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RESUMEN

Resumen
Introduccion

La poblacién de células ganglionares de la retina (CGR) de roedores se ha utilizado
frecuentemente para investigar las respuestas degenerativas y regenerativas de las
neuronas del sistema nervioso central (SNC) en diferentes modelos experimentales de
neuropatias, asi como para ensayar las propiedades neuroprotectoras de distintas
sustancias. En este trabajo hemos analizado cuantitativa y topograficamente la poblaciéon
total de CGRs en ratones adultos albinos que sobreviven a las cuatro semanas de la
axotomia simple (seccion intraorbitaria del nervio éptico) o de la axotomia e implante de
nervio periférico (NP) autélogo anastomosado mediante la utilizacion de microsuturas o
pegamento bioldgico (Tissucol). Ademds hemos investigado estas mismas cuestiones en
la subpoblacién de CGRs que median las respuestas fisiolégicas visuales no formadoras de
imagenes y tienen un pigmento visual (la melanopsina) que las hace intrinsecamente
fotosensibles (ipCGRs).

Obijetivos

Estudiar el efecto neuroprotector de los implantes de injertos autdlogos de nervio
periférico, y la respuesta regenerativa de las CGRs e ipCGRs del ratén albino adulto.
Comparar la respuesta regenerativa cuando se utilizan dos métodos diferentes de
anastomosis del injerto al mufidn ocular del nervio Optico seccionado

intraorbitariamente: microsuturas o pegamento bioldgico.

Materiales y métodos

En este trabajo se han utilizado ratones hembras adultas albinas (Swiss), que se dividieron
en los siguientes grupos: i) seccidn intraorbitaria del nervio éptico (NO) izquierdo
(axotomia simple); ii) implante de injerto de nervio periférico (NP) (nervio tibial derecho)
mediante sutura en el mufién ocular del nervio éptico izquierdo seccionado, y;iii) implante
de injerto de nervio periférico mediante pegamento biolégico (nervio tibial derecho) en el
mufidn ocular del nervio dptico seccionado. En todos los casos el ojo experimental fue el
izquierdo y el ojo derecho se usé como control. Las retinas se analizaron 28 dias después
de la cirugia.

Para identificar la poblacion CGRs que habian regenerado sus axones a lo largo del injerto
de nervio periférico, tres dias antes del procesado del animal se aplicé en el extremo
distal del injerto el trazador neuronal fluorescente hidroxistilbamidina metanosulfonato
(OHSt). Para identificar la poblacion total de CGRs supervivientes se utilizaron técnicas de
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inmunohistofluorescencia que revelan la presencia de marcadores moleculares
(anticuerpos anti- Brn3a y anti-melanopsina).

Las poblaciones de CGRs asi identificadas se analizaron cuantitativa y topograficamente
con métodos modernos de andlisis de imagen desarrollados recientemente. Todas las
retinas se examinaron y fotografiaron en el microscopio de fluorescencia equipado con
una platina motorizada controlada por un sistema de analisis de imagen: Image-Pro Plus®
(IPP 5.1 para Windows®; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Para hacer
reconstrucciones de las retinas completas se capturaron imagenes individuales de forma
secuencial y no solapada comprendiendo toda la superficie de la retina y posteriormente
fueron unidas para formar el fotomontaje de la retina completa. Las imagenes digitales
individuales, tanto de OHSt, como de Brn3a o melanopsina fueron procesadas por una
serie de rutinas especificas para cada marcador, desarrolladas con el programa de analisis
de imagen IPP para realizar el contaje automatico. Los datos cuantitativos obtenidos de
cada retina se utilizaron para generar los correspondientes mapas de vecinos o de
isodensidad de las CGRs con los que se ilustra su distribucién topogréfica en la retina.

Resultados

Cuatro semanas después de la seccion del nervio dptico, el nimero total medio de CGRs
gue sobreviven a la axotomia simple en las retinas experimentales (izquierdas) es de
5.818+1.405 (n=12) mientras que en las retinas control (derechas) es de 44.899+3.0265
(n=12). Estos resultados indican que aproximadamente un 13% de la poblacién original de
CGRs sobrevive a las cuatro semanas de la seccion intraorbitaria del NO.

Cuatro semanas después de la seccion del nervio dptico, el nimero total medio de CGRs
que sobreviven a la axotomia en las retinas experimentales (izquierdas) en las que se
apuso un injerto de nervio periférico con Tissucol o microsuturas es de 9.716+3.452
(n=11) 6 8.575+£3.763 (n=11), respectivamente, mientras que en sus retinas control
(derechas) es de 45.084+4.440 (n=11) 6 47.975+3.407 (n=11), respectivamente, lo que
supone un 22% o 18%, respectivamente, de la poblacién original de CGR. Estos resultados
indican que la aposicidon de un injerto de nervio periférico tiene un efecto neuroprotector
sobre la supervivencia de las CGRs axotomizadas.

El numero total medio de CGRs marcadas retrégradamente con OHSt, que identifica las
CGRs que han regenerado sus axones a lo largo de los injertos de nervio periférico, fue de
1.045+485 (n=8) cuando se utilizd6 pegamento bioldgico (Tissucol) y de 1.887+599 (n=12)
cuando se utilizaron microsuturas, lo que supone una capacidad de regeneracién axonal
del 2,1% y 4%, respectivamente, de la poblacion original de CGRs.
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En los mapas de distribucién espacial (mapas de vecinos mds préximos) se observd que
las CGRs que habian sobrevivido a la axotomia y que habian regenerado en los injertos de
nervio periférico se distribuyeron de forma uniforme y difusa por la totalidad de la retina,
sin mostrar patrones geograficos sugerentes de dafo isquémico o de una especial
predisposicidn espacial para la supervivencia y/o regeneracion axonal de las CGR.

En relacién con las ipCGRs, el nimero medio total en retinas control fue de 354475 (n=2),
de 168+62 (n=11) en el grupo de axotomia simple, de 110421 (n=6) en el grupo de
axotomia y Tissucol, y de 198+84 (n=3) en el grupo de la axotomia y sutura. Estos
resultados indican que aproximadamente el 47% de las ipCGRs sobrevive a la axotomia
simple y que la aposicién de un injerto de NP (bien con microsuturas bien con Tissucol) no
modifica esta supervivencia significativamente. Es decir, esta subpoblacion de ipCGRs es
mas resistente a la axotomia, y su supervivencia no se influencia por la presencia de
injertos de nervio periférico. Sin embargo, en estos grupos de ipCGRs no se observaron
células marcadas retrégradamente con OHSt, lo que sugiere que esta subpoblacién de
ipCGRs no parece presentar capacidad de regeneracién axonal.

Conclusiones.

En ratones adultos tipo Swiss la supervivencia de la poblacion de CGRs a la seccion del NO
intraorbitario a las 4 semanas es de aproximadamente el 13%. Esta supervivencia se ve
incrementada significativamente con el implante de un segmento autdlogo de nervio
periférico en el mufidn ocular del NO seccionado, bien mediante la utilizacién de
microsuturas 6 de Tissucol.

Las CGRs del raton Swiss adulto son capaces de regenerar sus axones a lo largo de injertos
autologos de NP apuestos al mufidn ocular del NO seccionado. Esta capacidad de
regeneracion se observa en un 2,1% de la poblacién original de CGRs en el caso de la
utilizacion de Tissucol y es significativamente superior (4%) en el caso de la utilizacion de
microsuturas.

La supervivencia a la axotomia de las CGRs intrinsecamente fotosensibles es
significativamente superior a la del resto de la poblacién de CGRs. Sin embargo esta
poblacién de ipCGRs carece de capacidad de regeneracion axonal, y tampoco se ve
influenciada (incrementada) su supervivencia con el implante de segmentos autdlogos de
nervio periférico. Se trata pues de una pequeia sub-poblacién de CGRs que no parece
responder a influencias extrinsecas (en cuanto a supervivencia y regeneracién axonal se
refiere) y sin embargo muestra una particular resistencia a la axotomia.
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SUMMARY

Summary
Introduction.

The rodent retinal ganglion cell (RGC) population is widely used to study the degenerative
and regenerative responses of central nervous system (CNS) neurons to a variety of insults
as well as to assess the neuroprotective effect of different therapies or drugs. In this work
we have analyzed quantitatively and topographically the population of the adult albino
mouse RGCs that survive four weeks after simple axotomy (intraorbital nerve transection)
or four weeks after axotomy and an autologous peripheral nerve graft (PNG),
anastomosed by microsuture or biological glue (Tissucol). In addition, we have
investigated these same questions in the subpopulation of RGCs that mediate non-image
visual responses (regulation of the circadian rhythm and the pupillary light reflex) and that
express melanopsin, a pigment that renders them intrinsically photosensitive (ipRGCs).

Obijectives.

To study the neuroprotective effect of autologous peripheral nerve grafts and the
regenerative response of adult albino mouse RGCs and ipRGCs along these grafts. To
compare the RGC/ipRGC regenerative responses when a peripheral nerve graft is
anastomosed with microsutures or biological glue.

Material and Methods.

Adult female Swiss mice were divided into three groups, according to the experimental
manipulations: i) intraorbital nerve transection of the left optic nerve; ii) intraorbital nerve
transection of the left optic nerve and peripheral nerve graft (right tibial nerve) by
microsuture, and iii) intraorbital nerve transection of the left optic nerve and peripheral
nerve graft (right tibial nerve) anastomosed by biological glue. In all instances the left eye
was the experimental one, while the right eye was kept as control. Retinas were analyzed
28 days after the surgery.

To identify the population of RGCs that regenerate their axons along the PNG, 3 days
before sacrifice the fluorescent tracer hydroxystilbamidine methanesulfonate (OHSt) was
applied onto the distal segment of the PNG. To identify the population of surviving RGCs
or ipRGCs, Brn3a or melanopsin were immunodetected, respectively.

Surviving and regenerating RGCs/ipRGCs were quantitatively and topographically analyzed
using state-of-the-art image analyses methods recently developed. All retinas were
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dissected as flat mounts. Whole-mounted retinas were analyzed for OHSt, Brn3a and
melanopsin signal. To make reconstructions of retinal wholemounts, retinal multiframe
acquisitions were photographed in a raster scan pattern where the frames were captured
contiguously side-by-side with no gap or overlap between them under an epifluorescence
microscope (Axioscop 2 Plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, Germany) equipped with a
computer-driven motorized stage (ProScan™ H128 Series; Prior Scientific Instruments,
Cambridge, UK), controlled by Image-Pro Plus (IPP 5.1 for Windows ; Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, USA). The individual images (140 frames per retina) were processed
with a specific cell-counting subroutine using the IPP macro language to quantify the total
number of surviving and regeneration RGCs and ipRGCs. These quantitative data were
translated into isodensity or neighbour maps to illustrate the topographical distribution of
the RGCs.

Results.

Four weeks after axotomy, the total mean number * standard deviation of surviving RGCs
in the left injured retinas was 58181405 (n=12), while in the control (right) retinas was
44,899+3025 (n=12). Thus, approximately a 13% of the original RGC population survives 4
weeks after intraorbital nerve transection.

After axotomy and peripheral nerve graft with Tissucol or microsuture, the mean total
number % standard deviation of surviving RGCs in the left injured retinas was 971613452
(n=11) or 8575+3763 (n=11), respectively. This amounts for a 22% or a 18% of the original
RGC population, respectively. These results indicate that apposing a peripheral nerve
graft onto the optic nerve stump, has a neuroprotective effect on the axotomized RGCs.

The mean total number of OHSt-traced RGCs, i.e. RGCs that have regenerated their axons
along the peripheral nerve graft, was 1045+485 (n=8) when the graft was attached with
biological glue (Tissucol) and 1887+599 (n=12) when the graft was joined by microsuture.
Thus, 2.1% and 4% of the original RGC population, respectively, regenerate their axons.

Surviving and regenerating RGCs were uniformly and diffusely observed throughout the
retina, as illustrated by neighbour maps. Furthermore, RGCs were not distributed into
geographical patterns suggestive of ischemic damage or spatial pre-disposition for
enhanced survival or regeneration.

With respect to ipRGCs, their mean total numbert standard deviation in control retinas
was 354175 (n=2), while in the experimental groups was 168462 (n=11), 110+21 (n=6) and
198+84 (n=3) after axotomy, axotomy plus peripheral nerve graft with Tissucol, and
axotomy plus peripheral nerve graft with microsuture, respectively. These data indicate
that approximately 47% of the original ipRGCs survive 28 days after axotomy and that
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grafting a peripheral nerve does not modifies significantly this survival. In other words,
the population of ipRGCs is more resilient to axotomy than the general RGC population
and their survival is not altered by the presence of peripheral nerve grafts. However,
these ipRGCs were not retrogradely traced with OHSt, suggesting that this subpopulation
does not have a capacity for an axonal regeneration.

Conclusions.

In adult Swiss mice, approximately 13% of RGC survive 4 weeks after intraorbital nerve
transection. This survival increases significantly if a segment of autologus peripheral nerve
is grafted into the severed optic nerve stump, either by microsuture or by fribin glue
(Tissucol).

RGCs of adult Swiss mice are able to regenerate their axons along autologous peripheral
nerve segments grafted to the transected optic nerve stump. This regenerative capacity is
observed in a 2.1% of the original RGC population if the peripheral nerve is grafted with
Tissucol, and it is significantly higher (4%) if the graft is joined with microsutures.

The survival of ipRGCs is significantly higher than the rest of RGCs. However this
population lacks the capacity of regenerating their axons, and their survival is not
ameliorated with peripheral nerve implants. Thus, this small sub-population of RGCs does
not respond to extrinsic signals (in terms of survival and regeneration) but shows a
particular tolerance to axotomy.
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Contribuciones originales de este Trabajo
Técnicas

Este es el primer estudio de regeneracidn axonal de las células ganglionares de la retina
de ratdn albino adulto en el que se utilizan las siguientes técnicas:

1. Aposicion de nervio periférico al mufidn de nervio dptico seccionado mediante
microsuturas o con pegamento bioldgico de fibrina (Tissucol).

2. Cuantificacién automatica de la poblacion total de las células ganglionares de la retina
(CGR) en general y de la subpoblacién de células ganglionares de la retina
intrinsecamente fotosensibles (ipCGR) que sobreviven a la axotomia de nervio éptico
simple y a la axotomia de nervio éptico con injerto de nervio periférico apuesto al
muiidn ocular por medio de sutura o pegamento de fibrina.

3. Cuantificacién automatica de la poblacidn total de las CGRs y de la subpoblacion de
ipCGRs que regeneran a través de un injerto de nervio periférico apuesto al mufién
ocular del nervio éptico por medio de sutura o de pegamento de fibrina.

4. Evaluacion de la distribucidon espacial de las CGRs e ipCGRs que sobreviven a la
axotomia con o sin injerto de nervio periférico y de las CGRs que regeneran a través
del injerto de nervio periférico utilizando métodos automaticos y mapas topograficos
de las retinas completas.

Cientificas

El desarrollo de este trabajo de regeneraciéon axonal de las células ganglionares de la
retina (CGR) de ratén albino adulto ha documentado los siguientes hallazgos originales:

1. La aposicion de un injerto de nervio periférico (NP) sobre el muiidn ocular del nervio
Optico seccionado ejerce un efecto neuroprotector en la poblacion de CGRs
axotomizadas.

2. Las CGRs de ratdon axotomizadas son capaces de regenerar sus axones a través del
injerto de nervio periférico en distancias de aproximadamente dos centimetros.

3. El niumero de CGRs que regeneran sus axones en el injerto de NP es
significativamente mayor cuando el injerto se apone mediante microsuturas que
cuando se apone mediante pegamento de fibrina (Tissucol).

4. Las CGRs que sobreviven a la axotomia, con o sin injerto de nervio periférico, se
encuentran distribuidas por toda la retina.
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Las CGRs que regeneran a través del injerto de nervio periférico se encuentran
distribuidas por toda la retina.

La subpoblacion de células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles
(ipCGRs) son mas resistentes a la axotomia que la poblacién general de CGRs.

La aposicion de un injerto de nervio periférico al muidn ocular del nervio dptico
seccionado no ejerce un efecto neuroprotector en la subpoblacién de ipCGRs.

La subpoblacion de ipCGRs no parece tener la capacidad de regeneracion axonal a lo
largo de injertos de nervio periférico.
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1- INTRODUCCION

1.1 Lesiones de las proyecciones axonales

La respuesta a las lesiones de las proyecciones nerviosas difiere si éstas afectan al Sistema
Nervioso Central (SNC) o al sistema nervioso periférico (SNP). Ante una lesion del SNP
existen recursos quirurgicos dirigidos a corregir dicha lesion, lo cual no sucede cuando la
lesion es del SNC. En las lesiones axonales del SNP, ambos cabos nerviosos pueden re-
aponerse quirurgicamente, favoreciéndose asi que los conos de crecimiento del cabo
proximal de las neuronas axotomizadas busquen su camino a través del cabo distal y, de
esta forma, puedan crecer para re-inervar y restablecer los contactos sindpticos.

A pesar de la reparacion quirurgica de las lesiones del SNP, la recuperacion funcional no es
siempre total (Archibald et al., 1995) lo cual puede ser debido a la desorganizacion de los
fasciculos y fibras nerviosas regeneradas (Ramon y Cajal, 1914) y por otro lado a las
consecuencias de la respuesta neuronal a la axotomia.

A diferencia del SNP cuando se produce una lesion de una via nerviosa central no existe
recuperacion funcional a pesar de la reaposicion de los cabos nerviosos lesionados, pues
desde el cabo proximal no se produce la regeneracion espontanea de las fibras nerviosas
lesionadas en distancia lo suficientemente largas como para alcanzar sus territorios de
inervacion originales.

Los fendmenos que se producen ante una lesion del SNC son: i) lesion axonal de la
neurona con la consiguiente degeneracion Walleriana de la parte distal del axon, y ii) lesion
directa de las neuronas y muerte de las mismas (Perry y Gordon, 1988; Stall et al., 1989;
Kreutzberg et al., 1996).

1.2 Respuesta regenerativa en el SNCy SNP

Uno de los pioneros en el estudio de la diferente respuesta de las fibras nerviosas
lesionadas en el SNP 6 SNC fue Santiago Ramoén y Cajal, quien a comienzos del siglo XX
y en colaboracion con Tello, Leoz Ortin y Arcaute, observo los intentos y fracasos de los
axones lesionados en el SNC en el mamifero para extenderse tras la lesion axonal. Estos
investigadores estudiaron la regeneracion y degeneracion axonal en el nervio optico (NO)
seccionado del conejo al que injertaron un segmento de nervio periférico (Tello, 1907;
1911; Leoz Ortin y Arcaute; Ramén y Cajal, 1914). El fracaso en la elongacion de los
retoflos que se forman en el mufion axonal se pensd que era la causa principal de la
regeneracion abortiva en el SNC de los mamiferos adultos. Este fracaso de la elongacion
de los axones lesionados se atribuyo a la incapacidad intrinseca de las neuronas del SNC
para regenerar sus axones (Ramon y Cajal, 1914). Estas y otras observaciones sirvieron
para postular el dogma de la incapacidad de las fibras del SNC para regenerar y establecer
de nuevo conexiones sinapticas funcionales.
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Desde entonces la diferente respuesta regenerativa en el SNC y SNP trata de explicarse
principalmente por:

1-  Diferencias que existen en el medio glial que rodea los axones y su respuesta a la
lesion (revisado en Yiu y Hez, 2006).

2-  Diferencias en las moléculas de la matriz extracelular que en el caso del SNC son
inhibitorias para el crecimiento axonal (revisado en Brazda y Miiller, 2009).

1.3 Métodos de Reparacion de las Proyecciones Axonales

Cuando se lesiona una proyeccion axonal se produce una interrupcion de la conexion entre
distintas poblaciones neuronales. Para conseguir la reconexién adecuada de dichas
poblaciones se deben cumplir las siguientes premisas:

1-  Supervivencia de las neuronas a la lesion.
2-  La regeneracion axonal debe realizarse en distancia suficiente para alcanzar sus
dianas.

3-  Los axones regenerados deben ser guiados hacia sus territorios de inervacion.

4-  Los axones una vez ubicados en su territorio de inervacion deben extenderse,
arborizar y formar conexiones sinapticas funcionales.

1.3.1 Reparacion de Nervio Periférico

La primera referencia a una sutura nerviosa se remonta a la Italia Medieval del Siglo XIII.
Sin embargo la primera evidencia de una sutura nerviosa realizada con éxito fue descrita
por Hueter en 1873 en su libro “Die Allgemeine Chirurgie”. En el mufiéon axonal del cabo
proximal de un nervio periférico lesionado, se producen conos de crecimiento que cuando
encuentran un substrato adecuado, como el que proporciona el segmento distal del nervio
periférico, se extienden de nuevo y crecen hacia sus territorios de inervacion original
(Ramon y Cajal, 1914).

1.3.2 Reparacion experimental del Sistema Nervioso Central

De forma espontanea no se produce la regeneracion axonal en el SNC en una distancia lo
suficientemente extensa como para alcanzar sus territorios de inervacion original. A
continuacion vamos a sefialar las diferentes estrategias que incrementan esta regeneracion
axonal:

1-  Utilizacion de sustancias que contrarrestan las moléculas inhibidoras del crecimiento
axonal presentes en la membrana de oligodendrocitos maduros y de la mielina
(Schwab et al., 1993).

2-  Eliminacion de oligodendrocitos productores de mielina utilizando rayos X: La
radiacion con rayos X al nervio optico (NO) en roedores neonatales puede eliminar
los oligodendrocitos y por lo tanto también la mielina (Weibel et al., 1994). Asi se
obervd que axones retinianos axotomizados en el dia 19 postnatal se extienden

3
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durante varios milimetros en estos NO libres de oligodendrocitos (Weibel et al.,
1994).

3-  Trasplante de macrofagos activados en el NO: los macréfagos que invaden una lesion
nerviosa central eliminan los restos de mielina y, por lo tanto, facilitan la extension
de los axones de CGRs lesionadas (Lazarov-Spiegler et al., 1996).

4-  Trasplante de células envolventes de la glia del bulbo olfatorio las cuales tienen unas
propiedades que favorecen la regeneracion axonal. (Raisman et al., 2012).

5-  Transplante de segmentos autdlogos de nervio periférico (Aguayo et al., 1987, 1991;
Vidal-Sanz et al., 1993).

6- Incrementar el potencial intrinseco de crecimiento de las neuronas del SNC mediante
aplicacion de sustancias con efectos neurotroficos.

1.4 Empleo de adhesivos en la reparacion axonal

Los adhesivos son sustancias que al aplicarlas en dos superficies diferentes, las unen y
resisten su separacion. Entre los diferentes tipos de adhesivos se encuentran los
cianoacrilatos, los mondmeros sintéticos, pegamentos de origen marino y los pegamentos
bioldgicos entre los que se encuentran los de fibrina (Durham et al., 1987).

A principios del siglo XX comenz6 a conocerse mejor la funcion de la fibrina y sus
poderes adherentes (Morawitz, 1905) y en la Gran Guerra (1914) se utilizaban ya la fibrina
y el fibrindgeno para el taponamiento de heridas.

Fueron Young y Medawar (1940) los primeros que idearon un método experimental de
sutura nerviosa consistente en la coaptacion de los cabos nerviosos del ciatico del conejo y
del perro, usando fibrindgeno obtenido de sangre de pollo que se agregaba a plasma
humano. Estos autores observaron que el codgulo plasmatico de los animales que probaron
y de los mamiferos en general, no era lo suficientemente “fuerte” como para mantener la
tension de la sutura en el tiempo y resistir los movimientos de la pata del animal. Para
solventar este problema aumentaron la concentracion de fibrindgeno 6 a 10 veces hasta
obtener un codgulo lo suficientemente estable y que se formaba ripidamente. La
regeneracion nerviosa a través de dicho coagulo era mas rapida y se conseguia mejor
orientaciéon de las fibras que con la sutura convencional. Seddon y Medawar (1942),
basados en estas experiencias previas, aplicaron por primera vez este método en la clinica
humana.

En 1943 Tarlov y Benjamin realizaron experimentos similares en animales empleando
plasma autologo de mamifero concluyendo que la regeneracion nerviosa era mejor que con
la sutura y que existia regeneracion nerviosa atin en el caso de que la coaptacion no fuera
perfecta.

Durante la década de los 60 y de los 70, dichos métodos de reparacion nerviosa cayeron en
el olvido hasta que Matras et al., (1972) utilizaron un crioprecipitado de fibrinogeno y un
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poco mas tarde Kuderna et al., (1976, 1979) concluyeron que el uso de adhesivos
biologicos de fibrina era preferible a la sutura tradicional. En 1972 Matras et al., emplearon
como adhesivo un crioprecipitado de plasma que contenia elevadas concentraciones de
fibrindgeno; el refinamiento industrial de estos estudios trajo como resultado a finales de
los afios 70, la produccion del Tissucol, el adhesivo empleado en esta tesis doctoral. El
Tissucol estd formado por dos componentes de origen humano, que al mezclarse
reproducen los pasos finales de la coagulacion sanguinea para formar un adhesivo viscoso
que mantiene la coaptacion y aproximacion de superficies. El primer componente es
fibrindgeno y contiene proteinas plasmaticas como la globulina y albumina asi como el
factor XIII, el segundo compuesto es trombina y cloruro de calcio. A estos componentes se
les anade un factor antifibrinolitico (la aprotinina) para retrasar su reabsorcion. En este
sistema el fibrindgeno, principal proteina estructural de la sangre responsable de la
formacion de coagulos, se degrada proteoliticamente y se convierte en mondmero de
fibrina por la trombina.

Los dos componentes del Tissucol, se ponen en contacto en la superficie del nervio
mediante jeringas separadas (Duploject) produciéndose entonces la polimerizacion in situ.

Los estudios sobre la utilizacion del adhesivo de fibrina para la reparacion de lesiones
nerviosas arrojan resultados muy dispares. En ocasiones desaconsejan su utilizacion
(Haase et al., 1986). En otras ocasiones preconizan su utilizacion (Ferreira y Miniti, 1989)
y en otras son inconcluyentes (Becker et al., 1984; Moy et al., 1988).

Varios estudios como son los realizados por Cruz et al., (1986) y Moy et al., (1988)
desaconsejan la utilizacion de fibrina debido a que no encuentran mejores resultados que
con el empleo de sutura, ademas en algunos de sus estudios han observado un importante
porcentaje de casos de dehiscencia en la coaptacion de los cabos nerviosos asi como un
aumento de la reaccion inflamatoria.

Otros estudios experimentales como son los de Smahel et al., (1987) 6 los estudios
realizados por Nishihira y McCaffrey (1989) aconsejan su utilizacion como método mas
eficaz en comparacion con la sutura nerviosa tradicional, ya que con la fibrina se observo
que el tiempo quirdrgico era considerablemente inferior, no se observaron dehiscencias, la
fibrina desaparecid al cabo de una semana de la aplicacion, la regeneracion axonal fue
similar en ambos grupos y las mediciones electrofisiologicas no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos de reparacion nerviosa.

En la clinica humana también se han realizado multiples ensayos con los adhesivos de
fibrina para la reparacion de lesiones nerviosas viéndose, en general, que los resultados
obtenidos cuando se utilizaron las técnicas clasicas o las de reparacion con adhesivos de
fibrina fueron comparables, apreciandose que la principal ventaja de la utilizacion de los
adhesivos de fibrina era la rapidez con la que se producia la coaptacion de los cabos
nerviosos, ademas de buena hemostasia y estabilizacion temprana de los pequefios injertos.
En resumen, la bibliografia nos muestra que la reparacion axonal con materiales
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absorbibles e histocompatibles (adhesivos de fibrina) presenta una posible ventaja sobre la
sutura clasica ya que el tiempo operatorio invertido es menor, la reparacion nerviosa es
menos traumatica, mas facil y rapida. (Romano et al., 1991).

El gran problema de estos adhesivos ha sido la potencialidad de transmision de
enfermedades virales, sobre todo la hepatitis y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). Sin embargo, el riesgo de transmision se reduce por la seleccion de los donantes
mediante un reconocimiento médico y el despistaje de AgHBs y anticuerpos frente a VIH y
VHC en las donaciones individuales y en las mezclas de plasma.

Los procedimientos de inactivacion / eliminacion incluidos en el proceso de produccion
han sido validados utilizando virus modelo. Si bien estos métodos se consideran efectivos
para VIH, VHC, VHA y VHB, pueden tener un valor limitado para virus no envueltos tales
como el parvovirus B19. La infeccion por Parvovirus B19 puede ser grave para una mujer
embarazada (infeccion fetal) y para sujetos con inmunodeficiencia o con una produccion
aumentada de hematies (ej: anemia aplésica).

Narakas en 1988 sent6 los principios generales de utilizacion de los adhesivos de fibrina en
la sutura nerviosa que son:

1-  Diseccién cuidadosa de los extremos fasciculares de los cabos nerviosos,
seccionando el extremo distal de cada uno.

2-  Limpieza cuidadosa de los cabos nerviosos y de todo el tejido circundante, resecando
el tejido perineural sobrante antes de su coaptacion.

3- Los cabos deben coaptarse de forma que los fasciculos estén alineados y en la
direccion adecuada.

4-  Una vez aplicado el adhesivo hay que estabilizar los cabos nerviosos hasta que el
coagulo adquiera firmeza.

5-  Se debe evitar la tension de la sutura.

6- La cantidad de adhesivo a utilizar debe ser la necesaria para cubrir una superficie del
nervio, tanto en sentido proximal como distal a la sutura.

7-  Es conveniente asegurarse de que la sutura esta bien vascularizada.

8- Como consideracion a tener en cuenta no es conveniente que se interponga el
adhesivo entre los cabos nerviosos aunque esto no produce resultados indeseables.

Las ventajas que presenta el empleo de los adhesivos de fibrina son las siguientes:
1-  Disminucion del tiempo operatorio.

2-  La anastomosis se puede realizar con una manipulacion minima lo cual disminuye
los traumatismos adicionales al nervio.
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3-  Facil retirada del adhesivo en caso de incorrecta coaptacion sin traumatismo
adicional.

4-  La fibrina aisla la anastomosis por lo que evita el crecimiento del tejido en el interior
del epineuro.

5-  Evita las reacciones de cuerpo extrafio que se pueden producir al emplear hilos de
microsutura.

6-  El adhesivo de fibrina presenta una gran tolerancia.

7-  Los adhesivos de fibrina pueden usarse en combinacion con sustancias 0 farmacos
como por ejemplo antibidticos, 6 factores neurotroficos.

1.5 El sistema visual

El sistema visual forma parte del SNC y percibe el entorno exterior en reposo y
movimiento informando mediante imagenes de la posicion y orientacion del cuerpo. En el
sistema visual encontramos una serie de estructuras como la retina, el nervio optico y las
regiones retinorecipientes encefalicas o zonas de proyeccion a nivel cerebral.

Dendritas

Soma

Figura 1: Principales partes de las neuronas.

Microfotografia de una célula ganglionar de retina en la que se observan sus distintas partes: cuerpo o

soma celular que contiene el niicleo y otras organelas; el axén tnico, que conduce los impulsos desde el

soma celular a sus regiones de sinapsis; y las dendritas que reciben impulsos de otras neuronas. Imagen

cedida por Diego Garcia Ayuso.
Los principales componentes del sistema nervioso son las células nerviosas o neuronas
(Figura. 1). Las partes de la neurona son el cuerpo o soma celular que contiene el nucleo,
mitocondrias y organelas. Del cuerpo celular sale el axon que es la fibra nerviosa principal
cuya funcioén es la transmision de las sefiales, y las dendritas las cuales junto con el cuerpo
celular se encargan de la recepcion de la informacion procedente de otras células nerviosas.
La informacion se transfiere de una neurona a otra a través de la sinapsis mediante un
proceso denominado transmision quimica y/o eléctrica. Tanto en humanos como en
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roedores la via visual es un sistema conectado en serie. Los fotorreceptores constituyen las
primeras células de la via visual cuya funcién es detectar y transformar el estimulo
luminoso en una sefial eléctrica que es procesada por las neuronas intermedias de la retina
(bipolares, amacrinas, horizontales e interplexiformes) hasta llegar a las células
ganglionares de la retina (CGRs). Estas, a través de sus axones que forman el nervio
optico, envian la informacioén luminosa a diversas regiones retinorecipientes del cerebro
que procesan la informacion procedente de diversos tipos de CGRs. Desde el nucleo
geniculado lateral, la region retinorecipiente mas importante para nuestra percepcion visual
consciente, se envia de nuevo a la region cortical visual primaria donde se analiza y
transforma la informacion que a su vez se envia a zonas corticales visuales de orden
superior en las que finalmente se percibe el mundo exterior (Figura 2). En roedores (rata y
raton) la informacion visual que llega a la corteza también procede de los ntcleos
geniculados laterales correspondientes. Lo que ocurre es que el mayor nucleo retino-
recipiente subcortical es el coliculo superior; pero la informacion relacionada con la
formacion de iméagenes visuales de las que el animal es consciente procede de los cuerpos
geniculados laterales.

Areas corticales superiores

I
Cueipo Yy I:I- ----- :
Retina L p| Corteza
:l mamanos) stiada
* B
B

Figura 2: Esquema de la via visual.

Cada estructura ilustrada en forma de cuadrado se compone de millones de células, agrupadas en ldminas.
Cada una recibe informacién de entrada de una ¢ mas estructuras de los niveles inferiores de la via y
envia informacion de salida a varias estructuras de los niveles superiores. La via se ha trazado solamente
para cuatro 6 cinco niveles mas alla de la corteza visual primaria. Ilustraciéon modificada de “Ojo, cerebro
y vision”, D. Hubel. 1999.

1.6 Anatomia del Ojo

1.6.1 Estructura del globo ocular

El globo ocular de estructura esférica es el érgano de la vision, que se encuentra localizado
en la region anterior de la orbita y esta constituido por tres capas concéntricas (Figura 3):
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1 Capa Fibrosa: es la capa mas externa y se encuentra formada por tejido conectivo
denso avascular. Consta de dos regiones: la esclerdtica que presenta terminaciones
nerviosas sensibles al dolor y carece de vasos sanguineos, su funcién es
primordialmente de proteccion; y la cérnea que es trasparente y a través de ella
penetra la luz al interior del ojo.

2 Capa vascular o tvea: es la capa intermedia, vascular y pigmentada, compuesta por
tres partes que son: la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. El cuerpo ciliar consta de
musculo liso del cual se extienden los ligamentos suspensorios cuya funcion consiste
en el mantenimiento de la posicion del cristalino. El iris es la region pigmentada del
0jo, las fibras musculares que la constituyen se encargan de regular la constriccion y
dilatacion de la pupila que es la zona localizada en su region central.

3 Capa sensorial o retina: es la capa mas interna de todas. En ella se encuentran dos
tipos de fotorreceptores, los conos y los bastones de los que hablaremos mas
adelante. Cabe recalcar que los conos se localizan principalmente en la fovea,
depresion localizada en el polo posterior del globo ocular especializada para ser la
zona de mayor precision en la vision. A diferencia de ellos, los bastones se localizan
principalmente en la region mas periférica de la retina. El punto ciego es como se
denomina a la region de la retina por donde se produce la salida del nervio optico,
zona carente de conos y bastones y por tanto insensible a la luz.

Tunica

intermedia

Célula Célula
ganglionar horizontal

Tanica
externa

Célula
amacrina

. Nervio
Retina 6ptico

Figura 3: Esquema general del globo ocular.

Seccion sagital del ojo humano, donde se aprecian sus estructuras. La retina agrandada a la derecha
muestra las posiciones relativas de las 3 capas nucleares de la retina. La luz tiene que pasar a través de las
capas de las células ganglionares de la retina y de las células bipolares antes de alcanzar los bastones y los
conos. [lustracién tomada de “Ojo, cerebro y vision”, D. Hubel, 1999.

Podemos dividir el globo ocular en dos zonas fundamentalmente. La zona anterior que se
subdivide en una camara anterior delimitada entre la cornea y el iris y una camara posterior
delimitada entre el iris y el cristalino, ambas cdmaras se encuentran bafiadas en humor
acuoso. Posterior al cristalino podemos encontrar la cdmara vitrea que contiene el humor
vitreo responsable del mantenimiento de la presion intraocular frente a posibles presiones
externas.
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1.6.2 Retina: anatomia y fisiologia

El estudio de la organizacion de la retina de los vertebrados ha interesado a muchos
investigadores a lo largo de los tltimos 100 afios. Santiago Ramoén y Cajal (1892) fue uno
de los pioneros en este campo y la mayoria de sus descripciones y clasificaciones todavia
contintian siendo validas y se mantienen vigentes (Figura 4). Cada especie de vertebrado
tiene algun tipo de especializacion topografica en la retina que la hace Unica, pero la
laminacidon bésica que a continuaciéon describimos es constante en todos ellos. La
estructura laminar y la gran variedad celular hacen de la retina un centro nervioso
altamente complejo, estructurado y organizado (Caminos, 1998).

Figura 4: Dibujo de las neuronas retinianas realizado por Santiago Ramoén y Cajal

Podemos observar los segmentos externos (a, b) y los nucleos (c, d) de los fotorreceptores, las células
bipolares (e, f) y las células ganglionares de la retina (g, h, i, j).

La retina de todos los vertebrados estd formada por 6 tipos de células neuronales
(fotorreceptores —conos y Dbastones-, células horizontales, amacrinas, bipolares,
interplexiformes y ganglionares de retina) y otras células no neuronales (células de Miiller,
astrocitos y microglia) las cuales se disponen formando una serie de capas bien definidas y
enormemente organizadas (Figura 5) 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 funcion retiniana tras el desarrollo de una patologia o de la
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aplicacion de un agente externo que lesione sus componentes célulares (Michon et
al.,.1991).

El epitelio pigmentario (EP) de la retina es la porcion mas escleral de la misma,
embriologicamente no deriva de la retina neural y esta formado por una lamina de células
epiteliales fuertemente pigmentadas. Tiene multiples funciones que en general sirven de
apoyo al fotorreceptor. Entre otras cabria mencionar la funcion de absorber las radiaciones
luminosas, proporcionar el intercambio metabolico entre coriocapilar y neuroepitelio y
contribuir a la renovacion constante de los segmentos externos de los fotorreceptores. En
los animales albinos este epitelio no contiene granulos de melanina y por lo tanto es
transparente lo que permite ver la vascularizacion coroidea.

El neuroepitelio estd constituido por nueve capas que son las siguientes (Figura 5) :

1 Capa de los segmentos externos de los fotorreceptores: constituido por los
segmentos externos de éstos.

2 Membrana Limitante externa: es una hilera de zonulas adherents donde las
células fotorreceptoras estan unidas a las células de Miiller que rodean y dan apoyo a los
elementos nerviosos (Caminos, 1998).

3 Capa nuclear externa (CNE): capa de los nucleos de los fotorreceptores.

La capa de las fibras de Henle s6lo se ve en la region de la mécula y estd formada por
axones de fotorreceptores que se elongan para permitir una gran concentracion de
segmentos externos de la fovea. Esta capa se sitia entre los fotorreceptores y la sinaptica o
plexiforme externa.

4 Capa plexiforme externa (CPE): donde se efectian las sinapsis entre las células
bipolares, horizontales y fotorreceptores.

5 Capa nuclear interna (CNI): capa de nucleos de las células bipolares, células
amacrinas, células interplexiformes, células de Miiller y células horizontales.

6 Capa Plexiforme interna (CPI): es la region del intercambio sindptico entre las
células bipolares, amacrinas y ganglionares.

7 Capa de células ganglionares (CCG): estd constituida, en roedores, en igual
proporcion por las células ganglionares de la retina y las células amacrinas desplazadas
(Draguer y Olsen, 1981, Perry, 1981, Jeon et al., 1988).

8 Capa de fibras de las células ganglionares de la retina (CGRs): constituida por
los axones de las células ganglionares en su trayecto hacia la papila Optica.

9 Membrana limitante interna (MLI) es la ldmina basal de las células de Miiller.
Las caracteristicas de las neuronas que constituyen las capas de la retina son las siguientes:

Células fotorreceptoras: constituyen la primera neurona de la via optica y son de dos
tipos, los conos y los bastones. Se encargan de la absorcion de las radiaciones luminosas y

11
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su transformacion en impulso eléctrico Los bastones son importantes en situaciones de luz
escasa (escotdpicas) mientras que los conos son los responsables de la vision diurna
(fotopica) y son sensibles también a los colores.

Células horizontales: son neuronas tipicas cuyos cuerpos se encuentran en la capa nuclear
interna y sus ramas dendriticas se encuentran en la capa plexiforme externa donde las hay
que hacen conexion con los conos y las hay que hacen conexion con los bastones. Su
principal funcion es la de regular la informacién que pasa de los fotorreceptores a las
células bipolares en circuitos de retroalimentacion.

Células bipolares: constituyen la segunda neurona de la via Optica, estas neuronas se
extienden desde la capa plexiforme externa hasta la interna, estan situadas de modo vertical
con respecto a las capas de la retina. Su cuerpo estd en la capa nuclear interna y tienen
dendritas que ascienden por la capa plexiforme externa donde hacen conexidon con las
células fotorreceptoras y el axén se ramifica en la capa plexiforme interna donde hacen
sinapsis con las células ganglionares y las amacrinas. Su funcion es transmitir la
informacion desde la capa plexiforme externa a la interna.

7—C. ganglionar

C. bipolar
C. amacrina

C. horizontal

8

lnnl |

—EP— nhnﬁnhﬂhrr‘r‘ ol i . pigmentada

J"l
‘f

Figura 5: Organizacion laminar de la retina y los principales tipos de neuronas que la componen

Corte sagital de una retina de rata adulta tefiida con hematoxilina-cosina (40X) donde se observan las
diferentes capas (izquierda) y su correspondencia con el esquema representativo (derecha). MLI:
membrana limitante interna; CFN: capa de fibras nerviosas de la retina; CCGR: capa de las células
ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme
externa; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana limitante externa; SF: segmentos externos de los
fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario. Esquema modificado de “Ojo, cerebro y vision”, D. Hubel,
1999.

Células Amacrinas: Estas neuronas tienen numerosas dendritas pero carecen de axén. Su
cuerpo se encuentra en la capa nuclear interna y sus dendritas se extienden a la capa
plexiforme interna conectdndose entre si y con los axones de las células bipolares y las
dendritas de las células ganglionares. Su principal funcion, al igual que las células
horizontales en la plexiforme externa, es la de regular y elaborar la informacion que
procede de bipolares y pasa a las ganglionares.

12
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Células interplexiformes: proporcionan una via centrifuga para transportar sefales desde
la capa plexiforme interna a la externa.

Células ganglionares: constituyen la tercera neurona de la via Optica. Sus cuerpos estan
localizados en el estrato de células ganglionares, con sus dendritas conectan con las células
bipolares y con las células amacrinas de la capa plexiforme interna. Sus axones abandonan
la retina y se convierten en fibras del nervio optico.

Las células no neuronales mas importantes de la retina son: las células de Miiller, los
astrocitos y las células de microglia. Las células de Miiller se extienden a lo ancho de toda
la retina dando soporte a las neuronas de la retina. Los astrocitos se situan en la capa de las
fibras nerviosas, rodeando a éstas y a los vasos sanguineos (Ramirez et al., 1996; Trivifio et
al., 1996). Las células de microglia tienen pequefio tamafio y morfologia variable; son
parte del sistema inmune y su funcion es fundamentalmente fagocitica (Sobrado et al.,
2007; Galindo-Romero et al., 2013).

1.6.2.1 Fotorreceptores

El proceso de recepcion de la sefial luminosa, su conversion en sefial eléctrica
(Fototransduccion) y su transmision al circuito de la retina es llevado a cabo por los
fotorreceptores. Estas células contienen en sus segmentos externos (ver abajo) los
pigmentos visuales formados por una parte proteica (rodopsina en los bastones y opsinas
en los conos) y un cromoéforo derivado de la vitamina A, el 11-cis retinaldehido. Los
fotones, o unidades simples de luz visible, son absorbidos por el cromo6foro que cambia su
conformacion a 11-trans retinaldehido. Este cambio de conformacion inicia, a su vez, una
serie de cambios conformacionales en la parte proteica del pigmento, cambios que dan
lugar en ultima instancia a un cambio del potencial de la membrana plasmatica que
provoca la hiperpolarizacion de los fotorreceptores y un cambio (disminucién) en la
cantidad de liberacion del neurotransmisor glutamato en el pie sinaptico del fotorreceptor.

Existen en la retina de los mamiferos 2 tipos de fotorreceptores: los conos y los bastones,
que se distinguen entre si por su forma, el tipo de fotopigmento que contienen, su
distribucion en la retina y el patrén de sus conexiones sinapticas.

La morfologia de los fotorreceptores es alargada y su estructura esta polarizada para poder
realizar sus dos funciones principales: por un extremo (el externo) reciben y procesan la
energia luminosa y por el otro (el interno) la transmiten.

La estructura general de los fotorreceptores es constante en la mayoria de los vertebrados
(Figura 6), aunque existen diferencias morfologicas y funcionales entre las distintas
especies. Podriamos describir como fotorreceptor tipo aquel que tiene, desde las capas mas
externas a las mds internas de la retina (Figura 6, derecha) las siguientes estructuras:
segmento externo, pedunculo de conexion, segmento interno, soma, axoén o fibra interna y
terminal sinaptico.
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En las retinas de los mamiferos, los conos son sensibles a mayor intensidad de luz por lo
que son los responsables de la vision diurna (fotdpica) y de la discriminacion de los
colores. En la retina humana existen tres tipos diferentes de conos: conos S (del inglés
short wavelength), conos M (del inglés medium wavelength) y conos L (del inglés long
wavelength). Estos son sensibles a tres regiones distintas del espectro luminoso. Sus
maximos de absorcidon se encuentran a 420 (azul; S), 531 (verde; M) y 588 (rojo; L) nm.
En los mamiferos no primates, como el raton, la discriminacion del color es llevada a cabo
solamente por dos tipos de conos llamados S y M/L. Al igual que en la retina humana,
estos conos se distinguen principalmente por la porcion del espectro a que son mas
sensibles: las longitudes de onda cortas estimulan a los conos S; las longitudes de onda
media y larga estimulan a los conos M/L. Esta sensibilidad espectral se debe a la opsina,
proteina que forma el pigmento visual. Cada tipo de cono contiene una opsina especifica y
por ello un espectro de absorcion. En los bastones, el pigmento visual se denomina
rodopsina (opsina de los bastones).

Los conos y los bastones estan especializados para diferentes aspectos de la vision. Los
bastones tienen una resolucion espacial y temporal baja pero son extremadamente sensibles
a la luz y por ello intervienen en la vision nocturna (escotopica). Los conos presentan una
resolucion espacial y temporal alta e intervienen en la vision diurna (fotdpica) y cromatica
(Dowling, 1987). Los circuitos que unen a los conos y los bastones con las CGRs también
contribuyen al proceso del estimulo eléctrico en la retina. Una de las principales
diferencias entre ambos circuitos es su grado de convergencia. Cada célula bipolar de
baston contacta con varios bastones y diferentes células bipolares de baston contactan con
varias células amacrinas. En contraste, el circuito de los conos es mucho menos
convergente, sobre todo en la macula. Este tipo de relacion menos convergente es la
necesaria para que la agudeza visual sea maxima en la macula. Sin embargo, el hecho de
que el circuito de los bastones sea mas convergente lo convierte en un mejor detector de
luz, ya que la union de pequenas sefiales provenientes de diferentes bastones genera una
respuesta mayor en la célula bipolar. Ademas, existen diferencias en los mecanismos de
transduccion utilizados por los conos y los bastones, lo que hace que respondan de
diferente forma a una intensidad determinada de luz; asi, un baston responde de forma
clara al estimulo provocado por un unico fotén, mientras que para provocar una respuesta
similar en un cono necesitariamos mas de 100 fotones (Mustafi et al., 2009). Otro aspecto a
tener en cuenta es que la convergencia reduce la resolucion espacial en el sistema de los
bastones.

1.6.2.2 Células Ganglionares de la Retina (CGRs)

Las CGRs son neuronas que recogen toda la informacion visual procesada en la retina y la
envian al encéfalo. Sus axones formaran el nervio Optico siendo las inicas neuronas de la
retina que proyectan sus axones al cerebro, que en raton es predominantemente sobre los
coliculos superiores (Salinas Navarro et al., 2009a, 2009b). (Figura 7)
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Figura 6: Estructura de los fotorreceptores y sus conexiones sinapticas

Izquierda: dibujo esquematico de un corte radial de la retina en el que se observan las conexiones sindpticas
de los fotoreceptores, conos y bastones. Modificada de Mustafi et al., (2009). Derecha: fotografia confocal de
un cono S de retina de rata (cedida por Arturo Ortin)

La morfologia de las CGRs en mamiferos fue descrita por Ramoén y Cajal en su “Textura
del sistema nervioso del hombre y los vertebrados™ (1899). En sus estudios, Cajal hablaba
de las CGRs como “una hilera de corpusculos de talla variable y de forma de pera,
ovoidea o semilunar”, basandose en el tamafio del soma y en la morfologia y posicion de
sus dendritas, las clasificd en: monoestratificadas (con uno o varios tallos dendriticos que
ascienden para hacerse horizontales en uno de los pisos de la plexiforme interna), bi o
poliestratificadas (con arboles dendriticos que acaban en dos o mas estratos de la
plexiforme interna), y CGRs difusas (cuyas dendritas recorren oblicuamente todo o casi
todo el espesor de la capa plexiforme interna, sin mostrar predileccion por ningln tipo).
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Desde entonces, las CGRs en roedores se han seguido clasificando en funcion del tamafio
de su soma y la morfologia de sus dendritas (Fukuda, 1977; Perry, 1979; Perry et al., 1983;
Ni y Dreher, 1981; Dreher et al., 1985; Dann y Buhl, 1987; Peichl, 1989; Tauchi et al.,
1992). Fukuda (1977) fue el primero en clasificar las CGRs de rata en tres grandes grupos
segin el tamafio del soma. Las CGRs grandes tienen diametros mayores a 14.5 um, se
distribuyen de forma regular por toda la retina, y constituyen el 5% del total de CGR. Las
CGRs medianas tienen diametros entre 11.5 y 14.5 um, predominan en la zona central de
la retina, y representan aproximadamente un 30% del total de CGR. Y las CGRs pequeiias
tienen un diametro entre 6 um y 11,5 pum, se distribuyen regularmente por la retina y
constituyen aproximadamente un 65% del total de CGR. Estos tres tipos de tamafio se han
correlacionado también con axones de diferente grosor y velocidad de conduccién vy,
recientemente, con la expresion de los factores de transcripcion Poudf (Nadal-Nicolas et
al., 2012). Mas tarde, siguiendo también criterios morfologicos y utilizando la tincion de
Golgi, Perry (1979) dividi6 las CGRs en tipos L, IL, y III, aunque esta técnica presentaba el
problema de que en ocasiones las células tefiidas no podian distinguirse como CGRs de
forma inequivoca, porque los axones no se visualizaban siempre. Posteriormente, Ni y
Dreher (1981) y Dreher et al., (1985), marcando retrégradamente con peroxidasa las CGR,
subdividieron los tipos II y III de Perry en dos subclases cada uno, con la dificultad de que
esta técnica tampoco permitia en ocasiones el marcaje completo de los arboles dendriticos
de las CGR. Utilizando técnicas de inyeccion intracelular (Tauchi et al., 1992) identificaron
nuevos tipos morfologicos de CGRs no descritos hasta entonces y subdividieron el tipo I
de Perry en otras dos subclases que llamaron alfa y delta por su parecido a las células alfa y
delta del gato (Boycott y Wassle, 1974).

Ante la gran cantidad de clasificaciones y la existencia de solapamientos entre muchas de
ellas, en la ultima década se han producido nuevos intentos de clasificacion de las CGR, en
un afan por aclarar y simplificar las previas (Badea y Nathans, 2004; Sun et al., 2002).
Huxlin y Goodchild (1997), tifiendo las CGRs con Dil o neurobiotina, las clasificaron en
células A (somas y diametro de campo dendritico grandes), B (somas y didmetro de campo
dendritico pequefios), y C (somas y campo dendritico de tamafio pequefio-mediano). Kong
et al., (2005) idearon un sistema informatico que permitia la division de las CGRs en 13
tipos utilizando 26 parametros morfologicos del arbol dendritico de las mismas (nivel de
estratificacion, extension, densidad de las arborizaciones, etc.). En la practica, sin embargo,
muchas de estas clasificaciones son dificiles de utilizar y no tienen relevancia para el
proposito del estudio, por lo que en la mayoria de los casos siguen empledndose las mas
sencillas de ellas, como las de Fukuda o Perry.

Existen CGRs “desplazadas”, que se localizan en la capa plexiforme y nuclear interna
(Dreher et al., 1985, Linden, 1986). Se les llama células de Dogiel (Dogiel, 1888) y
suponen aproximadamente el 0.35% de la poblacion total de CGRs de la rata y el 1-2% en
raton (Driager y Olsen, 1981). Tienen caracteristicas morfoldgicas similares a las CGRs no
desplazadas, se localizan frecuentemente en la periferia del cuadrante temporal inferior, y

16



INTRODUCCION

proyectan contralateralmente. También existen CGRs de asociacidén, cuyos axones no
proyectan fuera de la retina, fueron descritas inicialmente en retinas humanas y de perro
(Gallego y Cruz, 1965), y posteriormente se han observado en rata y ratébn (Driger y
Hofbauer, 1984).

La via visual primaria en el roedor adulto ha sido ampliamente utilizada para el estudio de
diferentes neuropatias por su facil observacion y accesibilidad a la manipulacion
experimental, y al gran conocimiento que se tiene de su organizacidn estructural, funcional
y molecular (Dowling, 1979; 1987; DeVries y Baylor, 1993; Hubel, 1995). Lo que ha
permitido investigar aspectos anatémicos, funcionales y del comportamiento de la
degeneracion (Villegas-Pérez et al., 1988a; 1993; 1996; 1998; Sellés-Navarro et al., 1996;
Wang et al., 2000; Lafuente et al., 2002a; Chidlow et al., 2005; Marco-Gomariz et al.,
2006; Lund et al, 2007; Agudo et al., 2008, 2009; Garcia-Ayuso et al., 2010),
neuroproteccion (Vidal-Sanz et al., 2000, 2007; Lafuente et al., 2002b; Lafuente Lopez-
Herrera et al., 2002; Aviles-Trigueros et al., 2003; Mayor-Torroglosa et al., 2005; Lund et
al., 2007; Schnebelen et al., 2009) y de la regeneracion en el SNC en mamiferos (Vidal-
Sanz et al., 1987, 1993,2002; Villegas-Pérez et al., 1988a; Sasaki et al., 1996; Whiteley et
al., 1998; Avilés-Trigueros et al., 2000).

1.6.2.3 Células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles. Papel de
la melanopsina

Durante muchos afios se pensé que en mamiferos las tnicas células fotosensibles eran los
fotorreceptores aceptando asi que los mamiferos mas evolucionados habian limitado la
sensibilidad a la luz a éstos tanto para la funcion visual como para el sistema no formador
de imégenes (reflejo pupilar y la sincronizacion del ritmo circadiano); mientras que en
vertebrados mas “primitivos” seguian existiendo fotorreceptores extraoculares.

Sin embargo en 1928 Clyde Keeler observo que en ratones que habian sufrido una gran
degeneracion de las capas externas de la retina y por lo tanto de la mayor parte de los
fotorreceptores, es decir ciegos funcionalmente, seguian presentando reflejos visuales
como la constriccion de las pupilas en respuesta a la luz (Keeler et al., 1928). En 2002
Foster et al., mostraron que estos ratones modificaban sus ritmos biologicos conforme
variaban los ciclos de luz y oscuridad, sin embargo si los animales eran enucleados o
sufrian degeneracion de las CGRs (Van Gelder, 2003) este proceso desparecia, lo cual
sugeria la existencia de un nuevo fotorreceptor. Por tanto en estos animales mamiferos
tanto los fotorreceptores encargados de la funcion visual como los del sistema visual no
formadores de imagenes se encuentran en el ojo en vias paralelas, actuando como sensores
de luz para el sistema visual formador y no formador de imagenes respectivamente
(Graham 1998).

De modo que el descubrimiento de las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles
(ipCGR) sienta las bases anatomicas del sistema visual no formador de imagenes (Berson
et al., 2002; Hattar et al., 2002), una via paralela a la via visual. Estas ipCGRs median en la
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regulacion de los ritmos circardianos, contribuyen al reflejo pupilar y otra serie de
respuestas fisioldgicas y de comportamiento a la iluminacion ambiental (Hankins et al.,
2008).

Los ritmos circadianos son ciclos biologicos enddgenos de 24 h que permiten sincronizar
funciones fisiologicas de nuestro organismo con la luz solar. Estos ritmos se conservan
incluso cuando el organismo esta privado de las sefiales ambientales que marcan los
cambios de horario, lo que indica que se mantiene por la actividad de un reloj endogeno. El
sistema permite acompasar los ciclos luz-oscuridad a nuestro reloj endégeno, es decir lo
pone en hora, y permite regular el suefio, la temperatura corporal, los niveles hormonales y
otras muchas variables fisioldgicas que presentan oscilaciones durante el dia, cuando se
detecta algiin cambio en la intensidad luminosa, como el amanecer o anochecer (Hankins
et al., 2008).

Las ipCGRs proyectan sus axones a nucleos diferentes que la poblacion de CGR, éstas los
proyectan al ntcleo supraquiasmatico (NSQ) que es el centro principal de la regulacion de
los ritmos circardianos (Gooley et al., 2001; Hannibal et al., 2002) a través del tracto
retinohipotaldmico (Moore et al., 1995) que posee menos del 1% de los axones de la
poblacion total de las CGRs (Provencio et al., 1998). Ademas estas células también envian
proyecciones a la lamina intergeniculada y al ntcleo de la oliva pretectal, responsable del
reflejo pupilar (Figura 7A). Recientemente, se ha descrito la participacion de otras regiones
del cerebro como el area predptico, la zona hipotaldmica subparaventricular, el ntcleo
geniculado ventral- lateral y el coliculo superior (Hattar et al., 2006; Galindo-Romero et
al., 2013).

La melanopsina es la opsina que se expresa selectivamente en las ipCGRs (Provencio et
al., 2000) y gracias a la cual estas células tienen la capacidad de responder directamente a
la luz. Ademas, la existencia de anticuerpos especificos que reconocen esta opsina, permite
inmunodetectar especificamente las ipCGRs (Figura 7B).

El gen de la melanopsina se llam OPN4. La proteina para la que codifica tiene una
estructura de 7 dominios transmembrana y estd unida a una proteina G que transduce la
sefial, al igual que las opsinas de los fotorreceptores. Sin embargo, el proceso de
fototransduccioén se asemeja mas al de las opsinas de los invertebrados ya que ambos
presentan despolarizacion de membrana, a diferencia de los conos y bastones que se
hiperpolarizan. La melanopsina se detecta a partir del dia 18 del desarrollo embrionario de
rata y comienza a responder a la luz en las CGRs en el momento del nacimiento, a
diferencia de los conos y bastones que comienzan a ser fotosensibles al décimo dia, lo cual
podria deberse a la necesidad de adaptarse a los ritmos circardianos incluso antes de poseer
vision (Nayak et al., 2007).

En roedores las ipCGRs suponen un 1-3% de la poblacion total de CGRs y se distribuyen
por toda la retina, presentando mayor densidad en la zona superior. Sus nucleos se
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encuentran en la capa de células ganglionares (Hattar et al., 2002; Galindo-Romero C. et
al., 2013). La melanopsina se expresa en el soma, axones y dendritas de estas neuronas y
sus dendritas forman un extenso plexo dentro de la capa plexiforme interna (Berson 2003;
Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2002).

TRENDS i Mo osoencas

Figura 7: Principales proyecciones neuronales de las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles
en distintas areas del cerebro de raton

A: Los axones de las ipCGRs (azul oscuro) proyectan principalmente al nucleo supraquiasmatico (SCN),
encargado de la regulacion de los ritmos circadianos, y una minoria al nicleo intergeniculado lateral (IGL) y
nucleo de la oliva pretectal (OPN), encargado del reflejo pupilar. Ademas, existen circuitos sinapticos que se
originan en el SCN (naranja) hacia el nucleo paraventricular (PVN), el nticleo intermedio lateral (IML), y el
ganglio cervical superior (SCG). A su vez, el OPN sinapta con el ntcleo de Edinger Westphal (EW), el
ganglio ciliar (CG) y el musculo del iris (azul claro). Imagen tomada de Berson, 2003. B: Magnificacion de
una retina de rata montada a plano en la que se muestra la inmunodeteccion de ipCGRs por su expresion de
melanopsina. Imagen tomada de Nadal-Nicolas et al., 2012.

Las ipCGRs son mucho menos sensibles a la luz y su sefial es mas lenta y la longitud de
onda a la que son sensibles es menor que la longitud de onda a la que responden las
opsinas de los conos.

1.6.3 Nervio y quiasma o6ptico

El nervio oOptico es el II par craneal, el Ginico axén de cada CGRs se retine con los axones
restantes en la papila Optica de una forma muy ordenada manteniendo la relaciéon que
mantenian las CGRs en la retina (retinotdpica), formando dicho nervio que, tras salir del
globo ocular por el polo posterior, se mieliniza y se dirige hacia el vértice de la orbita, que
abandona por la hendidura esfenoidal para penetrar en el craneo. El nervio 6ptico (NO) es
parte del SNC. Como tal, sus axones son mielinizados por oligodendrocitos (mientras que
en los nervios periféricos la mielina la generan las células de Schwann), se encuentra
envuelto por las meninges (piamadre, aracnoides y duramadre) y, a diferencia de lo que
sucede con los nervios periféricos, no regenera una vez lesionado.
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A lo largo de su trayecto se distinguen cuatro porciones: porcion intraocular, intraorbitaria,
canalicular e intracraneal donde los NO de ambos ojos se retinen en el quiasma Optico,
situado en la region supraselar, donde las fibras de cada ojo destinadas al hemisferio
contralateral decusan. En humanos y primates, el 50% de todos los axones decusan, las
fibras de la hemirretina nasal se cruzan mientras que las fibras de la hemirretina temporal
permanecen ipsilaterales. Las fibras de la retina temporal ipsilateral y la retina nasal
contralateral de cada lado se retinen para formar las cintillas o tractos opticos, que por tanto
conducen a cada hemisferio cerebral la informacién del hemimundo visual contralateral.

Hay estudios que muestran que el porcentaje de CGRs que se proyectan ipsilateralmente en
ratones y ratas es del 2,6% y 5% respectivamente, por lo que se decusan alrededor del 97-
95% de las mismas (Irons y Frost 1995; Cusick y Lund 1982; Lund et al., 1980, Salinas-
Navarro et al., 2009a, 2009b, Nadal-Nicolas et al., 2012).

1.6.4 Proyecciones visuales

En seres humanos y primates, las cintillas Opticas proyectan a tres localizaciones
subcorticales principales: el tubérculo cuadrigémino o coliculo superior (CS, también
conocido como techo del cerebro medio, tectum), el pretectum mesencefalico, y el nicleo
geniculado lateral del talamo (Bunt et al., 1975; Gilbert y Wiesel, 1979; Ferster, 1992). En
esta ultima estructura terminan el 90% de los axones retinianos, por lo que se puede
considerar el nucleo geniculado lateral (NGL) como la estacion de relevo mds importante,
encargada de transportar la informacion visual a la corteza cerebral.

Una vez en el NGL, los axones de las CGRs hacen sinapsis con las neuronas que forman
este nucleo, que estd organizado de forma retinotopica, de manera que los axones de las
CGRs se van proyectando de forma ordenada en las distintas zonas del NGL. Al final, cada
NGL contiene una representacion retinotdpica de la mitad contralateral del campo visual.
Los axones de las neuronas del NGL se proyectan hacia atras para salir del tdlamo y formar
las radiaciones visuales, que se dirigen a la corteza visual primaria.

En el ser humano y primates, la corteza visual primaria se encuentra en la superficie medial
de los polos posteriores de los hemisferios cerebrales, en diferentes areas cada una de las
cuales estd dedicada a partes especificas del campo visual (Hubel y Wiesel, 1959, 1962;
Lund, 1988). En esta corteza visual primaria las imagenes provenientes del geniculado se
procesan inicialmente. Posteriormente, esta informacion recogida en la corteza visual
primaria alcanza multiples centros superiores del procesamiento visual, que estan situados
fuera de la corteza primaria, y que son los encargados de la percepcion del movimiento, la
profundidad, la forma y el color. Ademads de estas tres estructuras subcorticales, las cintillas
Opticas proyectan también, como en todos los mamiferos, a los nicleos supraquiasmaticos,
al pregeniculado y a los nticleos que componen el sistema visual accesorio.
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1.7 Sistema visual en raton adulto

1.7.1 Sistema retino-colicular

Los axones de las CGRs en roedores convergen radialmente hacia el disco dptico donde
forman el NO mientras que en primates los cuerpos de las CGRs estan separadas en una
zona superior ¢ inferior mediante un rafe horizontal enviando sus axones al polo superior e
inferior del NO respectivamente.

En roedores los axones de las CGRs al salir del globo ocular en la cabeza del NO estan
agrupados en haces diferenciados muy organizados retinotdpicamente respecto al
cuadrante de la retina y a su posicion centripeta (Guillery et al., 1995; Fitzgibbon y Reese,
1996; Jeftery, 2001; Jeffery et al., 2008; May y Liitjen-Drecoll, 2002; Schlamp et al., 2006;
Howell et al., 2007a), esta organizacion se pierde a lo largo de la via visual primaria
volviendo a organizarse retinotopicamente en los CS (Guillery et al., 1995; Jeffery, 2001;
Jeffery et al., 2008).

Los axones de las CGRs proyectan a regiones subcorticales que son el nucleo
supraquiasmatico, nucleo Optico accesorio, nucleo pretectal, nucleo geniculado ventral
lateral, nucleo geniculado lateral dorsal, y el coliculo superior (Rodiek, 1979). Alrededor
del 98% de las CGRs en roedores proyectan su axon a los CS (Lund et al., 1965; Perry,
1981; Linden y Perry, 1983; Salinas- Navarro et al., 2009a, 2009b) y tal como se ha dicho,
mas del 95% de estos axones decusan a nivel del quiasma optico (Lund, 1965; Perry, 1979;
Drager y Olsen., 1981; Linden y Perry, 1983; Nadal-Nicolas et al., 2012).

Los CS son el principal territorio subcortical donde proyectan de una manera topografica
muy precisa los axones de las CGRs de los roedores. (Linden y Perry, 1983; Sauvé et al.,
2001; 2002). Son dos protuberancias situadas en la parte dorsal del mesencéfalo, rostrales
al coliculo inferior (Figura 8A). Estan compuestos de varias capas o laminas, que de
superficial a profunda reciben los siguientes nombres: Stratum Zonale, Stratum Griseum
Superficiale, Stratum Opticum, Stratum Griseum Intermediale, Stratum Album
Intermediale, Stratum Griseum Profundum, y Stratum Album Profundum (Figura 8B). Las
tres primeras capas, llamadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias retinianas y
se encargan de procesar los estimulos visuales (Hofbauer y Draguer, 1985; Sefton y
Dreher, 1985), mientras que las cuatro restantes procesan la informacion auditiva y
somatosensorial (Stein, 1984).
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Figura 8: Localizacion de los coliculos superiores (CS) en el cerebro del raton (A) y seccién coronal

del CS en rata (B).

A. Esquema sagital del cerebro de raton donde se aprecia el CS como una protuberancia situada en la
parte dorsal del mesencéfalo, rostral al coliculo inferior (Esquema modificado de “The Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates”, Paxinos y Franklin, 2001). B. Imagen de una seccion frontal de 40 pm de
espesor del cerebro medio de rata albina SD que muestra las aferencias retinianas marcadas en las capas
visuales de los CS 4 dias después de inyectar la subunidad B de la toxina colérica en el ojo izquierdo (OI)
de una rata control. Las capas visuales del CS estan formadas por: Stratum Zonale, Stratum Griseum
Superficiale y el Stratum Opticum. En el CS derecho (a la izquierda de la imagen) contralateral al OI se
aprecia una muy densa distribucion de las aferencias retinianas intensamente marcadas que llenan por
completo las capas visuales. Por el contrario, en el CS ipsilateral (izquierdo) se aprecia unas pocas
aferencias retinianas en la region mas profunda del Stratum Griseum superficiale y el Stratum opticum
(Williams et al., 1996), como corresponde a la pequefia proporcion de aferentes retinianos que proyectan
ipsilateralmente en la rata albina (Linden y Perry, 1983). B: imagen tomada de Parrilla- Reverter et al.,

2009 a.
Los axones de las CGRs llegan al Stratum Opticum, arborizan, y forman terminales
sinapticas que terminan sobre todo en el Stratum Griseum Superficiale (Beckstead y
Frankfurter, 1983) y en el Stratum Zonale. Los axones de las CGRs se distribuyen en el CS
siguiendo un orden retinotdopico muy preciso, de forma que los axones de la retina nasal

proyectan a la mitad caudal del CS, los de la retina temporal a la mitad rostral, los de la
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retina superior a la parte lateral del CS, y los de la retina inferior a la parte medial del CS
(Siminoff et al., 1966; Linden y Perry, 1983; O’Leary et al., 1986a; Simon y O’Leary,
1990; Sauvé et al., 2001, 2002).

1.8 Estudio de la poblacion de células ganglionares de la retina en
roedores

1.8.1 Identificacion de las células ganglionares de la retina

Puesto que las CGRs se utilizan como modelo para estudiar los cambios degenerativos
asociados a una lesion de Sistema Nervioso Central y las propiedades neuroprotectoras de
diversas sustancias, es importante identificarlas para diferenciarlas de las células amacrinas
desplazadas que estdn en igual proporcion en la capa de CGRs de roedores (Cowey y
Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Perry et al., 1983; Drédger y Olsen, 1981; Jeon et al., 1998)
y posteriormente cuantificarlas para poder conocer con exactitud tanto la proporcion de
CGRs que mueren tras un insulto, como la que sobrevive tras un tratamiento. Existen
varios protocolos de identificacion de CGRs (trazado e inmunodeteccion) y técnicas para
contar el nimero de CGRs identificadas (manuales y automaticas). También se puede
estimar de manera indirecta el nimero de CGRs contando el nimero de axones que hay en
el nervio optico. Se han utilizado varios métodos para su identificacion:

1.8.1.1 Identificacion por criterios morfoldgicos cldsicos

Se identifican las diferentes células por criterio morfoldgicos tras ser tefiidas mediante
tinciones celulares inespecificas (Fukuda et al., 1977; Schober y Gruschka., 1977). Este
método es imperfecto ya que no podemos diferenciar inequivocamente las CGRs pequenas
de las células amacrinas desplazadas (Driger y Olsen, 1981; Perry, 1981; Perry et al.,
1983; Jeon et al., 1998) pues ambas poblaciones se superponen en tamafio (Villegas-Pérez
et al., 1988a; 1993), y las células amacrinas desplazadas suponen casi el 50% de las células
que se localizan en la capa de CGRs (Perry, 1981) por lo que esta metodologia se utiliza
poco en la actualidad.

1.8.1.2 Identificacion por la aplicacion de trazadores neuronales

Las células nerviosas transportan a través de sus axones multiples moléculas
fundamentales para su metabolismo y mantenimiento. Este transporte se realiza a través
del transporte axonal en ambas direcciones desde el soma celular hasta la periferia de los
terminales axonales (transporte axonal anterogrado) y desde los terminales axonales hasta
el soma neuronal (transporte axonal retrégrado).

Las técnicas de trazado axonal se basan en este transporte del flujo axoplasmico y
determinadas sustancias se pueden aplicar de forma anterograda o retrégrada para
identificar la proyeccion axonal ¢ el soma neuronal respectivamente.
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Para la identificacion de las CGRs se han usado distintos trazadores retrogrados aplicados
de distintas formas y en distintos lugares dependiendo del estudio a desarrollar (revisado
en Kobbert et al., 2000). Estos trazadores se pueden aplicar en el mufion del nervio optico
(MNO) o en las principales regiones dianas de proyeccion de los axones de las CGRs en el
cerebro (CS y NGL) y se transportan retrogradamente por los axones retinofugales de las
CGRs acumuléndose en el soma celular y sus proyecciones (Vidal-Sanz et al., 1988, 1993,
2002; Peinado-Ramon et al., 1996; Sellés-Navarro et al., 1996; Wang et al., 2000; Lafuente
Lopez-Herrera et al., 2002). El método mas utilizado es la aplicacion del trazador bien en
los CS, identificandose asi el 98,4% de las CGRs en rata y raton albinos (Salinas-Navarro
et al., 2009a, b), o bien en el MNO lo que permite la identificacion de todas las CGRs ya
que son las unicas células de la retina que emiten un Unico axdn retinofugal (Salinas-
Navarro et al.,, 2009a, b). Para que sea fidedigno el neurotrazador debe aplicarse
eficientemente para marcar uniforme todos los terminales axonales. Se han utilizado
distintos tipos de trazadores con diferentes propiedades, se distinguen:

1.  Peroxidasa de rdbano (HRP) (Perry, 1981; Vidal- Sanz et al., 1987)

2.  Carbocianinas: Dil (carbocianina dye) (Vidal-Sanz et al., 1988) y el 4Di-10ASP
(Thanos et al., 1993; Lafuente et al., 2002a)

3. Fast Blue (Vidal-Sanz et al., 1988; Villegas-Perez et al., 1988)

4.  Rodaminas (Thanos et al., 1987) principalmente el dextrano de tetrametil-rodamina
(DTMR) (Woldemussie et al., 2001; Salinas-Navarro et al., 2009¢, 2010)

5. Fluorogold (FG) y su analogo Hidroxistilbamidina metano-sulfonato ( OHSt) son los
neurotrazadores de eleccion por la mayoria de los grupos que trabajan en este campo.
(Peinado-Ramon et al., 1996; Sellés-Navarro et al., 1996; Wang et al., 2000; Vidal-
Sanz et al., 2000, 2007, 2012; Lafuente et al., 2002a; Danias et al., 2002). Se ha
estudiado ampliamente el contaje y distribucion de las CGRs trazadas
retrogradamente con FG u OHSt aplicado en los CS o en el MNO, tanto en rata como
en raton (Salinas-Navarro et al., 2009a, b).

Los trazadores neuronales pueden transportarse activamente por medio de vesiculas como
en el caso del FG (Schmued et al., 1986, 1989; Wessendorf, 1991) u OHSt (Kobbert et al.,
2000; Cheunsuang y Morris, 2005; Salinas-Navarro et al.,; 2009b) marcandose unicamente
el soma y las dendritas primarias, o por difusion pasiva a través de la membrana como
ocurre con las rodaminas y carbocianinas, acumulandose en el soma celular, en las
dendritas y en el axon.

1.8.1.3 Identificacion mediante la deteccion de marcadores moleculares

Estos marcadores han de cumplir ciertas condiciones: ser expresados especificamente por
una gran proporcion de la poblacion de las CGR, y no por otros tipos neuronales de la
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retina, y es necesario que no cambie su patron de expresion después de la lesion retiniana.

Se han identificado varias proteinas especificas de las CGRs:

1.

Thyl: es un antigeno especifico de las CGRs (Barnstable y Drager, 1984; Perry et
al., 1984) localizado en la membrana plasmatica, pero no reconoce a todos los
subtipos de las CGRs (Dabin y Barnastable, 1995; Schlamp et al., 2001; Huang et al.,
2006) y cambia su patréon de expresion después de lesionar la retina (Dabin y
Barnstable, 1995; Chidlow et al., 2005; Schlamp et al., 2001) sin que ocurra la
muerte o desaparicion de las CGR. Esto invalida su uso en situaciones patologicas.

Bex1/2: reconoce los somas de las CGRs y sus proyecciones (Bernstein et al., 2006)
pero al expresarse en el axon no es favorable para el andlisis cuantitativo automatico.

v-sinucleina: esta proteina se expresa en casi toda la poblacion de CGRs de raton
(Sugurcheva et al., 2008, Soto et al., 2008, 2010; Nguyen et al., 2011). En este caso,
como la proteina se localiza en las dendritas y axones, y esto perjudica la
cuantificacion automatica, se detecta su ARNm por medio de hibridacion in situ.

Brn3b: factor de transcripcion de la familia POU4F. Se ha empleado en la
identificacion de las CGRs en ratones (Buckingham et al., 2008), en rata se expresa
en un 64% de esta poblacion (Nadal-Nicolas et al., 2012).

Brn3a: es otro miembro de la familia POU4F (Eng et al., 2004). Presenta dos efectos
funcionales diferentes, por un lado induce la expresion de diferentes genes
implicados en la diferenciacion neuronal y crecimiento axonal (Latchman, 1998), y
por otro lado tiene una funcidén antiapoptdtica ya que induce la expresion de Bel-2 y
Bcl-Xy por lo que promueve la proteccion de las CGRs frente a esta forma de muerte
(Smith et al., 1998; Smith et al., 2001). El Brn3a se expresa predominantemente en
células neuronales tanto en el sistema nervioso central como periférico. En retina de
rata y raton el Brn3a se expresa en la mayoria de las CGRs. Estudios recientes han
demostrado que el Brn3a se expresa en el 85,5% y el 92,6% de la poblacion total de
CGRs de raton pigmentado y albino respectivamente (Galindo-Romero et al., 2011,
2013b) y en el 92,2% y 96,4% de las CGRs de ratas albinas y pigmentadas,
respectivamente (Nadal-Nicolas et al,. 2009). Las CGRs que expresan Brn3a en
raton son las que proyectan contralateralmente tanto a los coliculos superiores como
al nucleo geniculado lateral aunque estas ultimas son una minoria en ratones adultos
(Quina et al., 2005). Se ha descrito (Agudo et al., 2008, y Nadal-Nicolés et al., 2009,
2012), que tanto el ARNm como el nivel de proteina de Brn3a disminuyen con el
tiempo post-lesion, tanto después de cortar como de aplastar el NO, manteniéndose
siempre y cuando las CGRs estén vivas. Por lo que la inmunodeteccion del Brn3a es
un método fidedigno para la identificacién y cuantificacion de las CGRs en
condiciones normales y después de la lesion en rata y raton albino siendo ademaés
fiable en la evaluacion de una posible terapia neuroprotectora. (Nadal-Nicolas et al.,
2009, 2012; Galindo-Romero et al., 2011,2013; Sanchez- Migallon et al., 2011,
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Salinas-Navarro et al., 2010, Garcia-Ayuso et al., 2010). Como en la actualidad el
Brn3a es el mejor marcador para detectar por medio de immunohistofluorescencia las
CGRs en rata y raton, es el que vamos a usar en este trabajo.

6. Melanopsina: es un pigmento visual presente en una subpoblacion de células
ganglionares intrinsecamente fotosensibles o melanopsinicas (véase apartado
1.6.2.3). Los anticuerpos contra la melanopsina permiten identificar y caracterizar
una subpoblacion de CGR que, aunque es pequena pues representa aproximadamente
el 1-2% de la poblacion total, sin embargo crucial para la fisiologia del sistema visual
no relacionada con la formacion de imagenes. La existencia de anticuerpos
especificos contra este pigmento permite identificar, caracterizar e investigar la
respuesta de estas ipCGRs a la lesion axonal y su capacidad de regeneracion axonal.

1.8.1.4 Identificacion mediante manipulacion genética

También mediante manipulacion genética se han identificado las CGRs afiadiendo un gen
chivato bajo la expresion de un promotor de un gen especifico de las CGRs usando ratones
transgénicos (Feng et al., 2000; Bernstein et al., 2006, 2007; Murata et al., 2008; Raymond
et al., 2008), esta tecnologia no esta disponible en rata.

En conclusion, las técnicas mas utilizadas para identificar las CGRs son el trazado (Figura
9A, C) y la immunodeteccion de Brn3a (Figura 9B, D). Ambas tienen sus ventajas e
inconvenientes. El trazado nos informa tanto de las CGRs que estan vivas como de
aquellas que mantienen su transporte axonal, ya que el FG se transporta activamente, sin
embargo, si las retinas se marcan antes de que ocurra la pérdida de CGRs, aparecen en la
retina células de microglia transcelularmente marcadas con el trazador (Thanos et al.,
1992a; Kobbert et al., 2000) lo que impide el contaje automatico y éste ha de realizarse
manualmente (Peinado-Ramon et al., 1996; Salvador-Silva et al., 2000; Sobrado-Calvo et
al., 2007; Nadal-Nicolas et al., 2009). Esto sucede porque las células de microglia
fagocitan los caddveres de las CGRs marcadas y que han muerto a causa de la lesion. El
trazador fagocitado se acumula en sus fagolisosomas y aparecen en el tejido células de
microglia marcadas.

En cuanto al Brn3a, la posibilidad de detectar las CGRs wusando técnicas
inmunohistofluorescentes tiene ciertas ventajas sobre la utilizaciéon de neurotrazadores ya
que no hay que manipular el sistema antes de la diseccion de la retina evitando una posible
alteracion del sistema, ademas de reducir el tiempo experimental. Ademas, la expresion de
Brn3a se mantiene en las CGRs que aun estando lesionadas, siguen vivas.

Por otra parte al inmunodetectar las CGRs, no se produce interferencia con las células de
microglia transcelularmente marcadas (Nadal-Nicolas et al., 2009; Galindo-Romero et al.,
2011). Por lo tanto, si bien la inmunodetecciéon de Brn3a no nos informa del transporte
axonal, como su expresion estd limitada a las CGRs vivas, permite la cuantificacion
automatica de éstas en situaciones patologicas y por tanto la realizacion de mapas de
isodensidad. La combinacion de ambos marcadores ha permitido por ejemplo describir que
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en modelos de hipertension ocular hay primero una pérdida de transporte axonal seguida
de muerte de CGRs (Salinas-Navarro et al., 2010).

Figura 9: Identificacion de CGRs

A-B: microfotografias de una retina de rata a plano en la que se ha trazado las CGRs con FG
(A) e immunodetectado con Brn3a (B). C-D: seccion radial de una retina de rata en la que se
ha trazado las CGRs con FG (C) e immunodetectado con Brn3a (D). Tomadas de Nadal
Nicolas et al., 2009
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1.8.2 Cuantificacion de las células ganglionares de la retina

La cuantificacion del nimero de CGRs previamente identificadas es una herramienta
esencial para evaluar los dafios patoldgicos, los efectos farmacoldgicos y la
neuroproteccion, asi como una mejor comprension de los mecanismos de actuacion de la
enfermedad en el ojo y el nervio dptico.

La cuantificacion de las CGRs se ha aplicado en roedores a diferentes modelos
experimentales de enfermedades de retina, como: isquemia-reperfusion (Sellés-Navarro et
al., 1996; Lam et al.,, 1997; Lafuente et al., 2001, 2002; Vidal-Sanz et al., 2007),
aplastamiento parcial o total del nervio optico (Yoles et al., 1999; Parrilla-Reverter et al.,
2009a, b; Nadal-Nicolas 2009, 2012), axotomia de nervio 6ptico (Vidal-Sanz et al.,.1988,
Peinado-Ramoén et al.,. 1996, Nadal-Nicolas et al., .2009, 2012, Galindo-Romero et al.,
2011, Sanchez-Migallon, et al., 2011), inyeccion citotoxica (Vorwerk et al., 1996) o
elevacion cronica de la presion intraocular (Laquis et al., 1988, Sawada y Nevfeld 1999;
Salinas-Navarro et al., 2009¢c, 2010, Vidal-Sanz et al., 2012).

1.8.2.1 Cuantificacion indirecta de las CGRs contando el niimero de axones en el
nervio optico

En el NO de mamiferos se acepta que la totalidad de las fibras nerviosas pertenecen a los
axones de las CGRs es decir, se asume que cada axon se corresponde con una CGR. De
esta forma contando los axones en el NO, se estima la poblacion de estas células en la
retina, lo cual se puede realizar bajo el microscopio de luz mediante areas de muestreo
(Forrester y Peters, 1967; De Juan et al., 1978; Levkovitch-Verbin et al., 2002a, 2003;
Aihara et al., 2003c) o cuantificando el numero total de axones por métodos
semiautomaticos de analisis de imagen (Quigley et al., 1987), o bajo el microscopio
electronico de transmision (MET) donde se cuenta manualmente los axones de las areas
muestreadas (Chauhan et al., 2002) (como méaximo se cuenta el 20% de los axones), a este
nivel los axones pueden ser identificados por las vainas de mielina y microtibulos. El
numero total de axones se obtiene por extrapolacion. Estudios realizados muestran que los
valores obtenidos por la MET son mayores que los obtenidos por microscopia de luz, esto
puede ser debido a que hay axones que estan o son mas pequefios que el limite de
resolucion del microscopio de luz, ademas de que los axones no mielinizados son dificiles
de distinguir. Este método requiere una gran experiencia del investigador en la
identificacion de los axones recubiertos de la vaina de mielina y es tedioso, ademas de ser
indirecto y de no suministrar informacion del tamafio de los somas que pueden cambiar en
condiciones patologicas. En los estudios realizados por Forrester et al., (1967) y De Juan et
al., (1978) las estimaciones realizadas determinan que el nimero de CGRs por retina en
rata, oscila entre 96.000 y 118.300 CGRs/retina

1.8.2.2 Cuantificacion manual

La cuantificacion del nimero de las CGRs se realiza por la extrapolacion del contaje
manual de una serie de areas de muestreo establecidas previamente y que son estandar.
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Estas areas son representativas de la retina y engloban areas de baja densidad y areas de
alta densidad para poder promediar el nimero de CGRs por unidad de superficie. El
numero de CGRs detectadas varia segin el marcador utilizado y el grupo que lo ha
realizado. Este método es mas complicado y menos fidedigno en secciones transversales,
aunque recientemente se han hecho aproximaciones estereologicas con buenos resultados
(Fileta et al., 2008). En el estudio realizado por Selles-Navarro et al., 1996 el numero
medio de CGRs por mm’ marcadas con Fluorogold en retinas control de ratas albinas
Sprague-Dawley (SD) es alrededor de 2081 células. El método de contaje manual en
retinas a plano se sigue usando para cuantificar el numero de CGRs trazadas que
sobreviven a una lesion axonal, ya que como hemos comentado mas arriba, las células de
microglia se marcan transcelularmente impidiendo la cuantificacién automatica.

1.8.2.3 Contaje automdtico

Mediante el contaje automatico obtenemos el valor exacto de la poblacion total de las
CGRs (Danias et al., 2002; Marco-Gomariz et al., 2006; Vidal-sanz et al., 2007; Nadal-
Nicolas et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a, b; Garcia-Ayuso et al., 2010; Galindo-
Romero et al., 2011). El contaje automatico es un procedimiento reproducible, rapido y
objetivo que permite el andlisis de un gran nimero de retinas, evita la pérdida de
informacion y sesgo en la estimacion que se genera por el método de muestreo ya que el
area muestreada normalmente es una pequefia porcion de la retina (como maximo el 15%
del total). A este sesgo del muestreo hay que sumar el hecho de que las CGRs se
distribuyen heterogéneamente y que los efectos de algunas lesiones no son homogéneas en
la retina, y por lo tanto el grado de supervivencia de las CGRs va a depender de la region
de la retina analizada (Laquis et al., 1998, Woldemussie et al., 2001; Danias et al., 2003b,
Soto et al., 2008, Salinas-Navarro et al., 2009c, 2010). Por lo tanto, la cuantificacion
automatica permite conocer con exactitud tanto el nimero de CGRs que mueren tras un
insulto como que sobreviven tras un tratamiento. Esta metodologia se usa para contar
CGRs trazadas con FG 6 su homodlogo el OHSt ¢ inmunodetectadas con Brn3a. Los
neurotrazadores transportados por difusion pasiva como el DTMR, ademas de acumularse
en el soma y dendritas también lo hacen en los axones. En la zona central de la retina se
agrupan los haces de axones impidiendo la visualizacion de los somas de las CGRs que
hay debajo, imposibilitdndose el contaje automéatico de las CGRs trazadas con DTMR.

En la Figura 10 se muestra la poblacion total de CGRs trazadas desde los CS o
immunodetectadas en rata y raton albinos y pigmentados (Salinas-Navarro et al., 2009a, b,
Galindo-Romero et al., 2011, 2013b, Nadal Nicolas et al., 2009, 2012)

También se ha realizado el contaje in vivo con el oftalmoscopio de escaneado laser
(Higashide et al., 2006; Kawaguchi et al., 2006) pero las CGRs deben estar previamente
marcadas, y este método también es aproximativo pues Unicamente estudia la region
central.
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Otro dato de interés, es la densidad de CGR. Este valor se puede obtener con el contaje
automatico dividiendo el nimero total por el area de la retina o con el manual extrapolando
la densidad del 4rea muestreada al area total de la retina.
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Figura 10: Poblacién media de células ganglionares de la retina en raton (A) y rata (B) trazadas desde
los coliculos superiores e inmunodetectadas con Brn3a en animales control albinos y pigmentados.

En ratéon (A), el trazador utilizado es el metanosulfonato de Hidroxistilbamidina (OHSt) y en rata (B) su
analogo fluorogold (FG). En ratdn, la poblacion de CGRs detectada por trazado desde los CS es mayor que la
que expresa Brn3a, mientras en rata ambas poblaciones son similares. Esto es asi porque en raton el Brn3a se
expresa en un 85,5% de la poblacion total de CGRs mientras que en rata en un 92,2%. Ademas, estos datos
muestran que en raton albino la poblacion de CGRs es mayor que en raton pigmentado mientras que en rata
es al revés. Datos tomados de Salinas-Navarro et al., 2009a, b; Nadal-Nicolas et al., 2009, 2102; Galindo-
Romero et al., 2011,2013b.

1.8.3 Distribucidon de las células ganglionares de la retina

Es importante estudiar la distribucion de las CGRs en las retinas montadas a plano que se
representa mediante mapas de densidad o de isodensidad.

Para la construccion de mapas de densidad a partir de contajes manuales, se calcula la
densidad de las areas de muestreo con posicion conocida dentro de la retina, situadas en
regiones centrales, medias y periféricas, ya que la distribucion de las CGRs no es
homogénea en toda la retina sino que responde a un gradiente centro periferia, y estos
valores se representan en un mapa de densidad. Pero este método es lento y aproximativo
ya que s6lo se muestrea una pequeila porcion de la retina, ademds en muchas lesiones la
pérdida de CGRs no es uniforme por toda la retina, por lo que el muestreo genera una
pérdida de informacion. Cuanto mayor es el nimero de las areas de muestreo y menor es
su tamafo, mas preciso es el mapa de densidad.
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Figura 11: Distribucion de CGRs en rata y ratén.
A-B: Mapas de isodensidad correspondientes a la misma retina de rata albina en la que se representa la
distribucion de las CGRs trazadas con FG desde los CS (A) o inmunodetectadas con Brn3a (B). C-D
Mapas de isodensidad correspondientes a la misma retina de raton pigmentado en la que se representa la
distribucion de las CGRs trazadas con OHSt desde los CS (C) o inmunodetectadas con Brn3a (D). Debajo
de cada mapa se muestra el nimero de CGRs representadas en cada uno de ellos. Podemos ver que en
ambas especies ¢ identificando las CGRs usando trazadores o inmunodeteccion de Brn3a, las CGRs no se
distribuyen homogéneamente por toda la retina. La densidad de CGRs es mayor en la hemirretina
superior, a lo largo del eje naso temporal. Estos mapas se generan en base a la densidad de CGRs en cada
una de las divisiones de cada fotografia individual que compone el fotomontaje (154 fotos en raton, 144
en rata), y se asigna a cada densidad un codigo de color que va desde 0 (azul) a 3.500 —rata- o 4.800 —
raton- o mas (rojo) CGRs/mm” (D). Polo superior arriba y temporal a la izquierda en todos los mapas.
Barras de tamafio: 1 mm. Imégenes cedidas por F. Nadal-Nicolas (A,B) y C. Galindo Romero (C-D).
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El método automatico proporciona una distribucion detallada y precisa de todas las CGR,
representada por mapas de isodensidad (Figura 11), ya que trabajamos con muchas areas de
pequeiio tamafo que cubren toda la superficie de la retina calculando automaticamente su
densidad, con este método podemos detectar pequenas variaciones en la densidad. Es un
método exacto y rapido que permite el analisis de un niimero grande de retinas y asi
valorar la variabilidad entre individuos. Podemos estudiar detalladamente la distribucion
de las CGRs en retinas control (Figura 11) y después de diferentes patologias, asi como de
las que sobreviven después de un tratamiento. (Salinas-navarro et al., 2009¢, 2010; Nadal-
Nicolas et al., 2009; Galindo-Romero et al., 2011, 2013b; Garcia-Ayuso et al., 2010;
Sanchez-Migallon et al., 2011). Hay que sefialar que en los estudios de distribucion de las
CGRs es muy importante la orientacion correcta de la retina ya que si no obtendremos
datos errdneos.

1.9 Modelos de lesion de las células ganglionares de la retina.
Los modelos mas frecuentemente utilizados y caracterizados de muerte de CGRs son:

1. Isquemia transitoria de la retina: se puede inducir bien por un aumento de la
presion intraocular por encima de valores sistolicos (Selles-Navarro et al., 1996) o
bien mediante la ligadura selectiva de los vasos oftalmicos (Lafuente et al., 1996,
2002). En ambos casos la muerte de las células ganglionares estd relacionada tanto
con el periodo de isquemia transitoria como con el intervalo de supervivencia.

2. Elevacion transitoria de la presion intraocular: se realiza el sellado de la via de
drenaje del humor acuoso cauterizando con laser las venas epiesclerales y
perilimbares y la malla trabecular. La presion elevada se mantiene unas tres semanas,
con un pico a las 12 horas y después desciende a niveles normales. Se ha visto que
esta lesion induce muerte de tipo sectorial en las CGRs (Salinas-Navarro et al.,
2009c, 2010, Vidal-Sanz, et al., 2012; Agudo-Barriuso et al., 2013)

3. Axotomia: el corte o aplastamiento del nervio 6ptico produce una axotomia en la
CGRs. Esta lesion (Beerkelar et al., 1994) produce una interrupcion de los axones de
las CGR, provocando una degeneracion retrograda axonal e induciendo la muerte de
las CGRs que es homogénea en toda la retina (Villegas-Perez et al., 1993; Berkelar et
al., 1994; Garcia-Valenzuela et al., 1994; Manssour-Robaey et al., 1994; Peinado-
Ramon et al., 1996; Nadal-Nicolas et al., 2009; Parrilla-Reverter et al., 2009a;
Galindo-Romero et al., 2011). Se realiza cortando o aplastando el nervio 6ptico
habiendo abierto previamente la vaina que contiene los vasos sanguineos para evitar
la isquemia. La muerte de las CGR es mayor y mas rdpida cuanto mds cerca del
globo ocular se realiza la axotomia (Villegas- Pérez 1993). Asi la seccion a 0,5 mm
del ojo induce mayor porcentaje de muerte que la seccion a 3mm, cuando se
comparan periodos de supervivencia iguales. (Villegas-Pérez et al., 1988; Villegas-
Pérez et al., 1993). Los estudios de dicho modelo en la rata adulta han permitido
conocer que dicha lesion induce una fase de muerte rapida durante las dos semanas
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siguientes a la seccion del NO, en la que se pierde el 80% de la poblacion de las
células ganglionares y posteriormente una fase de muerte mas lenta que afecta a las
neuronas que sobreviven en la primera fase. En estudios realizados en rata y raton
adultos seccionando el NO a 0,5 mm del globo ocular, se ha observado que la muerte
de CGRs aparece antes cuando éstas se identifican por su expresion de Brn3a que
cuando se marcan con Fluorogold (Nadal-Nicolas et al., 2009, Galindo-Romero et
al., 2011), esto creemos que se debe a la distinta naturaleza de ambos marcadores, ya
que el primero es un marcador endogeno cuya expresion desaparece al morir la
neurona y el segundo es un marcador exogeno que solo desaparece del tejido cuando
la CGRs es fagocitada por la microglia (Figura 12).
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Figura 12: Curso temporal de la pérdida de las células ganglionares de la retina después de la
axotomia intraorbitaria del nervio 6ptico en rata (A) y raton (B)

Numero total de células ganglionares de la retina trazadas (FG u OHSt) e inmunodetectadas (Brn3a) que
sobreviven a diferentes tiempos tras la axotomia del nervio Optico en rata (A) y raton (B). hpl: horas post-
lesion, dpl: dias post-lesion. Datos tomados de Nadal-Nicolés et al., 2009 y Galindo-Romero et al., 2011.
Como se ha explicado anteriormente, la cuantificacion automatica permite la realizacion de
mapas de isodensidad que representan la distribucion de las CGRs. Esta metodologia
también puede aplicarse a retinas lesionadas en las que las CGRs han sido
immunodetectadas y asi conocer la topografia de las CGRs supervivientes (Figura 13).

Como hemos visto, el curso temporal de la degeneracion de las CGRs inducido por lesion
axonal se ha caracterizado en profundidad en rata (Nadal et al., 2009; Sanchez-Migallon et
al., 2011) y en ratén (Galindo-Romero et al., 2011, 2013b). Una de las ventajas del raton,
frente a la rata, es que para éste existen muchos animales transgénicos (que expresan una
proteina exogena) y knock-outs (que no expresan una determinada proteina) lo que permite
analizar la funciéon que el exceso o la pérdida de una proteina tiene en una determinada
patologia. Este hecho hace que sea de gran interés trabajar en ratones.
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Figura 13: La axotomia produce la muerte difusa de CGRs en rata y ratén.

A-B: Mapas de isodensidad en los que se observa la distribucion de las CGRs que sobreviven a 7 (A) y
14 (B) dias tras la axotomia en rata. C-D: Mapas de isodensidad en los que se observa la distribucion de
las CGRs que sobreviven a 7 (C) y 14 (D) dias tras la axotomia en raton.

Debajo de cada mapa se muestra el nimero de CGRs-Brn3a™ contadas en la retina desde la cual se generd

el mismo. La escala de color y la barra de tamafio son las mismas que en la figura 11. A-B: Imagenes
cedidas por F. Nadal-Nicolas. C-D: imagenes cedidas por C. Galindo Romero.
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En el trabajo experimental de esta tesis, hemos utilizado técnicas neuroanatomicas
modernas que nos permiten identificar, cuantificar y mapear células ganglionares de la
retina del raton albino adulto. Hemos utilizado un modelo de lesion conocido (la seccion
intraorbitaria del nervio optico en ratones albinos adultos) para investigar por una parte las
respuestas de la poblacion de CGRs a la atoxomia simple y a la axotomia e implante de
injerto de nervio periférico. Esto permite examinar si los injertos de nervio periférico
tienen un efecto neuroprotector sobre la poblacion de CGRs axotomizadas.

Ademas hemos examinado también la capacidad de regeneracion axonal de las CGRs en
estos injertos de nervio periférico apuestos al mufion ocular del nervio dptico seccionado
intraorbitalmente, bien mediante la utilizaciéon de microsuturas clasicas o bien mediante la
utilizacion de un pegamento de fibrina (Tissucol). La supervivencia (Robinson y Madison,
2004; Galindo-Romero et al., 2013b) y la capacidad de regeneracion axonal se habia
investigado en ratones pigmentados (Robinson y Madison, 2004) pero no habia sido
estudiada previamente con detalle utilizando las técnicas modernas de cuantificacion y
distribucion espacial en la retina (mapeo) con las que contamos en la actualidad en ratones
albinos. Por ultimo la existencia de marcadores moleculares fiables (anticuerpos
antimelanopsina) que identifican una de las subpoblaciones de las CGR, nos permite
investigar en detalle las mismas preguntas formuladas anteriormente en esta pequefia
poblacion de CGRs melanopsinicas en el raton albino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es analizar el efecto que tiene el implante de un injerto
de nervio periférico (mediante sutura o aposicion con Tissucol) en el mufidon ocular del
nervio Optico seccionado, para investigar en ratones albinos adultos la supervivencia y
regeneracion de las células ganglionares de la retina en general y de células ganglionares
de la retina intrinsecamente fotosensibles (ipCGRs) en particular.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Injerto de nervio periférico con Tissucol.

1.  Cuantificacion y distribucion espacial de células ganglionares de la retina que
regeneran y sobreviven tras injerto de nervio periférico con Tissucol.

2.  Cuantificacion y distribucion espacial de células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles que regeneran y sobreviven tras injerto de nervio periférico con
Tissucol.

2.2.2 Injerto de nervio periférico con sutura.

1. Cuantificacion y distribucion espacial de células ganglionares de la retina que
regeneran y sobreviven tras injerto de nervio periférico con sutura.

2. Cuantificacion y distribucion espacial de células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles que regeneran y sobreviven tras injerto de nervio periférico con sutura.

2.2.3 Comparacion de ambos modelos de regeneracion.

Se realizard una comparacion entre los 2 tipos de aposicion del injerto que a su vez seran
comparados con los controles (seccion del nervio Optico sin injerto) para determinar si:

1.  El injerto de nervio periférico tiene un efecto en la supervivencia de las células
ganglionares y células ganglionares intrinsecamente fotosensibles (comparacion
grupo injerto Tissucol con grupo axotomia, grupo injerto sutura con grupo axotomia).

2.  Existen diferencias estadisticamente significativas en el namero de células
ganglionares de la retina que regeneran y que sobreviven cuando se emplean
adhesivos biologicos cuando se utilizan microsuturas clasicas.

3.  Existen diferencias estadisticamente significativas en el numero de células
ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles que regeneran y que
sobreviven en ambos modelos de aposicion del injerto (adhesivos bioldgico vs
microsutura).
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3- MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales de Experimentacion y anestesia

Los animales fueron tratados segin la normativa Europea (Directiva 86/609/CEE) y
nacional (RD 1201 /2005) vigente sobre la proteccion de los animales que son utilizados
para la experimentacion y otros fines cientificos y la Ley 32/2007 para el cuidado de los
animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio; ademads, se siguieron
las directrices de la asociacion para la investigacién en vision y oftalmologia (The
Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO). Para este estudio se han
utilizado 35 ratones machos adultos albinos de la estirpe Swiss (Charles River, Lleida,
Spain), de un peso aproximado de 35-40 gramos. Los animales se alimentaban ‘“ad
libitum” y fueron mantenidos en el Servicio de animales de experimentacion de la
Universidad de Murcia, en habitaciones con control de temperatura ambiente (23-24°C) y
con ciclos de luz oscuridad de 12 horas.

Todas las manipulaciones quirurgicas se efectuaron bajo anestesia general, inducida por la
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de Ketamina (70 mg/kg de peso corporal;
Ketolar 5% Pfizer, Alcobendas. Madrid, Espafia) y Xilacina (10 mg/kg de peso corporal;
Rompur 2%, Bayer, Kiel, Alemania) en 0,1 ml de suero salino esteril al 0,9%. Las
manipulaciones experimentales se realizaron en condiciones no estériles, pero si de
minuciosa limpieza, especialmente de todo el instrumental microquirirgico. Las
manipulaciones microquirurgicas se efectuaron con la ayuda de un microscopio quirdrgico
OPMI-11-FC (Carl Zeiss S.A) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss S.A) y con el
instrumental de microcirugia apropiado.

En el postoperatorio inmediato a los animales se les aplicd por via topica en la cornea un
ungiiento oftalmoldgico con Tobramicina (Tobrex, Alcon-Cusi, S.A. El Mosnou,
Barcelona, Espafia) para prevenir la desecacion y lesion corneal. Los animales fueron
devueltos a la jaula y colocados bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su
recuperacion de la anestesia y posteriormente fueron enviados al animalario donde
permanecieron durante un periodo de 28 dias, tras el cual se realizé el marcaje retrogrado
de las células ganglionares de la retina, siendo sacrificados al tercer dia del marcaje.

Los animales se sacrificaron con una sobredosis letal de una solucion de pentobarbital
sodico al 20% (Dolethol, Vetoquinol, S.A., Especialidades Veterinarias, Alcobendas,
Madrid. Espana) inyectado ip (0,5- 1 ml).

3.2 Manipulaciones Quirurgicas

3.2.1 Abordaje y obtencion del injerto autélogo de nervio periférico

Con el animal en posicidon decubito prono, y previo rasurado del area posterior del muslo,
se realizo una incision longitudinal desde la articulacion de la cadera hasta la articulacion
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de la rodilla, identificando, mediante disecciéon roma el musculo biceps femoral. Se
secciond la insercion de dicho musculo en la articulacion de la rodilla derecha y se rechazé
lateralmente, con lo que se obtuvo una perfecta visualizacion del nervio ciatico y de sus
ramas desde la escotadura ciatica hasta el hueco popliteo.

En el raton, el nervio ciatico comun sale de la pelvis como un tronco tUnico el cual a lo
largo de su trayecto se ird dividiendo en sus tres ramas: nervio peroneo, nervio sural y el
nervio tibial. En nuestros grupos experimentales se ha empleado el nervio tibial como
segmento autologo.

Tras la identificacion del nervio, se procedia a su diseccion roma lo cual nos proporcionaba
un injerto en una extension de 2 cm. Una vez obtenido el injerto se reinsertaba el musculo
biceps femoral y se suturaba la piel con seda de 6/0. El injerto extraido, se colocaba en una
placa de Petri con suero salino estéril (CINa al 0,9%) hasta su posterior aposicion al muidon
del nervio optico izquierdo.

3.2.2 Amputacion intraorbitaria del nervio 6ptico

Los ratones se colocaron en dectbito prono con la zona apical de la cabeza rasurada y
sujeta mediante un sujetacabezas disefiada al efecto. Se realiz6 una incision longitudinal en
la linea media de la cabeza, desde la regién nasal hasta la insercion de los musculos
occipitales. Posteriormente se realiz6 la diseccion del plano subcutdneo hasta visualizar el
reborde orbitario superior. A continuacion se realizé una incision siguiendo la direccion del
reborde orbitario superior de la Orbita izquierda hasta la fascia del musculo temporal. La
traccion con punto de sutura de seda 6/0 del reborde supraorbitario facilita la exposicion de
la zona superior de la orbita, siempre con precaucion de que no se lleve a cabo una
isquemia de la retina a consecuencia de la compresion de los vasos retinianos.
Posteriormente se realizd la desinsercion de los musculos recto y oblicuo superior, se
tracciona de los mismos mediante un punto de sutura de seda 6/0 con el fin de obtener una
adecuada exposicion de la region posterior del globo ocular y fundamentalmente de la
salida del nervio 6ptico izquierdo.

Acto seguido se realizd la apertura longitudinal de la vaina dural que recubre el nervio
optico en su region superior con el fin de evitar lesionar los vasos retinianos que en el raton
discurren en la region inferonasal de la misma (Janes y Bounds, 1955; Forrester y Peters,

1967). Finalmente se seccionaba el NO lo mas cerca posible del globo ocular izquierdo
(Figura 14).

3.2.3 Aposicion del segmento de nervio periférico al disco 6ptico

La aposicion de uno de los extremos del injerto de nervio periférico al mufion del nervio

optico. Se realizo de dos formas diferentes, segiin los diferentes grupos experimentales
(Figura 14).

En uno de los grupos experimentales, se utilizaron tres hilos de sutura monofilamento
irreabsorbible de 10/0 (Dafilon, Braun, Germany) que se anclaron por un lado en el
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perineuro del injerto y por otro lado en el tejido periescleral alrededor del disco optico en
tres puntos equidistantes con precaucion de no lesionar la vascularizacion retiniana
localizada en la region inferonasal.

En el otro grupo experimental se empled el adhesivo de fibrina, y se procedio de la
siguiente manera. Se coloco el extremo del injerto encima del mufion del nervio optico, de
modo que ambas superficies quedasen enfrentadas sin que se interpusiera el perineuro
entre ellas, y con una micropipeta se aplicé una gota del adhesivo de fibrina para que
ambas superficies quedasen apuestas.

SNP
( zfd.'fs f Grupo
\ Sutura Sutura
- Injerto
I 25 dias
| -
I Tissucol _Grupo
I Tissucol
| -
, 28 di Grupo
1as .
e e e e e - » control L Sin
(axotomia) injerto

Figura 14: Cirugia.

Esquema que ilustra la seccion intraorbitaria del NO (SNO) y la aposicion al muiidon ocular del NO a uno de
los cabos de un segmento de nervio periférico (SNP). Esta aposicion se asegurd en unos animales con puntos
de sutura (arriba) y en otros con adhesivos de fibrina (Tissucol, abajo). A los 25 dias se trazaron las CGRs
que habian regenerado en los grupos injertados aplicando OHSt al extremo distal del SNP. En todos los
grupos, los animales se sacrificaron 28 dias después de haber realizado la SNO.

El extremo libre del injerto de nervio periférico se protegia colocandolo en un canal
formado a lo largo del musculo temporal. Se debia prestar especial atencion a la zona de
inflexion del injerto a su salida de la orbita para que no quedase angulado o presionado lo
cual podia dificultar la regeneracion y alterar los resultados. Finalmente se reconstruia la
orbita y se suturaba la piel con sutura continua de seda 6/0.

Una vez finalizada la manipulacién quirtrgica se procedia a examinar el fondo de ojo para
descartar la lesion de la circulacion retiniana. Se colocaba un portaobjetos de vidrio sobre
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la cornea del ojo operado para evaluar el fondo de ojo (funduscopia directa) con el
microscopio operatorio. En caso de que hubiese una lesion de la circulacion retiniana o que
tras producirse un vasoespasmo no se recuperara la circulacion tras un periodo de 20
minutos desde la intervencion, se desechaba el animal y no se incluia en los grupos
experimentales.

3.3 Preparacion y Aplicacion del adhesivo de fibrina Tissucol

El Tissucol es un sistema adhesivo de fibrina de dos componentes congelado, tratado por
vapor. Cada estuche de Tissucol contiene los siguientes componentes:

. Solucion de Tissucol: 1 ml de solucion contiene: Proteina total (100-130 mg),
Proteina coagulable (75-115 mg); compuesta de fibrindgeno (70-110mg) y
Plasmafibronectina( 2-9 mg Factor XIII, Plasmindgeno, Aprotinina Bovina).

° Solucidén de Trombina: 1 ml de solucidn contiene: trombina humana, cloruro calcico.

La conservacion del Tissucol se debe realizar en congelador a -18°C, por lo que
aproximadamente media hora antes de comenzar las manipulaciones quirdrgicas se extraia
del congelador para que se realizase el proceso de descongelacion del mismo y pudiese ser
empleado como método de aposicion del nervio periférico sobre el muién del nervio
optico.

Para su aplicacion se emple6 una micropipeta de 2-20pul, de tal manera que se cargaba la
micropipeta con el Tissucol y a través de ella se aplicaba una gota de 2ul de Tissucol una
vez que este habia adquirido una consistencia adecuada, se esperaba un par de minutos a
que se produjese la solidificacion del producto y posteriormente se procedia a la proteccion
del injerto por medio del musculo temporal y cierre de la orbita y piel tal y como hemos
descrito en el apartado anterior.

3.4 Marcaje retrogrado de las células ganglionares de la retina

El trazado de la poblacion de células ganglionares de la retina (CGR) es necesario para
poder identificar y cuantificar posteriormente las CGRs que tienen un axén competente
después de una lesion. Para identificar las CGRs en raton hemos aplicado el trazador
neuronal fluorescente hidroxistilbamidina metano-sulfonato (OHSt, Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands) disuelto al 10% en 10% dimetil-sulfoxido (DMSO)-suero salino
en el extremo distal del nervio tibial unido al nervio 6ptico a través de sutura o pegamento
Tissucol de acuerdo con las técnicas previamente descritas (Vidal-Sanz et al., 1988;
Villegas-Perez et al., 1988; Marco-Gomariz et al., 2006; Nadal-Nicolas et al., 2009;
Salinas-Navarro et al., 2009) (Figura 14). Este trazador produce un marcaje fiable y
reproducible y es muy eficaz para su utilizacioén en el sistema visual (Salinas-Navarro et
al., 2009). El OHSt es captado por los terminales axonales de las CGRs y transportado
activa (Schumed et al., 1986, 1989; Wessendorf 1991) y retrogradamente hasta el soma
celular, donde se acumula, no difundiendo transcelularmente (Schumed et al., 1986). El
OHSt acumulado en el soma de las CGRs se puede observar en el microscopio de
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fluorescencia con el filtro de luz adecuada y permite diferenciar las CGRs de otros tipos de
neuronas que estan presentes en la misma capa de la retina y que no se trazan con OHSt
como son las células amacrinas desplazadas y en nuestro disefio experimental, identificar
las CGRs que hayan regenerado a través del injerto de nervio periférico. Para la aplicacion
del trazador se realizo la extirpacion de los puntos de sutura localizados en la region
superior del craneo, se accedio al implante de nervio tibial y se aplico en el muiién del
extremo distal (opuesto al mufion ocular) de dichos nervios una pequena porcion de gel
(Espongostan Film; Ferrosan A/S, Denmark) previamente empapado con el OHSt al 10%.
Finalmente se sutura la piel del animal con seda 6/0. Tres dias después del marcaje el OHSt
ya ha llegado a las CGRs y el animal es procesado.

3.5 Procesado Histologico
3.5.1 Perfusion de animales

Se administra por via i.p. una sobredosis de pentobarbital sodico al 20% (Dolethal,
Vetoquinol S. A., Lure, Francia) y se comprueba que los ratones son insensibles a
estimulos dolorosos. Tras esta comprobacion se realizd una esternotomia media para
exponer corazén y grandes vasos y se introdujo una aguja de insulina en la aorta
ascendente a través del ventriculo izquierdo, para perfundir con aproximadamente unos 50
mL de suero salino y lavar el contenido hematico de los vasos; simultineamente a la
insercion de la aguja, se practicO un corte en la orejuela de la auricula derecha para
permitir la salida de la sangre y del liquido de perfusion. A continuacion se perfundi6 con
aproximadamente 70 mL de solucion de paraformaldehido (PF) al 4% en tampon fosfato
0,1 M a 4°C de temperatura.

3.5.2 Diseccion y procesado histoldgico de las retinas

Tras la perfusion del animal se extrajeron ambos globos oculares, colocandose un punto de
sutura en el polo superior de los ojos del animal para poder identificar posteriormente la
region superior de la retina. Para diferenciar los ojos derechos de los izquierdos la longitud
del hilo de sutura era siempre mayor en los o0jos izquierdos.

Una vez se enuclearon los globos oculares fueron post-fijados durante una hora en PF al
4%, a continuacion se lavaron en tampon fosfato salino (PBS) 0,1 M y se procedio a la
diseccion de las retinas: En primer lugar se sujetaron los globos oculares con alfileres
entomologicos a una base de cera de abeja en placas de Petri, posteriormente se realizd una
incision circular siguiendo el borde esclerocorneal y se retird el casquete corneal, el
cristalino y el iris quedando la “copa” oftdlmica, constituida por tres capas: esclera,
coroides y retina. Para la extraccion de la retina se realizaron cuatro cortes radiales de
todas las capas de la copa oftalmica, separados entre ellos 90°, siendo el mas profundo de
los cortes el que indicaba el polo superior de la retina, quedando de esta manera divididos
en cuatro cuadrantes (temporal superior, temporal inferior, nasal superior y nasal inferior).
Una vez llegado a este punto se puede comenzar a realizar la diseccion atraumatica de la
retina y separarla de la coroides y de la esclera quedando la retina unida a la copa oftalmica
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exclusivamente por los axones que abandonan la retina por el disco dptico. Esta union se
corta con unas microtijeras y a continuacion, con la ayuda de un pincel, se coloca la retina
a plano sobre un papel de filtro Whatman n°l (Whatman Internacional Ltd. Maidstone,
England) al que quedaba adherida por su superficie vitrea por espacio de una hora inmersa
en la misma solucion fijadora de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, la retina se
separaba del papel de filtro, se lavaba en PBS y se reaccionaba con diferentes técnicas de
inmunohistofluorescencia (ver apartado 3.6). Por ultimo, la retina se montaba colocando su
cara vitrea hacia arriba sobre un portaobjetos y se limpiaba cuidadosamente de nuevo.
Finalmente se cubria con medio de montaje (glicerol al 50% y p- fenilendiamina al 0, 04%
en tampén carbonato sddico 0,1M pH=9,0; Dodd et al., 1984) y un cubreobjetos. Los
bordes del cubreobjetos se sellaron con laca de ufias. Posteriormente, se examinaron con
ayuda de un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 plus; Zeiss Mikroskopie, Jena,
Alemania).

3.6 Inmunohistofluorescencia

Para la deteccion del Brn3a y de la melanopsina, llevamos a cabo un protocolo de
inmunohistofluorescencia que incluye tres etapas: permeabilizacion de la retina,
incubacion con el anticuerpo primario e incubacion con el anticuerpo secundario.

En nuestro estudio se realizé la inmunodeteccion doble de Brn3a y melanopsina en todos
los grupos experimentales por lo que se siguio el protocolo siguiente incubando a la vez los
dos anticuerpos primarios y los dos anticuerpos secundarios.

1.  Permeabilizacion: Las retinas se lavaron en PBS a temperatura ambiente y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en PBS conteniendo un 0, 5%
de Triton 100 (Tx; Triton X-100; Sigma X100, Sigma-Aldrich Quimica, Madrid,
Espaia) tras los cuales se congelaron inmersas en el mismo tampon a -70°C durante
15 minutos. Después se atemperaron y se lavaron en PBS a temperatura ambiente.

2.  Incubacion con los anticuerpos primarios: las retinas se incubaron en tampon de
bloqueo (PBS conteniendo un 2% de Tx y un 10% de suero normal de burro- Normal
Donkey Serum, NDS; Jackson ImmunoResearch Inc, Cambridge, Reino Unido)
durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo primario diluido en tampoéon de bloqueo (2% Tx, 2% NDS en PBS)
durante toda la noche a 4°C. Tras atemperar de nuevo las retinas y posteriormente a
un enjuague rapido en PBS, se lavaron en 0, 5% Tx en PBS a temperatura ambiente.

3. Incubacion con los anticuerpos secundarios: Primero se incubaron las retinas en el
tampon de bloqueo (2% Tx, 10% NDS en PBS) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacidon se realizé la incubacidon con el anticuerpo secundario
diluido en 0,5% Tx en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras acabar la
incubacidn, se lavaron las retinas en 0,5% Tx en PBS a temperatura ambiente y
posteriormente en PBS. La retina se montd sobre un portaobjetos, colocando su cara
vitrea hacia arriba, la soluciéon de montaje y un cubreobjetos.
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Fluoréforo
Anticuerpo
Anticuerpo secundario
primario

Brn3a

Figura 15: Esquema representativo del protocolo utilizado para detectar las células ganglionares de la
retina por inmunohistofluorescencia con el anticuerpo anti-Brn3a

El anticuerpo primario de cabra anti-Brn3a reconoce y se une de manera especifica al antigeno (Brn3a)
presente en los nucleos de las células ganglionares de la retina. En un segundo paso se detecta la parte
conservada del anticuerpo primario con un anticuerpo secundario de burro que esta acoplado a un fluoréforo
que al excitarse emite fluorescencia roja o verde (Alexa 594 o alexa 488).

3.7 Anticuerpos y diluciones de trabajo

1.  Anticuerpos primarios: Para la inmunodeteccion de las CGRs se utilizd6 un
anticuerpo de cabra anti-Brn3a (goat anti-Brn3a, C-20, Santa Cruz Biotechnologies,
Heidelberg, Alemania) que se diluy6 1:750 (Galindo-Romero et al., 2011). Las CGRs
de estos animales ya habian sido trazados retrogradamente mediante el trazador
neuronal OHSt. Para la inmunodecteccion de las ipCGRs se utilizd un anticuerpo de
conejo anti-melanopsina (UF 006, Advanced Targeting Systems, UK) a una dilucion
de 1:5000.

2.  Anticuerpos secundarios: Los anticuerpos secundarios (Molecular Probes,
Invitrogen Inc, Madrid, Espana) fueron: 1) para detectar el primario anti-Brn3a: burro
anti-cabra Alexa Fluor 594 (donkey anti-goat Alexa 594) que emite fluorescencia
roja 6 burro anti-cabra Alexa Fluor 488 (donkey anti-goat Alexa 488) que emite
fluorescencia verde, y ii) para detectar el primario anti-melanopsina: burro anti-
conejo Alexa Fluor 594 (donkey anti-rabbit Alexa 594) que emite fluorescencia roja
0 burro anti-conejo Alexa Fluor 488 (donkey anti-rabbit Alexa 488) que emite
fluorescencia verde. Todos se usaron a una dilucion de 1:500.

3.8 Grupos experimentales

En la tabla 1 se muestran los diferentes grupos experimentales que realizamos para los dos
modelos de regeneracion axonal. En todos los animales se realizo la cirugia en el ojo
izquierdo y se usaron los o0jos derechos como controles.
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Grupos experimentales

SNO Tissucol Sutura
Seccidn nervio Seccidn nervio
., ) optico e injerto optico e injerto
., Seccidén nervio P ! ) P J )
Cirugia (tico segmento nervio segmento nervio
o . . rr s )
P periférico mediante | periférico mediante
Tissucol sutura
Trazado de CGRs No Si
Deteccién de Inmunodeteccion de Brn3a
CGRs Immunodeteccion de melanopsina
Tamano muestral n=12 n=11 n=12

Tabla 1: Grupos experimentales

3.9 Analisis morfoldgico y morfométrico de las retinas

3.9.1 Procesado de imagenes

Todas las retinas montadas a plano se observaron y fotografiaron en un microscopio 6ptico
y de fluorescencia (Axioscop 2 plus, Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con
tres filtros: el ultravioleta (BP 365/12,LP 397) que permite la observacion de la
fluorescencia blanca dorada del OHSt y del DAPI el de rodamina (BP 546/12,LP 590)
para observar la fluorescencia roja de los anticuerpos conjugados con Alexa-594 (Brn3a 'y
RECA), y el de fluoresceina (BP 450/490, LP 515-565) que permite la observacion de los
anticuerpos conjugados con Alexa-488 (pNFH y NFH). El microscopio estaba también
equipado con una cémara digital de alta resolucion (ProgResTM c10, Jenoptik, Jena,
Alemania) y una platina motorizada (ProScanTM H128 Series Motor Controller; Prior
Scientific Instruments Ltd., Cambridge, Reino Unido) conectada a un sistema de analisis
de imagen que permite capturar y grabar las imagenes (Image-Pro Plus 5.1 for Windows®
Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EEUU) con un médulo de control de microscopio
controlado por ordenador (Scope-Pro® 5.0 for Windows®; Media Cybernetics, Inc., Silver
Springs, MD, EEUU).

Para realizar la reconstruccion y fotomontaje de las retinas montadas a plano, se realizo la
adquisicion secuencial de campos microscopicos contiguos, sin uniones ni solapamientos
entre campos, siguiendo un patrén de muestreo en matriz de celdas regulares con un area
total de muestreo preestablecida que cubria la superficie de la retina, usando un objetivo de
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20 aumentos (Plan-Neofluar, 10x/0.30; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania), siguiendo
métodos descritos previamente en el laboratorio y que son de uso rutinario (Marco-
Gomariz et al., 2006; Nadal-Nicolas et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a). Cada
microfotografia fue enfocada manualmente antes de ser capturada y almacenada
digitalmente dentro del programa de analisis de imagen Image-Pro Plus 5.1 for Windows®.
Dependiendo del tamafio y orientacion de cada retina en el portaobjetos se establecia un
area de escaneo que cubriese completamente cada retina. Este area consistia en una matriz
de m campos microscopicos verticales y n horizontales (m x n). El tamafio de cada campo
de captura fue de 0,627 mm’,y normalmente se tomaban 154 iméagenes de cada retina.
Todas las imagenes que componen una retina se guardaron en un archivo como imagenes
de color de 24 bit, tras esto, las imdgenes eran combinadas automaticamente en una sola
imagen de alta resolucion que reconstruye la retina montada a plano usando el programa
IPP® para Windows® para su posterior estudio y andlisis. En el fotografiado de retinas
completas primero se adquiri6 la sefal de OHSt (azul), después el Brn3a (rojo para el
grupo de Tissucol y verde para el grupo de sutura) y por ultimo la melanopsina (verde para
el grupo de Tissucol y rojo para el grupo de sutura).

Figura 16: Microfotografias realizadas para la reconstruccion de los fotomontajes

Microfotografias de la misma area del mismo montaje global de una retina del grupo de axotomia
adquiridas a 20x en las que podemos observar la sefial del Brn3a (A) y OHSt (B). La adquisicion
secuencial de estas microfotografias y su posterior combinacién automatica nos permitia la reconstruccion
de los fotomontajes de los montajes globales de las retinas. Barra: 150 pm

3.9.1.1 Contaje automadtico de células ganglionares de la retina marcadas con
OHSt

Las microfotografias tomadas de cada retina fueron procesadas individualmente por medio
de una subrutina informatica especifica para el contaje de las CGRs en retinas a plano
marcadas con FG (Salinas-Navarro et al., 2009a), desarrollada en el laboratorio, que
automatiza tareas repetitivas mediante la programacion del lenguaje de macros IPBasic del
programa de andlisis de imagen Image-Pro® Plus (IPP; Media Cybernetics, Inc., Silver
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Spring, MD, EEUU). Asi, aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada
microfotografia se logra separar cada célula individualmente, de modo que el programa
puede contar automaticamente las células de cada fotografia.

El proceso de transformacion de las imagenes para el contaje de las CGRs se realizaba
siguiendo varios pasos. En primer lugar, las imagenes fueron convertidas a escala de grises
de 8-bit para descartar el exceso de informacion del color. En segundo lugar se eliminaron
las aberraciones de iluminacién causadas por la optica del microscopio mediante el filtro
de mejora del aplanado del programa IPP que elimina las variaciones de iluminacion de
fondo. Seguidamente se aumentd los bordes de las células utilizando el filtro espectro
grande, el cual resalta las células tefiidas de fluorescencia brillantes del fondo oscuro. Los
pequefios artefactos y el ruido se quitaron mediante tres pasos del filtro de mejora de la
mediana. Por ultimo, los agrupamientos de células fueron separados con dos pasos por
medio del filtro de separacion del IPP, que primero erosiona los bordes de las células que
se estan tocando hasta que se separan y luego los vuelve a dilatar pero sin llegar a tocarse.
Las células fueron contadas utilizando unos parametros predeterminados para excluir
objetos que fueran mayores de 300 pm?® 6 menores de 7 um”. Finalmente, el niimero de
células contadas en cada fotografia se exportd a una hoja de célculo de Microsoft® Office
Excel 2003 (Microsoft® Office Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA),
donde se guardaron para su analisis posterior.

3.9.1.2 Contaje automdtico de células ganglionares de la retina detectadas con
Brn3a.

Al igual que para contar las CGRs marcadas con OHSt, las imagenes fueron procesadas
por medio de un macro informatico especifico para el contaje de los nucleos de CGRs
inmunodetectados con Brn3a en retinas completas, que ha sido puesto a punto
recientemente en el laboratorio (Nadal-Nicolas et al., 2009; Galindo-Romero et al., 2011).
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Figura 17: Reconstruccion de los fotomontajes

Fotomontaje de una retina lesionada en la que se ha inmunodetectado las células ganglionares de la retina con
Brn3a (A) y trazado con OHSt (B). Barra =1 mm.

Las imdgenes fueron procesadas usando una subrutina informatica especifica,
automatizando las tareas repetitivas mediante la programacion en IPBasic, lenguaje de
macros del programa de analisis de imagen Image-Pro® Plus. Asi, aplicando una secuencia
de filtros y transformaciones sobre cada imagen salvada podemos contar las células
resultantes, exportando los datos a una hoja de calculo (Microsoft® Office Excel 2003,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su analisis. Para contar el numero de
CGRs y medir el area de la retina en una de las imagenes de alta resolucion obtenidas a
partir de fotomontajes se aplica la correspondiente calibracion espacial a la imagen
reconstruida basada en las caracteristicas usadas para su captura. En el primer paso para el
contaje de nucleos, los datos de la imagen se procesan usando el filtro HiGauss que resalta
los nucleos positivos. En un segundo paso, la imagen resultante se vuelve a procesar con el
filtro LoPass, que normaliza las variaciones de fondo. Finalmente, la imagen resultante se
procesa de nuevo con el filtro HiPass. Los grupos de nucleos se separaron aplicando dos
veces el filtro de separacion para poder diferenciarlos como objetos independientes. Los
nucleos se cuentan bajo pardmetros especificos que excluyen los objetos en funcion de su
tamafio, descartando aquellos objetos que no cumplen dicho requisito y no puedan ser
nicleos inmunodetectados con Brn3a. Finalmente, los datos de cada contaje (retina
completa) se exportan (dynamic data Exchange) a una hoja de Excel (Microsoft® Office
Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) donde los datos se salvan para
analisis posteriores. Ambas subrutinas han sido descritas en detalle recientemente (Nadal-
Nicolas et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a).
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3.9.1.3 Contaje automadtico de células ganglionares de la retina intrinsecamente

fotosensibles.

En primer lugar se coloc6 un punto en el centro del nervio optico (NO), y dicha
coordenada fue almacenada a fin de realizar una translacion del origen al nervio ptico;
Las imagenes son almacenadas como una matriz, donde el pixel (0, 0) corresponde al
primer pixel del margen superior-izquierdo. Asi, mediante la translacion, las coordenadas
de todas las células del estudio son desplazadas con respecto al nervio 6ptico.

En segundo lugar, se traz6 el contorno de la retina, para obtener el area total de ésta.
Ademas, dicha seleccion nos permitira aplicar los filtros y transformaciones s6lo sobre el
area seleccionada, lo cual produce resultados mas ajustados. En primer lugar, se aplico el
filtro Flatten, que reduce las variaciones de fondo presentes en la imagen; posteriormente
se aplico el filtro Hipass (5x5), que resalta la informacion de alta frecuencia, aumentando
de esta forma el contraste; después se aplico el filtro Median (5x5), que reduce el ruido y
homogeniza la imagen mediante un suavizado, eliminando las aberraciones que se
pudiesen producir por el filtro anterior; por tltimo se aplico el filtro Sharpen, con el fin de
resaltar los detalles y se procedid6 a contar y medir las células intrinsecamente
fotosensibles, cuantificacion aquellas que cumplen con nuestros criterios de tamafo e
intensidad de marcaje.

Una vez aplicados dichos filtros se exportaron los datos relativos a la retina a una hoja de
Excel, donde se especifica el nombre de la retina, su area y el namero total de células. En
la misma hoja de Excel se almacenan las distintas mediciones de cada célula, en concreto
el area, coordenada X y coordenada Y. Esta hoja es almacenada con el fin de realizar
analisis posteriores.

3.9.2 Mapas de isodensidad

Los fotomontajes fueron procesados automaticamente usando una rutina informatica
previamente desarrollada al efecto en el programa de imagen IPP (Nadal-Nicolas et al.,
2009; Salinas Navarro et al., 2009a). Para estudiar el patron de distribucion de las CGRs
sobre toda la retina, la densidad celular obtenida en cada microfotografia se intentd
representar graficamente como mapas de isodensidad usando el programa de
representacion grafica SigmaPlot® 9.0 for Windows® (Systat Software, Inc., Richmond,
CA, EEUU). Dada la baja densidad celular dichos mapas no permitian obtener una idea de
la distribucion celular de las retinas (Figura 18) por lo que se decidié representar su
distribucion mediante mapas de vecinos.
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CGRs Brn3a* 47.241 CGRs Brn3a* 12.812

Figura 18: Comparativa grafica de los mapas de isodensidad entre retinas intactas y retinas lesionadas

Mapa de isodensidad en el que se oberva la distribucion de las CGR en una retina derecha control (A) y en
una retina izquierda del grupo axotomia e implante de nervio periférico mediante Tissucol (B). El bajo
nuamero total de CGRs que sobreviven en B, no permite apreciar su distribucion usando los mapas de
isodensidad.

3.9.3 Mapa del vecino mas proximo

El mapa de vecinos se basa en colorear cada célula segin un codigo de colores seglin el
numero de vecinos que tiene dicha célula en un radio determinado, que en este caso ha sido
55um en el estudio de la supervivencia y regeneracion y de 82um en el estudio de las
células ganglionares intrinsecamente fotosensibles, de esta manera se ilustra la densidad
relativa de poblaciones pequefias. Para realizar este estudio se desarrolld una aplicacion en
Java que carga el fichero resultante del conteo y medicion anteriormente descrito, y realiza
los siguientes calculos para cada célula. En primer lugar, se realiza la translacién con
respecto al NO de cada célula, en segundo lugar se mide la distancia euclidea al NO y, en
tercer lugar, se aplica el algoritmo de los K-vecinos con radio fijo. Asi mediante este
algoritmo se contard para cada célula cuantas células se encuentran a una distancia menor o
igual al radio dado, en nuestro caso de 100 6 150 respectivamente. Una vez analizada la
retina completa, los resultados son almacenados en un fichero de texto con columnas
delimitadas por tabulaciones que puede ser abierto por la mayoria de las hojas de calculo
disponibles en el mercado. Finalmente, mediante el programa Sigmaplot (Sigmaplot 11.0
for Windows; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU), realizaremos una
representacion de las células en funcion de su posicion con respecto al NO y el nimero de
vecinos, mediante una escala de color, de manera que los colores més frios corresponden a
las células con menor nimero de vecinos y los colores mas calidos a las que poseen mayor
numero de vecinos. Esta escala ha sido ajustada a los resultados obtenidos, por lo que ha
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sido fijada de 0 a >21 vecinos en el estudio de la supervivencia y de 0 a > 14 vecinos en el
estudio de la regeneracion de CGRs y de supervivencia de ipCGRs. Finalmente, los datos
obtenidos de este analisis pueden ser trasladados a graficos de barras en los que se
representan en el eje de ordenadas el nimero de CGRs y en el eje de abscisas la distancia
al nervio 6ptico a la que se encuentran.

3.10 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa SigmaStat® 3.1 para Windows® (Systat
Software, Inc, Richmond, CA, EEUU). Previamente todos los datos a comparar de cada
grupo se almacenaron en hojas de céalculo (Microsoft® Office Excel 2003, Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EEUU). La significacion estadistica se situd en p<0, 05 para
todos los test estadisticos.

Para comparar los datos cuantitativos de niimero total de CGRs entre ojos derechos e
izquierdos se utilizé el test de Mann-Whitney y el t-test. Los datos se presentan como la
media+desviacion estandar (DEM).
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4- RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados del anlisis de las retinas de los tres grupos
experimentales a estudio. En general nuestros estudios muestran que la supervivencia de
las CGRs es significativamente superior en los grupos experimentales en los que se
implant6 un injerto de nervio periférico autdlogo, cuando se compara con la supervivencia
obtenida tras la axotomia simple del nervio optico. La regeneracion axonal de las CGRs
fue significativamente mayor cuando el injerto se implantdé mediante microsuturas que
cuando se utilizd Tissucol para su implante. Las ipCGRs axotomizadas no mostraron
mayor supervivencia ni regeneracion axonal cuando se implantaron segmentos de nervio
periférico autélogo.

4.1 Supervivencia de las Células Ganglionares de la Retina
inmunodetectadas con Brn3a

En los siguientes apartados se exponen los resultados obtenidos de las retinas de los
ratones albinos Swiss sometidos a axotomia y axotomia mas implante de nervio periférico
mediante la aplicacion del adhesivo biologico Tissucol y mediante sutura. Compararemos
los resultados obtenidos de los diferentes grupos experimentales y mostraremos la
tendencia de la distribucion de las mismas en las diferentes regiones de la retina empleando
para ello los mapas de niimero de vecinos y el grafico cuantitativo resultante de los
mismos.

4.1.1 Supervivencia de las CGRs en retinas sometidas a axotomia

Se realizd un grupo de animales (n=12) a los que se les realiz6 axotomia simple en el NO
izquierdo y las retinas se analizaron 28 dias después. En la Figuras 19 y 20 se muestran
fotomontajes representativos de una retina derecha control (Figura 19A) y tres retinas
izquierdas, es decir lesionadas (Figura 19B y 20) en las que se observan las CGRs-Brn3a"
junto a imagenes al detalle de las mismas.

Los resultados de la cuantificacion automatica del nimero de CGRs-Brn3a’ en las retinas
derechas y en las axotomizadas se muestran en la Tabla 2. Asi, en las retinas control, el
nimero medio de CGRs-Brn3a™ fue de 44.899+3.025 (media+desviacion estandar de la
media), y en las retinas lesionadas, el mimero medio de CGRs-Brn3a" de 5.818+1.405. De
esta manera el porcentaje de CGRs-Brn3a” que sobrevive a 28 dias tras la axotomia con
respecto a la poblacion total de CGRs-Brn3a” es del 13%.
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CGRs Brn3a* 48.751

CGRs Brn3a* 7.696

Figura 19: Identificacion de CGRs en retinas control (A) y en retinas analizadas 28 dias después de la
axotomia (B).

Fotomontaje representativo de una retina ojo derecho no lesionada (A) y de un ojo izquierdo del grupo de
axotomia (B) en las que se observan las CGRs-Brn3a”. En las magnificaciones a, d; b, ¢; c, f se observan a
mayor detalle las CGRs Brn3a' en las regiones periférica, media y central de la retina respectivamente. En la
parte inferior izquierda de cada fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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CGR Brn3a* 6857

CGR Brn3a* 5762

Figura 20: Identificacion de las CGRs que sobreviven 28 dias después de la axotomia

A-B: Fotomontajes representativos de dos retinas del grupo de axotomia en las que se observan las CGRs-
Brn3a’. En las magnificaciones a, d; b, e; ¢, f se observan a mayor detalle las CGRs Brn3a” en las regiones
periférica, media y central de la retina respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada fotomontaje se
muestra el numero total de CGRs contadas en esa retina.
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Tabla 2: Numero total de CGRs que sobreviven en el grupo de axotomia

Retinas Retinas
Raton
derechas izquierdas
1 44.006 6.224
2 44.998 6.000
3 45.727 5.618
4 49.079 7.696
5 44.550 6.857
6 38.225 8.397
7 47.876 3.920
8 47.657 5.762
9 40.663 3.577
10 41.537 5.286
11 46.279 5.826
12 45.305 4.664

Numero total de CGRs-Brn3a” contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 dias
después de realizar la axotomia en los 12 animales estudiados. En la tltima fila se muestra la media+la

desviacion estandar.
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4.1.2 Supervivencia de CGRs en retinas sometidas a axotomia e implante de
nervio periférico mediante Tissucol.

En el grupo de animales experimentales a los que se les realizé axotomia e implante de
injerto de nervio periférico mediante Tissucol (n=11), también fueron identificadas las
CGR-Brn3a’ (Figura 21). Los resultados de la cuantificacién automatica del niimero de
CGR-Brn3a” se muestran en la Tabla 3. El nimero medio de CGRs-Brn3a” en los ojos
derechos fue de 45.084+4.440, mientras que los ojos izquierdos poseian un nimero medio
de CGRs-Brn3a” de 9.716+3.452. De tal forma que el porcentaje de supervivencia de las
CGRs-Brn3a’ tras axotomia e implante de injerto de nervio periférico mediante Tissucol
con respecto a la poblacion total de CGRs-Brn3a' es del 22%.
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CGRs Brn3a * 12.812
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CGRs Brn3a* 11.601

Figura 21: Identificacion de las CGRs que sobreviven 28 dias después de axotomia e injerto de nervio

periférico mediante Tissucol.

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas del grupo de axotomia e injerto de nervio periférico
mediante Tissucol en las que se observan las CGRs-Brn3a". En las magnificaciones a, d; b, €; ¢, f se observan
a mayor detalle las CGRs Brn3a” en las regiones periférica, media y central de la retina, respectivamente. En
la parte inferior izquierda de cada fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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Retinas Retinas
Raton

derechas izquierdas
1 45.884 11.601
2 44.974 5.698
3 47.109 7.034
4 49.716 7.640
5 50.657 10.058
6 43.824 6.959
7 47.241 12.812
8 34.557 7.231
9 44.182 14.352
10 50.450 15.916
11 43.940 7.579

Tabla 3: Numero total de CGRs en el grupo de axotomia e implante de nervio periférico mediante

Tissucol.

Numero total de CGRs-Brn3a’ contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 dias
después de realizar la axotomia y realizar el injerto de nervio periférico mediante Tissucol en los 11 animales

estudiados. En la ultima fila se muestra la media+tla desviacion estandar

4.1.3 Supervivencia de CGRs en retinas sometidas a axotomia e implante de

nervio periférico mediante sutura

Al igual que en los grupos anteriores se identificaron las CGRs-Brn3a” en los animales
experimentales a los que se les realizd axotomia e implante de injerto de nervio periférico
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mediante sutura (n=11). En las figuras 22 y 23 se muestran 4 fotomontajes representativos y
sus correspondientes magnificaciones. Los resultados de la cuantificacion automatica del
nimero de CGRs-Brn3a" se muestran en la Tabla 4. Obteniéndose en este caso para los ojos
derechos un numero medio de CGRs-Brn3a" de 47.975+3.407 y para los ojos izquierdos
un niimero medio de 8.575+3.763. Asi, el porcentaje de supervivencia de las CGRs-Brn3a"
en este grupo experimental la poblacion total en las retinas derechas es de
aproximadamente un 18%.
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CGRs Brn3a* 17.951

CGRs Brn3a* 10.014

Figura 22: Identificacion de las CGRs que sobreviven 28 dias después de axotomia e injerto de
nervio periférico mediante sutura.

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotomia e
injerto de nervio periférico mediante sutura, en las que se observan las células ganglionares de la retina
inmunodetectadas con Brn3a. En las magnificaciones a, d; b, ¢; c, f se observan a mayor detalle las CGRs
Brn3a” en las regiones periférica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior
izquierda de cada fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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CGRs Brn3a * 8.828

CGRs Brn3a* 6.058

Figura 23: Identificacion de las CGRs que sobreviven 28 dias después de axotomia e injerto de
nervio periférico mediante sutura.

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotomia e
injerto de nervio periférico mediante sutura, en las que se observan las células ganglionares de la retina
inmunodetectadas con Brn3a. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs
Brn3a” en las regiones periférica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior
izquierda de cada fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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Retinas Retinas
Raton
derechas izquierdas
1 49.472 8.766
2 44.153 8.017
3 55.436 8.828
4 46.045 5.299
5 52.458 17.951
6 45.757 7.281
7 47.249 6.058
8 48.231 10.014
9 46.059 5.532
10 44.731 5.496
11 48.134 6.332
Media +
47.975+3.407 8.575+3.763
desviacion estandar

Tabla 4: Numero total de CGRs que sobreviven en el grupo de axotomia e implante de nervio

periférico mediante sutura

Numero total de CGRs-Brn3a” contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 dias
después de realizar la axotomia y realizar el injerto de nervio periférico mediante sutura en los 11 animales

estudiados. En la ultima fila se muestra la media+la desviacion estandar.

Si comparamos el grupo de axotomia con los grupos que ademads recibieron injerto de
nervio periférico (axotomia +Tissucol) y (axotomia + sutura) comprobamos que en el
grupo de axotomia la supervivencia es significativamente menor que en los grupos en los

que se realiz¢ el injerto (Ttest, p=0,003 y p=0,024; Tissucol y sutura, respectivamente). Por
el contrario si comparamos la supervivencia entre ambos grupos con injerto, comprobamos
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que no existe diferencia estadisticamente significativa (p=0,451); Es decir, la metodologia
para injertar el nervio periférico en el mufidon del nervio Optico no influye de manera
significativa en la supervivencia de las CGRs

4.1.4 Estudio Topografico de la Supervivencia de CGRs-Brn3a en los diferentes
grupos experimentales.

En retinas control, la distribucion topografica de las CGRs se muestra con mapas de
isodensidad (Figura 24A-B). Se observa que la distribucion de las CGRs no es homogénea,
se encuentran en mayor densidad en la zona central de la retina, disminuyendo hacia la
periferia. Las densidades mayores se encuentran en la zona superior por encima del nervio
optico, con un pico en la zona temporal (Figura 24B) del mismo modo como se han descrito
en estudios previos que han documentado que la distribucién de las CGRs en el raton
adulto presentan un patron de estria visual (Salinas-Navarro et al.,; 2009b). Para el estudio
topografico de las CGRs que sobreviven en los distintos grupos experimentales, los mapas
de isodensidad no eran validos por el bajo nimero de células supervivientes y por lo tanto
se realizaron mapas de vecinos. Estos se muestran en las siguientes figuras: grupo de
axotomia (sub-apartado 4.1.4.1, Figuras 24C, 25-27), grupo de axotomia e injerto de nervio
periférico con Tissucol (sub-apartado 4.1.4.2, Figuras 28, 30) y grupo de axotomia e injerto
de nervio periférico con sutura (sub-apartado 4.1.4.3, Figuras 31-34). Los mapas de las
figuras 24C y 25 corresponden a los fotomontajes mostrados en la figuras 19B y 20,
respectivamente, los de la figura 28 a los fotomontajes de la figura 21 y los de las figuras
31 y 32 a los fotomontajes de las figuras 22 y 23 ,respectivamente. En todos los mapas y
graficos correspondientes, independientemente del grupo experimental, se observa que la
supervivencia de las CGRs ocurre por toda la retina. Es decir, en el caso de la axotomia
simple estos mapas demuestran que la lesion induce una muerte difusa; en los grupos que
han recibido el injerto de nervio periférico, estos datos indican ademas que la aposicion del
nervio periférico en el nervio Optico ha cubierto todo el mufion. Finalmente, en
concordancia con los datos cuantitativos (tablas 2 a 4) en las retinas que han recibido injerto
se observa una mayor densidad de CGRs.
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4.1.4.1. Representaciones grdficas de la distribucion de las CGRs Brn3a* en las
retinas de los ojos izquierdos sometidos a axotomia.

CGRs Brn3a* 48.751
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Figura 24: Distribucién de CGRs-Brn3a" en retinas control y tras axotomia

Fotomontaje representativo de CGRs-Brn3a’ de retina derecha control (A) junto con su mapa de
isodensidad correspondiente (B). En las retinas lesionadas, los mapas de isodensidad no eran factibles y por
eso las CGRs supervivientes o que han regenerado se ha representado por medio de mapas de vecinos. En C
se muestra un ejemplo de la distribucion de las CGRs-Brn3a™ (supervivientes) a 28 dias tras la axotomia,
este mapa corresponde al fotomontaje de la figura 19B. En D se muestran los datos del mapa de vecinos
trasladados a un grafico en el que se ha representado el numero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en
cada cuadrante retiniano a distancias crecientes desde nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso
temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En Ay B,
el polo temporal esta a la derecha, y en C a la izquierda. En la parte inferior izquierda del fotomontaje y del
mapa se muestra el numero total de CGRs contadas y representadas, respectivamente.
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Figura 25: Distribucion de CGRs-Brn3a” en retinas analizadas 28 dias tras la axotomia

A, C: Distribucion de las CGRs-Brn3a’ (supervivientes) a 28 dias tras la axotomia, estos mapas
corresponden a los fotomontajes de la figura 20. B, D: se muestran los datos de los mapas de vecinos
trasladados a un grafico en el que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes desde nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal, En Ay C el polo
temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total
de CGRs representadas
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Figura 26: Distribucion de CGRs-Brn3a” en retinas del grupo de axotomia.

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia. En B, D, F y H se muestran los datos de
cada mapa de vecinos trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de
ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT:
cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro
nasal. El polo temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior nimero total de CGRs representadas
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Figura 27: Distribucion de CGRs-Brn3a” en retinas del grupo de axotomia

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia. En B, D, F y H se muestran los datos de
cada mapa de vecinos trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de
ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT:
cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro
nasal. El polo temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el
numero total de CGRs representadas
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4.1.4.2. Representaciones grdficas de la distribucion de las CGRs-Brn3a+ en las
retinas de los ojos izquierdos sometidos a axotomia e implante de nervio
periférico mediante Tissucol.
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Figura 28: Distribucion de CGRs-Brn3a” en retinas del grupo de axotomia injerto con Tissucol

A, C: mapas de vecinos de retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante Tissucol
correspondientes a los fotomontajes de la figura 21. B, D: graficos en los que se muestran los datos de cada
mapa de vecinos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio Optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En A y C el polo
temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total
de CGRs representadas
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Figura 29: Distribucion de CGRs-Brn3a” en el grupo de axotomia en injerto con Tissucol

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia ¢ implante de injerto de nervio
periférico mediante Tissucol. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecino trasladados a
graficos en los que se ha representado el numero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio oOptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de CGRs

representadas
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Figura 30: Distribucién de CGRs-Brn3a"* en el grupo de axotomia en injerto con Tissucol.

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia e implante de injerto de nervio
periférico mediante Tissucol. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecino trasladados a
graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de CGRs
representadas

72



RESULTADOS

4.1.4.3. Representaciones grdficas de la distribucion de las CGRs-Brn3a* en las
retinas de los ojos izquierdos sometidos a axotomia e implante de nervio

periférico mediante sutura.
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Figura 31: Distribucion de CGRs-Brn3a” en retinas del grupo de axotomia e injerto con sutura

A'y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante sutura
correspondientes a los fotomontajes de la figura 22. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino
trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En A y C el polo
temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total
de CGRs representadas

73



RESULTADOS

Distancia desde el NO

-3 -2 -1 0 1 2 3
200 2 2 2 L 200
DN DT
150 F 150
100 F 100
2 z
9 3
o o
3 )
g &
E e
3 &
z o
150 4 -150
-200 VN T T T T Y1 -200
-3 -2 -1 0 1 2 3
Distancia desde el NO
Distancia desde el NO
-2 -1 0 1 2 3
1 1 i o 1 200
DT
F 150
100
z
=
3
(]
o
Qo
]
(2]
@
o]
]
-100
F -150
T T T T VT -200
-2 -1 0 1 2 3
CGRs Brn3a* 6.058 R T Distancia desde el NO

Figura 32: Distribucién de CGRs-Brn3a" en retinas del grupo de axotomia e injerto con sutura.

A'y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante sutura
correspondientes a los fotomontajes de la figura 23. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino
trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. En A y C el polo
temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total
de CGRs representadas.
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Figura 33: Distribucién de CGRs-Brn3a" en el grupo de axotomia e injerto mediante sutura

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia e implante de injerto de nervio
periférico mediante sutura. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecinos trasladados a
graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda el nimero total de CGRs representadas.
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Figura 34: Distribucion de CGRs-Brn3a" en el grupo de axotomia e injerto mediante sutura

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia e implante de injerto de nervio
periférico mediante sutura En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecinos trasladados a
graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda se muestra el nimero de CGRs representadas.
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4.2. Regeneracion de las células ganglionares de la retina

En los siguientes apartados se exponen los resultados obtenidos de las retinas
pertenecientes a los grupos experimentales en los que se realizd axotomia e implante de
injerto de nervio periférico mediante la aplicacion del adhesivo bioldgico Tissucol 6
mediante sutura. En estos grupos se aplico 25 dias después de la lesion y el injerto el
neurotrazador OHSt en la parte distal del injerto de nervio periférico para detectar en la
retina las CGRs que habian regenerado sus axones a través del injerto. Compararemos los
resultados obtenidos de ambos grupos experimentales y mostraremos la tendencia de la
distribucion de los mismos en las diferentes regiones de la retina empleando para ello los
mapas de nimeros de vecinos y el histograma cuantitativo resultante de los mismos.

4.2.1 Regeneracion de las CGRs en retinas sometidas a axotomia e implante de
nervio periférico mediante Tissucol.

En la Figura 35 se muestran 2 fotomontajes de dos retinas representativas de este grupo de
experimentos en el que se aplico el injerto mediante Tissucol. En esta figura se pueden
apreciar las CGRs marcadas retrogradamente con el trazador OHSt aplicado en el extremo
del injerto, es decir aproximadamente a unos dos centimetros de la retina. Interpretamos
estas CGRs-OHS" como células que se han marcado porque su axén regeneré a lo largo del
los injertos hasta el extremo distal en el que se aplico el marcador. En la Tabla 5 se muestra
el nimero total de CGRs-OHSt" cuantificadas en este grupo experimental. El niimero
medio+desviacion estandar de CGRs que regeneran fue de 1.045+485.
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CGRs OHSt *386

CGRs OHSt * 503

Figura 35: Regeneracion de las CGRs a través del injerto de nervio periférico mediante Tissucol

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotomia e injerto
de nervio periférico mediante Tissucol y en las que se observan las CGRs que regeneran a través del injerto
trazadas con OHSt. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs Brn3a" en las
regiones periférica, media y central de la retina respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada
fotomontaje se muestra el numero total de CGRs contadas en esa retina.
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Grupo Tissucol
Retina Numero de
CGRs-OHSt"
1 882
2 503
3 1.268
4 742
5 1.694
6 386
7 1.347
8 1.353
Media = 1.045485
Desviacion estandar

Tabla 5: Namero total de CGRs OHSt" en el grupo de axotomia e implante de nervio periférico
mediante Tissucol

Ntmero total de CGRs-OHSt" contadas en las retinas izquierdas (lesionadas) 28 dias después de realizar la
axotomia y realizar el injerto de nervio periférico mediante Tissucol en los animales estudiados. En la tltima
fila se muestra la media+la desviacion estandar.

4.2.2. Regeneracion de las CGRs en retinas sometidas a axotomia e implante de
nervio periférico mediante sutura.

En las Figuras 36 y 37 se muestran 4 fotomontajes de retinas representativas de este grupo de
experimentos en el que se aplico el segmento de nervio periférico al mufion ocular del
nervio optico mediante microsuturas. En estas figuras, como en las mostradas en el grupo
anterior, se pueden apreciar las CGRs marcadas retrogradamente con el trazador OHSt
aplicado en el extremo del injerto, es decir aproximadamente a unos dos centimetros de la
retina. Interpretamos estas CGRs-OHS" como células que se han marcado porque su axén
regenerd a lo largo del los injertos hasta el extremo distal en el que se aplico el marcador.
En la Tabla 6 se muestra el nimero total de CGRs-OHSt  cuantificadas en este grupo
experimental. El nimero medio+desviacion estdndar de CGRs que regeneran fue de
1.887+599.
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CGRs OHSt* 2.877

CGRs OHSt* 1.509

Figura 36: Regeneracion de las CGRs a través del injerto de nervio periférico mediante sutura.

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotomia e injerto
de nervio periférico mediante sutura, en las que se observan las CGRs que regeneran a través del injerto
trazadas con OHSt. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs Brn3a" en las
regiones periférica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada
fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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CGRs OHSt * 1.389

CGRs OHSt * 1.564 f )

Figura 37: Regeneracion de las CGRs a través del injerto de nervio periférico mediante sutura

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotomia e injerto
de nervio periférico mediante sutura, en las que se observan las CGRs que regeneran a través del injerto
trazadas con OHSt. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs Brn3a" en las
regiones periférica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada
fotomontaje se muestra el nimero total de CGRs contadas en esa retina.
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Grupo Sutura
Numero de
Retina
CGRs-OHSt"
1 1.678
2 1.995
1.389
4 2.327
5 2.877
6 1.537
7 1.564
8 1.509
9 2919
10 1.271
11 1.844
12 1.732
Media +
1.887+599
desviacion estandar

Tabla 6: Niimero de CGRs OHSt" en el grupo de axotomia e implante de nervio periférico mediante
sutura

Numero total de CGRs-OHSt" contadas en las retinas izquierdas (lesionadas) 28 dias después de realizar la
axotomia y realizar el injerto de nervio periférico mediante Sutura en los animales estudiados. En la ultima
fila se muestra la media+la desviacion estandar.

Si comparamos ambos grupos experimentales (axotomia+Tissucol y axotomia+sutura)
comprobamos que existe diferencia estadisticamente significativa (T-test, p=0,002) a favor
del grupo experimental que emple6 la sutura como medio para realizar el implante del
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injerto de nervio periférico, siendo por lo tanto la regeneracion de las CGRs mayor en
dicho grupo.

Finalmente, estos datos muestran que no todas las CGRs que sobreviven (tablas 3 y 4)
regeneran (tablas 5 y 6) sino que s6lo lo hace un porcentaje de las mismas, que es del
10,75% en el grupo tratado con Tissucol y de un 22% en el grupo tratado con sutura.

4.2.3 Estudio Topografico de las CGRs que regeneran en los diferentes grupos
experimentales.

Para el estudio topografico de las CGRs que regeneran en ambos modelos de injerto, se
usaron los mapas de vecinos, por las razones ya expuestas. Estos se muestran en las
siguientes figuras: grupo de axotomia e injerto de nervio periférico con Tissucol (sub-
apartado 4.2.3.1, Figuras 38 y 39) y grupo de axotomia e injerto de nervio periférico con
sutura (sub-apartado 4.2.3.2, Figuras 40 a 42). Los mapas de las figuras 38, 40 y 41
corresponden a los fotomontajes mostrados en la figuras 35, 36 y 37, respectivamente. En
todos los mapas y graficos correspondientes, independientemente del grupo experimental,
se observa que las CGRs que han regenerado sus axones en los injertos de nervio periférico
se distribuyen por toda la retina. Es decir, al igual que lo observado en el estudio de
supervivencia, estos datos indican ademdés que la aposicion del nervio periférico en el
nervio Optico ha cubierto todo el mufion. En concordancia con los datos cuantitativos

(Tablas 5y 6) en las retinas que han recibido injerto mediante sutura se observa una mayor
densidad de CGRs.
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4.2.3.1 Representaciones grdficas de la distribucion de las CGRs-OHSt+ en las
retinas de los ojos izquierdos sometidos a axotomia e implante de injerto de
nervio periférico mediante Tissucol.
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Figura 38: Distribucion de CGRs OHSt" en retinas del grupo de injerto con Tissucol

Ay C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante
Tissucol correspondientes a los fotomontajes de la figura 35. En B y D se muestran los datos de los mapas de
vecino trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en
cada cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio Optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso
temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo
temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total
de CGRs representadas en esa retina.
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Figura 39: Distribucion de CGRs OHSt" en retinas del grupo de injerto con Tissucol

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotomia ¢ implante de injerto de nervio
periférico mediante Tissucol. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecinos trasladados a
graficos en los que se ha representado el numero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el ntimero total de CGRs
representadas en esa retina.
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4.2.3.2 Representaciones grdficas de la distribucion de las CGRs-OHSt+ en las
retinas de los ojos izquierdos sometidos a axotomia e implante de injerto de
nervio periférico mediante Sutura.
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Figura 40: Distribucion de CGRs OHSt" en retinas del grupo de injerto con sutura

A'y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante sutura
correspondientes a los fotomontajes de la figura 36. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino
trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de CGRs
representadas en esa retina.
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Figura 41: Distribucion de CGRs OHSt" en retinas del grupo de injerto con sutura

A'y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotomia e implante de nervio periférico mediante sutura
correspondientes a los fotomontajes de la figura 37. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino
trasladados a graficos en los que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de CGRs
representadas en esa retina.
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Figura 42: Distribucion de CGRs OHSt" en retinas del grupo de injerto con sutura.

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas axotomizadas ¢ implante de injerto de nervio periférico con
sutura. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecinos trasladados a graficos en los que se ha
representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias
crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal,
DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se encuentra a la izquierda. En la
parte inferior izquierda del mapa se muestra el niumero total de CGRs representadas en esa retina.
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4.3 Poblacion de células ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensibles.

El siguiente objetivo fue determinar como la sub-poblacion de CGRs intrinsecamente
fotosensibles (ipCGRs) respondia a la axotomia y a los injertos, tanto en supervivencia
como en regeneracion.

Para determinar esto se inmunodetectdé la melanopsina, proteina que se expresa
especificamente en esta sub-poblacion de CGRs en retinas de los 3 grupos experimentales.
Por motivos técnicos en los grupos de injerto so6lo se pudieron cuantificar un numero
limitado de retinas (ver Tabla 7), por lo que estos resultados si bien son orientativos, no son
determinantes.

Primero se estudid la poblacion de ipCGRs, y después se estudid si las ipCGRs habian
regenerado o no, a través del injerto, es decir si estaban trazadas con OHSt.

En la Figura 43 se muestran dos fotomontajes representativos de dos retinas derechas
control en las que se ha detectado las ipCGRs junto a imagenes al detalle de las mismas.
En los ojos derechos el nimero medio de ipCGRs fue de 354+75 (n=2).

Los resultados de la cuantificacion del nimero de ipCGRs se muestran en la Tabla 7. En los
grupos experimentales el nimero medio de ipCGRs fue: 168+62 (n=11) en el grupo de
axotomia, 110£21 (n=6) en el grupo axotomia+Tissucol y de 198+84 (n=3) en el grupo
axotomiat+sutura. De modo que el porcentaje de supervivencia de ipCGRs con respecto a la
poblacion total de ipCGRs fue de 47% en el grupo de axotomia, de 31% en el grupo
axotomia+Tissucol y del 56% en el grupo axotomiatsutura. Fue sorprendente comprobar
que el porcentaje de ipCGRs que sobrevive a la axotomia, con o sin injerto de nervio
periférico, era muy superior al que se observa para la poblacion de CGRs en general. El
analisis estadistico no revel6 diferencias significativas entre ninguno de los grupos, lo que
indica que el injerto de nervio periférico no incrementa la supervivencia de las ipCGRs
axotomizadas. Sin embargo, dado que en los grupos con injerto se analizaron pocas retinas,
estos datos hay que tomarlos con cautela.

Para nuestra sorpresa, no se observé ninguna ipCGRs trazada retrogradamente con OHSt,
por lo que estos datos indican que las ipCGRs no tienen la capacidad de regenerar sus
axones a través del injerto de nervio periférico.
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CGRip 441

CGRip 317

Figura 43: Deteccion de ipCGRs en retinas derechas (control)

A, B: Fotomontajes representativo de retinas derechas en las que se observan las células ganglionares de la
retina inmunodetectadas con melanopsina. Las imagenes a, d; b, e, y ¢, f son magnificaciones de las regiones
periférica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada fotomontaje se
muestra el numero total de ipCGRs contadas en esa retina.

90



RESULTADOS

4.3.1. Supervivencia de las CGRs intrinsecamente fotosensibles

Retina Axotomia Tissucol Sutura
1 101 90 103
2 108 87 230
3 153 101 262
4 256 142
5 170 115
6 194 124
7 267
8 140
9 94
10 206
1 106

Tabla 7: Numero total de ipCGRs en los diferentes grupos experimentales

Numero total de ipCGRs contadas en las retinas izquierdas (lesionadas) 28 dias después de realizar la
axotomia y el implante de injerto de nervio periférico mediante Tissucol o sutura respectivamente. En la
ultima fila se muestra la media+la desviacion estandar.

4.3.2. Estudio Topografico de las células ganglionares de la retina
intrinsecamente fotosensibles en los diferentes grupos experimentales.

Para el estudio topografico de las ipCGRs que sobreviven en los tres grupos
experimentales, se usaron los mapas de vecinos, por las razones ya expuestas. Estos se
muestran en las siguientes figuras: retinas control (Figura 44), grupo de axotomia (Figura
45), injerto de nervio periférico con Tissucol (Figura 46) y grupo de axotomia e injerto de
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nervio periférico con sutura (Figura 47). Los mapas de las figura 44 corresponden a los
fotomontajes mostrados en la figura 43. En todos los mapas y graficos correspondientes,
independientemente del grupo experimental, se observa que la supervivencia de las
ipCGRs ocurre por toda la retina. En concordancia con los datos cuantitativos (Tabla 7) no
existen diferencias en cuanto al numero de ipCGRs que sobreviven en los tres grupos
experimentales
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Figura 44: Distribucion de ipCGRs en retinas control

Distribucion de las ipCGRs en retinas derechas control. En A, y C se representa los mapas de vecinos de 2
retinas control. En B, D se muestran los datos del mapa de vecino trasladados a un grafico en el que se ha
representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias
crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal,
DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se encuentra la derecha. En la parte
inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de ipCGRs representadas.
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Figura 45: Distribucién de ipCGRs en retinas del grupo de axotomia

Distribucion de las ipCGRs a 28 dias tras la axotomia. En A, C y E se representa los mapas de vecinos de
retinas sometidas a axotomia. En B, D y F se muestran los datos del mapa de vecino trasladados a un grafico
en el que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a
distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro
temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se encuentra la izquierda.
En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el nimero total de ipCGRs representadas.
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Figura 46: Distribucion de ipCGRs en retinas del grupo de injerto con Tissucol

Distribucion de las ipCGRs a 28 dias tras la axotomia e implante de injerto de nervio periférico mediante
Tissucol. En A, C y E se representa los mapas de vecinos de retinas sometidas a axotomia e implante de
injerto de nervio periférico mediante Tissucol. En B, D y F se muestran los datos del mapa de vecino
trasladados a un grafico en el que se ha representado el nimero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada
cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal,
VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal Polo temporal:
izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el numero total de ipCGRs representadas.
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Figura 47: Distribucion de ipCGRs en retinas del grupo de injerto con sutura

Distribucion de las ipCGRs a 28 dias tras la axotomia e implante de injerto de nervio periférico mediante
sutura. En A, C y E se representa los mapas de vecinos de retinas sometidas a axotomia e implante de injerto
de nervio periférico mediante sutura. En B, D y F se muestran los datos del mapa de vecino trasladados a un
grafico en el que se ha representado el numero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante
retiniano a distancias crecientes del nervio Optico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT:
cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se
encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda el nimero total de ipCGRs representadas.
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4.4 Comparacion de los distintos grupos experimentales

En este apartado se presenta un resumen de los resultados obtenidos en cuanto a la
supervivencia, y regeneracion de las CGRs e ipCGRs en los distintos grupos
experimentales.

La supervivencia de las CGRs a los 28 dias de la axotomia simple es de un 13% de la
poblacion original (figura 48A). Sin embargo, la presencia de un injerto de nervio periférico
apuesto al mufdn ocular aumenta significativamente la supervivencia de las CGRs: 22% si
el injerto se realiza con Tissucol (p=0,003) y un 18% si es con sutura (p=0,029). Aunque el
injerto mediante Tissucol induce una mayor supervivencia que mediante sutura la
diferencia entre ambos métodos de aposicion de nervio periférico, no es estadisticamente
significativa.

Con respecto a la supervivencia de las ipCGRs (figura 48B), se observa que no existen
diferencias significativas entre los tres grupos experimentales. Sin embargo es de resaltar
que el porcentaje de ipCGRs que sobreviven con respecto a su poblacion original (49%) es
significativamente mas alto que el de la supervivencia del resto de las CGRs (13%), lo que
sugiere que esta sub-poblacion de CGRs es més resistente al dafio axonal.

En los graficos presentados en la figura 49 se ha calculado el porcentaje de regeneracion de
CGRs con respecto a poblacion total de CGRs identificadas por trazado axonal retrogrado
en esta estirpe de raton , que es de 48.733+3.954 (datos tomados de Salinas-Navarro y col.,
2009b). Se observa que un 2,1% y un 4% de la poblacion original regenera cuando se
apone el nervio periférico con Tissucol o con sutura, respectivamente.

En relacién con la capacidad de regeneracion axonal de las ipCGRs y tal como se
menciond en el apartado 4.3, en esta sub-poblacion de CGRs no hemos observado
regeneracion de sus axones a través del nervio periférico.

96



RESULTADOS

A
100 -
80
+
3
£
N
& 60 A
)
o
(]
©
(]
T 40
S
8
& (22%) .
20 - (18%)
(13%)
0 .
. Axotomia + Axotomia +
Axotomia o : i
injertoTissucol injerto sutura
B
100
80
+
60 - (56%)

(47%)

(31%)

Porcentaje de ipCGRs-Brn3a

Axotomia + Axotomia +
injertoTissucol injerto sutura

Axotomia

Figura 48: Comparacion de la supervivencia de las CGRs e ipCGRs en los distintos grupos
experimentales

A: porcentaje de CGRs-Brn3a" que sobreviven en los distintos grupos experimentales. Se ha considerado
100% el numero total de CGRs-Brn3a” en los ojos derechos. B: porcentaje de ipCGRs que sobreviven en
los distintos grupos experimentales. Se ha considerado 100% el nimero total de ipCGRs en los ojos
derechos.
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Porcentaje de CGRs que regeneran en los dos grupos injertados considerando 100% el niimero total de
CGRs-OHSt" en retinas control (datos tomados de Salinas-Navarro et al., 2009b)
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5- DISCUSION

En esta Tesis Doctoral hemos estudiado en ratones albinos adultos la supervivencia y
regeneracion de la poblacion de las células ganglionares de la retina (CGRs) en general y
de la subpoblacion de las células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles
(ipCGRs) en particular, tras la amputacion intraorbitaria del nervio optico y la aposicion de
un injerto de nervio periférico (nervio tibial) al mufidon ocular del nervio dptico seccionado.
El injerto se apuso con dos métodos diferentes, utilizando microsuturas o un pegamento
bioldgico.

Los resultados de los experimentos realizados documentan que el implante del injerto de
nervio periférico autélogo en el mufion ocular del nervio optico favorece la supervivencia

de las CGRs independientemente del método empleado para la aposicion de dicho

implante.

La regeneracion de las CGRs es significativamente mayor cuando el implante de nervio
periférico se ha realiza mediante la utilizacion de tres puntos de microsutura que cuando se
utiliza el pegamento bioldgico de fibrina. Tanto las CGRs que sobreviven como aquellas
que regeneran se encuentran distribuidas de forma difusa por la retina y no se concentran

en ninguna region especial ni se distribuyen siguiendo un patrén geografico especial.

La subpoblacion de ipCGRs es especialmente resistente a la axotomia, y su supervivencia
no se ve incrementada con el implante de injerto de nervio periférico. Las ipCGRs que
sobreviven estan distribuidas de forma difusa por la retina. En cuanto a la regeneracion, no

hemos observado ipCGRs que regeneren a través del injerto de nervio periférico.

5.1 Identificacion y supervivencia de las CGRs tras la axotomia

Tal y como se expone en detalle en la introduccion, para poder analizar la respuesta de las
CGRs a lesion y/o tratamientos es necesario identificarlas y distinguirlas de la poblacion de
células amacrinas desplazadas que se encuentran en la misma capa que las CGRs. Los
métodos clasicos de tincion no permiten distinguir la poblacion de CGRs de la poblacion
de células amacrinas desplazadas a la capa de CGRs pues tienen rangos de tamafios
celulares que se solapan. Esta dificultad hizo que se buscaran métodos alternativos de
identificacion de las CGR. Clasicamente las CGRs se han identificado trazdndolas desde
sus regiones de proyeccion (Vidal-Sanz et al., 1988; Thanos et al., 1987), de entre estos
métodos el mas usado es el trazado con fluorogold o su analogo OHSt (Peinado-Ramon et

al., 1996; Salinas-Navarro et al., 2009a,b). Recientemente, se han descrito marcadores
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moleculares, proteinas y/o sus ARN mensajeros, que en retina se expresan solo en las
CGRs (ver apartado 1.8 de la introduccion) o en subpoblaciones de las mismas, como la
melanopsina que se expresa unicamente en las CGRs intrinsecamente fotosensibles
(Provenzio et al., 2002; Galindo-Romero et al., 2013) o la proteina de conectividad de
adhesion B (JAM-B, del inglés junctional adhesion molecule B) que se expresa
especificamente en CGRs que responden selectivamente al movimiento hacia arriba (Kim
et al., 2008). La combinacién de ambas metodologias (trazado axonal retrégrado e
identificaciéon inmunohistofluorescente de marcadores moleculares) permite conocer
cuantas CGRs mantienen un axén competente en el momento del trazado y cuantas estan
vivas aunque el transporte axonal esté dafiado (Salinas-Navarro et al., 2009¢c, 2010; Vidal-
Sanz et al., 2012, Agudo-Barriuso et al., 2013).

En este trabajo, y por primera vez, hemos combinado ambas metodologias de
identificacion de CGRs en la retina del raton albino. Asi, la supervivencia de la poblacion
general de CGRs se determind imunodetectando el Brn3a ya que este factor de
transcripcion se expresa en un 92,6% de las CGRs de raton albino (Galindo-Romero et al.,
2013), y la de las ipCGRs inmunodetectando la melanopsina. De éstas, aquellas que se
marcaron retrogradamente y por tanto resultaron trazadas con OHSt son las que
regeneraron a través del injerto. De esta manera documentamos que el injerto de nervio
periférico tiene un efecto neuroprotector sobre la poblacion general de CGRs, ya que tras
el injerto sobreviven mas CGRs que en el caso en el que sencillamente se secciona el
nervio Optico y no se hace nada més (axotomia simple), y que sélo una parte de las CGRs
que sobreviven regeneran sus axones. La subpoblacion de ipCGRs sin embargo, se
comporta de una manera bastante diferente, puesto que si bien es mas resistente a la
axotomia que el resto de las CGRs, no responde al injerto ni en términos de
neuroproteccion ni en términos de regeneracion. Nuestros resultados en retinas de raton
albinas son concordantes con estudios previos en los que se investigd la respuesta a la
axotomia de las ipCGRs en retinas de ratones pigmentados, en los que también se observod
que ésta subpoblacion era mas resistente a la axotomia (Robinson y Madison 2004).

La degeneracion de las células ganglionares de la retina que se produce tras la axotomia en
ratas se lleva a cabo en dos fases. Una fase rapida que se produce en las dos primeras
semanas después de la lesion, perdiéndose mas del 90% de las CGRs entre los dias 2y 9, y
una fase mas prolongada que dura varios meses (Villegas-Pérez et al., 1993). El curso
temporal de muerte de las CGRs por axotomia simple es similar entre la rata y el raton
(Peinado-Ramon et al., 1996, Parrilla-Reverter et al., 2009, Nadal-Nicolas et al., 2010,
Galindo-Romero et al., 2011). En ambas especies, a los 15 dias de la lesién sobrevive
alrededor de un 15% de la poblacion original de CGR. En el estudio de Galindo Romero y

colaboradores (2011) se observa una supervivencia del 33% de las CGRs a 7 dias post-
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lesion, tanto si las CGRs se han identificado trazandolas con OHSt como
inmunodetectandolas con Brn3a. Este porcentaje de superivencia es inferior al 50 y 54%
descrito en los estudios de Murphy et al., (2007) y Lebrun Julien et al., (2009)
respectivamente al mismo tiempo post-lesion. Sin embargo, en el decimocuarto dia tras la
lesion tanto en los estudios de Lebrun Julien et al., (2009) como en el estudio de Galindo
Romero et al., (2011) se observa una supervivencia entre el 11-15% de las CGRs. Las
diferencias observadas a los 7 dias post-lesion se podrian explicar en base a la diferente
metodologia empleada, pues en el trabajo de Galindo-Romero et al., (2011) se cuantifico la
poblacion total de CGRs supervivientes, mientras que en los de Murphy et al., (2007) y
Lebrun Julien et al., (2009) se conté manualmente las CGRs que sobrevivian en muestras
tomadas de la retina. Otra explicacion posible seria el efecto que tiene la distancia de la
cabeza del nervio Optico a la cual se realizd la axotomia, pues se sabe que la degeneracion
retrograda de las CGRs es mas lenta si esta distancia es mayor (Villegas-Pérez et al.,;
1993). Nuestros datos en ratones albinos muestran que a los 28 dias de la axotomia simple,
la supervivencia es de aproximadamente el 13% de la poblaciéon de CGRs-Brn3a"
originales, un valor que es comparable al encontrado en en ratones pigmentados a los 21
(11%, Galindo-Romero et al., 2011) y a los 30 (Robinson y Madison, 2004) dias de la

seccion intraorbitaria del nervio optico.

La utilizacion de mapas de isodensidad o de vecinos permite determinar de manera
objetiva la distribucion de la poblacion de CGRs y compararla con su distribucion normal
en la retina. En este trabajo se muestra que la axotomia induce una muerte difusa de CGRs
que afecta por igual a toda la retina. Esto indica que no se induce un dafio especifico
sectorial o regional en la retina, sino que la degeneracion de las CGRs que sucede a la
seccion del nervio Optico ocurre por toda la retina y sigue un patron difuso similar al
observado previamente en la rata (Nadal-Nicolas et al., 2010; Sanchez-Migallon et al.,
2011; Nadal-Nicolas et al., 2012). Nuestros datos concuerdan con publicaciones previas en
raton en las que, usando mapas de isodensidad, se observd que la axotomia del nervio
optico, bien por seccidon bien por aplastamiento, induce la muerte generalizada por toda la
retina (Galindo-Romero et al., 2011). Sin embargo en este trabajo de Tesis, nosotros no
hemos usado los mapas de isodensidad para determinar la topografia de las CGRs
supervivientes o que han regenerado, sino mapas del vecino més proximo. Esta técnica es
una mejora a los mapas de isodensidad cuando se quiere analizar la distribucién de

poblaciones pequeias.

La distribucion de CGRs que habian regenerado o sobrevivido a la axotomia en la retina,
que hemos observado en este trabajo indica que no se produjeron daios vasculares a la
retina en el momento de realizar la seccion del NO y la aposicion del injerto de nervio

periférico. Una lesion vascular importante de los vasos retinianios antes de su entrada en la
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retina, en la region inferonasal de las cubiertas durales del nervio Optico, habria resultado
en la degeneracion masiva de la poblacion de CGR, mientras que la lesion de alguna de las
ramas vasculares intrarretinianas habria resultado en un caracteristico patron de
degeneracion sectorial con base en la periferia y vértice en el disco Optico, y una isquemia
generalizada de la retina habria resultado en un patrén geografico tipico de degeneracion
difusa y focal en la retina (Lafuente et al., 2002).

5.2 Comparacion de la supervivencia de las CGRs tras axotomia vs

axotomia e implante de injerto de nervio periférico en rata y raton.

En ratas adultas se ha documentado que el implante de un injerto de nervio periférico
(Villegas-Pérez et al.,; 1988) resulta en un incremento de la supervivencia de las CGRs de
estos animales. Los datos de nuestro estudio documentan que en ratones Swiss también se
produce un importante efecto rescate de los injertos de nervio periférico sobre la poblacion
de CGRs axotomizadas del raton a las 4 semanas de la lesion. Este efecto neuroprotector se
observod tanto cuando el injerto se apuso con Tissucol como con microsuturas, sin que la
diferencia entre ambos métodos resultara significativa. Se ha postulado que este efecto
neuroprotector del injerto de nervio periférico se debe a la produccion de multiples factores
neurotroficos por las células de Schwann denervadas del injerto de nervio periférico
(Vidal- Sanz et al., 1993, Villegas-Pérez et al., 1988). En efecto, la inyeccion intraocular
de un buen nimero factores troficos y substancias producidas por las células de Schwann
denervadas, como el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) o la neurotrofina
4 (NT-4) han demostrado tener un efecto neuroprotector en la supervivencia de las CGR
axotomizadas (Vidal-Sanz et al., 2000; Peinado-Ramén et al., 1996; Sanchez-Migallon et
al., 2011; Galindo-Romero et al., 2013Db).

El rescate de las CGRs tras axotomia es un area de intenso estudio. Sin embargo, hasta la
fecha no se han encontrado terapias que resulten en la prevencion total de la degeneracion
de las CGRs inducida por este tipo de lesion. Los mejores tratamientos consiguen
ralentizar el curso de la muerte de las CGRs y retrasar su inicio. Entre ellos el mejor es la
administracion de factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, del inglés brain derived
neurotrophic factor) o la neurotrofina 4 (NT4) que consigue rescatar al 100% de la
poblacion de CGRs a los 7 dias de la axotomia en rata albina adulta (Peinado-Ramon et al.,
1996, Parrilla-Reverter et al., 2009a; Sanchez-Migallon et al., 2011). En el ratén la
administracion de BDNF induce la supervivencia del 75% de las CGRs de raton albino o
pigmentado a los 5 dias tras la lesion (Galindo-Romero et al., 2013b). En ambas especies
la supervivencia es significativamente mayor a los 15 dias tras la axotomia cuando la retina

se trata con BDNF que cuando se trata con vehiculo, pero en ambas especies se observa
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también que el curso temporal de muerte tiene la misma tendencia que en animales sin
tratamiento, s6lo que en el caso de los animales tratados con BDNF se retrasa el comienzo

de la degeneracion en unos 3-5 dias.

Aunque se pensd que incrementar la supervivencia de las CGR a la axotomia resultaria en
una capacidad de regeneracién mayor, eso no se ha demostrado que sea asi ni cuando se
emplean factores neurotroficos (Mansour-Robaey et al., 1994) ni cuando se analizan
ratones transgénicos que sobreexpresan el gen antiapoptotico bel-2 (Inoue et al., 2002). En
el raton bel-2 (que sobreexpresa el gen que codifica la proteina antiapoptotica bcl-2), la
supervivencia de las CGR a las cuatro semanas de la axotomia fue del 65% de la
poblacion original de CGR mientras que en el raton silvestre la supervivencia fue del 6%
de la poblacion original de CGR. Sin embargo el porcentaje de CGR que regeneraban en
injertos de nervio periférico, en relacion con la poblacion normal de CGR y a la poblacion
de CGR que sobrevivia a la axotomia, era muy inferior para el ratén bcl-2 en comparacion
con el raton silvestre. Por ejemplo, en el raton silvestre regeneraba el 7,7% de la poblacion
de CGR supervivientes mientras que en el raton bel-2 regeneraba el 0,5% de la poblacion
de CGR supervivientes (Inoue et al., 2002). Estos resultados documentan que la inmensa
mayoria de las CGR que sobreviven a la amputacion del NO en el raton bel-2 son
incapaces de regenerar sus axones en injertos de nervio periférico y que por tanto un
incremento de la supervivencia no garantiza un incremento en el niimero de células que

regeneran sus axones.

Nuestros estudios en ratones albinos confirman pues que no todas las CGRs que
sobreviven a la axotomia son capaces de regenerar sus axones a lo largo del injerto de
nervio periférico. ;Por qué no regeneran todas las CGRs que sobreviven? Sigue siendo un
tema de estudio y una cuestion sin resolver, comprender porqué la capacidad de
regeneracion axonal se ve reducida a un pequefio porcentaje de la poblacion normal de
células ganglionares de la retina. A fecha de hoy no tenemos datos para contestar a esta
pregunta, pero teniendo en cuenta que existen mas de 20 subtipos de CGRs y las
diferencias que hemos encontrado en este estudio entre las CGRs y las ipCGRs, pudiera ser
que cada subtipo de CGRs tuviera una resistencia a la axotomia y una capacidad
regenerativa distinta. Es posible, de hecho, que las CGRs que sobreviven y regeneran sean
de un subtipo, y las que sobreviven de otro. Sin embargo la carencia de marcadores
especificos para cada subtipo impide determinar si esto es asi y seria un tema de trabajo
interesante para el futuro a medida que se vayan identificando marcadores moleculares

especificos de las subpoblaciones de CGR.
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5.3 Comparacion de la regeneracion de las CGRs tras axotomia vs

axotomia e implante de injerto de nervio periférico en rata y raton.

Se ha demostrado que la regeneracion axonal en el SNC es posible bajo condiciones
experimentales como la colocacion en el lugar de la lesion axonal de un segmento de
nervio periférico (David y Aguayo 1981), células de Schwann (Xu et al., 1999),
precursores de las células de Schwann (Agudo et al., 2008b), transplante de células de la
glia envolvente del bulbo olfatorio (Li et al., 1997; Moreno-Flores et al., 2006), los
macrofagos activados (Lazarov- Spiegler et al., 1996, 1998) y la administracion de factores
troficos (Cheng et al., 1996; Menei et al., 1998; Peinado-Ramon et al., 1996; Parrilla-
Reverter et al., 2009), de agonistas del receptor del acido retinoico (Agudo et al., 2010), de
anticuerpos contra las moléculas inhibidoras del crecimiento (Schnell y Schwab 1990) o de

enzimas que degradan la matriz extracelular (Bradbury et al., 2002).

Uno de los modelos, ya clasicos y mejor documentados, para investigar la capacidad de
regeneracion axonal en el sistema nervioso central del mamifero adulto consiste en
implantar un segmento autdlogo de nervio periférico en el mufiéon ocular del nervio 6ptico
seccionado intraorbitariamente (Vidal-Sanz et al., 1987; 1991; 1993; 2002). En estudios
previos realizados en ratas se ha demostrado que una pequefia proporcion de las CGRs que
sobreviven regeneran extendiéndose a lo largo de los injertos, pudiendo incluso
restablecerse una simple funcion visual como es el reflejo pupilar a la luz (Whiteley et al.,
1998; Avilés-Trigueros et al., 2000; Vidal-Sanz et al., 2002). En nuestro estudio mostramos
como en ratones Swiss entre un 2 y un 4% de las CGRs originales regeneran en funcion de
st el implante del injerto de nervio periférico se realizd con Tissucol o microsuturas,
respectivamente. Estos porcentajes de regeneracion axonal, en relacion con la poblacion de
CGRs original, indican que la capacidad de regeneracion axonal estd presente en el raton
albino, de modo similar a como ocurre en el raton pigmentado (Inoue et al., 2002;
Robinson y Madison, 2004), la rata albina (Vidal-Sanz et al., 1987) y el hamster sirio
(Carter et al., 1989).

En nuestros estudios en el ratén albino hemos observado que cuando la aposicion del
injerto se realiza con microsuturas la capacidad de regeneracion axonal oscila alrededor del
4% de la poblacion original de CGR, una cifra similar al 4% que se obtiene en ratas adultas
(Vidal-Sanz et al., 1987). Desconocemos porqué en nuestros estudios la regeneracion a
través del injerto apuesto mediante sutura es casi el doble que cuando la aposicion del
injerto se realiza con el pegamento de fibrina Tissucol. Es posible que la aposicion del
injerto mediante microsutura resulte en una mejor coaptacion de ambos extremos nerviosos
y esto facilite la regeneracion porque con las microsuturas ambos cabos (nervio optico y

nervio periférico) conectan directamente mientras que al aponer los dos nervios con
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Tissucol es este compuesto el que estd en contacto directo con ambos nervios. Es decir, es
posible que el contacto directo con el nervio periférico presente un sustrato mas atractivo
para los conos de crecimiento de los axones del mufion ocular, que el codgulo de fibrina
ofrecido por el Tissucol. Alternativamente se podria pensar que la técnica de anastomosis
con sutura es mas eficiente que la técnica que emplea el pegamento de fibrina, anque
estudios previos por otros autores son contradictorios, pues argumentan que el pegamento
de fibrina es mas eficaz que las microsuturas en el implante de injertos de nervio periférico
al muidén ocular del nervio Optico seccionado intraorbitariametne de la rata adulta
(Robinson y Madison, 2000). En cualquier caso, la regeneracion, al igual que la
supervivencia, también ocurre de forma difusa por toda la retina. Esto indica por una parte
una buena coaptacion del cabo proximal del injerto sobre el mufidén ocular, y por otra
indica que no hay ninguna region de la retina que muestre una mayor predisposicion a la
regeneracion axonal, sino que este efecto es generalizado entre la poblacion de CGRs

supervivientes.

Nuestros resultados de regeneracion axonal de la poblacion de CGR del raton albino
utilizando microsuturas para el implante del injerto (4% de la poblacion original del CGR)
parecen mucho mayores que los que se han reportado en ratones pigmentados (0,5% de la
poblacion original del CGR) (Robinson y Madison 2004). Es posible que esto se deba a
una diferencia en la capacidad de regeneracion de animales albinos frente a pigmentados,
pues se han observado diferencias similares en la capacidad de regeneracion de las ratas
albinas y pigmentadas (Salinas-Navarro M, observaciones no publicadas) con una mayor

capacidad regenerativa en las retinas de ratas albinas.

5.4 Comparacion de la supervivencia y regeneracion de las ipCGRs
tras axotomia vs axotomia e implante de injerto de nervio periférico

en rata y raton.

Las ipCGRs son una subpoblacion de las células ganglionares de la retina que gracias a su
pigmento, la melanopsina, son capaces de detectar directamente el nivel de luz ambiental
(Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2000). En rata, las CGRs proyectan principalmente y
de forma masiva a los coliculos superiores (Salinas—Navarro et al., 2009b). Las ipCGRs
proyectan, entre otros, principalmente al nucleo supraquiasmatico (Gooley et al., 2001)
centro responsable de la sincronizacidn circardiana, y al nucleo intergeniculado y nucleo de
la oliva pretectal donde contribuyen al reflejo pupilar a la luz (Hattar et al., 2002).
Recientemente se ha demostrado que, en la rata, la mayor parte de esta poblacion proyecta
también a los coliculos superiores (Galindo-Romero et al., 2013). Aunque el nimero de

retinas analizadas es bajo, los resultados de nuestros grupos experimentales son
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consistentes en mostrar que esta subpoblacion de ipCGRs es particularmente resistente a

la axotomia, y sin embargo no presenta capacidad de regeneracion axonal.

En diferentes trabajos se ha observado que la poblacion de ipCGRs supone el 2,5% de las
CGRs en rata y aproximadamente el 1% en ratén (Hattar et al., 2002; Galindo Romero et
al, 2013) siendo en nuestro estudio del 0,78%. Para llevar a cabo esta cuantificacion se
emplearon las retinas de los ojos derechos que estaban marcadas con Brn3a y no habian
sufrido ninguna manipulacion. Tanto en rata como en raton se ha observado que la
densidad de ipCGRs aumenta conforme nos alejamos a la periferia siendo mayor en la
region supero-temporal (Hattar et al., 2002, Hattar et al., 2006). En nuestro estudio hemos
observado que las ipCGRs que sobreviven tras axotomia vs axotomia e implante de nervio
periférico se distribuyen de forma difusa por toda la retina no presentando preferencia por

ninguna region en concreto.

Los resultados de este grupo de experimentos se han basado en la identificacion de la
subpoblacion de ipRGCs con anticuerpos que reconocen la melanopsina, el fotopigmento
caracteristico de estas células intrinsecamente fotosensibles. La axotomia modula la
expresion de multiples genes (Agudo et al., 2008, 2009) y podria resultar en la represion
del gen que codifica la melanopsina, como ocurre con otras proteinas especificas de las
CGR, como por ejemplo el Thy-1 (Schlamp et al., 2001). Sin embargo, la observacion de
las células ipCGRs en retinas analizadas a los 28 dias de la axotomia indica que al menos
en una proporcion importante de las ipCGRs la expresion de la melanopsina se mantiene

largos periodos de tiempo tras la axotomia.

Este estudio es el primero que se realiza para valorar en el raton albino la supervivencia y
regeneracion de las ipCGRs tras axotomia. Nuestros resultados indican que
comparativamente esta subpoblacion de células melanopsinicas son especialmente
resistentes a la axotomia simple, pues cuando se comparan con el resto de las CGRs no
melanopsinicas, la supervivencia de las ipCGRs es aproximadamente cuatro veces mayor
(Figura. 48). Estos resultados son concordantes con observaciones previas realizadas en

ratones pigmentados (Robinson y Madison, 2004).

Nuestro estudio también compara la supervivencia de las ipCGRs tras la axotomia e
implante de injerto de nervio periférico mediante la aplicacion de Tissucol o microsuturas.
Tras el andlisis de dicho estudio podemos concluir que no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la supervivencia entre la realizacion de
axotomia y la realizacion de axotomia e implante de injerto de nervio periférico. Es decir,
que si bien las ipCGRs son una subpoblacion especialmente resistente a la axotomia, al

contrario que el resto de las CGRs no melanopsinicas, la supervivencia de las
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melanopsinicas no se ve modulada por la presencia de injertos de nervio periférico, pues

no resulta en un incremento de su supervivencia.

En nuestros experimentos no hemos observado regeneracion de las ipCGRs a través del
injerto de nervio periférico. En estudios recientes (Galindo-Romero et al., 2013) se ha
documentado que las ipCGRs pueden identificarse con OHSt aplicado en ambos coliculos
superiores y con anticuerpos antimelanopsina, lo que sugiere que estas células pueden ser
doblemente marcadas. Esto nos hace pensar que la ausencia de ipCGR marcadas
retrogradamente con OHSt en los experimentos en los que se injertd un segmento de nervio
periférico al mufién ocular del nervio 6ptico se debe a una incapacidad de estas células
para regenerar sus axones mas que a una imposibilidad técnica para identificarlas con
ambos marcadores. Es mas, del resto de la poblacion de CGR no melanopsinicas se
pudieron identificar las células que habian regenerado sus axones a lo largo de los injertos
de nervio periférico. Nuestros resultados contrastan con los obtenidos por Robinson y
Madison (2004), pues ellos si que observaron en ratones adultos pigmentados regeneracion
axonal de las ipCGRs en injertos de nervio periférico, si bien esta regeneracion axonal era
muy excasa con un valor medio de 12 células melanopisnicas por retina. La diferencia
entre el bajo nimero de ipCGRs con axones regenerados observado en el estudio de
Robinson y Madison (2004) en ratones pigmentados y la ausencia de regeneracion de esta
subpoblacion en ratones albinos observada en nuestro estudio podria deberse a una

diferencia entre estas especies pigmentada y no pigmentada, respectivamente.

La utilizacion de anticuerpos antimelanopsina ha permitido estudiar las respuestas de una
subpoblacion de CGR a la axotomia e implante de un injerto de nervio periférico. La
poblacion de CGR estd compuesta a su vez por multiples subpoblaciones con
caracteristicas morfologicas y funcionales diferentes, de las que hasta la fecha se han
descrito hasta veinte tipos diferentes de CGR. Disenar nuevas estrategias para analizar el
comportamiento de estas diversas poblaciones de CGR nos permitird identificar qué
subpoblaciones tienen mayor resistencia a la lesion y cuales tienen mayor capacidad
regenerativa. La identificacion de estas subpoblaciones permitira también en un futuro
disefiar nuevos experimentos para analizar sus caracteristicas moleculares e identificar los

genes responsables tanto de la supervivencia como de la regeneracion axonal.
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En ratones adultos tipo Swiss la supervivencia de la poblacion de CGRs a la seccion
del NO intraorbitario a las 4 semanas es de aproximadamente el 13%. Esta
supervivencia se ve incrementada significativamente con el implante de un segmento
autologo de nervio periférico en el mufion ocular del NO seccionado, bien mediante
la utilizacidon de microsuturas ¢ de Tissucol.

Las CGRs del raton Swiss adulto son capaces de regenerar sus axones a lo largo de
injertos autodlogos de nervio periférico apuestos al muiién ocular del NO seccionado.
Esta capacidad de regeneracion se observa en un 2,1% de la poblacion original de
CGRs en el caso de la utilizacion de Tissucol y es significativamente superior en un
4% en el caso de la utilizacion de microsuturas.

La supervivencia a la axotomia de CGRs intrinsecamente fotosensibles es
significativamente superior a la del resto de la poblacion de CGR. Sin embargo esta
poblacion de ipCGRs carece de capacidad de regeneracion axonal, y tampoco se ve
influenciada (incrementada) su supervivencia con el implante de segmentos
autdlogos de nervio periférico. Se trata pues de una pequenia sub-poblacion de CGRs
que no parece responder a influencias extrinsecas (en cuanto a supervivencia y
regeneracion axonal se refiere) y sin embargo muestra una particular resistencia a la
axotomia.
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