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Resumen

Existen en la retina dos tipos de
células  fotosensibles = ampliamente
conocidos, estos son los conos y los
bastones. Hay tres tipos diferentes de
conos, sensibles a distintas longitudes
de onda, y un solo tipo de baston,
sensible a otra longitud de onda
diferente. Los conos son los encargados
de la vision en color y los bastones son
altamente sensibles en luminancias
bajas.

Estos fotorreceptores, ademas
de la generacion y trasmision de la
informacioén visual consciente,
intervienen en la adquisicion y
transmision de informacién visual no
formadora de imagenes, como la que
controla el ritmo circadiano y la
respuesta pupilar a la luz (PLR).

Se creia que estos eran los dos
anicos tipos de células fotosensibles en
la retina de los mamiferos, sin embargo,
recientemente, se han descubierto otras
células de este tipo, las células
ganglionares intrinsecamente
fotosensibles (ipRGCs). Estas células
son un subtipo de células ganglionares
que, a diferencia de la mayor parte de
esta clase de neuronas, contienen
melanopsina, un fotopigmento que las
hace fotosensibles. Desde finales de los
afios noventa hasta la actualidad se han
realizado una gran cantidad de estudios
relacionados con las ipRGCs y la
melanopisna, poniendo en evidencia la
importancia de estas células tanto en
procesos relacionados con la
informacioén visual consciente, como con
aquellos vinculados con la informacién
visual no formadora de imagenes,
principalmente, implicados en el control
del ritmo circadiano.

Abstract

In the retina there are two
widely known photoreceptors, theese
are cones and rods. There are three
different types of cones sensitive to
different wavelengths and one type of
rods sensitive to a different
wavelength. Cones are responsible for
color vision while rods are highly
sensitive to low light levels.

This photoreceptors, in addition
to beeing responsible for the formation
and transmission of image forming
visual information, are a part of
assembling the non-image forming
information, such as the circadian
clock and pupilary response to light
(PLR).

These two were believed to be
the only two photosensitive cells on
the mammals retina, however, another
of these types of cells was recently
discovered. The intrinsically
photosensitive  retinalganglion cells
(ipRGCs). ipRGCs are a subtype of
the ganglion cells which have
melanopsin; a photopigment that
makes them photosensitive. For the
last 20 years many investigations and
articles were made, showing the great
importance of theese cells in the
image-forming processes as well as
the non-image forming ones, but
specially in the circadian clock.
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1. Justificacion

La existencia de los conos y los bastones como fotorreceptores retinianos es
algo extendido y aceptado, sin embargo, en los Ultimos afios, se ha descubierto la
existencia de un tercer tipo de fotorreceptor, las células ganglionares melanopsinicas.
En los dltimos 10 afios es posible observar una gran cantidad de articulos destinados
a la investigacion y comprension del funcionamiento, los roles y la estructura de estas
células.

La presencia de estas células es importante ya que aportan gran cantidad de
informacién Unica al sistema visual, desempefiando un papel fundamental en varias
funciones visuales no formadoras de imagenes. El trabajo se centra, sobre todo, en el
papel que estas células desempefian en el mantenimiento y adaptacion del ritmo
circadiano.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general:

Desarrollar habilidades de iniciacion a la investigacion planificando y realizando
un trabajo de revision bibliografica enfocado en los diferentes tipos de células
fotosensibles de la retina.

2.2. Objetivos particulares:

Adquirir entrenamiento en la busqueda y lectura critica de articulos cientificos
relacionados, en este caso, con las células fotosensibles de la retina.

Comprender tanto la estructura como las funciones de las ipRGCs mediante la
lectura e interpretacibn de diversos articulos y otras fuentes de informacion,
profundizando en el rol que estas cumplen en relacion al ritmo circadiano.

Destacar otros roles de las ipRGCs y las futuras investigaciones que se podrian
realizar.
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3. Materiales y métodos

La revision bibliogréfica se ha llevado a cabo mediante la lectura de material
tomado de varias fuentes de informacion. En primer lugar, como base del
conocimiento de los fotorreceptores, se han consultado los apartados 2 y 7 de la parte
Il del libro "Webvision, The Organization of the Retina and Visual System" editado por
Helga Kolb, Ralph Nelson, Eduardo Fernandez y Bryan Jones. De los mismos, se ha
obtenido informacion basica sobre los tres tipos de fotorreceptores para cimentar el
trabajo e informar sobre las funciones, anatomia, funcionamiento y subtipos de cada
uno de ellos.

A continuacion, se ha procedido a la busqueda de articulos recientes
relacionados con el tema a abordar para obtener nueva informacién que complemente
el trabajo. Esta busqueda se ha realizado mediante buscadores como PubMed, WOK
y Google académico con las palabras clave:

- Intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs).
- IpRGCs and circadian clock.

Tras una exhaustiva busqueda de articulos se seleccionaron 3:

1. Melanopsin-Positive Intrinsically Photosensitive Retinal Ganglion Cells: From
Form to Function. Schmidt et al., 2011.

2. How rod, cone, and melanopsin photoreceptors come together to enlighten the
mammalian circadian clock. Lucas et al., 2012.

3. Mice Deficient of Glutamatergic Signaling from Intrinsically Photosensitive
Retinal Ganglion Cells Exhibit Abnormal Circadian Photoentrainment. Purrier,
Engelandy Kofuji, 2014.

Por ultimo se ha realizado la memoria, donde se destacan los aspectos mas
importantes de este nuevo tipo de fotorreceptor, cruciales para la visidon en los
mamiferos, resaltando principalmente su papel e importancia en el ritmo circadiano de
los mismos.
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4. Introduccioén

4.1. Tipos de fotorreceptores retinianos

Siempre se ha creido que existian dos tipos de fotorreceptores en la retina de
los mamiferos, los conos, que comprenden tres subtipos de fotorreceptores, y los
bastones. Sin embargo, hacia finales de los afios noventa y en la siguiente década, se
ha recopilado suficiente evidencia cientifica para demostrar la existencia de un tercer
tipo de fotorreceptor (Provencio et al., 1998; Provencio et al., 2000, Provencio et al.,
2002). Estas ceélulas fotosensibles son las denominadas células ganglionares
melanopsinicas, ipRGCs por sus siglas en inglés (intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells). Las ipRGCs son capaces de reaccionar a la luz gracias al fotopigmento
que contienen, la melanopsina, y su reaccion es muy distinta a la de los pigmentos de
los fotorreceptores tradicionales (como llamaremos a partir de este punto a los conos y
los bastones). Aunque mas adelante profundizaremos en el funcionamiento de las
IPRGC, cabe mencionar que dentro de ellas existen distintos subtipos con diferentes
funciones y anatomia.

4.2. Fotorreceptores tradicionales

La retina estd compuesta de varias capas de neuronas pero sélo una de ellas
es sensible a la luz, esta es la capa de los conos y los bastones. En los mamiferos
existen tres tipos diferentes de conos y un solo tipo de bastones. En algunos animales,
no mamiferos, podemos encontrar mas tipos de conos.

err ——Jolofelele[olo]o]afefo|cfafeTao o ]a]
Bastones .

Conos

Capa plexiforme
externs

Calulas horzontales
Células hipolares
Céllas amachinas

Capa plexifarme
interna

Celulas ganglionares

Capa defioras
neriosas

Figura 4.1. Estructura de la retina.

Los conos son estructuras conoidales que tienen
cuerpos celulares situados en una sola fila debajo de la
membrana limitante externa, mientras que sus segmentos
interno y externo dan al espacio subretiniano, apuntando
hacia el epitelio pigmentario. Este tipo de fotorreceptor se
encuentra en menor proporcion en la retina que los
bastones y se concentra especialmente en la macula.

Existen tres tipos, sensibles a diferentes longitudes .2.  Representacion

de onda y en diferente proporcion, asi los mas numerosos a de la estructura
nos y bastones.
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son los conos L, luego le siguen los My por ultimo los S, los mas escasos.

Los bastones, por otra parte, como podemos observar en la figura 4.2, tienen
una estructura delgada vy cilindrica, con segmentos internos y externos que llenan el
espacio subretiniano entre los conos mas grandes y que llegan hasta las células del
epitelio pigmentario. Los cuerpos celulares de los bastones conforman el resto de la
membrana nuclear externa bajo los cuerpos celulares de los conos.

Si observamos los conos y los bastones con un microscopio electrénico
podemos observar que se componen por:

1) Un segmento externo, formado por apilamiento de membranas que contienen
el fotopigmento visual.

2) Un segmento interno que contiene mitocondrias, ribosomas y membranas, en
el cual se forman las moléculas de fotopigmento para ser luego transportadas
hasta los segmentos externos.

3) Un cuerpo celular, que contiene el nicleo de la célula fotorreceptora.

4) Una terminal sinaptica, desde donde se envia la informacién a neuronas
secundarias.

Figura 4.3. Estructura

Apilamiento
de membranas de bastones y conos
(izquierda). Imagen de
! | 2% Cuerpo basal ambas estructuras a
Segmentd om0 Miocondras través de un
intemo %8 g Mitoco .
€ microscopio
4 electronico (derecha).
[ A—Nicleo
Baston f,a—CuerPo

En las retinas de mamiferos, los segmentos internos y externos de los
bastones son generalmente mas delgados que los de los conos (Figura 4.3). Asi, los
segmentos internos de los conos tienen alrededor de 2 micrometros de diametro y los
de los bastones 1.5 micrometros. Los segmentos externos de los bastones estan
constituidos por discos membranosos aislados de la membrana plasméatica, mientras
que los de los conos se componen por multiples pliegues de la membrana plasmaética.
Los segmentos internos, tanto de los conos como de los bastones, estan rellenos de
mitocondrias finas.

Los discos externos donde se encuentras los fotopigmentos estan en
renovacidn constante. Peridédicamente, se afiaden nuevos discos a nivel del segmento
interno y externo que van desplazando los discos viejos hacia el epitelio pigmentario
de la retina (EPR). Durante el ciclo diurno, estos discos son fagocitados y
transformados en fagosomas, proceso que comienza con la salida del sol en el caso
de los bastones, y cerca de la puesta del sol en los conos.
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4.3. Pigmentos visuales y transduccion visual

La capacidad de los conos y los bastones de responder a la luz se debe al
fotopigmento que contienen en los discos que componen el segmento externo, la
opsina en el caso de los conos y la rodopsina en los bastones.

La opsina responde a la luz mediante su uniéon a un cromoéforo derivado de la
vitamina A llamado retinal. Una vez unidos permanecen en las membranas de los
segmentos externos, cada uno de los cuales contiene miles de moléculas de
fotopigmento. Los conos tienen tres tipos de fotopigmentos, con sensibilidades
espectrales méaximas para longitudes de onda largas (rojo), medias (verde) y cortas
(azul). Estos fotorreceptores son los responsables de la visién en color.

Los bastones tienen un solo tipo de fotopigmento con una sensibilidad
espectral maxima alrededor de los 500 nm. Estos fotorreceptores son los responsables
de la vision en condiciones de baja luminosidad (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Sensibilidad espectral de los tres tipos de conos y los bastones.

La fototransduccion se produce mediante la estimulacién del fotopigmento por
medio de un foton. Esto provoca una cascada de reacciones enzimaticas y
bioguimicas que resultan en el cierre de los canales catidénicos de la membrana del
fotoreceptor. El potencial de membrana se hiperpolariza, causando una reduccion de
la cantidad de neurotransmisor liberado por el terminal del fotoreceptor hacia las
neuronas postsinapticas.

4.4. Células ganglionares melanopsinicas (iRPGCs).
4.4.1. Células ganglionares

Las células ganglionares recogen todas las sefiales electroquimicas generadas
por los fotorreceptores para enviarlas a través del nervio Optico. Son el ultimo
intermediario de la informacién y, por tanto, la sefial ya ha experimentado un alto
grado de procesamiento, tanto en el camino vertical (del fotorreceptor a las bipolares y
de estas a las ganglionares), como por las realimentaciones mediadas por las células
horizontales y amacrinas (Figura 4.5).
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Las células ganglionares tienen, de
media, un mayor tamafio que las
interneuronas que las preceden y sus el
axones poseen un diametro mayor, siendo ’ . pigmentario
asi capaces de transmitir la informacion a y
la siguiente etapa de procesamiento en : g @
forma de picos transitorios. El nervio optico - ‘ £
recoge los axones de las células
ganglionares y este mazo, con mas de un . S
millén de axones en los humanos, pasa la
informacion a la siguiente estacion de ' / ‘ . >
relevo del cerebro para seleccionarla e oHacia ' ’ '
integrarla  en  los  canales  de Rped amacinas | hofenisles
procesamiento. gangiionares i

células Y eanas

bipolares

Figura 4.5. Jerarquia del paso de
la informacion en la retina.

4.4.2. Células ganglionares melanopsinicas

Dentro de las células ganglionares solamente el 5% pertenecen a este grupo.
La principal funcion de estas células es aportar informacion visual no formadora de
imégenes, es decir, informacion util para procesos tales como la constriccion pupilar, la
regulacién neuroendocrina y la sincronizacién de los ritmos circadianos (ciclos de luz-
oscuridad). Estudios recientes han revelado otras funciones realizadas por las células
ganglionares melanopsinicas en la percepcion visual consciente, como la
diferenciacion de luminancias y contrastes (Brown, 2012).

Hoy en dia ya sabemos que la capacidad de estas células de responder a la luz
se debe a un fotopigmento llamado melanopsina. Cabe remarcar que este
fotopigmento se parece méas al usado por los invertebrados que al que usan los
vertebrados.

La respuesta de las ipRGCs a la luz difiere en gran medida de aquella de conos
y bastones. Mientras que estos Ultimos se hiperpolarizan en respuesta a la luz, las
ipPRGCs se despolarizan. Por otro lado, la respuesta de las ipRGCs es mucho mas
lenta y duradera. Estas células son capaces de interactuar entre si por medio de sus
dendritas, creando una red fotorreceptora. Debido a que utilizan la melanopsina como
fotopigmento, son especialmente sensibles a longitudes de onda cercanas a los 480
nm, mostrando una sensibilidad espectral diferente a la de conos y bastones.

4.4 3. Informacion proporcionada por los conosy ba  stones

Aunque las ipRGCs son capaces de responder a
estimulos luminosos, también reciben informacion de los
conos Yy los bastones. La microscopia electronica revelo
que las ipRGCs reciben conexiones axonicas de las células
amacrinas y bipolares (Figura 4.6). De este modo, las
iPRGCs no solo responden a la luz de manera directa, sino

Figura 4.6. ipRGC vista con
microscopio electrénico, con
ayuda de contraste.
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que también lo hacen de manera indirecta, gracias a la informacion proporcionada por
los conos y los bastones. Estas dos respuestas, sin embargo, difieren
significativamente; la respuesta extrinseca es mas rdpida y necesita un estimulo de
menor intensidad, mientras que la intrinseca es mas lenta y duradera, pero necesita un
estimulo mayor.

4.4.4. Diversidad morfoldgica y fisioldgica

En la década pasada diversos estudios han demostrado la existencia de varios
tipos de ipRGCs; usando técnicas de tincion con fluoresceina se descubrié la
existencia de 5 tipos de ipRGCs diferentes en la retina de los ratones. El primer tipo
descubierto (y que se creia el Unico existente) fue nombrado M1. Asi, los restantes
fueron nombrados M2, M3, M4 y M5. De estos tipos, la M1 es la Unica que se
estratifica exclusivamente en el EPR (Schmidt y Kofuji, 2009).

Los cinco tipos de ipRGCs manifiestan diferentes propiedades morfologicas,
sugiriendo que realizan funciones distintas. Tanto en ratones como en ratas los
diferentes tipos de ipRGCs tienen su pico de actividad a diferentes frecuencias. Estas
células también tienen grandes diferencias biofisicas entre ellas, tanto en la resistencia
electroquimica de sus membranas como en los potenciales de la misma y su
capacitancia. En condiciones de oscuridad, los cinco tipos de ipRGCs responden de
manera similar, sin embargo, bajo condiciones de luz, las M1 y M2 responden de
maneras significativamente diferentes, produciendo una respuesta mas breve y de
menor amplitud. Comparando la intensidad de respuesta a estimulos luminosos
estaticos y en movimiento, los cinco tipos de ipRGCs evidencian una respuesta de
mayor intensidad para estos Ultimos, sin embargo, cada tipo de ipRGC parece estar
especializada en diferentes velocidades de movimiento.

4.4.5. Adaptacion, neuromodulacion y regulacion del ritmo circadiano

Se ha encontrado que cuando las ipRGCs se exponen a niveles de luz
ambiente cercanos a los que producen su saturacion, estas células se desensibilizan
progresivamente, (Berson et al., 2008). Cuando se las deja un tiempo en oscuridad y
luego se les proyectan pulsos de luz, sus respuestas son mayores que antes de este
tiempo de espera, indicando una adaptacion a la oscuridad por parte de estas células.
Estos procesos de adaptacion a la iluminacion y a la oscuridad son comunes a todos
los fotorreceptores de la retina, aun utilizando fotopigmentos y cascadas de
transduccién fotoquimica diferentes, (Do y Yau, 2013).

4.4.6. Funcién de las ipRGCs: aspectos conductuales

Los ritmos fisiolégicos y conductuales de los mamiferos, llamados de forma
colectiva circadianos, son controlados por un pequefio grupo de células en el nucleo
supraquiasmatico (SCN) del hipotalamo. Entre otras funciones, este control ayuda al
organismo a llevar horarios de suefio y vigilia, asi como a regular cambios en la
temperatura corporal. Sin embargo, este “reloj” no tiene un horario de 24 horas
perfecto y necesita ser ajustado periédicamente para que los ritmos circadianos estén
sincronizados al ciclo de luz/oscuridad. La principal sefial para este ajuste es la luz,
accién en la que intervienen mayormente las ipRGCs. Animales modificados
genéticamente para no tener melanopsina presentan ritmos circadianos relativamente

10
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normales y no muestran ninguna otra disfuncion en la adaptacion a la luz. Sin
embargo, ante estimulos luminosos, presentan cambios de fase en los ritmos
circadianos mucho menores que los evidenciados por animales con melanopsina, lo
que revela el importante papel de las sefiales provenientes de la melanopsina sobre
esta funcion, (Panda et al., 2002; Ruby et al., 2002). Debido a que las ipRGCs siguen
siendo fotosensibles incluso en ausencia de conos y bastones, algunos ratones sin
conos ni bastones, asi como algunos pacientes ciegos, siguen teniendo respuestas
visuales no formadoras de imagenes (Czeisler et al., 1995; Lucas et al., 1999; Zaidi et
al., 2007).

Ademas, cada vez hay mas evidencia de que la melanopsina contribuye a la
percepcién visual, mediada probablemente por las proyecciones de las ipRGCs al NGL
al coliculo superior (CS) (Brown et al., 2010; Dacey et al., 2005; Ecker et al., 2010;
Estevez et al., 2012; Zhao et al., 2014). Algunos pacientes ciegos con degeneracion
retiniana severa pero con ipRGCs relativamente normales fueron capaces de detectar
la presencia de luz azul intensa, (Zaidi et al., 2007); y humanos y ratones con la vision
intacta parecen depender parcialmente de la melanopsina para la discriminacion del
brillo (Brown et al., 2012).

En otro estudio (Ecker et al., 2010), ratones sin conos ni bastones fueron
capaces de distinguir una pantalla de ordenador que mostraba lineas blancas y negras
de una que tenia la misma intensidad media pero era completamente gris, sugiriendo
gue la melanopsina es suficiente para un pequefio grado de visién de patrones.
Recientemente, también se ha informado que ratones sin melanopsina presentan una
menor sensibilidad al contraste, (Schmidt et al.,, 2014), y hay evidencia psicofisica
preliminar de que la melanopsina participa también en la vision en color, desafiando la
teoria tricromatica (Horiguchi et al., 2013).

4.4.7. Papel en el desarrollo

La expresion de la melanopsina comienza antes del nacimiento y las ipRGCs
empiezan a ser fotosensibles antes que los conos y los bastones (Sekaran et al., 2005;
Tu et al.,, 2005). Una de las funciones de este desarrollo tan precoz es la fototaxia
negativa, que hace que ratones de incluso seis dias de vida eviten la luz brillante. La
melanopsina también parece tener un papel en el desarrollo temprano de las neuronas
retinianas, los vasos retinianos y los circuitos retrogeniculados.

11
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5. Desarrollo: Analisis de los articulos cientifico S
seleccionados

5.1. Descubrimiento

El descubrimiento de estos fotorreceptores fue motivado por la necesidad de
explicar la conservacion del ritmo circadiano en pacientes ciegos y ratones sin
fotorreceptores tradicionales. Fueron descubiertos por primera vez en 2002 (Berson et
al. 2002) y reconocidos como un tercer tipo de fotorreceptor. Son importantes, como
ya se ha dicho, no sélo para la regulaciéon del ritmo circadiano, sino también para la
respuesta pupilar a la luz (PLR) y los ciclos de suefol/vigilia.

La respuesta intrinseca a la luz de estos fotorreceptores es proporcionada por
la melanopsina, que fue estudiada (e incluso clonada) en los afios 90; posteriormente
se descubrid su funcién en las ipRGCs.

Se pensaba que estas células soélo eran detectoras de irradiancia, es decir, que
enviaban informacion a numerosas regiones cerebrales que se encargan de procesar
la informacion visual que no forma imagenes. Sin embargo, se ha observado que las
iIpPRGCs integran su informacién con la de los conos y los bastones para influenciar
comportamientos que dependen de la luz.

5.2. Funciones y proyecciones centrales

En los mamiferos, el ajuste al ciclo de iluminacién diurna (fotosincronizacion)
ocurre en la retina con la participacion de una proyeccion particular del nervio Gptico
denominada tracto retinohipotaldmico (RHT), que lleva la informacion al SCN.

La idea convencional sobre la funcion retiniana es que toda la informacion
visual se origina en los conos y los bastones. La informacion que producen estos
fotorreceptores pasa a través del circuito retiniano antes de llegar a las células
ganglionares. Sin embargo, a lo largo de la ultima década, se ha demostrado que las
ipPRGCs también aportan informacion visual (Berson et al., 2002). A pesar de su
escasez relativa en la retina, estas células dominan el RHT vy, por lo tanto,
representarian la ruta principal por la que la informacion luminosa llega al reloj
circadiano.

Las ipRGCs reciben informacion singptica de los conos y los bastones en la
retina. Como resultado, la respuesta fisioldgica a la luz de estas células es producto de
su mecanismo de fototransduccion interno y de las influencias externas producidas por
los conos y bastones. Esta informacion es enviada a numerosas partes del cerebro
relacionadas tanto con la vision formadora de imagenes como con aquella que no las
forma (Gooley et al., 2003; Brown et al., 2010).

Mediante la utilizacion de ratones transgénicos en los que las ipRGCs
expresaban la enzima (3-galactosa, Hattar et al. (2006) identificaron los axones de las
células tipo M1 y caracterizaron sus proyecciones en el cerebro. Encontraron que
enviaban proyecciones al SCN, al fasciculo intergeniculado y al nacleo olivar pretectal
(OPN). Los dos primeros controlan el ritmo circadiano mientras que el tltimo media la
respuesta pupilar.
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En el mismo estudio se descubrieron otras zonas centrales de recepcion axonal
de estas células. Dentro del hipotalamo, las células M1 envian axones a la porcién
ventral de la zona subparaventricular, una region que controla el sistema nervioso
autébnomo. Un numero de fibras dispersas llegan a las zonas preodpticas, que
influencian la segregacion de hormonas de la pituitaria. Todo esto sugiere que las
iIpPRGCs M1 controlan diversas funciones visuales no formadoras de imagenes.

Mas recientemente, otros autores (Dacey et al., 2005; Hannibal et al., 2014)
han hallado algunos axones llegando también a la division dorsal del ndcleo
geniculado lateral (NGL), que es el primer relevo del tAdlamo en el camino de la
informacion visual hacia el cortex, y al coliculo superior (CS), un nucleo sensorial y
motor que detecta estimulos visuales. Estos descubrimientos sugieren que, ademas
de sus ya mencionadas funciones en la regulacion de reflejos visuales subconscientes,
las ipRGCs podrian contribuir a la percepcién visual consciente.

En la actualidad, hay pruebas experimentales convincentes de que las ipRGCs
intervienen en la modulacion de diferentes funciones como el ritmo circadiano, la PLR,
los ciclos suefio/vigilia y los sistemas neuroendocrinos, influyendo también en
comportamientos relacionados con la ansiedad y la aversion a la luz, e incluso
contribuyendo de manera significativa a la funcién visual talamocortical (Guller et al.,
2008; Thomson et al., 2010).

Se ha informado de casos de pacientes ciegos con alodinia a la luz (fotofobia)
(Amini et al., 2006), sugiriendo la participacion de las ipRGCs. La aversion a la luz
provocada por la administracion de morfina, sin embargo, so6lo la experimentan
aquellos pacientes con conos y bastones funcionales (Matynia y Gorin, resultados no
publicados). Esto lleva a la conclusion de la existencia de dos vias de fotofobia, bajo
condiciones normales (ipRGCs) y bajo condiciones patoldgicas (conos y bastones).

5.3. Tipos de ipRGCs

Inicialmente se creia que se
componian de un solo tipo de células. ' - . . l .
Los primeros estudios describen las CNE( 4% 0w ='.-]'.'f- -'-'ll.- t'l'lll’-,'l
dendritas de las ipRGCs cubriendo la  ¢pg [ i [ | ”l [.:
retna y formando una ‘"red [
fotorreceptora” (Provencio el al.,

2002). Estudios posteriores han

demostrado que estas células que
forman un mosaico con las dendritas
cubriendo la retina poseen dos

subtipos, mientras que un tercer
subtipo no forma mosaico (Berson et
al.,, 2010; Schmidt y Kofuji, 2010).
Mas recientemente se ha demostrado que existen hasta 5 subtipos de ipRGCs con
diferente morfologia dendritica y proyecciones axonales (Vugler et al., 2007; Zang et
al., 2008; Miiller et al., 2010). Estos subtipos fueron denominados M1, M2, M3, M4 y
M5 (figura 5.1).

Figura 5.1. Representacion esquemética de la
morfologia de los cinco tipos de ipRGCs
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Existen células ganglionares ON y OFF. Las ON reciben informacion de las
células bipolares ON (respuesta a un incremento de luz) y viceversa (respuesta al
descenso de luz). Al estudiar los 3 subtipos de ipRGCs conocidos hasta ese momento,
se vio que las denominadas M1 reciben informacién OFF, las M2 ON y las M3 reciben
informacion de ambos tipos (Schmidt et al, 2008).

Morfolégicamente, las células M2 tienen un arbol dendritico mas complejo y
grande, con somas también mayores que los de las células M1. Las M3 revelaron
caracteristicas morfolégicas similares a las de las M2 (Schmidt y Kofuji, 2009). Desde
entonces se han identificado los subtipos ON-M4, con los somas y arboles dendriticos
mas grandes de todos, y las ON-M5, con arboles dendriticos pequefios y poblados.

En cuanto a las propiedades funcionales, las M1 tienen una mayor sensibilidad
intrinseca a la luz que las M2 (Schmidt y Kofuji, 2009). Las M3 tienen caracteristicas
intermedias entre las M1 y las M2, mas cercanas a estas Ultimas, lo que llevo a
preguntarse si las M3 eran células "hibridas" de las anteriores que no se habian
desarrollado (Schmidt y Kofuji, 2011). La densidad de melanopsina es mayor en las
M1y, por lo tanto, son mas fotosensibles que las M2 o M3.

5.3.1. Funcién principal de las ipRGCs tipoM1yla s no-M1

Los bastones parecen proporcionar gran parte de la informacion requerida para
la regulacion del ritmo circadiano, mientras que los conos aportan una parte importante
de la informacién para la PLR (Altimus et al., 2010; Lall et al., 2010). Esto permite
plantear la posibilidad de que las células M1 que envian informacién al OPN son
diferentes de las que la envian al SCN, pudiendo haber un subtipo dentro de las M1
(Lall et al., 2010).

Finalmente se demostro la existencia de estos subtipos en los que las células
M1 que mediaban el ritmo circadiano estaban fuertemente influenciadas por la
informacion proporcionada por los bastones, mientras que las que eran responsables
de la respuesta pupilar lo estaban por los conos (Chen et al., 2011).

En relacion a las ipRGCs que no pertenecen al grupo de las M1, es mas
probable que emitan informacion en funcion del estimulo proporcionado por los conos
y los bastones que por la fotorrecepcion de la melanopsina. Estas ipRGCs podrian
participar en la formacion de imagenes a partir de proyecciones hacia el NGL,
presentando, ademas, proyecciones en muchas otras regiones (Ecker et al., 2010).

5.4. Ritmo circadiano: papel de cada fotorreceptor

En el SCN del hipotdlamo es donde se encuentra el marcapasos central del
ritmo circadiano, que regula varios osciladores circadianos en tejidos periféricos. La
interaccion del oscilador central del SCN y de osciladores periféricos genera ritmos
coherentes de 24 horas de temperatura, secreciéon hormonal, ciclos de suefio/vigilia y
funciones cardiovasculares. Las sefiales neuroquimicas de la retina proporcionan toda
la informacién luminosa necesaria para que el SCN regule el ciclo de luz/oscuridad.
Ninguna variable proporciona una indicacion mas fiable sobre la hora del dia que la
iluminacion ambiental.
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5.4.1. Métodos de estudio

Varios estudios han abordado ya la pregunta de bajo qué circunstancias y
hasta qué punto la fotorregulacién circadiana depende de cada tipo de fotorreceptor.
Estos han valorado en ratones el ajuste circadiano a un periodo de luz constante o de
oscuridad constante. Sin embargo, como estos estudios se basan en la medida final,
no permiten la lectura en tiempo real de la respuesta a la luz del reloj circadiano. Para
solventar este problema, se han realizado registros electrofisioldgicos de los cambios
provocados por la luz en la tasa de disparo de los potenciales neuronales del SCN.
Estos experimentos muestran, en tiempo real, la respuesta del hipotdlamo a la luz vy,
por tanto, describen la naturaleza dindmica de la informacién luminica que llega al
ndcleo supraquiasmatico. Sin embargo, su relevancia para la fotorregulacion
circadiana es menos obvia.

Se ha demostrado que la fotorregulacion circadiana sigue intacta incluso tras la
pérdida masiva de conos y bastones, hecho que fundamenta la participacion en este
proceso de otro tipo de fotorreceptor distinto de los conos y los bastones. Sin
embargo, para definir la funcion de cada uno de los fotorreceptores en un sistema
visual normal han sido necesarias nuevas estrategias. La eficiencia con la que los
fotopigmentos absorben fotones esta relacionada con la longitud de onda de los
mismos. La estrategia utilizada es la basada en la sensibilidad espectral, en la que se
comparan las sensibilidades espectrales de cada fotorreceptor con la intensidad de las
respuestas evocadas a distintas longitudes de onda, para relacionar cada fotorreceptor
con una respuesta especifica del reloj. Esta estrategia ha sido utilizada para identificar
la influencia de los conos y los bastones en la tasa de disparo de los potenciales en el
SCN, con el objetivo de demostrar que la fotorregulacion circadiana en ratones sin
conos ni bastones se sustenta sobre la melanopsina.

Un desafio a la hora de adoptar la estrategia basada en la sensibilidad
espectral es que las diferencias entre las curvas de la melanopsina, la rodopsina y la
M-opsina son muy pequefias. Esta limitacion, sin embargo, puede ser superada
usando técnicas genéticas para cambiar la sensibilidad espectral de los
fotorreceptores de los ratones, logrando, por ejemplo, que los conos que normalmente
expresan la M-opsina expresen la L-opsina. Finalmente, utilizando esta alternativa, la
descripcion detallada de las respuestas a estimulos de longitudes de onda medias y
largas ha permitido identificar aspectos de la respuesta del reloj circadiano atribuibles
a cada uno de los tipos de fotorreceptores.

5.4.2. Dependencia de bastones

Como los bastones son los mas sensibles de todos los fotoreceptores de la
retina, tendria sentido que fueran estos los que proporcionaran la alta sensibilidad al
reloj circadiano.

Evaluando esta hipétesis utilizando el paradigma de oscuridad constante, los
autores encontraron que incluso la luz muy tenue influye en el reloj circadiano. La
dependencia del reloj circadiano con los bastones, sin embargo, no esté restringida a
niveles tenues de luz. Se ha demostrado que “ratones sélo con bastones” se
sincronizan de manera adecuada a ciclos de luz-oscuridad en los que el periodo de
iluminacion se corresponde con niveles de iluminacién elevados, confirmando que el
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reloj circadiano puede emplear a los bastones para distinguir luz de oscuridad bajo
tales condiciones.

Esto indica que los cambios en la actividad del RHT mediados por los bastones
pueden ser mas bien escasos, no obstante, suficientes para reclutar los mecanismos
de sincronizacion.

5.4.3. Inconstancia de conos

Aunque los bastones parecen definir las respuestas circadianas, incluso a
intensidades de iluminacion moderadas, es esperable que se saturen en algun
momento.

Los conos, por el contrario, pueden funcionar en niveles de iluminacion muy
elevados. ¢Podrian ellos entonces compensar la saturacién de los bastones en el
RHT?

La fotosincronizacion circadiana esta practicamente intacta tras una
degradacion importante de los conos, mientras que “ratones solo con conos” fallan en
la sincronizacion de los ciclos de luz-oscuridad. Estos datos indican entonces que los
€ON0S NO son ni necesarios ni suficientes para la fotosincronizacién circadiana.

No obstante, estudios anatdomicos y electrofisiolégicos indican que las sefiales
de los conos alcanzan el tipo M1 de las ipRGCS, responsable de la sincronizacion.

La evidencia disponible a partir de los experimentos realizados en roedores
indican que aunque los conos son un mediador de la sincronizacién menos fiable que
los bastones, pueden tener una importante influencia en el reloj circadiano. Los
resultados de los experimentos muestran que la influencia de los conos es
especialmente significativa en las respuestas circadianas relacionadas con uno o0 mas
incrementos repentinos en la irradiancia, es decir, la mayor influencia se da con
estimulos luminosos transitorios en lugar de exposiciones estacionarias de larga
duracion.

5.4.4 Melanopsina

Si los conos aportan al reloj circadiano una influencia tan poco confiable, ¢ qué
fotorreceptor informa al SCN cuan luminoso es el mundo bajo las condiciones de
iluminacién en la que los bastones estan saturados?

Aunque la melanopsina es el menos sensible de los tres tipos de fotopigmentos
de la retina, hay poca evidencia directa de que la fotosincronizacion circadiana en los
ratones dependa de ella.

A la vista del alto umbral de fototransduccion de la melanopsina, cabria esperar
gue la contribucion de esta a la sincronizacion fuera méas evidente en paradigmas
mejor preparados para medir aspectos de baja sensibilidad de la respuesta del reloj
circadiano (Do et al., 2009). La dependencia del reloj circadiano con la melanopsina a
irradiancias elevadas es, sin embargo, evidente en datos electrofisiolégicos a nivel del
SCN.
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El argumento de que la melanopsina hace una contribuciobn mayor para
estimulos luminosos de larga duracion y alta intensidad es apoyado por datos
obtenidos de ratones sin melanopsina y por datos fisioldgicos de las ipRGCs (Mure et
al., 2007).

5.4.5. Sensibilidad de la melanopsina a diferentes  frecuencias temporales

La habilidad de la melanopsina para seguir patrones dinamicos de intensidad
de luz permanece, en gran medida, inexplorada.

La ausencia de entrada de informacién proveniente de bastones y conos
modifica el tiempo de respuesta de las ipRGC, retrasando decenas de segundos la
percepcion del encendido y apagado de pulsos de luz .En este sentido, cabe
preguntarse si la repuesta de la melanopsina tiene preferencias ante diferentes
frecuencias de modulacion de la irradiancia de estimulacion.

Los datos que se tienen favorecen la conclusion de que, en la mayoria de los casos, la
adaptacion de la melanopsina a la luz no sesga en demasia la respuesta del reloj
circadiano hacia los cambios de alta frecuencia en la luminosidad del estimulo. De
acuerdo con este punto de vista, la consecuencia mas importante de la adaptacion es
la extension del rango de sensibilidad de la melanopsina.

5.4.6.Conclusiones

Los datos anatomicos y psicofisicos comentados anteriormente sugieren una
separacion relativamente simple en las contribuciones de los bastones, los conos y la
melanopsina al proceso de fotosincronizacion circadiana.

La medida més valiosa de las influencias retinianas al reloj circadiano proviene
de los datos electrofisioldgicos a nivel del SCN. La combinacién de una respuesta
transitoria relacionada con los conos, junto con la respuesta sostenida dependiente de
la melanopsina, implica que los conos aportaran informacién sobre cambios de alta
frecuencia en los perfiles de estimulacion, mientras que las células melanopsinicas
aportaran informacién sobre cambios de baja frecuencia. De acuerdo con este punto
de vista, la sefial a nivel del SCN en un animal expuesto a un perfil de estimulacion
con irradiancias variables constara de una serie de respuestas transitorias, derivadas
de los conos excitados, superpuestas con unas respuestas graduales, dependientes
de la melanopsina. En resumen, los conos codifican los cambios rapidos en la
intensidad de la luz, dejando a los bastones y a la melanopsina seguir las
modulaciones mas graduales bajo estimulos luminosos tenues y mas brillantes
respectivamente.

5.5. Papel del glutamato en la regulacion del ritmo circadiano

Durante el proceso de ajuste del ritmo circadiano mediado por la luz que tiene
lugar en el SCN, la luz despolariza las células ganglionares melanopsinicas (ipRGCs)
por medio de la fototransduccion de la melanopsina y de otras sefiales de la retina
externa. Las IipRGCs liberan entonces desde sus terminales sinapticas los
neurotransmisores glutamato y el polipéptido de la adenilato ciclasa de la pituitaria
(PACAP). La neurotransmision de las células ganglionares retinianas mediada por el
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glutamato (neurotransmision glutamatérgica), incluyendo las ipRGCs, es dependiente
del depésito de glutamato en las vesiculas sindpticas, realizado por el transportador de
glutamato vesicular 2 (VGLUT?2). El transportador de glutamato vesicular 1 (VGLUT1)
y el trasportador de glutamato vesicular 3 (VGLUT3) también se expresan en la retina,
pero lo hacen en otras neuronas glutamatérgicas. Se ha reportado que ratones con
ablacion genética del VGLUTL1 tienen afectada la sefalizacion neuroquimica de los
conos Yy los bastones hacia la retina interna, mientras que el ritmo circadiano y la
respuesta pupilar no estan afectados.

Se encontré que la supresion de la expresidon de VGLUT2 en las ipRGC,
aunque sin eliminarlo, perjudica profundamente el ajuste del ritmo circadiano mediado
por la luz, asi como también las respuestas a la luz con enmascaramiento negativo y
la respuesta pupilar a la luz (PLR). Ademas, algunos ratones mutantes tenian la
actividad locomotora circadiana disminuida, con picos de actividad en todos los puntos
del ritmo circadiano. Estos descubrimientos sugieren un papel no redundante del
glutamato y el PACAP en las ipRGC para varias funciones visuales no formadores de
imagenes.

5.5.1. Resultados

Para examinar el papel de la fototrasduccion glutamatérgica de las ipRGC en
el ritmo circadiano y otras funciones visuales no formadoras de imégenes, se utilizaron
ratones a los que les realiz6 la ablacidn selectiva del VGLUT2 en las ipRGCs. A estos
ratones sin VGLUT2 nos referiremos de aqui en adelante como Vglut2-cKO.

En estos ratones, las ipRGCs estimulaban las areas del cerebro esperadas y el
SCN no presentaba anormalidades estructurales. La morfologia de las capas de la
retina de los ratones Vglut2-cKO y la de las de los ratones de control era similar.

- Elrimo circadiano esta interrumpido en los ratones Vglut2-cKO

Primero se analizaron las caracteristicas de la actividad circadiana de los
ratones control y de los Vglut2-cKO. El patrén general de actividad en un régimen LD
12:12 (ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) fue similar en ambos
genotipos, con episodios de actividad cuando se apagaban las luces. Sin embargo,
algunos de los ratones Vglut2-cKO mostraron un patrén de actividad mas irregular.

Para evidenciar la actividad locomotora circadiana enddgena, los ratones
fueron transferidos a condiciones de oscuridad constante DD. El patrén general de
actividad en estas condiciones fue también parecido en ambos genotipos. Sin
embargo, igual que en condiciones de LD, algunos ratones mostraron picos irregulares
de actividad en todas las fases del tiempo circadiano.

En conjunto, los ratones Vglut2-cKO mostraron una tendencia a un ritmo
circadiano mas variable que los ratones del grupo control en condiciones de DD,

aunque la amplitud de las diferencias no llego a un nivel estadisticamente significativo.

Los problemas en el ajuste del ritmo circadiano de los ratones Vglut2-cKO fue
también reflejado en las dificultades para reajustar el denominado “jet lag” causado por
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el avance o retraso de 6 horas de los ciclos. En los ratones control, el proceso de
reajuste al ciclo de LD se realiz6 en 2.0 £0.6 dias, mientras que en los ratones Vglut2-
cKO el mismo proceso llevo 6.8 +0.5 dias.

Para evaluar con mas detalle el proceso de ajuste del ritmo circadiano, los
ratones fueron sometidos a pulsos de luz de 1 hora de duracion, en tandas separadas
por 11 horas, para simular la exposicion a la luz del amanecer y atardecer en los
animales nocturnos. Bajo estas circunstancias, se esperaba que la actividad se
consolidara en uno de los dos ciclos de oscuridad entre los pulsos de luz. En efecto,
los ratones control restringian su actividad a uno de los periodos de oscuridad. Los
ratones Vglut2-cKO, sin embargo, mostraron patrones de actividad variable, con gran
actividad locomotora en ambos periodos de oscuridad.

- La respuesta pupilar a la luz (PLR) y las respuesta s a la luz con
enmascaramiento negativo estan disminuidas en los r atones Vglut2-cKkO

Debido a la ausencia de sefializacion glutamatérgica rapida en las ipRGCs de
estos ratones Vglut2-cKO, se esperaba que las funciones visuales no formadoras de
imagenes, como la PLR y las respuestas a la luz con enmascaramiento negativo, se
vieran debilitadas. Para comprobar esto, primero se midieron los PLR de estos
ratones con dos intensidades luminosas diferentes. La PLR fue evocada mediante un
estimulo de luz blanca de 20 segundos de duracion. En los ratones del grupo control,
el area pupilar tras la constriccidon ante un estimulo de intensidad alta fue de un 8%,
mientras que para un estimulo de intensidad baja fue del 46% (en comparacién a las
condiciones previas al estimulo). Sin embargo, los ratones Vglut2-cKkO mostraron
una respuesta pupilar atenuada. Para estimulos de intensidad alta, el area pupilar
tras la constriccion fue solamente de un 78%, mientras que para estimulos de baja
intensidad fue del 86%.

Disefiando un experimento que permitiera evaluar el enmascaramiento
negativo, los autores encontraron que mientras los ratones del grupo control sélo
mostraban patrones de actividad durante el periodo de oscuridad, los ratones Vglut2-
cKO mostraban actividad tanto en los periodos de luz como de oscuridad,
evidenciando un deterioro en las respuestas a la luz con enmascaramiento negativo.

5.5.2. Discusién

El fenotipo observado en este estudio es diferente al de aquellos estudios en
los que se recurri6 a la ablacion genética de las ipRGCs, en los cuales las
respuestas a la luz no formadoras de imagenes estaban practicamente ausentes. En
este estudio, sin embargo, las respuestas estan disminuidas pero no ausentes, lo
gue parece indicar que en los ratones Vglut2-cKO existe una sefializacion residual de
las ipRGCs, probablemente debido a la liberacién del neurotransmisor PACAP. Hay
cada vez mayor evidencia de que el PACAP y el glutamato tienen una actividad
sinérgica en la via luminosa de ajuste circadiano que va de la retina al SCN.

19



Gomez O. Distintos tipos de células fotosensibles del sistema visual humano.

6. Discusion y conclusiones

6.1. Conclusiones generales

Se ha adquirido entrenamiento en la blisqueda y organizacion de la informacion
necesaria para realizar un trabajo de revision bibliogréfica.

A partir de la informacion sobre los distintos tipos de fotorreceptores de la
retina, se ha profundizado en sus caracteristicas, haciendo especial hincapié en como
las ipRGCs complementan a conos y bastones.

Tras la revision de los articulos cientificos seleccionados, asi como del material
bibliografico adicional sobre las ipRGCs, se han comprendido sus funciones,
estructura e importancia en el sistema visual.

6.2. Conclusiones particulares

Las ipRGCs han adquirido una gran importancia en un periodo de tiempo muy
corto. Se han descubierto 5 subtipos diferentes de estas células con diferentes
morfologias y funciones. Las funciones que realizan estas células son muy diversas e
importantes tanto para la informacién visual no formadora de imagenes como para la
informacién consciente, sin embargo, el papel mas importante de estas células es el
que realizan en el ritmo circadiano. Las ipRGCs son imprescindibles para mantener un
ritmo circadiano constante y 6ptimo.

Como hemos visto, algunos pacientes ciegos sin conos ni bastones y, por
tanto, sin informacion visual consciente, conservan el ritmo circadiano y son capaces
de distinguir algunos tipos de contraste gracias a las ipRGCs. Seria preciso investigar
este concepto en profundidad, ya que en él podria residir una clave para ayudar a
estos pacientes a tener una percepcion visual mayor.

Por otro lado, en cuanto al papel del glutamato y del PACAP en la
neurotransmision, se podria realizar otro estudio en el que se eliminaran ambos
neurotransmisores. De esta manera, se podria comprobar la existencia de informacién
residual de las ipRGCs hacia el SCN por un camino alternativo. Si no hubiera
informacion residual, se confirmaria que las sinapsis mediadas por el glutamato y el
PACAP constituyen las Unicas vias para que las sefiales provenientes de las ipRGCs
alcancen el SCN. Por el contrario, si existiera informacion residual, habria que seguir
profundizando en este aspecto.

A pesar de todos estos descubrimientos, el estudio de las ipRGCs es alun un
area muy nueva e inexplorada de la que, seguramente, se puede aprender mucho
todavia. Para esto, es preciso ahondar en los conceptos ya estudiados y ampliarlos a
través de nuevas lineas de investigacion.
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7. Evolucion temporal de la cantidad de articulos s  obre las
IPRGCs.

Los primeros articulos que podemos ver sobre las ipRGCs aparecen en el 2002
con solamente 2 articulos a lo largo de ese afo. Sin embargo, el nUmero de articulos
dedicados a este tema va aumentando a lo largo de los afios de manera significativa,
con hasta 43 articulos dedicados a estos fotorreceptores en el afio 2015.

Ne°
Articulos)

2 10 4 14 10 20 14 12 23 26 3 32 30 43 10

Afio 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
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