinas de cada ojo,
donde las células receptoras de la luz envian la
informacién a través de dos capas de células
mds y de los axones (nervio éptico) de las células

NGCLEO ganglionares de retinas (CGR) , hacia el siguiente
GENICULADO

LATERAL . , .
nivel, a los nudcleos geniculados laterales. Estas

CORTEZA VISUAL PRIMARIA (V1) , o
estructuras a su vez envian sus fibras a la zona

Figura 1: Esquema de la via visual. (Tomado del libro visual de la corteza cerebral (corteza visual o

Ojo, Cerebro y Vision de Hubel, 2000).

estriada). Desde dalli, la informacion se envia a
varias dreas visuales secundarias vecinas. El Ibbulo occipital, contiene al menos una docena de estas

dreas visuales y muchas mds se alojan en los Iébulos parietales y temporal (Figura 1).

Siguiendo con conceptos anatomo-fisioldgicos para mejor comprension de esta tesis, en
adelante nos acercamos de forma mds especifica al érgano de estudio de esta tesis y a las células

donde se centra la misma.

3.1.2 El ojo.

En general, el globo ocular de los mamiferos es una estructura esférica formada por tres capas.
De la mds externa a la mds interna encontramos: la esclerdtica, cuya funcién protectora es
compartida con la cornea en el polo anterior; la Uvea, que a su vez diferencia tres estructuras, la

coroides, el cuerpo ciliar y el iris; y por Ultimo, la retina (Figura 2).

La cdérnea es un tejido avascular y fransparente constituido por varias capas. Su capa externa
de células epiteliales en constante renovacién que, en interacciéon con la pelicula de la Idgrima,
establecen una superficie Optica lisa. El estroma estd formado principalmente por fibras de coldgeno y

proteoglicanos, su capa interna estd formada por una monocapa de células endoteliales.

La coroides o capa media del globo ocular tienen como funcién principal irrigar la retina

externa y supone la red capilar mds extensa del globo ocular.

El cuerpo ciliar se encuentra en la zona anterior de la Uveaq, y estd revestido por el epitelio ciliar

que en los procesos ciliares es el encargado de la secrecidn del humor acuoso. Este humor acuoso
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pasa de cdmara posterior por la pupila a la cdmara anterior, donde se produce una dindmica
convectiva del mismo, favoreciendo por tanto, la configuracion y propiedades opticas del globo

ocular y la nutricién del cristalino y cérnea.

El iris es la parte mds anterior de la Uvea y

puede dividirse en dos capas, la anterior y

posterior; en esta Ultima, se encuentra el misculo o
Cristalino

dilatador y el esfinter, claros participantes en los

movimientos de miosis y midriasis pupilar.

El cristalino es un tejido muy especializado
cuya funcién es realizar el enfoque fino de las Cornea

imédgenes proyectadas sobre la retina. Esta
Iris
estructura estd constituida por dos poblaciones .
i o o Humor vitreo

de células epiteliales especializadas: las

superficiales  cuboideas, que forman el

Figura 2: Esquema simple de la anatomia del ojo.

denominado epitelio del cristalino, y las internas

que son alargadas y se conocen como fibras.
Ademds de estas células, el cristalino se compone de grandes concentraciones de proteinas
denominadas cristalinas. Para su funcionalidad, es necesario preservar su fransparencia, presentar un
indice de refraccién superior al medio en el que permanece suspendido y tener superficies de

refraccidn con la curvatura adecuada que, a su vez, debe poder variar para facilitar el enfoque.

La capa mds interna del globo ocular es la retina. Englobado por la retina se encuentra el humor
vitreo y aunqgue éste tenga alguna participacion en el aporte nutricio a las capas mds internas, el
principal sustento nutricional de la retina es aportado por los vasos retinianos en sus capas mds internas
y como sefaldbamos, por la coroides en sus externas. La retina es el érgano en el cual se centra
nuestra investigacién y cuyos conceptos principales se detallan mds extensamente en el siguiente

apartado de esta introduccion.

3.1.3 Laretina.

La refina de los vertebrados y su organizaciéon ha sido objeto de estudio para muchos
investigadores a lo largo de los Ultimos 100 anos. Santiago Ramoén y Cajal (1892) fue uno de los pioneros
en este campo y la mayoria de sus descripciones y clasificaciones todavia continUan siendo vigentes

(Figura 3).
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La principal funcién de la retfina
consiste en la captaciéon de la energia de
las ondas electromagnéticas comprendidas
en el espectro de luz visible y su
transformacién en energia eléctrica, vy
también readliza el proceso incial de la

informacién luminosa.

La retina de todos los vertebrados
adultos incluidos los mamiferos, es una
estructura laminar y consta de fres capas
de cuerpos celulares o somas que, desde el
interior hacia el exferior de la refina, se
denominan: Capa de las CGR, Capa
Nuclear Interna (CNI) y Capa Nuclear
Externa (CNE). Enfre las capas celulares
existen dos capas de neuropilo
denominadas: capa plexiforme interna

(CPI) y capa plexiforme externa (CPE). Por

encima de la capa de las CGR vy situada
mds internamente se encuentra capa de
fibras de las CGR.

En la porcion mds externa o escleral

Figura 3: Esfructura de la refina. Esquema de la retina de de la retina se encuentra el Epitelio
mamifero donde se muestran los tipos de neuronas,

divididos en sus diferentes capas. En la ilustracion se puede Pigmentario (EP) que, embrioldgicamente,
observar que en la capa interna (mds inferior) se
encuentran los axones de células ganglionares de la refina
que se dirigen radialmente hacia el disco éptico, para CNE se localizan los segmentos externos de
formar fuera de la retina el nervio éptico. (Dibujo realizado

por Ramaén y Cajal en 1880). los fotorreceptores. Entre la retina y el humor

no deriva de la retina neural. Entre el EP y la

vitreo se encuentra la membrana limitante interna, que es una Idmina basal de glicoproteinas
adheridas a los pies de las células de MUller, éstas son células gliales radiales que ocupan toda la altura
de la retina. En la regién de los fotorreceptores se localiza la membrana limitante externa constituida
por las uniones entre los extremos distales de las células de Muller y los segmentos externos de los

fotorreceptores.

En todas las especies de vertebrados existen diferencias topogrdficas en la retina que aportan
especificidad, pero todas comparten una organizaciéon estructural bdsica. La estructura laminar y la
gran variedad celular hacen de la retina un centro nervioso altamente complejo, estructurado y
organizado (Caminos, 1998). La luz tiene que pasar a través de todas las capas de la retina antes de
estimular a los elementos fotosensibles (segmentos externos de los conos y los bastones) encargados
de la captacién de la energia luminosa, y de la transformacién de esta energia electromagnética en
energia eléctrica, mediante cambios en el potencial de membrana de los fotorreceptores que van a
dar lugar a los impulsos nerviosos (Hubel, 2000). Este proceso se conoce con el nombre de

fototransduccion.
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Los contactos sindpticos, a través de los cuales se transmiten cambios de potencial eléctrico y
por tanto de informacién nerviosa, se producen en las capas plexiformes o sindpticas. En la CPE o
sindptica externa la informacién es aportada por los terminales de los fotorreceptores y se producen
contactos entre fotorreceptores y células bipolares y horizontales. Ademds, se producen también
contactos entre las células interplexiformes y las células bipolares y horizontales. En la CPI, o sindptica
interna, la informacidén es aportada por los terminales axonales de las células bipolares, y se producen
contactos entre las células bipolares y las CGR y amacrinas. Las células interplexiformes reciben
informacioén de células amacrinas y bipolares y envian su informacién centrifuga hacia la CPE. Asi, en
estas dos capas sindpticas la sefal visual, fransmitida de fotorreceptores a CGR, es modulada por el
resto de neuronas retinianas. Una vez procesada, la informacién visual sale la retina hacia el cerebro
en forma de impulsos nerviosos o potenciales de accién que son conducidos por los axones de las
CGR que forman del nervio éptico (Ramon y Cajal, 1972; Polyak, 1941; Dowling, 1987, Masland, 2001,

Kolb, 2003;) hacia las diferentes regiones retinorecipientes subcorticales.

La citoarquitectura normal de la retina es crucial para su correcto funcionamiento. Por tanto,
los cambios en la integridad de sus capas pueden servir como indice de la funcién retiniana tras el
desarrollo de una patologia o de una degeneracién causada por un agente externo que lesione sus

componentes celulares (Michon et al. 1991).

3.1.3.1 Fotorreceptores.

Existen dos tipos diferentes de fotorreceptores, los bastones y los conos. Los bastones son
sensibles a bajas intensidades luminosas e intervienen en la visibn nocturna (escotdpica) y los conos son
sensibles a mayores intensidades de luz e intervienen por tanto en la visién diurna (fotdpica) vy
cromdtica. Los conos tienen una mayor resolucion temporal, pero son mucho menos sensibles que los

bastones (Dowling, 1987).

Los fotorreceptores son las primeras neuronas de la via visual y se encargan de la
fototransduccidn, es decir, transformar la energia luminosa en seiales eléctricas. Son células con
morfologia alargada vy su estructura estd polarizada para poder realizar sus dos funciones principales:
por un extremo reciben y procesan la energia luminosa y por el ofro, la transmiten. Esta polarizacion
conlleva a que, estructural y funcionalmente, estén divididas en varias porciones celulares que estdn

muy especializadas.

La estructura general de los fotorreceptores es constante en la mayoria de los vertebrados,
aunqgue existen diferencias morfolégicas y, presumiblemente, también funcionales entre especies.
Podriamos describir como fotorreceptor tipo aquel que incluye todas las estructuras descritas en los
fotorreceptores de las distintas especies de vertebrados. Este fotorreceptor constaria de los siguientes
elementos, enumerados segun los encontramos desde las capas mds externas a las mds internas de la
retina: segmento externo, pedinculo de conexién, segmento interno, soma, axén o fibra interna y

terminal sindptico (Figura 4).
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Segmento externo.

El segmento externo es diferente en los

i —~
dos tipos de fotorreceptores y es la estructura que Segmento CSEF
, externo
supone la base de su nombre. En el bastdn es una N
Cilio de E =) <
estructura cilindrica y alargada, mientras que en el conexién ~
cono es relativamente corto, cénico y afilado. Los Segmento
interno
segmentos  externos  estdn  formados  por -
apilamientos de varios cientos de discos formados Soma |: CNE
por una bicapa lipidica en la que se ubican los
fotopigmentos. Los discos estdn orientados en g
xén
dngulo recto en relacién al eje longitudinal de la
célula. Segun las especies la cantidad de discos
oscila entre 600 y 1000 para los bastones y pueden Terrnirjol |: ] CPE
sindptico

ser hendidos o lobulados. En los conos hay mds
Figura 4: Estructura de un fotorreceptor. Izquierda:
microfotografia confocal (x60) de un corte radial de
(Urtubia, 1997). Todos los discos de un cono 15 um obtenido en el criostato de una de nuestras

retinas  albinas, procesada para revelar la
mantfienen su continuidad con la membrana inmunorreactividad contra la OPN1SW, lo que nos
permite apreciar un cono S, con las fipicas estructuras
bdsicas de un fotorreceptor. Derecha: dibuj

bastén lo hacen. Los conos y bastones poseen [l USRI F e

discos, entre 1000 y 1200, pero su espesor es menor

celular por un lado, pero sélo algunos discos de un

senalado a la izquierda los distinfos elementos
pigmentos fotosensibles especificos y diferentes en celulares del fotorreceptor y a la derecha la capa de
la refina en la que se encuentran (CSFR: capa
segmentos externos de los fotorreceptores, CNE:
comun e inherente a todos los fotopigmentos, y gotpe?no?ucleor externa y CPE: capa plexiforme
X
éste se encuentra siempre unido a una porcién Imagen adquirida por Ortin-Martinez (2010)

su estructura. La existencia de un cromodforo es

proteica pura, la opsina, siendo ésta distinta para

cada tipo de fotorreceptor.

Pedinculo o cilio de conexion.

Es un estrecho puente citoplasmdtico que conecta el segmento externo con el interno. Se
frata de un cilio modificado con nueve pares de microtUbulos que han perdido su par central. Su
cuerpo basal es uno de los centriolos de la célula. Generalmente se encuentra lateralizado y

constituye el eje principal del segmento externo (Greiner et al. 1981).

Segmento interno.

El segmento interno es la regidn comprendida entre la membrana limitante externa y el
estrechamiento citoplasmdtico que contiene el cuerpo basal del pedinculo de conexidén. Contiene la
mayor parte de los orgdnulos celulares: mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmdtico liso,
acumulos de glucdgeno, gotas lipidicas, proteinas de citoesqueleto, etc. A través de él circulan las

moléculas que vigjan desde el soma al segmento externo y viceversa. Es una porcién celular con gran
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actividad metabdlica, ya que en los segmentos internos se sintetizan los componentes para la
renovaciéon de los discos de los segmentos externos, y sus mitocondrias proporcionan la energia
requerida para la fototransduccion. Se distinguen distintas regiones que, desde la parte interna a la
externa, se definen como mioide, que conecta directamente con el soma vy el elipsoide, unido al
segmento externo por el pedinculo o cilio de conexidn. El mioide es rico en particulas de glucégeno y
ribosomas mientras que el elipsoide estd repleto de mitocondrias, en particular en los conos (Levin et al.
2011).

Membrana limitante externa.

Se define como membrana limitante externa, no una membrana real sino una regién donde se
producen uniones “zénulas adherens” entre los pies externos de las células de MUller y entre éstas y las

paredes externas de los segmentos externos de los fotorreceptores.

Soma.

En el soma de los fotorreceptores se encuentra el nicleo y el resto de organelas celulares, en el
soma de estas células se encuentra gran cantidad de mitocondrias debido a los requerimientos
energéticos que estas células generan para posibilitar el proceso de fototransduccidn. El conjunto de

nUcleos de los fotorreceptores confeccionan la CNE.

Axon o fibra interna.

Es una fina prolongacién de citoplasma que se extiende desde el soma hasta el terminal
sindptico. En su interior se encuentran proteinas del citoesqueleto, como neurofilamentos o
microtubulos, y vesiculas sindpticas que son mds abundantes a medida que nos acercamos al terminal
sindptico. Esta fibra es en general de pequeno tamano y Unicamente adquiere cierta longitud en los

conos foveales de las retinas de primates, conociéndose como fibras de Henle.

Terminal sindptico.

Son las ferminaciones internas de los fotorreceptores que se hallan en la CPE. Se denominan
esférula en el caso de los terminales de bastones y pediculos en el caso de los conos. Los bastones
sinaptan principalmente con las bipolares de bastén y con los terminales axodentriticos de las células
horizontales H1. Por su parte, los conos sinaptan predominantemente con las bipolares de cono y con

los procesos dendriticos las células horizontales H1 y H2 (Dowling, 1987; Hubel, 2000, Kolb; 2003).
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3.1.3.1.1 Opsinas.

La visibn comienza cuando los fotones son absorbidos por las moléculas fotorreceptoras, o
pigmentos visuales como inicio de la fototransduccion. Los pigmentos visuales estén formados por una
apoproteina donde la parte proteica es una proteina con 7 dominios fransmembrana (Figura 5), la
opsing, y la lipidica, el croméforo, un derivado de la vitamina A, el 11- cis-retinaldehido u 11- cis-retinal.
En la cara citopldsmica, los pigmentos visuales estéin acoplados a proteinas G, las cuales actian como
mensajeras secundarias, transducen la sefal y dan comienzo a la cascada de fototransduccion
(Yokoyama, 2000,2002). Los fotopigmentos responden a la luz mediante un proceso denominado
decoloracién o blanqueo (bleaching). En este proceso, una molécula de pigmento visual absorbe un
fotdn, o unidad simple de luz visible y como consecuencia, el cis-retinal se transforma en su isémero
trans-retinal. El cambio de forma del croméforo inicia una serie de cambios conformacionales en la
opsina, cambios que dan lugar en Ultima instancia a la excitacion del fotorreceptor y finalmente a la
separacion del cromdforo de la opsina. Es decir, tras la estimulacién visual se separan la parte proteica,
opsina, y el cromdéforo isomerizado, el frans-retinal. Para reconstruir o regenerar la rodopsina a su
conformacidn fotosensible, se precisa de la opsina y del cromdforo isomerizado enzimdticamente por
la refinal-isomerasa a la situacién 11-Cis. En esta regeneracién del pigmento visual intervienen el
segmento externo del fotorreceptor y el EP de la retina. Se ha documentado que, en los mamiferos, la

mayor parte del ciclo (la isomerizacidon que regenera la

( configuraciéon 11-Cis) se produce en el EP de la retina.

La Unica reaccién en que participa la luz dura
aproximadamente unos pico-segundos, todas las
demds reacciones restantes son procesos oscuros (en
los que no interviene la luz) y se conducen

quimicamente.

La sensibiidad a la luz de los pigmentos viene
determinada por la interaccion entre el cromdforo vy la
opsina, que tras un qgjuste espectral, responden a una
longitud de onda A de méxima absorcidn, denominada
Amax. Aunque se han caracterizado los aminodcidos
esfructurales clave, comunes a varios pigmentos
visuales, poco se sabe de cudles son los importantes en
este ajuste espectral que determina la sensibilidad de
cada pigmento. Es decir, pequenas modificaciones en
la estructura de las proteinas hacen que el espectro de
Figura 5: Modelo esquemdtico de un absorcion sea diferente, con mdximos de absorcion a

pigmento visual fipo. Estructura: PDB1GUE . . .
Edman et al, 2002, Stucture 10(473.82) longitudes de onda diferentes para la rodopsina, y para

Tomado de RCSB Protein Databank, Porillo et las opsinas de conos azul, verde y rojo.

al BMC Bioinformatics, 2007, 8:316. Se muestran
sus 7 dominios fransmemibrana insertados en la
membrana del disco. El exiremo N terminal de
la proteina aparece en azul, el C terminal en
roio. rodopsina (opsina de los bastones), mientras que en los

El pigmento visual en los bastones se denomina

conos se llama opsina del cono, o pigmento visual del cono azul, verde o rojo u opsinas S, M o L de

acuerdo con la longitud de onda a la que responden o6ptimamente (short, medium or long
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wavelength) (Yokoyama, 2000,2002; Zvyaga et al. 1996; Fahmy et al. 1995). En los primates se han
descrito cuatro tipos de pigmentos visuales con sus correspondientes longitudes de onda de mdxima
absorcién que son para la rodopsina, de 500 nm y para los pigmentos visuales de los conos, longitudes

de 450 nm, azul (Conos-S), 530 nm, verde (Conos-M) o 565 nm, rojo (Conos-L).

En la mayoria de los mamiferos examinados, sin embargo se han encontrado Unicamente dos
tipos de pigmento visual en los conos, uno sensible a longitudes de onda corta (azules) y ofro sensible
una longitud de onda que se encuentra entre el rojo y el verde de los humanos. A este Ultimo tipo de
pigmento se le denomina L/M o L. La sensibilidad de los fres pigmentos encontrados en rata es para la
rodopsina, de 498nm (Bridges, 1959) - 500nm (Bridges, 1959; Dowling, 1967; Green, 1971,1973; Ernst y
Kemp, 1975; Dowling, 1967; Bobu et al. 2008) para la opsina S de 358nm (Yokoyama et al. 1998) y para
la opsina L, de 510 nm (Neitz y Jacobs 1986) - 509nm (Radlwimmer y Yokoyama, 1998).

La mayoria de los receptores sensoriales ordinarios, quimicos, térmicos o mecdnicos, se
despolarizan en respuesta al estimulo apropiado, del mismo modo que los nervios se despolarizan en
respuesta a un estimulo excitador y la despolarizacién conlleva la liberaciéon de neurotransmisores en
los terminales axonales. Sin embargo, los fotorreceptores se hiperporalizan con la luz. En 1964 fue el
neurofisidlogo japonés Tsuneo Tomita (Hubel, 2000), el primero en introducir con éxito un
microelectrodo dentro de los conos de un pez, con un resulfado tan sorprendente que muchos
cientificos contempordneos lo cuestionaron al principio. En la oscuridad el potencial de membrana del
cono era inesperadamente bajo para una célula nerviosa. Cuando ilumind el cono, este potencial se
incrementd, la membrana se hiperpolarizaba, justo al contrario de lo que se habia asumido que ocurria
al tratarse de células neurales. En la oscuridad, los fotorreceptores de los vertebrados se encuentran
aparentemente mds despolarizados que las neuronas normales en reposo, y la despolarizaciéon
produce una liberacidn mantenida de neurotransmisor en el terminal axonal, exactamente lo que
ocurre en la estimulacidn de neuronas convencionales. La luz, al hiperpolarizar el potencial de
membrana del receptor, detiene la liberacién del neurotransmisor. Por muy extraio que parezca, la

estimulacién apaga el receptor (Hubel, 2000).

3.1.3.2 Epitelio pigmentario de la retina.

El EP estd formado por una monocapa de células epiteliales cuboideas o cilindricas que
separa los fotorreceptores de la coroides. En la retina de los primates desarrollados no se observan
mitosis en el EP, por lo que éste se considera un grupo estable de células que no se dividen (Kajiwara et
al. 1994). La membrana de la cara retiniana de las células del EP forma numerosas microvellosidades
largas que se interdigitan con los segmentos externos de los bastones. En los mamiferos los segmentos
externos de los conos estdn recubiertos por especializaciones multilamelares denominadas vainas de
los conos (Jay M, 1982). No existe contacto anatdmico entre los fotorreceptores y el EP exceptuando el
de la matriz interfotorreceptora, matriz compuesta de una combinacién de proteinas y proteoglucanos
que rellena el espacio subretiniano. Las células epiteliales del EP estd unidas entre si mediante
complejos de unién formados por uniones estrechas prominentes que divide a las células en la mitad

apical dirigida hacia la retina y la mitad basal que se enfrenta a la coroides. En la mitad basal se
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encuentra el ndcleo y numerosas mitocondrias, en el citoplasma a nivel apical se localizan un gran

nUmero de grdnulos de pigmento de color negro, por eso se denomina pigmentario.

La importancia del EP radica en sus funciones (Garcia-Feijoo y Pablo-Julvez, 2012), entre las

qgue cabe mencionar:

Forma junto con la membrana de Brich la barrera hemato-retfiniana en la porcién externa de
la retina que recibe su vascularizacién de la coroides. Las células del epitelio tienen uniones estrechas
entre ellas y se encuentran entre la retina y los capilares fenestrados de la coroides. El tercio externo de
la retina depende para su irrigacién de la circulacion coroidea mientras que los dos tercios internos
dependen de la arteria central de la retina. Para la misma masa de tejido, las necesidades
metabdlicas de la retina son aproximadamente 7 veces las del cerebro y las mds altas de cualquier

tejido de nuestro organismo.

Fagocita las porciones mds apicales (que contienen los discos mds viejos) de los segmentos
externos de los fotorreceptores. Las células del EP tiene 3 fipos de inclusiones citoplasmdticas:
Melanosomas, grdnulos de lipofuschina y fagosomas. Los grénulos de lipofuschina tienen su origen en
fagosomas (producidos por fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores) que no son
digeridos totalmente. Fagosomas y grdnulos de lipofuschina pueden eliminarse hacia la membrana de
Brich, formando las drusas. Cada célula de EP fagocita aproximadamente entre 2000 y 4000 discos
diarios. Se ha calculado que una célula del EP extrafoveal debe ingerir y degradar, diariamente, un
volumen de material de segmentos externos de bastones que se corresponde con el 7% del volumen
de la propia célula del EP. Se ha estimado que en el mono Rhesus el tiempo de renovacién de los
segmentos externos de los conos es de 13 dias en la regién parafoveal y 9 dias en retina periférica.
Como las células del EP en general no se dividen, la cantidad de material de membrana que deben

ingerir y degradar durante su vida supera con mucho la de cualquier ofra célula fagocitica.

Los fotorreceptores y los capilares coroideos dependen del EP para su supervivencia. Si el EP
se destruye (quimica o mecdnicamente), los fotorreceptores y los capilares coroideos se atrofian. Se
calcula que el EP de la retina humana, tiene aproximadamente entre 4,5 - 6 millones de células. La
distribucion no es homogéneaq, las células son mds altas y estrechas en la mdcula y mds anchas y
planas en la periferia de la retina. En promedio (excepto en la regién central), el polo apical (interno)
de una célula del EPR contacta hasta con 30 fotorreceptores que pueden ser todos bastones, mezcla

de conos y bastones o conos.

El EP contiene melanina, con lo que impide la reflexién de la luz en la retina y contribuye asi a
aumentar la nitidez de la imagen en el caso de luminosidad elevada. El grado de pigmentacion es
variable en relaciéon con la raza o el fenotipo del individuo. Hay mds densidad de pigmento en la
regién macular que en la regién periférica. Los grdnulos de melanina estdn concentrados
principalmente en el polo interno (apical) de las células y también en las prolongaciones
citoplasmdticas que se entrelazan con los segmentos externos de los conos y bastones. La melanina

del epitelio contribuye al secuestro de radicales libres y su detoxificacion.
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El EP almacena vitamina A, a partir de la cual se forma el componente no proteico (retinal) de
los cuatro tipos de pigmentos visuales, y participa en el metabolismo del pigmento visual (11-cis-retinal)
qgue se intercambia entre el EP y los segmentos externos de los conos y bastones, en el proceso de

regeneracién del pigmento visual (ciclo visual).

El EP proporciona apoyo metabdlico y funcional a la retina mediante el fransporte activo de
iones. Ademds es fuente de produccion de factores troficos (e.g., el factor de crecimiento derivado

del epitelio pigmentario, PDEGF).

La integridad anatomo-funcional del EP es necesaria para generar la onda C del electro-
retinograma (ERG). El ERG es un potencial de campo constituido por cambios de voltaje que se
registran del ojo cada vez que se estimulan con un destello de luz. Para ello, se coloca un electrodo
de baja resistencia en la superficie corneal y ofro electrodo de referencia (indiferente) en cualquier

otro lugar de la cabeza.

Las células del EP, en general, no se dividen. Tras un fraumatismo de la retina o
desprendimiento regmatdgeno, pueden proliferar vigorosamente vy liberarse del EP como células libres
gue descansan sobre las superficies internas del sesgmento posterior del ojo, donde se transdiferencian
a un fenotipo similar al de los fibroblastos y pueden participar en la formacién de membranas
contrdctiles fibrocelulares. La proliferacién del EP es también importante en la formacién de

membranas epirretinianas si hay orificio en la retina.

3.1.3.3 Especializacion regional de la retina.

La retina de los vertebrados suele presentar especializaciones regionales que vienen
determinadas por la distribucién espacial y densidad de las CGR. La mayoria de los ojos estdn
especializados para mirar a un punfo, o para mirar a un horizonte visual, o para ambos, y esto se
corresponde con la presencia en la retina de una regién con una alta concentracién (densidad) de
CGR, conos y bipolares de cono. Estas regiones toman la forma de un drea central, aproximadamente
circular, o de una estria visual, alargada horizontalmente. Esta densidad espacial celular de la retina se
debe a diferencias en el crecimiento de la retina y en la fecha de nacimiento de las neuronas
refinianas. La densidad de CGR a través de la retina es un buen indicador del grado en el que el ojo

muestra cualquiera de estas especializaciones.

En la retina de los roedores se ha descrito una estria visual (Salinas-Navarro et al. 2009a,b). La
estria visual es una regién de la retina especializada en proporcionar la mejor vision en determinados
puntos del espacio visual. En primates, algunos pdjaros y reptiles la zona mds especializada y central de
la retina es conocida como drea centralis. La principal caracteristica de esta drea centralis, es que
contiene una alta concentracion de CGR, conos-L y células bipolares, y donde los conos-S y bastones
son prdcticamente ausentes en primates adultos incluidos los humanos, esta drea se denomina

también mdcula o févea en humanos y primates (Rodieck, 1998; Lukats et al. 2005).
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3.2 Modelos experimentales.

La retina presenta multiples ventajas para su estudio experimental. La retina proporciona un
excelente modelo de estudio tanto a corto como a largo plazo de la respuesta neuronal a una gran
variedad de patologias, incluyendo el dafo inducido por fototoxicidad (Marco-Gomariz et al. 2006;
Garcia-Ayuso et al. 2011, Montalban-Soler et al. 2012), modelos hereditarios de degeneracion de
fotorreceptores (Villegas-Perez et al. 1996, 1998; Wang et al. 2000, 2003; Garcia-Ayuso et al. 2010}, o
modelos de degeneraciones relacionadas con la neuropatia éptica glaucomatosa (Morrison et al.
2005,2011;Vidal-Sanz et al. 2002, 2012; Parrilla-Reverter et al. 2009; Salinas-Navarro et al. 2009).

Para la realizacion esta Tesis Doctoral se han utilizado modelos experimentales de distintas
patologias previamente establecidos, como el modelo experimental de hipertensidon ocular, o la cepa
de rata fransgénica P23H-1, cuya mutacion en el gen de la rodopsina supone un modelo experimental
de retinosis pigmentaria comUnmente utilizado. Ademds, se ha desarrollado un nuevo modelo, un
modelo de degeneracién focal de Fotorreceptores inducido mediante fototoxicidad, que se ha
demostrado fiable, cuantificable y reproducible. En los fres modelos experimentales nos hemos

enfocado en el andlisis y el estudio cuidadoso de la poblacidn de fotorreceptores.

Por todo ello, y puesto que los modelos experimentales son parte fundamental del soporte de
esta tesis, a continuacion se presentan distinfos modelos experimentales de enfermedades con gran
prevalencia en la poblacién humana, con el fin de asentar conceptos bdsicos necesarios para la

comprensién global de la tesis.

3.2.1 Modelos experimentales de Retinosis Pigmentaria.

La retinosis pigmentaria (RP) comprende un grupo heterogéneo de degeneraciones hereditarias
en la retina que conducen hacia la ceguera irreversible. La patologia se caracteriza por una muerte
progresiva de los fotorreceptores que afecta primero a los bastones y de forma secundaria a los conos,
ya que los genes mutados se expresan normalmente en los bastones (Pacione et al. 2003; Ayuso vy
Millan, 2010; Cepko, 2012; Daiger et al. 2013). Sin embargo, aunque todos los bastones comparten
defectos genéticos, la degeneraciéon de éstos comienza en la retina ecuatorial y progresa desde ahi

de una forma centripeta (Milam et al. 1998).

Existe la necesidad de profundizar en determinados aspectos de la patologia que aun se
desconocen, aungue algunos mecanismos han sido propuestos, no se sabe con exactitud cémo las
mutaciones en la rodopsina causan la muerte de los fotorreceptores. Tanto en pacientes con RP como
en modelos experimentales de RP los conos degeneran habitualmente, una vez que existe una
pérdida substancial de bastones (Chrysotomou et al. 2009), spor qué los conos degeneran de forma
secundaria a los bastones, cuando los defectos genéticos son especificos de los bastones? (Ayuso y
Millan, 2010; Ferrari et al. 2011). Esta sigue siendo una preocupacién debatida, aunque varios
mecanismos de dependencia cono-bastén de supervivencia han sido postulados: los bastones
secretan un factor esencial de supervivencia para los conos (Leveillard et al. 2004); la pérdida de los

bastones causa dano oxidativo a los conos (Sfone ef al. 1999); los cambios degenerativos de la retina y
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coroides impiden una nutricion normal de los fotorreceptores (Marc y Jones, 2003; Marc et al 2003); y
los bastones en degeneracién producen una toxina que alcanza a los conos mediante las uniones

gap, causando su muerte (Ripps, 2002).

En modelos animales de RP, y después de largos periodos de tiempo se han encontrado conos
viables en estructura y funcién (LaVail et al. 1997; John et al. 2000; Hartong et al. 2006; Chrysotomou et
al. 2008, 2009a,b; Lin et al. 2009; Punzo et al. 2009). La supervivencia de conos en la RP es de especial
importancia ya que pude preservar la visidn fotdpica (Pinilla et al. 2005; Marc et al. 2007; Lu et al. 2013).
Recientemente, varios autores han estudiado la supervivencia de conos en modelos experimentales
de RP y han documentado diferentes grados de degeneracién y de reorganizacién de conos.
(Chrysotomou et al. 2008, 2009a,b; Lin et al. 2009; Punzo et al. 2009; Hombrebueno et al. 2010; Li et al.
2010; Xia et al. 2011; Jiet al. 2012). Algunos de estos estudios han sido realizados en ratas $S334ter-3 (Li et
al. 2010; Xia et al. 2011; Jiet al. 2012), donde se han observado anillos de degeneraciéon de conos y se

ha investigado sobre su naturaleza y una posible relacién con la muerte de bastones.

Varios modelos animales de RP se han utilizado con el propdsito de profundidar en el proceso de
degeneracion de la enfermedad. Nuestro estudio se centra en la rata fransgénica P23H de la linea 1,
un animal que padece una mutacién autosémica dominante en el gen de la rodopsina, una
sustitucion de un aminodcido (una prolina por una histidina) en el codén 23 de la molécula (Steinberg
et al. 1996; Lewin et al. 1998; LaVail et al. 2000; Machida et al. 2000). Esta mutacién se encuentra
también en humanos y es una de las mds comunes asociadas con la RP en Norte América (Dryja et
al.1990; Ferrari et al.2011).

En esta Tesis, con la hipdtesis de la existencia de factores tanto intrinsecos como exirinsecos que
pueden influir sobre la degeneracién genéticamente determinada de fotorreceptores, realizamos un
estudio espaciotemporal de las relaciones entre las degeneraciones de bastones y las de conos en la
rata P23H-1, en el entendimiento de que ello supondrd un paso hacia adelante en la comprensidon

fisiopatoldgica de una enfermedad que desemboca de cualquier forma en ceguera irreversible.

3.2.2 Modelos experimentales de DMAE.

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una exageracién del proceso de
envejecimiento de la retina que estd caracterizado por la aparicién de manchas amarillas discretas

en la mdcula (drusas).

En una etapa mds avanzada de la DMAE se pueden observar uno o mds de los siguientes
hallazgos: atrofia geogrdfica del EP con vasos coroideos subyacentes visibles; desprendimiento del EP
con o sin desprendimiento sensorial; neovascularizacién coroidea subretiniana y tejido cicatricial

fibroglial, hemorragia y exudados subrefinianos.

La DMAE es la principal causa de ceguera irreversible en el mundo occidental en personas de
mdas de 50 anos. En Estados Unidos, el 10% de las personas enfre 65 y 75 anos han perdido algo de

vision central como resultado de la DMAE. La DMAE terminal (ceguera legal) se encuentra
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aproximadamente en el 1.7% en mayores de 50 anos y alrededor del 18% en mayores de 85 anos
(Kanski, 2009).

Deberiamos asumir que no existen modelos experimentales en mamiferos adultos que
reproduzcan la DMAE con una gran fidelidad a la fisiopatologia de la enfermedad, pero existen
estrategias que los investigadores han desarrollado para reproducir modelos de degeneracién de
fotorreceptores, que habitualmente suelen basarse en modelos de degeneracién inducida por

fotoexposiciéon a la luz.

El dano fotoquimico (Organisciak y Vaughan, 2010; Hunter et al. 2012) puede involucrar la
formacion de radicales libres y en consecuencia estrés oxidativo seguido de una activacién del
fotopigmento del fotorreceptor (Noell et al. 1966). Determinadas longitudes de onda corta podrian
ligarse a cambios quimicos en la lipofuscina (Ham et al. 1978). El dano inducido por luz ha sido usado
en modelos de degeneracion humana de fotorreceptores (Marco-Gomariz et al. 2006; Garcia-Ayuso et
al. 2011; Montalban-Soler et al. 2012), incluyendo modelos hereditarios en animales de degeneracion
retiniana y DMAE (Marc et al. 2008). De hecho, la excesiva exposicidon a la luz es conocida como un
factor de riesgo en la DMAE (Taylor et al. 1992; CruickshanKs et al. 2001). Ademds en la patogénesis de
la DMAE, se ha postulado que el daio fotoquimico podria ser mediado por estrés oxidativo (Beatty et
al. 2000).

Hasta ahora, préacticamente la totalidad de los modelos experimentales de fototoxicidad por luz
se habia enfocado en un dano generdlizado en toda la poblacidon de células fotorreceptoras,
producido por exposiciones de luz difusa (Noell et al. 1966, LaVail et al. 1976, 1992,1998; Ham et al. 1978;
van Norren y Schellekens, 1990; Faktorovich et al. 1992; Taylor et al. 1992; Masuda, 1995; Wen et al. 1996;
Cao et al. 2001; Agarwal et al. 2002; Vaughan et al. 2002; Casson et al. 2004; Gauthier et al. 2005; Joly
et al. 2007; O'Driscoll et al. 2008; Organisciak y Vaughan, 2010; Hunter et al. 2012; Kolomeyer et al. 2014;
). Avanzar hacia modelos donde el daio fototdxico de fotorreceptores se produzca de manera focal
(Busch et al. 1999) en zonas de alta densidad de conos, podria incrementar la similitud del modelo

experimental con la fisiopatologia de la DMAE.

3.2.3 Modelos experimentales de Glaucoma.

Un rasgo caracteristico de la neuropatia éptica glaucomatosa ha sido el daino selectivo de las
CGR vy sus axones, en suficiente nimero para producir defectos en el campo visual, sin involucrar otras

neuronas de las capas externas o intfernas de la refina.

Desde las Ultimas dos décadas uno de los objetivos de las investigaciones en este campo ha
sido el intento de comprender si el dano causado por la neuropatia dptica glaucomatosa estaba
restringido a las CGR vy sus axones. Unos pocos estudios histoldgicos post-mortem han contribuido con
datos sobre la integridad de la CNE vy los fotorreceptores, pero en los Ultimos cinco anos, nuevas
técnicas de andlisis de imagen in vivo han permitido el avance en el conocimiento de la implicacién

de los fotorreceptores en pacientes glaucomatosos.

19




Introduccion

La cuantificacién de nicleos de fotorreceptores retinianos y de células del EP de la retina en
0jos humanos con glaucoma secundario de dngulo cerrado, demostré que las células del EP no
difieren significativamente entre ojos glaucomatosos y controles. Sin embargo, los contajes de las
células fotorreceptoras y el espesor de la CNE era significativamente menor en los ojos glaucomatosos
(Panda y Jonas, 1992).

En ojos de glaucoma primario de dngulo abierto no existe un acuerdo sobre la afectacién de
los fotorreceptores ya que existen publicados resultados opuestos. Examinando el nimero y densidad
de fotorreceptores, y el espesor de la CNE, no se encontrd un descenso significativo en los pardmetros
analizados (Kendell et al. 1995). Sin embargo, un exhaustivo andlisis de 128 retinas humanas con
diagndstico de glaucoma crénico (primario de dngulo abierto en la gran mayoria de los casos)
determina la pérdida irregular de fotorreceptores (Nork, 2000, Nork et al. 2000). En concordancia, en el
estudio en el que nucleos eran marcados con DAPI y mediante la utilizacién de un microscopio
multifotén confocal confirman que una gran mayoria de pérdida neuronal ocurre en la capa de CGR,

pues a la vez se observa pérdida de células en la capa externa de la retina (Lei et al. 2008).

Andilisis funcionales como métodos psicofisioldgicos, técnicas de potenciales evocados, y
diferentes protocolos electrofisiolégicos utilizados en pacientes con diferentes tipos de glaucoma, han
demostrado que, en esta enfermedad, se produce una afectacién funcional de la retina externa,
principalmente una afectaciéon de la via de los conos S (Holopigian et al. 1990; Drasdo et al. 2001;
Velten et al. 2001; Bessler et al. 2009; Barboni et al. 2011).

La utilizacién de los avances en los procesos de andlisis de imagen in vivo, asi como la mejora de
los métodos de imagen en la retina humana, han permitido examinar la capa externa de la retina
incluyendo las células fotorreceptoras in vivo. En un estudio mediante la tomografia de coherencia
S6ptica (OCT) en glaucoma primario de dngulo abierto en pacientes con defectos avanzados en la
agudeza visual (AV) central, se demuestra que los segmentos externos de los fotorreceptores en la
févea, y la reflectancia en la membrana limitante interna central, estaban deteriorados (Kanis et al.
2010). En un estudio en el que se utilizd la “Ulirahigh-Resolution Fourier-Domain Coherence
Tomography” (UHR-FD-OCT), “Adaptive Optics” (AO) UHR-FD-OCT, y la “AO-Flood llluminated Fundus
Camera” (AO-FC), para examinar pacientes con neuropatia no-glaucomatosa y pacientes con
glaucoma con diferentes combinaciones de cambios caracteristicos glaucomatosos. Y pruebas
funcionales como la AV, y distintos tests visuales de color en todos los pacientes, se demostré que
neuropatias tanto glaucomatosas, como no-glaucomatosas estdn asociadas con cambios en la retina
externa subsecuentes a la patologia en la retina interna, después un largo periodo de fiempo. También
se encontrd en estos pacientes de glaucoma, una pérdida en la densidad de conos ademds de los
esperados cambios en la retina interna, asi como pérdida de la AV (Choi et al. 2001; Werner et al.
2011).

Aunque a dia de hoy alun no se conoce completamente la etiologia del proceso glaucomatoso
y del mecanismo que resulta en la muerte de las CGR, se han identificado factores de riesgo
relacionados con la enfermedad, tales como la edad, el incremento de la presidn intraocular (PIO), el

espesor corneal y el origen étnico (Quigley et al. 2011).
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Para un mejor entendimiento de los mecanismos implicados en la degeneracion de las CGR
inducida por neuropatia éptica glaucomatosa se han desarrollado diversos modelos experimentales.
Puesto que la elevada PIO supone el factor de riesgo mds importante en pacientes con neuropatia
o6ptica glaucomatosa (The AGIS investigators, 2000), se les ha prestado especial atencidn amodelos
animales de hipertension ocular (HTO). Se ha demostrado que la utilidad de estos modelos han
favorecido el avance de nuestra comprensidn sobre la patologia del nervio éptico inducida por HTO
(Vidal Sanz et al. 2012).

Se han utilizado diferentes modelos experimentales de HTO en mamiferos como mono, rata y
ratén, para determinar los efectos de la HTO sobre las poblaciones neuronales de la retina y ademds,
para contribuir a mejorar el conocimiento sobre los procesos que ocurren en la retina externa tras la

elevacién de la PIO.

En un modelo de HTO en monos Cynomolgus y Rhesus de ablacién de la malla trabecular
mediante Idser, la mitad de los animales padecia una anomalia en sus conos rojo/verdes que era
remarcablemente similar a la enconfrada en humanos (Nork, 2000, Nork et al. 2000). El mismo modelo
fue utilizado previaomente en un trabgjo que demostraba anomalias en la vision del color
principalmente en la sensibilidad de onda corta (Kalloniatis et al. 1993). Ademds, el andlisis cuantitativo
de ARNm vy la hibridacién in situ en este modelo experimental de mono muestra una afectacion de la

refina externa, en particular de los fotorreceptores tipo cono (Pelzel et al. 2006).

Experimentos realizados con un ratdn utilizando comUnmente como modelo de glaucoma
cronico, el “diluted brown non-agouti (DBA)", concluyen que la degeneracién especifica de las CGR
es un proceso asociado a la elevada PIO (Saleh et al. 2007; Calkins, 2012), pero algunos de ellos
sugieren la existencia de degeneracién de las capas externas de la retina (Heiduschka et al. 2010
Calkins, 2012). En un estudio sobre estos ratones se observd un adelgazamiento progresivo de la CNE, el
descenso de la amplitud de las ondas a y b del ERG a los 7 meses de edad y ademds, se documentd
que la afectacion progresaba con la edad (Bayer et al. 2001). Otros estudios anatémicos vy
moleculares demostraron un adelgazamiento de la capa plexiforme externa y cambios degenerativos
esfructurales en la sinapsis de los bastones y ademds se documentd que esta degeneracién era
progersiva y dependiente de la edad. (Fuchs et al. 2012; Cuenca et al. 2014; Fernandez-Sanchez et al.
2014).

En rata, se han utilizado diferentes modelos experimentales para determinar las consecuencias
de la HTO en la retfina externa. En un modelo de inyeccién de suero salino hiperténico en la cdmara
anterior (Anderson y Hendrickson, 1974) se ha determinado que los fotorreceptores se afectan tras la
HTO pero que esa afectacién funcional se caracteriza por su reversibilidad siendo esta recuperacion
de la funcién de la retina externa mds rdpida que la de las CGR (Hez et al. 2006). Con la cauterizacion
de fres venas epiesclerales (Shareef et al. 1995) , no se encontrd ninguna alteracién en la expresion de
opsinas fras una semana de PIO elevada (Herndndez et al. 2009). Resultados similares fueron
presentados en un estudio de ERG en un modelo de fotocoagulacién con Idser, donde no se encontrd
afectacién de la actividad de la retina externa (Ben Shlomo et al. 2005). Sin embargo, un estudio
realizado con microscopia electrénica en ratas glaucomatosas por un modelo de cauterizacién de
venas limbares, muchas neuronas en degeneracién fueron encontradas en la capa de CCR, en la CPI

y en la CNE (Wang et al. 2002). La inyeccién de suero salino hiperténico en las venas epiesclerales
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analizado hasta las 26 semanas con ERG y potenciales visuales evocados sugieren que no sélo sucede
una degeneracion de las CGR sino que ademds existe una degeneracion de las células de la retina
externa, que se confirma mediante histologia, la cual muestra una disminucidn de espesor en las capas
externas de la retina en las retinas glaucomatosas (Georgiou et al. 2014). Una elevacién crénica de la
PIO por tratamiento de laser argdn en las venas epiesclerales (WoldeMussie et al. 2001) revela una
reduccion de la expresion de ARNm de las opsinas de bastones y conos en las retinas con HTO (Drouyer
et al. 2008). Finalimente y mds recientemente, en el modelo de HTO producido por la inyeccién de
suero salino hipertdnico, el uso de los avances en técnicas de imagen in vivo y su nueva incorporacion
en estudios de modelos de animales experimentales bdsicamente por la adaptacion del OCT
Spectralis, ha permitido mostrar evidencias del dano glaucomatoso en las capas externas de la retina,
ya gque se demuestran cambios regionales significantes y la afectacion del espesor retinal en todas las

capas (Guo et al. 2010).

Como se ha descrito en este apartado, el concepto de dano de la retina externa en pacientes
glaucomatoso estd siendo clarificado principalmente por las aportaciones de los avances de las
técnicas de imagen en estudios clinicos, pero sigue existiendo una controversia sobre si existe la
degeneracion de los fotorreceptores en modelos experimentales de HTO. Poder estudiar la poblacion
total de conos, redlizar sofisticadas pruebas de andlisis de imagen in vivo, asi como proceder a su
confirmacién mediante estudios histolégicos, permitird avanzar considerablemente en una de las
cuestiones que Ultimamente suponen una discusién en la comunidad cientifica de la oftalmologia vy la

vision.

3.3 Neuroprotecciéon en modelos de degeneracion retiniana.

El concepto de Neuroproteccion hace referencia al efecto de cualquier sustancia o molécula
con efectos que potencialmente previenen, mitigan o retrasan los procesos neurodegenerativos en el
sistema nervioso.

Se ha demostrado un efecto neuroprotector de distinfos agentes neuroprotectores sobre la
poblacion de fotorreceptores en modelos de fototoxicidad inducida por luz tanto en rata como en
ratén (Organisciak y Vaughan, 2010; Kolomeyer y Zarbin, 2014). De hecho, diferentes estudios
documentan los efectos neuroprotectores de los agonista alfa-2 adrenérgicos (Wen et al. 1996), asi
como de factores tréficos incluyendo el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)(LaVail et al.
1992; Gao et al. 2002; Kano et al. 2002;0koye et al. 2003; Hojo et al. 2004; Gauthier et al. 2005; Wilson et
al. 2007), el factor neurotréfico ciliar (CNTF) (LaVail et al. 1992,1998; Agarwal et al. 2002;Wen et al. 2006,
2012; Joly et al. 2007; McGill et al. 2007; Li et al. 2010), el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF)
(Cao et al. 2001; Imai et al. 2005;Paskowitz et al. 2007) y el factor bdsico de crecimiento fibrobldstico
(bFGF)(Faktorovich et al. 1992; Masuda et al. 1995; Wen et al. 1996;Agarwal et al. 2002; O'Driscoll et al.
2008).

Un extenso niUmero de estudios experimentales ha establecido los efectos neuroprotectores de
los agonistas alfa-2 selectivos contra una gran variedad de modelos de lesidn (Wheeler et al. 2003;

Saylor et al. 2009; Kusari et al. 2010,2011), incluyendo la pérdida de CGR inducida por isquemia
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transitoria (Lafuente et al. 2002; Avilés-Trigueros et al. 2003; Mayor Torroglosa et al. 2005; Vidal-Sanz et al.
2007), dano retiniano inducido por HTO (Lambert et al. 2011) y degeneracién de fotorreceptores

inducido por luz (Wen et al. 1996).

Es posible que la supervivencia neuronal mediante el fratamiento con alfa-2 agonistas selectivos
en modelos de degeneracion de fotorreceptores esté relacionada con la sobre-regulacién de los
factores tréficos (Gao et al. 2002; Lonngren et al. 2006), con la senhal de activacion de la kinasa
extracelular (Peng et al. 1998) o con la trans-activacion de los factores de crecimiento epidermal

(Harun-Or-Rashid et al. 2014) a través de la activacién de la células de Miller.

Los factores troficos son sustancias enddgenas con funciones cruciales en el desarrollo neuronal
asi como en la supervivencia de éstas. En general, sus funciones se relacionan con promover la

proliferacion, regeneracién, maduracién y/o supervivencia de las neuronas (Kolomeyer y Zarbin, 2014).

Por ejemplo la administracion intravitrea de neurotrofinas como el BDNF, neurotrofina-4 y CNTF
ha demostrado prevenir la muerte de CGR inducida por lesidén del nervio éptico (Mansour-Robaey et
al. 1994; Peinado-Ramon et al. 1996; Vidal-Sanz et al. 2000; Parrilla-Reverter et al. 2009).

Estudios previos sobre la administracion intravitrea de BDNF (LaVail et al. 1992; Kano et al. 2002;
Okoye et al. 2003; Hojo et al. 2004; Gauthier et al. 2005; Wilson et al. 2007), PEDF (Cao et al. 2001; Imai et
al. 2005;Paskowitz et al. 2007), bFGF (Fakforovich et al. 1992; Masuda et al. 1995, Wen et al
1996;Agarwal et al. 2002; O'Driscoll et al. 2008) o CNTF (LaVail et al. 1992,1998; Agarwal et al. 2002; Wen
et al. 2006, 2012; Li et al. 2010/, han demostrado la efectiva prevencidén de la neurodegeneracion de

los fotorreceptores inducida mediante fototoxicidad (Kolomevyer y Zarbin, 2014).

Parte de los trabajos de esta Tesis Doctoral se centraran en el andilisis de los efectos que estos
factores neurofrdficos tienen en el recate de los fotorreceptores en un nuevo modelo focal de

fototoxicidad.

3.4 Identificacién y andlisis de distintas poblaciones celulares en la retina.

En la identificacién de las poblaciones celulares neuronales podemos hacer una subdivisidn en
dos apartados. El primero se centfraria en la distincion anatomo-morfoldgica realizado mediante
procedimientos cldsicos de finciones inespecificas de tejidos, entre los que cabria destacar la tincidn
de hematoxilina y eosina (HE). Y por otro lado, distinguiriamos un andlisis mds especifico, centrado en el
andlisis exclusivo de la poblacién en estudio; esta identificacion se realiza principalmente mediante dos
procedimientos metodoldégicos, el trazado neuronal, y la deteccion de marcadores moleculares:

proteinas o ARNm.

Las Unicas células en la retina que emiten un Unico axén que abandona la reting, son las CGR.
Por lo tanto, la utilizacion del procedimiento de trazado neuronal mediante transporte retrégrado
permite la identificacién selectiva de esta poblacién celular retiniana (Thanos et al. 1987; Vidal-Sanz et
al. 1988; Villegas-Pérez et al. 1988; Woldemussie et al.2001).
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La deteccidén de marcadores moleculares se realiza mediante distintos procedimientos
estandarizados. La utilizacidn de técnicas de manipulacidon genética ha servido para identificar
poblaciones retinianas, anadiendo un gen chivato bagjo la expresibn de un promotor de un gen
especifico para el tipo celular, ya sea para las CGR (Feng et al. 2000; Bernstein et al. 2006, 2007; Murata
et al. 2008; Raymond et al. 2008) o para fotorreceptores (Chen et al. 2013; Wahlin et al. 2013). Este
procedimiento es habitual en ratones pero casi inexistente en ofros vertebrados mamiferos. La
deteccion de ARNmMm mediante hibridacién in situ usando sondas de genes que se expresan
especificamente en la poblacién celular a estudiar, es una técnica efectiva aungue no ampliamente
extendida, entre ofros factores, por su complicacion técnica y su incompatibilidad con el uso de
anticuerpos, por ejemplo la hibridacién in situ del ARNm de la y-sinucleina identifica prdacticamente la
totalidad de CGR de ratdn (Sofo et al. 2008, 2010; Sugurcheva et al. 2008 Nguyen et al. 2011). Esta
técnica, junto con el andlisis cuantitativo del ARNm, ha servido para determinar la afectacién de los
fotorreceptores, en particular de los conos, en un modelo de glaucoma en mono (Pelzel et al. 2006).
Por Ultimo la inmunocitoquimica o inmunohistofluorescencia, supone la metodologia mds extendida de
identificacion celular, la utilizacion de la reaccidén anticuerpo-antigeno, es un procedimiento
metodolégicamente sencillo, y realmente accesible, por la existencia de gran cantfidad de
anficuerpos comerciales al alcance de los investigadores, utilizable en tejidos de cualquier especie, y
con posibilidad de detectar distintas proteinas en un mismo procedimiento. La eleccidn de la proteina

ainmunodetectar es quizds la clave para el éxito de la identificacién celular.

En los siguientes sub-apartados se expone, de manera concreta, para cada una de las
poblaciones analizadas en los trabajos de esta Tesis Doctoral los precedentes en procedimientos de

identificacion celular.

3.4.1 Células Ganglionares de Retina.

Como se senalaba anteriormente, en la capa de CGR no sdlo se encuentran estas células, por
este motivo, se hace necesaria su identificacién y diferenciacidon de las células amacrinas
desplazadas que se encuentran en igual proporcion en la capa de CGR de roedores (Cowey y Perry,
1979; Perry, 1979, 1981; Dréger y Olsen, 1981; Perry et al. 1983; Jeon et al. 1998).

A finales de los 70, Fukuda y cols. (1977) y Schober y Gruschka (1977) mediante finciones
celulares inespecificas y utilizando criterios de tamaio y de morfologia al microscopio éptico,
identificaron las CGR. Mediante este método no es factible la diferenciacion de forma inequivoca de
las CGR peqgueinas de las células amacrinas desplazadas (Dréiger y Olsen, 1981; Perry, 1981; Perry et al.
1983; Jeon et al. 1998) tanto en secciones histoldégicas como en retinas montadas a plano, ya que se
solapan en su tamano (Villegas-Pérez et al. 1988, 1993), por lo que este método se utiliza poco en la

actualidad.

Un método que permite la identificacién inequivoca de las CGR, puesto que éstas son las Unicas

células de la retina que emiten un Unico axdn retinofugal, es la identificacién mediante la utilizacion de
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frazadores neuronales retrogrados aplicados en los terminales axonales o en los axones de estas

células.

Los trazadores neuronales se transportan retrégradamente por los axones retinofugales de las
CGR, acumulédndose en el soma celular y sus dendritas (Vidal-Sanz et al.1988, 1993, 2001; Peinado-
Ramon et al.1996; Sellés-Navarro et al. 1996; Wang et al. 2000; Lafuente Lopez-Herrera et al. 2002). La
aplicacién de los trazadores se puede redlizar en el mundén del nervio éptico o en las principales

regiones dianas de proyeccion de los axones de las CGR en el cerebro (coliculo superior (CS) o NGL).

Se han ufilizado distintos tipos de trazadores con diferentes propiedades, como la peroxidasa de
rdbano (HRP)(Perry, 1981), las carbocianinas: Dil (carbocianina dye) (Vidal-Sanz et al. 1988) y el 4Di-
10ASP (Thanos et al. 1993; Lafuente et al. 2002a), el azul répido (Vidal-Sanz et al. 1988; Villegas-Pérez et
al. 1988a), rodaminas (Thanos et al. 1987) principalmente el dextrano tetrametil-rodamina (DTMR)
(Woldemussie et al. 2001), y el Fluorogold (FG). El FG es el neurotrazador mds utilizado actualmente en
la mayoria de los laboratorios (Peinado-Ramaon et al. 1996, Selles-Navarro et al. 1996; Wang et al. 2000;
Vidal-Sanz, 2001; Danias et al. 2002; Lafuente et al. 2002a). En nuestro laboratorio se ha estudiado
ampliamente el contagje y distribucion de las CGR trazadas retrogradamente con FG aplicado en los
CS o en el muindén ocular del nervio dptico seccionado intraorbitalmente, tanto en rata como en ratén.
El trazador neuronal puede transportarse activamente por medio de vesiculas como en el caso del FG
(Schmued et al. 1986, 1989, Wessendorf, 1991) o de la hidroxistibamidina metano-sulfonato (OHSt)
(Kébbert et al. 2000; Cheunsuang y Morris, 2005) marcdndose Unicamente el soma vy las dendritas
primarias, o por difusidén pasiva a fravés de la membrana como ocurre con dextrano de rodamina y

con las carbocianinas, acumuldndose en el soma celular, en las dendritas y en el axén.

Ofra metodologia ampliamente extendida para la identificacién celular, en el caso de las CGR,
es la identificacion de éstas mediante la deteccidon de marcadores moleculares especificos, ya sea

identificando ARNm o proteinas.

Para ser considerados buenos marcadores deberian ser expresados especificamente por las
CGR y no por ofros tipos neuronales de la retina; ademds, su expresidn deberia englobar una gran
proporcién de la poblacién de las CGR acercdndose a la totalidad y es necesario que no cambie su
patrén de expresidon después de la lesidn retiniana. Se han inmunodetectado varias proteinas (Drédger
et al.1984; McKerracher et al.1989; Canola et al. 2007) como el Thy 1, antigeno especifico de las CGR
(Barnstable y Drager, 1984; Perry et al. 1984) locdlizado en la membrana plasmdatica, con los
inconvenientes de no reconocer todos los subfipos de CGR (Dabin y Barnastable, 1995; Schlamp et al.
2001; Huang et al. 2006) y cambiar su patrén de expresion después de lesionar la retina (Dabin vy
Barnstable, 1995; Schlamp et al. 2001; Chidlow et al. 2005) sin que ocurra la muerte o desaparicion de
las CGR, lo que a priori merma o incluso invalida su uso en situaciones patolégicas y experimentales. El
Bex1/2 reconoce los somas de las CGR y sus proyecciones (Bernstein et al. 2006), la expresidén del
Bex1/2 en el axén entorpece el andlisis de imagen por lo que se compromete la correcta

cuantificacion automdatica de las células.

La deteccién de ARNm mediante hibridacidon in situ con sondas de genes que se expresan
especificamente en CGR, es una técnica efectiva pero poco utilizada por ser metodoldgicamente

mds complicada y cara, ademds de suponer la incompatibiidad con la utilizacién de la
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inmunoidentificacién con anticuerpos. Por ejemplo la hibridacion in situ del ARNm de la y-sinucleina,
identifica prdacticamente la totalidad de la poblacién de CGR de ratdn (Soto et al. 2008, 2010;

Sugurcheva et al. 2008).

La manipulacion genética ha supuesto una metodologia correcta para la identificion de las
CGR mediante el acoplamiento de un gen chivato bajo la expresion de un promotor de un gen
especifico de las CGR (Feng et al. 2000; Bernstein et al. 2006, 2007; Murata et al. 2008; Raymond et al.

2008) en ratones.

El desarrollo de un anticuerpo contra RNA-binding protein with multiple splicing (RBPMS) ha
supuesto un nuevo marcador molecular especifico para la identificacion de CGR (Kwong et al. 2009,
2011, 2013) en varias especies de mamiferos, ya que es capaz de identificar exclusivamente el soma

de las CGR en retinas de ratdn, rata, cobaya, conejo, y mono (Rodriguez et al. 2014).

La familia de los factores de transcripcion B3 con dominio POU (Pit-Oct-Unc) al que
pertenecen el Brn3a, Brm3b y el Brn3c, se localizan exclusivamente en el nicleo de las CGR,
participando fundamentalmente en la regulacién genética (Eng et al. 2004). A nivel funcional, su
papel radica en la diferenciacién, supervivencia y elongacion axonal durante el desarrollo de las CGR
en ratones (Wang et al. 2002). El Brn3b ha sido utilizado para la identificacion de las CGR en ratones
(Buckingham et al. 2008); pero, en ratas sélo se expresa en el 20% en la poblacién total de CGR (Leahy
et al. 2004; Bernstein et al. 2006). El Brn3a comienza a expresarse en el desarrollo de la retina de ratén y
se mantiene en el adulto. El Brn3a se expresa especificamente en las CGR que proyectan al CS
contralateral y al NGL (aunque éstas Ultimas son una minoria) en ratones adultos (Quina et al. 2005).
Experimentos realizados en nuestro laboratorio han determinado que el ARNm vy el nivel de expresiéon
del Brn3a disminuyen con el tiempo, tanto después de cortar como de aplastar el nervio éptico
(Agudo et al. 2008, 2009). La inmunodeteccién del Brn3a ha demostrado ser un marcador fidedigno
para la identificacion y cuantificacién de las CGR en condiciones normales y después de la lesion por
axotomia en rata y ratén albinos (Nadal-Nicolds et al. 2009, 2012, 2014, 2015; Galindo-Romero et al.
2011) o fras la HTO (Salinas-Navarro et al. 2009, 2010).

3.4.2 Fotorreceptores.

En el caso de la identificacion de fotorreceptores, la metodologia se restringe a la utilizacién de
tinciones cldsicas como la HE o el azul de toludina, y el posterior andlisis de la CNE, por lo que la
identificacién se hace de la poblacién total de fotorreceptores y no de las subpoblaciones de
bastones y cada tipo de conos. Para conseguir la identificacion de las diferentes subpoblaciones de
células fotorreceptoras se hace necesaria la ulilizacion de marcadores moleculares, ya sea
identificando ARNm o proteinas. Los marcadores moleculares por excelencia para la identificacion de
las subpoblaciones de fotorreceptores son las opsinas, presentes en los segmentos externos de los

fotorreceptores y especificas para cada uno de los subtipos de células fotorreceptoras.
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3.4.2.1 Bastones.

La refina de rata adulta tiene alrededor de 1,75 x 107 bastones (Lashley, 1932; Cone, 1963).
Debido a la enorme cantidad de este tipo de fotorreceptores en ratén y rata no se puede realizar un
andlisis anatomo-histoldgico para determinar su nUmero exacto y determinar su distribuciéon espacial.
Una estrategia que ha sido utilizada para poder determinar densidades y distribucién espacial de los
bastones ha sido el andlisis de la absorvancia de la rodopsina a tfravés de toda la retina mediante
fotometria (Williams y Webbers, 1995).

La identificacion de la rodopsina, proteina presente de manera especifica en los segmentos
externos de los bastones, es posiblemente la mejor estrategia de identificacion de éstos, y aunque la
cuantificacién automdtica aun no es posible por restricciones técnicas, pero es muy Util para su estudio

anatémico y la determinacion de su integridad en modelos de degeneracion refiniana.

3.4.2.2 Conos.

En 1992, Agoston Szél y P&l Rdhlich demostraron la presencia de dos tipos de conos en la retina
de rata adulta utilizando anticuerpos contra pigmentos visuales por primera vez. Estos antficuerpos se
denominaron OS-2 para los conos verdes y COS-1 paras los azules. Tres aios antes habian demostrado
lo mismo en la retina de conejo, identificando también los bastones con el anticuerpo AO (Szel et
al.1986; Szel et al.1988; Szel y Rohlich, 1992). En el caso del ratdn los tipos de conos se ha estudiado mds
en profundidad, el nUmero y la distribucidn de los conos en el ratdn no es homogénea, varia
dependiendo de la cepa (Lyubarsky et al. 1999; Applebury et al.2000; Jelcick et al.2011; Fei 2003; Szel et
al.1994). Ademds de la utilizacidon de técnicas de inmunohistoquimica, el uso de ofras técnicas han
aportado avances para la identificacion de los distintos tipos de fotorreceptores, como los tintes
clésicos de azul de toluidina (LaVail, 1976), la electroretinografia (Green, 1971), la utilizacidon de lectinas
(Blanks y Johnson, 1984) y mds recientemente el andlisis de las secuencias de los genes de opsinas
(Yokoyama 2000 y 2002).
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3.4.3 Métodos cuantitativos.

Los métodos de cuantificacion de fotorreceptores han sido desarrollados tradicionalmente contando
de forma manual habitualmente, en imdgenes individuales adquiridas de diferentes dreas de la reting,
el nUmero de estas células. El nUmero de imdgenes analizadas varia de 3 a 20, segun los autores. Con
estos datos cuantitativos se estima, extrapolando, una densidad media global. Sin embargo, esta
metodologia estd sujeta a subjetividad tanto a la hora de fotografiar como de contar, ademds un
muestreo de imdgenes pequeno puede dar lugar a errores grandes en la estimacion final, ya que la

densidad real de los fotorreceptores puede variar en distintas dreas de la retina.
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Figura 6: Cuantificacién y distribucién de las CGR en la retina de rata adulta. A: Retina completa
montada a plano en la que se han detectado las CGR por su expresion de Brn3a. Abajo a la derecha se
muestra en nUmero de CGR-Brn3a+ contadas automdticamente C: La misma retina que en A en la que

se observan las CGR trazadas con fluorogold (FG). Abajo a la derecha se muestra en nUmero de CGR-
FG+ contadas automdticamente B y D Mapas de isodensidades que representan la distribucion espacial
de las CGR-Brn3a+ v de las CGR-FG+ respectivamente. Tomado de Nadal-Nicolds et al. 2009.
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En los Ultimos anos se han desarrollado procedimientos de andlisis de imagen de forma
computerizada que han permitido avances en el conocimiento del nUmero total y distribucion
espacial de las CGR marcadas retfrégradamente de forma selectiva con frazadores neuronales (Figura
6 C) o inmunoidentificadas por la expresion de Brn3a, que es una proteina que se expresa
especificamente en esta poblacién neuronal (Figura é A). Estos estudios han sido realizados tanto en
rata como en ratén (Nadal-Nicolas et al. 2009; Salinas-Navarro et al.2009; Galindo-Romero et al. 2011) y
han facilitado informacion sobre el niUmero, densidad, distribucion espacial y tamano relativo de las
CGR (Figura 6 B y D). Estos procedimientos suponen la automatizacién de manera objetiva, fiable y
reproducible de la cuantificacién de la poblacién de CGR en modelos experimentales, lo que supone

a su vez una herramienta de andlisis cuantitativo de excepcional valor.

Conocer el nUmero y distribucién topogrdafica de los conos S y conos L en ratas y ratones adultos
normales permite sentar las bases para cuantificar el curso temporal dedegeneracién de estas células
en modelos experimentales de enfermedades como la degeneracién macular asociada a la edad o
la retinosis pigmentaria e incluso en modelos de glaucoma, donde a dia de hoy existe controversia
sobre la afectacion de la retina externa. Por Ultimo resaltar que la capacidad de evaluacién del
efecto que, en su supervivencia, tienen sustancias potencialmente neuroprotectoras y su posible
cuantificacién de manera objetiva, aporta una herramienta de excepcional valor en los ensayos de

neuroproteccion.
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PURPOSE: To quantify the whole population of S- and L-cones in the albino (Sprague-Dawley, SD) and
pigmented (Piebald Virol Glaxo, PVG) rats and to studytheir topographical distribution within the refina.
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antfibodies against UV-sensitive and L-opsins to detect the S-and L-cones, respectively. Two automated
roufines were developed to quantify the whole population of S- and L-cones. Detailed isodensity maps
of each cone type were generated. In both strains, the presence of dual cones was detected, these
were semiautomatically quantified and their distribution determined. The matching distribution of retinal
ganglion cells (RGC) and L-cones was attained by double immunodetection of Brn3a and L-opsin,
respectively.

RESULTS: The mean number = SEM of L- or S-cones in SD and PVG refinas was 231,736+£14,517 and
239,939+6,494 or 41,028+5,074, and 27,316%2,235, respectively. There was an increasing gradient of S-
cone density along the inferonasal quadrant, although the highest densities were found in the retfinal
rims. The distribution of L-cones seemed to be complementary fo the S-cones. The highest densities were
observed in the superior nasotemporal axis, paralleling the distribution of Brn3a-positive RGC.
CONCLUSIONS: These data establish, for the first time, the total number and thetopographical
distribution of S- and L-cones in two rat strains and demonstratet he correlation of L-cones and RGC
spatial distribution.

PMID: 20071667 [PubMed - indexed for MEDLINE]
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Number and distribution of mouse retinal cone photoreceptors: differences between an albino (Swiss)
and a pigmented (C57/BL6) strain.

Ortfin-Martinez A' Nadal-Nicolds FM2, Jiménez-Lépez M!, Alburquerque-Béjar JJ?, Nieto-Lopez L', Garcia-
Ayuso D2, Villegas-Pérez MP!, Vidal-SanzM!, Agudo-Barriuso M2,
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We purpose here to analyze and compare the population and topography of cone photoreceptors in
two mouse strains using automated routines, and to design a method of retinal sampling for their
accurate manual quantification. In whole-mounted retinas from pigmented C57/BL6 and albino Swiss
mice, the longwave-sensitive (L) and the shortwave-sensitive (S) opsins were immunodetected to
analyze the population of each cone type. In another group of retinas both opsins were detected with
the same fluorophore to quantify all cones. In a third set of retinas, L-opsin and Brn3a were
immunodetected to determine whether L-opsin+cones and retinal ganglion cells (RGC) have a parallel
distribution. Cones and RGC were automatically quantified and their tfopography illustrated with
isodensity maps. Our results show that pigmented mice have a significantly higher number of total
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cones (all-cones) and of L-opsin+cones than albinos which, in turn, have a higher populatfion of S-
opsintcones. In pigmented animals 40% ofcones are dual (cones that express both opsins), 34%
genuine-L (cones that only express the L-opsin), and 26% genuine-S (cones that only express the S-
opsin). In albinos, 23% of cones are genuine-S and the proportion of dual cones increases to 76% at the
expense of genuine-L cones. In both strains, L-opsintcones are denser in the cenfral than peripheral
retina, and all-cones density increases dorso-ventrally. In pigmented animals S-opsin+cones are scarce
in the dorsal retina and very numerous in the ventral retina, being densest in its nasal aspect. In albinos,
S-opsin+cones are abundant in the dorsal refina, although their highest densities are also ventral. Based
on the densities of each cone population, we propose a sampling method to manually quantify and
infer their fotal population. In conclusion, these data provide the basis to study cone degeneration and
its prevention in pathologic conditfions.
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Changes in the photoreceptor mosaic of P23H-1 rats during retinal degeneration: implications for rod-
cone dependent survival.
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PURPOSE: To investigate the spatiotemporal relationship between rod and cone degeneration in the
P23H-1 raf.

METHODS: Conftrol Sprague-Dawley (SD) and P23H-1 rats of ages ranging from P30 fo P365 were used.
Retinas were processed for whole mounts or cross sections and rods and cones were immunodetected.
We used newly developed image analysis techniques to quantify the total population of L/M cones (the
most abundant cones in the rat) and analyzed the rings of rod-cone degeneration.

RESULTS: In P23H-1 rats, rod degeneration occurs rapidly: first the rod outersegment shortens, at P30
there is extensive rod loss, and by P180 rod loss isalmost complete except for the most peripheral retina.
The numbers of L/M conesare, at all postnatal ages, lower in P23H-1 rats than in control SD rafs,
anddecrease significantly with age (by P180). Rod and cone degeneration is spatiotemporally related
and occurs in rings that appear already at P90 and spread throughout the enfire refina. At P180, the
rings of rod-cone degeneration are more abundant in the equatorial retina and are larger in the dorsal
retina.

CONCLUSIONS: This work describes for the first time that in the P23H-1 rat, rod and cone degeneration is
spatiotemporally related and occurs in rings. Cone loss follows rod loss and starts very soon, even before
P30, the first age analyzed here. The characteristics of the rings suggest that secondary cone
degeneration is influenced by retinal position and/or other intrinsic or extrinsic factors.
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A Novel In Vivo Model of Focal Light Emitting Diode-Induced Cone-Photoreceptor Phototoxicity:
Neuroprotection Afforded by Brimonidine, BDNF, PEDF or bFGF.
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We have investigated the effects of light-emitting diode (LED)-induced phototoxicity (LIP) on cone
photoreceptors and their protection with brimonidine (BMD), brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
pigment epithelium-derivedfactor (PEDF), ciliary neurotrophic factor (CNTF) or basic fibroblast growth
factor (bFGF). In anesthetized, dark adapted, adult albino rats a blue (400 nm) LED was placed
perpendicular to the cornea (10 sec, 200 lux) and the effects were investigated using Spectral Domain
Optical Coherence Tomography (SD-OCT) and/or analysing the retina in oriented cross-sections or
wholemounts immune-labelled for L- and S-opsin and counterstained with the nuclear stain DAPI. The
effects of topical BMD (1%) or, intravitreally injected BDNF (5 ug), PEDF (2 ug), CNTF (0.4 ug) or bFGF (1
ug) after LIP were examined on wholemounts at 7 days. SD-OCT showed damage in a circular region of
the superotemporal retina, whose diameter varied from 1,842.4+84.5 ym (at 24 hours) to 1,407.7£52.8 um
(at 7 days). Thisregion had a progressive thickness diminution from 183.4£5 um (at 12 h) to114.6x6 um (at
7 d). Oriented cross-sections showed within the light-damaged region of the retina massive loss of rods
and cone-photoreceptors. Wholemounts documented a circular region containing lower numbers of L-
and S-cones. Within a circular area (I mm or 1.3 mm radius, respectively) in the left and in its
corresponding region of the contralateral-fellow-retina, total L- or S-cones were 7,118+842 or 661+125 for
the LED exposed retinas (n=7) and 14,040+1,860 or 2,255+193 for the fellow retinas (n=7), respectively.
BMD, BDNF, PEDF and bFGF but not CNTF showed significant neuroprotective effects on L- or S-cones.
We conclude that LIP results in rod and cone-photoreceptor loss, and is a reliable, quantifiable model to
study cone-photoreceptor degeneration. Infravitreal BDNF, PEDF or bFGF, or topical BMD afford
significant cone neuroprotection in this model.
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Laser-induced ocular hypertension in adult rats does not affect non-RGC neurons in the ganglion cell
layer but results in protracted severe loss of cone-photoreceptors.

Ortin-Martinez A, Salinas-Navarro M, Nadal-Nicolds FM, Jiménez-Lopez M, Valiente-Soriano FJ, Garcia-
Ayuso D, Bernal-Garro JM, Avilés-Trigueros M, Agudo-Barriuso M, Villegas-Pérez MP, Vidal-Sanz M.
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To investigate the long-term effects of laser-photocoagulation (LP)-induced ocular hypertension (OHT)
in the innermost and outermost (outer-nuclear and outer segment)-retinal layers (ORL). OHT was
induced in the left eye of adult rats. To investigate the ganglion cell layer (GCL) wholemounts were
examined at 1, 3 or 6 months using Brn3a-immunodetection to identify retinal ganglion cells (RGC) and
DAPI-staining to detect all nuclei in this layer. To study the effects of LP on the ORL up to 6 months,
retinas were: i) extracted fresh to quantify the levels of rod-, S- and L-opsin; i) cut in cross-sections for
morphomeftric analysis, or; iii) prepared as wholemounts to quantify and study retinal distributions of
entire populations of RGC (retrogradely labeled with fluorogold, FG), S- and L-cones (immunolabeled).
OHT resulted in wedge-like sectors with their apex on the opfic disc devoid of Brn3a*RGC but with large
numbers of DAPI*nuclei. The levels of all opsins diminished by 2 weeks and further decreased to 20% of
basal-levels by 3 months. Cross-sections revealed focal areas of ORL degeneration. RGC survival at 15
days represented approximately 28% and did not change with time, whereas the S- and L-cone
populations diminished to 65% and 80%, or to 20 and 35% at 1 or 6 months, respectively. In conclusion,
LP induces in the GCL selective RGC loss that does not progress after 1 month, and S- and L-cone loss
that progresses for up to 6 months. Thus, OHT results in severe damage to both the innermost and the
ORL.

Copyright © 2015. Published by Elsevier Ltd.

PMID: 25576772 [PubMed - as supplied by publisher]
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5 CONCLUSIONES GENERALES

El nUmero total de conos que expresan la opsina-L es similar en la rata Sprague-Dawley albina vy la
pigmentada, Piebald Virol Glaxo. Sin embargo, en el ratdén pigmentado C57/BL6 la poblacidén de conos

gue expresan opsina-L es significativamente mayor que en el ratdn albino Swiss.

La distribuciéon topogrdfica de los conos que expresan opsina-L es similar en ambas especies y cepas.
Las mayores densidades se observan en el eje nasotemporal superior, alrededor del nervio dptico se

encuentras las densidades medias, y estas densidades disminuyen gradualmente hacia la periferia.

En ambas especies, el nUmero total de conos que expresan opsina-S es significativamente menor en la

cepa pigmentada que en la cepa albina.

En estas cuatro cepas de roedores, existe un gradiente creciente de conos que expresan la opsina-S a
lo largo del cuadrante inferonasal. En rata, tanto albina como pigmentada, las mayores densidades se
encuentran en la extrema periferia. En el ratén albino, la retina dorsal estd densamente poblada por

conos que expresan opsina-S mientras que en el ratdn pigmentado estd practicamente despoblada.

En ratén, la poblacién de conos que expresan opsina-S es, en densidad, cuatro veces mayor que en

rata.

En ambas cepas de rata, los conos duales representan alrededor del 3% de la poblacién total de
conos y se encuentran predominantemente en la extrema periferia de la retina. En el ratén C57/BLé, los
conos duales suponen el 40% de los conos y se encuentran principalmente en la retina ventral. En el
ratén albino Swiss, los conos duales asciende al 73% de la poblaciéntotal de conos y se situan por toda

la retina. En esta cepa de ratdén albino casi un 95% de los conos expresan la opsina-S.

En las cuatro cepas analizadas, la distribucién topogrdfica de las CGR y los conos-L muestran una

marcada correspondencia, siendo ambos tipos celulares mds densos en la estria visual.

En la rata distréfica P23H-1 existe una pérdida de conos que expresan opsina-L que es ya significativa a

P30 y que continta progresando a la largo de la vida del animal.

En la rata P23H-1 la degeneracion de los bastones progresa rdpidamente y es prdcticamente

completa a P180 exceptuando la extrema periferia refiniana.
La degeneracidén de bastones y conos en la rata P23H-1 ocurre en areas con forma circular que

aumentan en nUmero y tamano entre P90 y P180, y a este tiempo posnatal tardio estas dreas de

degeneracion son mds abundantes en la retina ecuatorial y de mayor tamaino en la retina dorsal.
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En la rata P23H-1, la degeneracion de bastones y conos estd relacionada espaciotemporalmente
puesto que los espacios circulares de degeneracién aparecen cuando la mayor parte de los bastones

han degenerado y la muerte de éstos es mds rdpida y severa en la retina dorsal que en la ventral.

La fototoxicidad inducida por LED es un modelo reproducible, fiable y cuantificable de degeneracién
focal de fotorrecepores en la estria visual, Util para el estudio de la pérdida de conos provocada por el

dano por luz.

La progresidon de dano focal inducido por la fototoxicidad mediante el LED puede ser evaluado in vivo
con la SD-OCT.

La aminstracion intravitrea de BDNF, PEDF o bFGF, o la administracion tépica de brimonidina antes o

después de la fotoexposicidn del LED proporciona neuroproteccidn significativa sobre los conos.

La hipertensidn ocular provoca una pérdida selectiva de CGR en la capa de la CGR que no progresa

después de 1 mes.

Tras la hipertensién ocular, la retina desarrolla de forma progresiva una patologia de la retina externa
caracterizada por la disminucién de la expresidon de todas las opsinas y una disminucién del nUmero de
segmentos externos de conos-L y conos-S por toda la retina de manera difusa y con la presencia de
dreas vacias de segmentos externos de ambos fipos de conos en forma de parches. Esto Ultimo
también podria corresponder a las dreas focales de degeneracién de la capa externa de la retina

observadas en las secciones transversales.

El patrén geogrdfico de pédida de conos fras la hipertensién ocular aparece independiente de la

pérdida de CGR y aboga por un mecanismo adicional de daio a la retina.
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6 GENERAL CONCLUSIONS

The total number of L-opsintcones is similar in albino Sprague-Dawley and pigmented Piebald Virol
Glaxo rats. In pigmented C57/Blé6 mice, however, the L-opsintfcones population is significantly bigger

than in albino Swiss mice.

The topography of L-opsintcones is similar in both species and strains. Their highest densities are
observed across the superior nasotemporal retinal axis, medium densities are found around the optic

nerve, and then their density gradually decreases towards the retinal periphery.

In both species, the total number of S-opsintcones is significantly smaller in the pigmented than in the

albino strains.

In these four rodent strains, there is an increasing gradient of S-opsintcones along the inferonasal
quadrant. In rats, their highest densities are found in the refinal rim. In albino mice, the dorsal retina is

highly populated in S-opsintcones while in pigmented mice this retinal area is almost devoid of them.

In mice, the density of S-opsin*cones is four times bigger than in rats.

In in both rat strains, dual cones are around 3% of the fofal cone population and they are found
predominantly in the retinal rim. In C57/Blé mice, dual cones are 40% of the cones and are mainly found
in the ventral retina. In albino swiss mice dual cones amount to 73% of the cone population and are

found across the retfina. Thus, in this albino mouse strain almost a 95% of cones express the S-opsin.

In the four rodent strains analyzed here, the topographic distribution of RGC and L-cones shows a

pronounced correspondence, being both cell types densest in the visual streak.

In the P23H-1 dystrophic rat strain, there is a loss of L-opsintfcones already significant at P30 and that

continues through the life of the animal.

In the P23H-1rat, rod degeneration progresses rapidly and is almost complete at P180, except for the

retinal rim.

Rod-cone degeneration in the P23H-1 rat occurs in ring-shaped areas that increase in number and size
between P90 and P180, and at this latter postnatal fime they are more abundant in the equatorial

retina and larger in the dorsal retina.

In the P23H-1 rat, rod and cone degeneration is spatfiotfemporally related because the rings appear
when most rods have degenerated and because rod loss is more rapid and severe in the dorsal than in

the ventral retina.

LED-induced phototoxicity is a reproducible, reliable and quantifiable model of focal cone

degeneration induced in the rat visual streak to study light-induced cone loss.
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The progression of the damage of focal cone degeneration induced by LED-phototoxicity might be

assessed in vivo with SD-OCT.

Intravitreal administration of BDNF, PEDF or bFGF but not CNTF, or topical administration of brimonidine,

before or right after led induced photoexposition, results in significant cone neuroprotection.

Ocular hypertension induces in the ganglion cells layer selective RGC loss that does not progress after 1

month.

Following ocular hypertension, the refina develops progressively an outer retinal pathology
characterized by a decreased expression of all opsins and a diminished numbers of L- and S-cone outer
segments throughout the retina in a diffuse fashion together with the presence of patchy areas lacking
both types of cone outer segments. The latter could well correspond to the focal areas of outer retinal

layer degeneration observed in cross sections.

The geographical pattern of cone loss after ocular hypertension appears independent of the RGC loss

and advocates for an additional mechanism of damage to the retina.
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