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Al Prof. Garth M Bray?

1 El Prof. GM Bray fue Catedrético de Neurologia de la Universidad McGill, Director de la
division de Neurologia del Hospital General de Montreal (MGH), Investigador principal en el
Centro de Investigacion en Neurociencias del MGH y miembro de Departamento de
Neurociencias del Instituto Neurologico de Montreal (Instituto Penfield) de la Universidad
McGill (Montreal, Quebec, Canada).
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PROLOGO Y AGRADECIMIENTOS

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Ciencias de la Region de Murcia
Excelentisimas e llustrisimas Autoridades

llustrisimos sefioras y sefiores académicos, sefioras y sefiores:

Quisiera comenzar agradeciendo al Sr. Presidente su designacion para cumplir
con la tarea reglamentaria de impartir la leccién inaugural de este curso académico
2022-2023. Se trata de un gran privilegio y honor, que no tienen otra explicacién que
la de mi antigliedad en la Academia y haber podido disfrutar con salud los afios que
Dios me ha concedido en este mundo. Aprovecho la ocasién para agradecer a mis
compafieros de la Academia, todos estos afios de amable colaboracion y cooperacién
en las actividades que se desarrollan. Como manifesté hace ya diecisiete afios,
pertenecer a esta corporacion ha sido uno de los mejores regalos que me ha deparado
mi vida profesional Murciana, y sigue siendo motivo permanente de alegria y
satisfaccion. Mi mas cordial Enhorabuena al prof. Angel Ferrandez lzquierdo, quien
tanto ha trabajado por esta institucion, por su merecido nombramiento como
Presidente De Honor.

La vida tiene muchos momentos muy tristes y dificiles, que nuestro cerebro
trata de ignorar, sobrescribiendo habilmente recuerdos y vivencias mas gratas. Pero,
no puedo dejar de tener un emotivo recuerdo para quienes ya no estan con nosotros,
pues estoy convencido de la ilusion que les habria hecho compartir este acto solemne.

Al pensar en el tema a desarrollar en esta sesién de apertura de curso, crei que
seria interesante exponer algunos de los trabajos de investigacion que nos han ocupado
los ultimos afios, y en los que he tenido la suerte de contar con los miembros del grupo
de investigacién en Oftalmologia Experimental, un grupo con mas de treinta afios de
trayectoria, y al que debo los progresos que hemos realizado en nuestro trabajo
cientifico. La investigacién hoy en dia es un acto colaborativo y multidisciplinar, y por
eso quisiera reflejar en primer lugar mi agradecimiento a todos los miembros del grupo,
pues sin su ayuda estos trabajos no habrian sido posibles.
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También quiero aprovechar para agradecer el apoyo incontestable y
permanente de mi familia, en particular mi esposa Maria Paz y mis hijas Maria Paz y
Beatriz, por los muchos ratos que me han apartado de su lado, para seguir con mis
trabajos.

Esta leccion trata de una de las lineas de investigacion actuales del Laboratorio,
gue versa sobre la respuesta de las células ganglionares de la retina a la lesién y su
protecciéon; nos centraremos en documentar que éstas, las CGR, difieren en su
respuesta al dafio y su prevencion.
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(RESPONDEN IGUAL TODAS LAS CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA A LA
LESION Y SU PROTECCION?

INTRODUCCION

La retina es una extension del sistema nervioso central alojada en la parte
posterior del globo ocular, un aparato especializado para enfocar en ella imagenes del
mundo exterior. La retina contiene en su capa mas externa los fotorreceptores que
responden a la luz en funcién de su intensidad, longitud de onda y duracién. Los
fotorreceptores convierten la luz en una sefial eléctrica que se computa en la retina,
primero en la capa plexiforme externa donde la informacion de los fotorreceptores se
modula con las células horizontales y pasa a la células bipolares, y posteriormente en la
plexiforme interna en la que la informacion de las bipolares se modula con las células
amacrinas y el mensaje final se transmite por las células ganglionares (CGR), las Unicas
cuyos axones abandonan la retina formando el nervio éptico (NO) para conducir esta
informacién al cerebro. Este, descifra esta informacién no solo para crear nuestra
percepcion visual del mundo que nos rodea, sino para muchos otros aspectos
fisioldgicos inconscientes de nuestra vida diaria.

Desde el punto de vista funcional, podriamos considerar que la retina de los
mamiferos contiene tres retinas diferentes. Una primera dominada por los
fotorreceptores tipo bastdn, que se encarga de nuestra visién escotdpica, en
condiciones de luz muy tenue, y que nos proporciona una gran sensibilidad a la luz.
Una segunda retina dominada por los fotorreceptores tipo cono que nos permite la
vision en su maximo esplendor, tal y como la experimentamos a diario con intensos
niveles de luz, que nos permite disfrutar del color, el contraste, y una gran agudeza
visual y temporal. Estas dos retinas en conjunto nos proveen las funciones visuales
formadoras de imagenes (Fl), que nos permiten la percepcion visual consciente del
mundo que nos rodea. A estas dos retinas se suma una tercera, responsable de
funciones visuales inconscientes no formadoras de imagenes (NFI) o tareas no
visuales, que dependen de la informacién transportada por las CGR que expresan el
fotopigmento melanopsina, también conocidas como melanopsinicas CGRm*, CGR
intrinsecamente fotosensibles (CGRIf), o tercer fotorreceptor de la retina (Provencio
et al.,, 1998; 2000; Berson et al., 2002; Hattar et al., 2022). Entre las funciones
visuales NFI mas relevantes caben destacar el reflejo pupilar a la luz, la sincronizacion
de nuestros ritmos circadianos al ciclo de luz/oscuridad medioambiental, amén de
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otras multiples funciones que regulan aspectos importantes de nuestra fisiologia,
comportamiento, estado de danimo y percepcion (Vidal-Villegas et al., 2021b).

Cada CGR responde a la estimulacion luminosa de una pequefia region del
campo visual, su campo receptor, y extrae un aspecto particular; la intensidad, el
contraste, la frecuencia espacial o temporal, el movimiento y/o su direccion, la
aproximacion, la longitud de onda u otras mas, de modo que una pequefia region de
nuestro campo visual es codificada por diferentes CGR que envian informacion, de
forma paralela, sobre aspectos complementarios al cerebro. Dicho de otro modo, la
informacion visual que se recoge en una pequefia region de la retina se envia a través
de canales paralelos diferentes, cada uno contiene informaciéon de una modalidad
distinta dentro del campo visual, y cada CGR se constituye en una unidad funcional de
la retina (Nassi y Callaway, 2009).

En la rata adulta la poblacién de CGR comparte su ubicacion en la capa mas
interna de la retina con las células amacrinas desplazadas, una poblacién incluso mas
numerosa que la propia poblacién de CGR (Nadal-Nicolas et al., 2015a), lo que ha
obligado a la utilizacién de trazadores neuronales y marcadores moleculares para
diferenciar y analizar estas dos poblaciones (Thanos et al., 1987; Vidal-Sanz et al., 1988;
Villegas-Perez et al., 1988; Vidal-Sanz et al., 2017). Las CGR se clasifican en diversos
tipos atendiendo a criterios morfoldgicos (Bae et al., 2018), de estratificacion en la
sindptica interna (Dhande et al., 2015), funcionales (Baden et al., 2016), moleculares
que incluye el perfil inmunohistoquimico y la expresién de marcadores y/o de genes
(Huang et al., 2022), o por su territorio de inervacion (Morin y Studholme 2014). Pero
la lesién neuronal provoca cambios morfoldgicos (Tribble et al., 2014) y moleculares
(Lonngren et al., 2006; Agudo et al., 2008, 2009), lo que dificulta la identificaciéon de
estas células con estos métodos.

En la actualidad, disponemos de marcadores moleculares de las CGR, el factor
de transcripcion Brn3a, la melanopsina y la osteopontina, que identifican
respectivamente las poblaciones de CGR que conducen informacién formadora de
imagenes, la poblacién de CGR no formadora de imagenes, asi como la poblacién de
CGR alfa (Nadal-Nicolas et al., 2012; Galindo-Romero et al., 2013; Valiente-Soriano et
al., 2014, Vidal-Sanz et al., 2015a,b; Gallego et al., 2021; Vidal-Villegas et al., 2021a).

Aungue originalmente se describieron en el mamifero solamente tres tipos de
CGR, con estudios funcionales (Hartline, 1938) o morfoldgicos (Huxlin y Goodchild,
1997), hoy sabemos que la retina codifica la informacién luminosa con al menos 46
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tipos diferentes de CGR (Bae et al., 2018; Rheaume et al, 2018; Tran et al., 2019), que
proyectan al menos a 45 territorios cerebrales diferentes (Morin y Studholme, 2014).
El Brn3a identifica la inmensa mayoria de la poblacion de CGR de la retina que
conducen informacién relativa a la formacién de imagenes, aproximadamente un
96% de la poblacion. Las funciones no formadoras de imagenes dependen de las CGR
melanopsinicas o intrinsecamente fotosensibles (CGRif). De los cinco o seis tipos de
CGRif descritos en la rata (M1-M5) o raton (M1-M6), respectivamente, los
anticuerpos contra la melanopsina identifican preferentemente los tipos M1-M3,
pues los tipos M4-M6 no expresan niveles de melanopsina suficientes para ser
detectados con técnicas estandar de inmunocitoquimica (Galindo-Romero et al,,
2013a; Valiente-Soriano et al., 2014; Vidal-Villegas et al., 2021a; Gallego-Ortega et
al., 2022). En ratas adultas, la melanopsina identifica aproximadamente un 2,5% de
la poblacién total de CGR, en su mayoria M1-M3. Ademads de la melanopsina, las
CGRif expresan el factor de transcripcion T-box Brain 2 (Tbhr2) que también puede
ser utilizado como marcador de esta poblacion (Chen et al., 2021; Abed et al., 2022;
Gallego-Ortega et al., 2022).

En la rata se describieron originalmente tres grupos principales de CGR en base
al tamafio del soma y arbol dendritico nominados A, By C, respectivamente (Huxlin y
Goodchild, 1997), de los cuales el tipo A fue renombrado tipo alfa (a) por Perry (Perry,
1979). Estas CGR a destacan por su gran tamafio y rapida velocidad de conduccion,
pues son las primeras que sefialan al cerebro los cambios luminosos, porque se han
conservado evolutivamente en practicamente todas las especies de mamiferos
estudiados, por su gran campo receptor, su alto contenido en neurofilamentos y su
monoestratificacién en diferentes niveles de la plexiforme interna (PI) (Peichl, 1989;
Peichl et al., 1987). En la rata y el ratdn, segln su respuesta a la estimulacion luminosa
y su arborizacién en la Pl, se han descrito cuatro tipos de CGR a (Peichl, 1991; Krieger
etal., 2017) que de externo a interno son las a OFF-sostenida (aOFFs), a OFF-transitoria
(aOFFt), a ON-transitoria (aONt) y a ON-sostenida (aONs). La reciente caracterizacion
inmunocitoquimica de las CGR a (Krieger et al., 2017) ha permitido su identificacién con
anticuerpos; asi las CGR a expresan la fosfoproteina Osteopontina (OPN) y pueden
identificarse con anticuerpos contra OPN. Es mas, las aONs corresponden al tipo M4
CGRif (Schmidt et al., 2014) y pueden identificarse combinando anticuerpos contra OPN
y Tbr2, mientras que la subpoblacion de las CGR a-OFF se puede identificar con la
combinaciéon de anticuerpos contra OPN y Brn3a (Gallego-Ortega et al., 2021; 2022).
Como el Brn3a, la melanopsina y la osteopontina raramente se expresan en el mismo
tipo de CGR, el uso de estos marcadores ha permitido estudiar en paralelo, pero
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independientemente, las respuestas de estas poblaciones a diferentes tipos de
lesion retinianay a su proteccion (Vidal-Sanz et al., 2015a, 2015b; Agudo-Barriuso et
al., 2016; Gallego-Ortega et al., 2021; Vidal-Villegas et al., 2021).

Durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), los axones se
extienden hasta llegar a sus territorios de inervacion donde establecen conexiones
sindpticas con neuronas especificas para formar determinados circuitos que sirven una
determinada funcién. En el caso mas sencillo, como es una actividad refleja, la
activacion neuronal desencadena una respuesta en la neurona postsindptica que
consiste en la secrecidon de neurotransmisor para producir, por ejemplo, en la placa
neuromuscular, una contraccidon muscular, o para influenciar a su vez a otra célula
nerviosa excitandola o inhibiéndola. La interrupcion de estos circuitos por una lesion
no resulta en una recuperacion espontdnea pues las neuronas adultas no tienen ya
capacidad para regenerar espontaneamente sus axones lesionados y extenderlos de
nuevo para reinervar sus dianas originales (Aguayo et al., 1987; Bray et al., 1987; Vidal-
Sanz et al., 1987, 1991, 2002; Aviles-Trigueros et al., 2000). Es mas, como consecuencia
de la interrupcién axonal se desencadena un conjunto de respuestas neuronales,
conocidas como respuesta neuronal a la lesién, que varian desde la retraccién de las
conexiones aferentes, a cambios morfoldgicos, metabdlicos, moleculares y de
expresion génica entre otros (Agudo et al., 2008, 2009). Por ejemplo, en el sistema
visual, las células ganglionares de la retina (CGR) forman un haz de fibras (el nervio
Optico) que conduce toda la informacion visual procesada en la retina a los multiples
nucleos retino-recipientes del cerebro. Las CGR, como cualquier otra neurona del SNC
en el mamifero adulto, carecen de capacidad de regeneracidon espontdnea. Es mas, no
solamente no extienden de nuevo sus axones para alcanzar de nuevo sus dianas
cerebrales, sino que como consecuencia de la lesién se produce la degeneracién
retrégrada y muerte de una gran parte de la poblacién de CGR lesionadas (Villegas-
Pérez et al.,, 1988; 1993; Galindo-Romero et al., 2013b; Sanchez-Migallon et al., 2016).
Como toda la informacioén visual es conducida por las CGR, su lesién da lugar a déficits
caracteristicos de la vision, que ademas son permanentes. En la actualidad, al igual que
para todas las enfermedades neurodegenerativas del SNC, no hay tratamiento eficaz
para prevenir la muerte de las CGR debido a la lesidon o neurodegeneracion.

Una de las principales enfermedades del sistema visual, para las que todavia
no hay una curay que conduce a la ceguera, es el glaucoma. Una enfermedad, conocida
como neuropatia dptica glaucomatosa (NOG), que es heterogénea y multifactorial, y
que se caracteriza por la degeneracidn progresiva de las CGR que se acompafia de
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trastornos y déficits caracteristicos del campo visual y alteraciones de la cabeza del
nervio Optico. Esta enfermedad supone la segunda causa mas frecuente de ceguera
irreversible en el mundo desarrollado, afecta aproximadamente a 70 millones de
personas y provoca la ceguera en el 10% de estos enfermos afectos bilateralmente
(Gao et al., 2022). Aunque la patogenia del glaucoma no se conoce con exactitud, en la
actualidad se acepta que el dafio se produce en los axones de las CGR a nivel de la
cabeza del nervio dptico. Se barajan en la actualidad varios mecanismos lesivos que
podrian actuar de forma independiente, secuencial o simultdnea, a saber; la isquemia,
la hipertensién ocular, la excitotoxicidad, la activacién autoinmune y la compresion
axonal o axotomfa. Para comprender los mecanismos involucrados en la degeneracién
inducida por la NOG se han utilizado diferentes modelos animales, en los que se ha
estudiado los efectos de diversos tipos de insultos que pueden estar implicados en la
fisiopatologia de la NOG, como la isquemia transitoria de la retina (Sellés et al., 1996;
Lafuente et al., 2000; Vidal-Sanz et al., 2007), la hipertension ocular crénica (Salinas-
Navarro et al., 2010; Vidal-Sanz et al., 2012) o aguda (Rovere et al., 2016; Gallego-
Ortega et al., 2020), la excitotoxicidad mediada por N-metil-D-aspartato (NMDA) (Vidal-
Villegas et al., 2019), la activacién inmuno-inflamatoria de la retina (Ramirez et al,,
2010), o la axotomia (Vidal-Sanz et al., 2017).

Modelos de estudio de la lesion axonal

La utilizaciéon de modelos animales murinos ha contribuido enormemente a
descubrimientos cientificos durante décadas y su utilizacién sigue creciendo. En contra
de lo que se pensaba, el ratén tiene una retina bien organizada y un sistema visual que
incluye una porcién substancial de la corteza cerebral. Ademas, se han descrito hasta
46 tipos diferentes de CGR, varios de los cuales parecen andlogos a los de los primates
(Zhang et al., 2012). Entre los roedores, el ratéon presenta multiples ventajas como
animal experimental, por su facilidad de estabulacién y manejo, su bajo coste, pero
quizas la razén mas importante sea la disponibilidad de herramientas que permiten la
manipulacién molecular de su genoma, que posibilita afiadir, sustituir, cambiar o
eliminar determinados genes para desarrollar modelos experimentales de
enfermedades humanas (Beier et al., 2022). Es mas, la utilizacién de chivatos
fluorescentes o bioquimicos permite identificar selectivamente poblaciones o
subpoblaciones neuronales, y esto ha permitido estudiar su funcién y propiedades
tanto morfoldgicas, como de inervacién, y en la actualidad se ha convertido en el
modelo de estudio mas importante para investigar el sistema visual de los mamiferos
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(Chenetal., 2011; Beier et al., 2021). Es mas, la transparencia de los medios oculares
facilita el estudio de la retina con técnicas no invasivas, como la tomografia dptica de
coherencia (OCT), y monitorizar longitudinalmente (a lo largo del tiempo) el curso
temporal de la progresién de los efectos de la lesién del nervio dptico (NO) y otros tipos
de lesiones en la supervivencia de neuronas retinianas (Rovere et al., 2015; Sanchez-
Migallon et al., 2018b; Valiente-Soriano et al., 2019; Lucas-Ruiz et al., 2021; Norte-
Mufioz et al., 2021; Miralles de Imperial-Ollero et al., 2021a, 2021b).

Neuroproteccion

Hasta mediados de los afios ochenta se aceptaba que las lesiones del sistema
nervioso en el mamifero adulto resultaban tanto en la degeneracion y muerte de las
neuronas lesionadas, como en la desconexidn irreversible de estas neuronas con sus
territorios de inervacion (Aguayo et al., 1987). El sistema nervioso central del mamifero
adulto no puede regenerarse. La incapacidad de las neuronas para sobrevivir y
regenerar sus axones espontaneamente en distancias lo suficientemente largas como
para alcanzar de nuevo sus territorios originales de inervacion, diferenciarse y
establecer nuevas conexiones sinapticas se atribuia a la ausencia de estas facultades,
gue estaban presentes durante el desarrollo, pero se perdian como consecuencia de la
maduracion. Durante los afios ochenta, se comenzd a investigar con técnicas
modernas de trazado neuronal la posibilidad de que las neuronas adultas pudieran
regenerar sus axones lesionados (Vidal-Sanz et al., 1987, 1991, 2002; Avilés-Trigueros
etal., 2000), asi como la posibilidad de prevenir la muerte neuronal inducida por lesion.
Se documentd que las retinas que habian sufrido una amputacion del nervio dptico y
recibido un implante de nervio periférico autdlogo, mostraban una supervivencia de
CGR muy superior a la que se observaba tras la seccion simple del NO (Villegas-Pérez et
al., 1988). Se postuld entonces que factores tréficos producidos en el injerto de nervio
periférico por las células de Schwann denervadas podrian ser responsables del efecto
rescate observado en estos experimentos (Villegas-Pérez et al.,, 1988). En efecto,
multiples factores tréficos, incluidas las neurotrofinas factor neurotroéfico derivado del
cerebro (BDNF) y neurotrofina NT4/5, tenian potentes efectos neuroprotectores en la
supervivencia de las CGR axotomizadas (Mansour-Robbaey et al., 1994; Peinado-
Ramon et al., 1996). Estos experimentos supusieron el comienzo de la neuroproteccion
en el sistema visual, un concepto que ha sido corroborado posteriormente, de forma
independiente, por multiples laboratorios pero que no ha podido ser trasladado a la
clinica con eficacia. La idea de ralentizar la muerte neuronal inducida por lesién era
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tremendamente atractiva, maxime en situaciones en las que no se conocia la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas que cursan progresivamente.
Hoy se concibe la neuroproteccién como la posibilidad de aminorar la cuantia y
ralentizar el curso de la muerte neuronal inducida por lesién o enfermedad, con la
aplicacion de una substancia neuroprotectora (Vidal-Sanz et al., 2000; 2001; 2015b;
2017). En efecto, durante los ultimos afios se han realizado multiples estudios para
descubrir y caracterizar diferentes substancias neuroprotectoras en diferentes
modelos de la enfermedad glaucomatosa. Asi se han caracterizado los efectos
neuroprotectores de varias substancias frente a la axotomia (Sanchez-Migallon et al,,
2016; Vidal-Sanz et al.,, 2017; Lucas-Ruiz et al., 2109; Vidal-Villegas et al., 2021;
Gallego-Ortega et al.,, 2021), la isquemia transitoria (Vidal-Sanz et al., 2001, 2007,
Avilés-Trigueros et al., 2003), la hipertension ocular crénica (Valiente-Soriano et al.,
2015) o aguda (Rovere et al., 2016) y la excitotoxicidad mediada por sobreestimulacién
de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) del glutamato (Vidal-Villegas et al.,
2019).

Entre los compuestos con propiedades neuroprotectoras cabe destacar los
factores neurotroficos. El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Barde et al.,
1982) ejerce sus efectos por la activaciéon del receptor de alta afinidad (receptor B de la
tirosina quinasa; TrkB) de las neurotrofinas, que se fosforila desencadenando la
activacion de vias intracelulares de supervivencia (Di Polo et al., 2000; Lindqvist et al.,
2002, 2010). Se ha demostrado que el BDNF es uno de los neuroprotectores mas
eficaces en diferentes modelos de lesiones retinianas, incluida la seccion intraorbitaria
del nervio éptico (Galindo-Romero et al., 2013; Sanchez-Migallon et al., 2011), el
aplastamiento intraorbitario del nervio éptico (Parrilla-Reverter et al., 2009), la
hipertensién ocular crénica (Valiente-Soriano et al., 2015) o aguda (Rovere et al., 2016),
la isquemia retiniana (Vidal-Sanz et al.,, 2000) y modelos de degeneracién de
fotorreceptores inducida por fototoxicidad focal con diodo emisor de luz (LED) (Ortin-
Martinez et al., 2014, Valiente-Soriano et al., 2019; Miralles de Imperial-Ollero et al.,
2021). Sin embargo, el alto peso molecular del BDNF (27 kDa), su corta vida media en
plasma y su incapacidad para cruzar la barrera hematoencefalica hacen que el BDNF
tenga un perfil farmacocinético pobre y de limitado potencial terapéutico. La
identificacion de la 7,8-dihidroxiflavona (DHF) como agonista potente de alta afinidad
del TrkB (Jang et al., 2010), suscitd multiples estudios en los que se documento el efecto
neuroprotector en diversos modelos de enfermedades neurodegenerativas
(Wurzelmann et al.,, 2017; Emili et al., 2020). Pero, hasta muy recientemente, no se
habia estudiado su efecto en modelos experimentales in vivo de la retina. Asi, se ha
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documentado que cuando se administra intraperitonealmente, la DHF previene la
muerte de las CGR inducida por axotomia e induce la fosforilacién del receptor TrkB
(Vidal-Villegas et al., 2021; Gallego-Ortega et al., 2021), que a su vez desencadena una
cascada de sefializacion intracelular a través tres vias principales: la via de la fosfolipasa-
Cy (PLCY); la via de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) a través del efector AKT
(PI3K/AKT), y; la via de la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAP/ERK), éstas dos
Ultimas las mas relevantes en cuanto a la supervivencia, pues bloguean las vias
intrinsecas y extrinsecas de la apoptosis (Wurzelmann et al., 2017; Galindo-Romero et
al., 2021).

A pesar de los multiples estudios preclinicos y del progreso en este campo, el
concepto sigue siendo experimental. Son muchos los trabajos que han intentado
documentar la neuroproteccion en la retina, pero todavia la evidencia clinica es escasa.
Entre las multiples razones de este fracaso en la traslacion, quizas una de ellas se deba
a que la poblacién de CGR es una poblacion heterogénea, compuesta de muchos tipos
diferentes de CGR, cada uno con su particular idiosincrasia y respuesta a la lesion y
prevencién (neuroproteccion) de la misma (Vidal-Sanz et al., 2015a; Agudo-Barriuso et
al., 2016). Nuestro Laboratorio se ha dedicado durante las Ultimas décadas al estudio
y caracterizacién de las repuestas de las neuronas a diferentes tipos de lesién, su
capacidad de regeneracion y supervivencia, asi como al estudio de la posibilidad de
prevenir los efectos degenerativos inducidos por la lesiéon (Vidal-Sanz et al., 2002;
2017).

En esta revisién repasamos algunos experimentos recientes del Laboratorio
gue documentan la idiosincrasia de distintos tipos de CGR a la lesion y su respuesta a la
prevencién. Analizaremos la respuesta de distintas poblaciones de CGR a un tipo
concreto de lesidn, la seccion intraorbitaria del nervio éptico, y compararemos su
respuesta a la lesidon y a su proteccion con la administracion sistémica de la 7,8-
dihidroxiflavona (DHF), un potente mimético del BDNF que administrado
sistémicamente alcanza la retina (Galindo-Romero et al., 2021; Gallego-Ortega et al.,
2021; Vidal-Villegas et al., 2021a). Utilizamos técnicas descritas en el Laboratorio para
identificar, contar y mapear en las mismas retinas montadas a plano, poblaciones de
CGR de la rata identificadas inmunocitoquimicamente con los siguientes anticuerpos.
Melanopsina para las CGR responsables de funciones visuales no formadoras de
imagenes, Brn3a para las CGR responsables de las funciones visuales formadoras de
imagenes, Osteopontina para las CGR a, una combinacién de Osteopontinay Tbr2 para
las CGR aONs/M4) o de Osteopontina y Brn3a para las CGR a-OFF. Es probable que el
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estudio de la respuesta molecular de estos diferentes tipos neuronales ayude a
comprender como influenciar estas células para que sobrevivan.

MATERIALY METODOS
Animales

Todas las manipulaciones de los animales se realizaron de acuerdo con la
normativa europea (Directiva 86/609/CEE) sobre la proteccién y cuidado de animales
destinados a la experimentacion y otros fines cientificos, asi como la ley nacional (Ley
32/2007) para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte,
experimentacion y sacrificio y las recomendaciones de la Asociacion para la
Investigacion en Visién y Oftalmologia (The Association for Research in Vision and
Ophthalmology, ARVO) y fueron aprobadas por el comité de ética y estudios animales
de la Universidad de Murcia (nimeros de protocolos de la Universidad de Murcia
A13171103, A13170110y A13170111). Hemos utilizado ratas albinas hembra adultas
del tipo Sprague-Dawley (SD) de unos 180-200 gramos de peso obtenidos de los
laboratorios Charles Rivers (Francia) y del estabulario de la Universidad de Murcia. Estos
animales fueron estabulados bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, con una
intensidad media de 5-30 lux y temperatura constante a 25°C, y comida y bebida
proporcionadas “ad libitum”. Las manipulaciones experimentales se realizaron bajo
anestesia intraperitoneal (i.p.) con una mezcla de xilacina (20 mg/ml, Xilagesic®,
Laboratorios Calier, Barcelona, Espafia) y ketamina (50 mg/ml, Imagene®, Merial
Laboratorios, S.A.U. Sant Cugat del Valles, Barcelona).

Seccion intraorbitaria del nervio optico (SINO)

Las ratas se anestesiaron y se colocaron en decubito prono con la zona apical
de la cabeza rasuraday sujeta mediante un sujeta cabezas o pinza buco-nasal, disefiada
al efecto segun técnicas descritas previamente y que son estandar en el laboratorio
(Vidal-Sanz et al., 1987; 1991; 2002; Avilés-Trigueros et al., 2000). Se realizd una
incisiéon longitudinal en la linea media de la cabeza, desde la region nasal hasta la
insercion de los musculos occipitales, y a continuacion se efectla una diseccién roma
del plano subcutaneo hasta observar el reborde orbitario superior. Se practica una
incision en el cartilago a lo largo de este reborde, hasta llegar a la fascia del musculo
temporal. La seccidn, diseccion y traccién del reborde supraorbitario y de la fascia del
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musculo temporal, facilita la exposicién de la zona superior de la pirdmide orbitaria.
Esta maniobra se debe realizar con extrema suavidad, con el fin de evitar que la traccion
induzca compresion de los vasos retinianos y se produzca una isquemia de la retina. A
continuacién, se desinsertan los musculos recto y oblicuo superior con la ayuda de un
hilo de sutura del que se tracciona suavemente hacia abajo para obtener una buena
visualizacién de la parte posterior del globo ocular y de |a salida del NO. Se diseca la
duramadre que rodea al NO, se abre longitudinalmente la misma en su aspecto
temporal superior, para evitar la lesion de los vasos retinianos que en la rata discurren
por el aspecto inferior y nasal de la misma (Forrester y Peters, 1967) y no en el interior
del NO como ocurre en los primates. Posteriormente se secciona el NO lo mas cerca
posible del globo ocular. Finalizado esto, se reconstruye la érbita con puntos de seda
de 6/0 y se suturaba la piel de la cabeza con sutura continua de 4/0. El examen del
fondo de ojo para comprobar la integridad de la vascularizacidn retiniana se efectuaba
con un portaobjetos de vidrio colocado sobre la cornea y a través del microscopio
operatorio. Cuando existe un espasmo de estos vasos, se procede a realizar un masaje
suave del globo ocular, con lo que se consigue que en la gran mayoria de las ocasiones
se restaure la circulacién retiniana. Cuando esto no ocurria en el plazo de unos 20
minutos tras la intervencion, se desechaba el animal y no se inclufa en los grupos
experimentales. Para terminar, se aplicaba en ambos ojos un unglento tdpico para
evitar la desecacion de la cornea y los animales se devolvieron al estabulario.

Grupos animales y administracién de neuroprotectores

Los animales se dividieron en dos grupos experimentales. Un primer grupo se
utilizd para determinar la respuesta de las CGR Brn3a* y melanopsinicas (m*) a la
axotomia y su prevencion a largo plazo con la administracién intraperitoneal de la
dihidroxiflavona (DHF). Este primer grupo compuesto por 96 ratas adultas se analizé a
los 7, 10, 14, 21, 30 o 60 dias después de la seccidén intraorbitaria del NO y
administracion i.p. diaria de una dosis de vehiculo (solucion salina con 1% de DMSO)
(n=48), o de vehiculo con 5 mg/kg de DHF (n=48), comenzando 12h antes de la seccién
intraorbitaria del NO. Esta dosis de 5 mg/Kg, habia resultado éptima en experimentos
preliminares (Vidal-Villegas et al., 2021).

Un segundo grupo se utilizd para examinar la respuesta de las CGR a y sus
subtipos a la axotomia y su prevencién con la administracién intraperitoneal de la DHF.
Para comparar con los resultados obtenidos en el grupo anterior, en este segundo
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grupo también se analizd la respuesta de las CGR Brn3a*. Este segundo grupo
compuesto de 39 ratas se analizd a los 7, 14 o 21 dias después de la seccién
intraorbitaria del NO y administracion i.p. diaria de una dosis de vehiculo (n=17), o de
vehiculo con 5 mg/kg de DHF (n=21), comenzando 12 h antes de la seccidn del NO.

Proceso tisular

Para el sacrificio de los animales se inyecta una sobredosis i.p. de pentobarbital
sédico (0,5 ml) al 20% (Eutanax®; Fatro, S.A., Barcelona, Espafia). Los animales se
perfunden a través de la aorta ascendente primero y brevemente con suero salino al
0,9% vy posteriormente con paraformaldehido (PFA) al 4% en tampdn fosfato salino
(PBS) 0,1M (pH 7,2-7,4) a 4°C. Tras perfusion del PFA, se marca el polo ocular superior
con un punto de sutura (mas largo para el ojo izquierdo que para el derecho), se
enucleaon ambos ojos y se postfijan durante una hora adicional en PFA al 4%.

Bajo el microscopio operatorio se disecan ambas retinas en montajes goblales.
Para ello, se realizan cuatro cortes radiales, separados entre ellos aproximadamente
90° para limitar los cuatro cuadrantes superonasal, superotemporal, inferonasal e
inferotemporal. El mas profundo de estos cuatro cortes sefiala el polo superior de la
retina. La retina se monta in toto sobre un trozo de papel de filtro y se transfiere a una
solucién del fijador durante una hora adicional. La retina se lava entonces en solucién
salina/tampon fosfato 0,1 M (PBS) durante unos 10 minutos y se guarda a 4°C hasta su
proceso inmunoshistoquimico.

Inmunofluorescencia

Las CGR se identifican con inmunohistofluorescencia. Las retinas se lavan dos
veces con PBS (0,1M) conteniendo Tritén al 0,5% (Tx; Triton® X-100; Sigma X100, Sigma-
Aldrich Quimica, Madrid, Espafia) durante 10 minutos cada uno y embebidas en el
mismo liquido se congelan durante 15 minutos a -70°C. Posteriormente se atemperan
a 22-24°C y se realizan tres lavados adicionales con PBS-Tx al 0,5%. Ambas retinas
(experimentales y contralaterales, control) se incuban durante la noche a 4°C en una
solucion de PBS 2% Triton X-100 (Tx) que contiene anticuerpos primarios contra el
Brn3a (ratén anti-Brn3a, diluido 1:500, MAB1585 Millipore), melanopsina (conejo anti-
melanopsina, diluido 1:500, PAI-780 Invitrogen, Termo Fisher Scientific, Alcobendas,
Madrid), Osteopontina (OPN) (cabra anti-Osteopontina, diluido 1:1000, AF808
Biotechne), y Thr2 (conejo-anti Tbr2, diluido 1:1000, AB233 Abcam).



Manuel Vidal Sanz 14

Para el revelado o inmunofluorescencia secundaria las retinas se lavan dos
veces con PBS que contiene Tx al 0,5% durante 5 minutos y se incuban a temperatura
ambiente durante dos horas en una solucion de PBS-Tx al 2% que contiene una mezcla
de anticuerpos secundarios (diluidos 1:500) cabra anti-raton IgG1 Alexa 555 (A21127),
burro anti-conejo Alexa 488 (A21206) y burro anti-cabra Alex 647 (A32849) (Molecular
Probes Termo-Fisher, Madrid). A continuacién, se realizan lavados con PBS-Tx al 2%y
se montaron con su cara vitrea hacia arriba en un portaobjetos de vidrio gelatinizado,
con una solucién 3/1 de glicerol/tampdn carbonato sédico 0,1 M, pH 9, conteniendo
un 0,04% de p-fenilendiamina, cubriéndolas con un cubreobjetos de vidrio, que se sella
con laca de ufias. Las retinas se guardan a 4°C en lugar seco y protegido de la luz hasta
su andlisis a microscopia de fluorescencia.

Examen al microscopio y reconstruccion de retinas a plano

La densidad y distribucién de las CGR inmunomarcadas se determind en
reconstrucciones digitales de la totalidad de estas retinas segin métodos descritos en
nuestro laboratorio (Salinas-Navarro et al., 2009, 2010). Estas reconstrucciones se
obtuvieron en un microscopio (Leica, DM6-B; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
y las retinas se fotografiaron (x10) secuencialmente, captando imagenes sin
solapamiento de la totalidad de la retina, Cada imagen se enfocaba individualmente y
se obtenia con los filtros que permiten identificar las células marcadas con los
diferentes anticuerpos Brn3a, melanopsina, Osteopontina o Tbr2, respectivamente
(Fig. 1).

Figura 1. Micrografias fluorescentes de retinas intactas fotografiadas con filtros diferentes para
identificar CGR marcadas con Brm3a, melanopsina (OPN4) y osteopontina (OPN). Mientras que el
marcaje de Brn3a identifica el niicleo celular, el marcaje de la melanopsina y la osteopontina identifica
el citoplasma, dendritas y segmento proximal del axon. Barra = 100 um (Gallego-Ortega et al., 2021;
Vidal-Villegas et al., 2021a).
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Las reconstrucciones de los montajes globales de cada retina se analizaron
para obtener la cuantificacion automatica de las CGR marcadas con Brn3a, siguiendo
métodos y algoritmos descritos en nuestro laboratorio (Salinas-Navarro et al., 2009,
2010; Nadal-Nicolas et al., 2009; Vidal-Villegas et al., 2019). Las CGR marcadas con
melanopsina, Osteopontina y/o Tbr2, se puntearon manualmente sobre las imagenes
y se cuantificaron con la ayuda de un editor grafico de Adobe Photoshop CS8.01 (Adobe
Systems, Inc., San José, CA, USA), siguiendo métodos previamente descritos en nuestro
laboratorio (Nadal-Nicolas et al., 2014).

Figura 2. Fotomontaje de una retina derecha de raton pigmentado marcada con anticuerpos que
reconocen la osteopontina y por tanto identifican las células ganglionares de la retina (CGR) tipo a. El
marcaje con osteopontina identifica el citoplasma, dendritas y segmentos proximales de los axones. En
esta retina se contabilizaron 2.338 CGR. S, superior. T, temporal. Barra = 1 mm. (Gallego-Ortega et
al,, 2022).
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Figura 3. La administracion de DHF activa TrkB. Se evalud la cantidad de proteina TrkB y su
fosforilacién (pTrkB) y ambas se compararon con la Actina en retinas derechas control (c),
experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5 mg/kg ip. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o
Vehiculo (V) y analizadas a los 1, 3 6 7 dias de la seccion intraorbitaria del nervio optico (n=4 retinas
para cada grupo). La cantidad total de Trkb disminuyé en paralelo a la muerte progresiva de CGR, sin
embargo, se observd que después de los 3 dias, la fosforilacion de Trkb fue significativamente mayor
en el grupo tratado con DHF que en el tratado con Vehiculo, indicando su activacion con anterioridad a
los 7 dias (Vidal-Villegas et al., 2021a).

La distribucién de las CGR en cada retina se examind con mapas de isodensidad
para las CGR Brn3a*, o con mapas de vecinos para las poblaciones de CGR m*, OPN*,
OPN*TBr2* 6 OPN*Brn3a*, respectivamente (Galindo-Romero et al., 2013a; Nadal-
Nicolas et al., 2014). Los mapas de isodensidad de las CGR Brn3a se obtuvieron a partir
de los valores obtenidos en cada una de las microfotografias y se presentaron con una
escala de pseudocolor con un rango de O (purpura) a mas de > 2500 (rojo) RGC/mm?.
Los mapas de vecinos de las CGR OPN*Tbr2*é CGR OPN*representan su distribucion
de modo que cada punto corresponde a una célula individual con un color que revela
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el nimero de vecinos en un radio de 0,276 mm de 0-4 (pUrpura) hasta > 32-35 (rojo)
vecinos. Tanto los mapas de isodensidad como los de vecinos se construyeron con
la ayuda del programa Sigmaplot (SigmaPlot 9.0 for Windows; Systat Software, Inc.,
Richmond, CA, USA), siguiendo métodos descritos previamente (Nadal-Nicolas et al.,
2012, 2014; Galindo-Romero et al., 2013) (Fig. 2).

| MAPK |
1d 3d 7d
¢ DHF V DHF V DHF V
Paeteie - YR 20 4244 KD
MAPK - —————— :
-
- —
:14:;? e ——— W= s2u44k0a
Actin = ——— — 42 kDa

»
o

@ onF

@ vehiculo

-
[

e
1

e
1=}

p-p42i44 MAPK/ pa2/44 MAPK
(=]

l- T i i
T
1dia 3dias 7 dias

Figura 4. La administracion de DHF activa la subvia de sefializacion intracelular MAPK, del TrkB.
Superior. Imagenes representativas de Western blot de los niveles de proteina MAPK en muestras de
retinas intactas (c), de retinas experimentales analizadas a los 1, 3 o 7 dias de la seccion intraorbitaria
del nervio optico y tratamiento i.p. diario con 5 mg/kg i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo (V)
(n=4 retinas para cada grupo). Inferior. Histograma de barras en los que se evalué cuantitativamente la
relacioén de proteina fosforilada (p-MAPK) en relacion con la proteina total (MAPK), comparadas con
niveles totales de actina, en experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5 mg/kg i.p. de 7,8
dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo (V) y analizadas a los 1, 3 o 7 dias de la seccion intraorbitaria del
nervio Gptico (n=4 retinas para cada grupo) (Galindo-Romero et al., 2021).

Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en los diferentes grupos experimentales se
efectué con un programa estadistico para Windows (Statistix, V 1.0; Analytical
Software, USA). Los valores se expresaron como medias aritméticas y errores estandar
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de la media. Las poblaciones experimentales se compararon estadisticamente
utilizando el test no paramétrico ANOVA de una via, Kruskal Wallis. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p<0,05.

RESULTADOS

Nuestros estudios documentan por primera vez que la DHF administrada
sistémicamente previene la muerte inducida por la axotomia de las poblaciones de CGR
estudiadas. Mostramos también la diferente respuesta de las CGR Brn3a*, de las CGR
m*y de las CGR q, frente a la lesién. Es mas, estas poblaciones no solamente difieren
en su respuesta a la lesion. sino que difieren en su respuesta a la proteccion mediada
por la DHF, un efecto que se debe a la fosforilacion del receptor TrkB (Galindo-Romero
etal, 2021; Vidal-Villegas et al., 2021) (Fig. 3) y a la activacidn de vias intracelulares de
supervivencia (Galindo-Romero et al., 2021) (Fig. 4)

[32-35]
=

Figura 5. Mapas de isodensidad o de vecinos que muestra la distribucién topografica de las CGR Brn3a*
(A), melanopsinicas (OPN4) (B) y alfa (a) (OPN) (C), en retinas intactas. En la parte inferior izquierda
de cada mapa se indica el nimero total de células contabilizadas en esa retina. A. Las CGR Brn3a
muestran su tipica distribucion por la retina, con una franja de mayor densidad en la hemirretina superior
y densidades mas altas en el cuadrante supero-temporal. B. Las CGR melanopsinicas identificadas con
anticuerpos contra la melanopsina se distribuyen de forma complementaria a las CGR Brn3a. C. Las
CGR alfa, marcadas con anticuerpos contra osteopontina se distribuyen por toda la retina con una
mayor presencia en la hemirretina temporal. S: superior, N: nasal. La escala de color en el mapa de
isodensidades tiene un rango de 0 CGR/mm? (ptrpura) hasta = 2.500 CGR/mm?Z (rojo). La escala de
color del mapa de vecinos oscila desde 0 a 4 (purpura) hasta = 32-35 (rojo) vecinos en un radio de
0,276 mm. (Gallego-Ortega et al., 2021; Vidal-Villegas et al., 2021a).
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Prevencion con DHF de la muerte de las CGR Brn3a* inducida por axotomia

Los resultados del primer grupo sirvieron para examinar la duracion de la
proteccion inducida por la DHF en la poblacién de CGR axotomizadas, tanto la poblacion
general de CGR Brn3a* como de CGR m*. Examinadas al microscopio de fluorescencia,
las retinas derechas o control presentaban un aspecto normal, con su tipica distribucion
de CGR Brn3a* dispuestas con una mayor densidad en una franja horizontal de la
hemirretina superior aproximadamente a un milimetro por encima del disco 6ptico, y
con densidades maximas en el cuadrante supero temporal, corroborando resultados
previos de nuestro laboratorio (Nadal-Nicolas et al., 2012) (Fig. 5).
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Figura 6. Histograma de barras que muestra el porcentaje (en relacién con las retinas derechas control)
de CGR marcadas con Bm3a en retinas experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5 mg/kg
i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo y analizadas a los 7, 10, 14, 21, 30 0 60 dias de la seccion
intraorbitaria del nervio optico. Se observo una proteccion significativa con la administracion de DHF,
comparada con el vehiculo, a los 7, 10, 14 y 21 dias. (Vidal-Villegas et al., 2021a).
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Figura 7. Histograma de barras que muestra el porcentaje (en relacion con las retinas derechas control)
de CGR marcadas con melanopsina en retinas experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5
mg/kg i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo, y analizadas a los 7, 10, 14, 21, 30 6 60 dias de la
seccion intraorbitaria del nervio optico. Tras una disminucion transitoria de la expresion de melanopsina
en ambos grupos a los 7-10 dias, se observo una proteccion significativa en las retinas tratadas con
DHF, evidente a los 14 dias que persistié durante todo el periodo de estudio. (Vidal-Villegas et al.,
2021a).

El examen de las retinas experimentales tratadas con DHF mostraba
densidades de CGR Brna* que eran mayores que las de las retinas tratadas con vehiculo,
analizadas a los 7, 10, 14 6 21 dias de la lesion intraorbitaria del NO. Las retinas
procesadas a intervalos de tiempo superiores (30 ¢ 60 dias) mostraban poblaciones
similares de CGR Brn3a* en las retinas experimentales tratadas con DFH ¢ vehiculo. La
cuantificacién de las poblaciones de CGR Brn3a® supervivientes en ambos grupos
experimentales, documentd que la DHF ejercia un efecto neuroprotector significativo
hasta los 21 dias. La supervivencia de las CGR Brn3a* a los 7, 10, 14 ¢ 21 dias de la
seccién del NO fue del 59% 6 96%(n=8), 28% 6 71% (n=8), 17% 6 65% (n=8) y 13% &
17% (n=8), respectivamente, para las retinas tratadas con vehiculo o DHF. Asi, la
administracion de DHF resultd en la prevencion de la muerte abrupta de las CGR
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inducida por la seccién del NO y en un rescate que se mantuvo significativo hasta los
21 dias de la lesién (Fig. 6).

Prevencion de la muerte de las CGR m* y proteccidén permanente con la DHF

Este primer grupo también sirvid para examinar la duracidon de la proteccién
inducida por la DHF en la poblacién de CGR melanopsinicas axotomizadas. Cuando se
examinaron al microscopio de fluorescencia, las retinas derechas o control presentaban
un aspecto normal, con su tipica distribucion de las CGR m* agrupadas en regiones
complementarias a las CGR Brn3a®, y con densidades mayores en la hemirretina
superior, corroborando hallazgos previos del laboratorio (Galindo-Romero et al.,
2013b; Nadal-Nicolas et al., 2014).

El examen de las retinas experimentales tratadas con vehiculo mostrd que a
los pocos dias de la seccidn intraorbitaria del NO, las densidades de CGR m* estaban
muy disminuidas, de modo que a los 7-10 dias de la lesion la poblacién de CGR m* era
el 13-21% de los valores recogidos en sus retinas contralaterales (control). Las retinas
analizadas a los 14 dias de la lesion mostraban sin embargo que la poblacién de CGR m*
alcanzaba valores alrededor del 38% que no disminuian considerablemente en retinas
analizadas a intervalos mayores de supervivencia de 21, 30 6 60 dias. Estos resultados
sugerfan que como consecuencia de la lesién del NO se produce una disminucion en la
expresion de melanopsina que es transitoria y se recupera a los 14 dias, confirmando
resultados y observaciones previas de nuestro laboratorio documentando la
disminucién transitoria de la expresion de la melanopsina tras la axotomia (Nadal-
Nicolas et al., 2015a, 2015b; Sanchez-Migallon et al., 2018), hipertension ocular aguda
(Rovere et al., 2016), la excitotoxicidad inducida por NMDA (Vidal-Villegas et al., 2019)
o la fototoxicidad (Garcia-Ayuso et al., 2017). Ademas, estos resultados indican que la
axotomia induce un periodo de muerte inicial de CGR m*, que afecta aproximadamente
al 38% de la poblacién a los 14 dias, pero que se estabiliza y no progresa con el tiempo,
pues a los 60 dias la supervivencia de las CGR m* es comparable (Fig. 7). El examen de
las retinas experimentales tratadas con DHF también mostré una reduccién de las
densidades de CGR m* a los pocos dias de la seccidn intraorbitaria del NO, que era
maxima entre los 7-10 dias de la lesidn. Estos resultados sugerian que, al igual que en
las retinas tratadas con vehiculo, se producia una reduccion transitoria de la expresion
de melanopsina. Sin embargo, las retinas tratadas con DHF y analizadas a los 14 dias
mostraban una poblacién de CGR m* de alrededor del 48%, una proporcion superior a
la observada en retinas tratadas con vehiculo y este efecto rescate se mantenia en
retinas analizadas a intervalos mayores de supervivencia de 21, 30 ¢ 60 dias. La
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cuantificacién de las poblaciones de CGR m" supervivientes en ambos grupos
experimentales, documenté que la supervivencia de las CGR m* a los 14, 21, 30 6 60
dias de la seccién del NO fue del 41% 6 52%(n=8), 44% 6 51% (n=8), 43% & 50% (n=8) y
37% 6 48% (n=8), respectivamente, para las retinas tratadas con vehiculo o DHF. Asi,
la administracién de DHF resultaba en una proteccion significativa de las CGR m* que
se mantenia en el tiempo y por tanto era permanente (Fig. 7).
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Figura 8. Histogramas de barras que muestran el porcentaje (en relacién con las retinas derechas
control), de la poblacién general de CGR marcadas con Bm3a, en retinas experimentales izquierdas
tratadas diariamente con 5 mg/kg i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo y analizadas a los 7, 14
0 21 dias de la seccion intraorbitaria del nervio dptico. Las CGR Brn3a muestran su tipica respuesta a
la lesion y proteccion con la DHF (similar a la observada en el grupo anterior, Fig. 4) (Gallego-Ortega
etal, 2021).

Respuesta a lesion y proteccidn de las CGR a

Para poder comparar los resultados del segundo grupo con los del primero, en
este segundo grupo también se analizaron las respuestas a la axotomia vy
administracion de DHF de las CGR BR3a*. Los resultados de este analisis corroboraron
los resultados obtenidos en el grupo anterior (Vidal-Villegas et al., 2021). Las retinas
derechas contralaterales mostraban poblaciones de CGR Brn3a* cuya cuantia y
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distribucion semejaba las observadas en retinas control de estudios previos. Ademas,
estas retinas derechas contralaterales, también ilustraban la disposicion y frecuencia
de las CGR a y los subtipos estudiados. Asi, las CGR a, marcadas con OPN, estaban
distribuidas por toda la retina con densidades mayores en la hemirretina inferior y
maximas en el cuadrante infero-temporal, con un valor total medio que oscild
alrededor de 1.900, lo que supone aproximadamente el 2,4% de la poblacion total de
CGR Bnr3a*. Las CGR aOFF, doblemente marcadas con Brn3ay OPN, presentaban una
distribucion regular por la totalidad de la retina, con un valor total medio de
aproximadamente 780, que apenas representa el 1% de las CGR Brn3a*. El tipo de CGR
aONs/M4, doblemente marcado con OPN y TBr2, presentaba una distribucion regular
por la retina con densidades mayores en la hemirretina inferior y maximas en el
cuadrante inferotemporal, y su valor total medio era de 1.015, lo que supone
aproximadamente el 1,2% de la poblacién de CGR Brn3a*.

Respuestas a la seccién intraorbitaria del nervio éptico y
proteccioén con DHF Control (n=42)
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Figura 9. Histogramas de barras que muestran el porcentaje (en relacion con las retinas derechas
control) de la poblacién de CGR a marcadas con Osteopontina, en retinas experimentales izquierdas
tratadas diariamente con 5 mg/kg i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o Vehiculo y analizadas a los 7, 14
0 21 dias de la seccion intraorbitaria del nervio dptico. La seccion del nervio dptico induce a los 7 dias
una disminucion al 38% de su valor control, que no progresa con el tiempo, y la DHF protege estas
células hasta los 14 dias (Gallego-Ortega et al., 2021).
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En las retinas experimentales izquierdas tratadas con vehiculo, la seccién del
NO resultaba en la degeneracion masiva de las CGR Brn3a*, de modo que a los 7 dias
habian desaparecido practicamente el 55% de la poblacién original y a los 21 dias la
poblacion superviviente solo era del 10-11%. Estos resultados contrastaban con los
resultados de las retinas izquierdas de los animales con seccidon del NO y administracion
de DHF, en los que a los 7 dias sobrevivia aproximadamente el 94% de la poblacién
original y a los 21 dias el efecto protector era aun significativo, aunque menor, con una
supervivencia del 15% de la poblaciéon original (Fig. 8). En resumen, unos resultados
comparables a los que se obtuvieron en el primer grupo (Fig. 6).
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Figura 10. Histogramas de barras que muestran el porcentaje (en relacion con las retinas derechas
control), de la poblacién de CGR a-OFF marcadas doblemente con Osteopontina y Brn3a, en retinas
experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5 mg/kg ip. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF) o
Vehiculo y analizadas a los 7, 14 6 21 dias de la seccion intraorbitaria del nervio dptico. La seccion del
NO induce a los 7 dias una pérdida masiva de estas CGR con la supervivencia de aproximadamente
el 0,5% que no responden a la proteccién con DHF (Gallego-Ortega et al., 2021).

La respuesta de las CGR a y sus subtipos a la seccién del NO y administracién
de vehiculo era diferente. Las CGR a, presentaban a los 7 dias una supervivencia media
de aproximadamente un 36% que no disminuia significativamente a intervalos
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crecientes de supervivencia de 14 6 21 dias, indicando que tras una disminucion rapida
e importante de la poblacion de CGR a, éstas mostraban una particular resiliencia pues
la muerte no progresaba en el tiempo (Fig. 9). La poblacién de CGR a-OFF, sin embargo,
mostré una degeneracién abrupta y masiva, apenas se contabilizaban tres o cuatro CGR
OPN* Brn3a* en cada una de las retinas analizadas a los 7, 14 6 21 dias, de modo que la
poblacion superviviente no alcanzaba el 0,5% de su valor original (Fig. 10). Las CGR
0oONs (OPN*Tbr2*) presentaron a los 7 dias una gran reduccién en su supervivencia
media de aproximadamente un 27% que no progreso significativamente a intervalos
crecientes de supervivencia de 14 6 21 dias, indicando que, tras una disminucién rapida
e importante, esta poblacién se mantenia en el tiempo (Fig. 11).

Respuestas a la seccion intraorbitaria del nervio optico y
proteccion con DHF Control (n=42)
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Figura 11. Histogramas de barras que muestran el porcentaje (en relacion con las retinas derechas
control) de la poblacién de CGR a-ON-Sostenidas marcadas doblemente con Osteopontina y Tbr2, en
retinas experimentales izquierdas tratadas diariamente con 5 mg/kg i.p. de 7,8-dihidroxiflavona (DHF)
o0 Vehiculo y analizadas a los 7, 14 6 21 dias de la seccion intraorbitaria del nervio optico. La seccion
del NO induce a los 7 dias una disminucion al 26% de su valor original, que no progresa
significativamente con el tiempo, y la DHF produce una proteccion transitoria hasta los 14 dias (Gallego-
Ortega et al., 2021).
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La respuesta de las CGR a y sus subtipos a la seccion del NO y proteccion con
DHF también resultd diferente. Las CGR a presentaban a los 7 y 14 dias una
supervivencia significativamente superior a la observada en las retinas tratadas con
vehiculo, pero no a los 21 dias, sugiriendo que la DHF tiene un efecto rescate
significativo, pero transitorio (Fig. 9). Para la poblacién de CGR a-OFF no se pudo
evidenciar ningun tipo de rescate con la DHF; las retinas mostraban el mismo aspecto
que las retinas tratadas con vehiculo analizadas a diferentes intervalos de supervivencia
de 7 a 21 dias, apenas se contabilizaban algunas células en cada una de las retinas
analizadas (Fig. 10). Las CGR aONs (OPN*Tbr2*), en las retinas tratadas con DHF vy
comparadas con las retinas tratadas con vehiculo, mostraban supervivencias muy
superiores a los 7 dias, significativas a los 14 dias, pero sin diferencia a los 21 dias,
indicando un importante efecto rescate de la DHF en periodos iniciales, pero transitorio
(Fig. 11).

DISCUSION

Hemos utilizado técnicas desarrolladas en nuestro laboratorio para identificar,
contar y mapear las respuestas de diferentes poblaciones de CGR en la retina de la rata
adulta albina, la poblacion general de CGR Brn3a*, la poblacién de células
melanopsinicas, y la poblacién de células a incluyendo el tipo aONs/M4 vy la
subpoblacién a-OFF, a la seccion intraorbitaria del nervio éptico y administracion
sistémica de la 7,8-dihidroxiflavona (DHF).

La DHF tiene efectos neuroprotectores en multiples modelos de enfermedades
neurodegenerativas, mediados por la activacién del receptor TrkB de alta afinidad del
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Emili et al., 2020). Tras la seccién del
nervio dptico se producen cambios importantes en la expresion génica, que no son muy
bien comprendidos (Agudo et al., 2008. 2009, Agudo-Barriuso et al., 2013), pero que
afectan a multiples vias implicadas en la apoptosis (Agudo et al., 2009; Sanchez-
Migallon et al., 2011; 2016; Almasieh et al., 2012). En efecto, la muerte inducida por la
seccién del nervio éptico se puede prevenir significativamente con la administracion de
factores antiapoptdticos (el inhibidor de la caspasa 3 (Z-DEVD-fmk) o de BDNF (Vidal-
Sanz et al., 2000), y al menos el 50% de las CGR que degeneran tras la axotomia
expresan Caspasa 3 activa (Sanchez-Migallon et al., 2016), corroborando que la muerte
inducida por axotomia es apoptdtica y se puede prevenir. Sin embargo, hasta nuestros
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estudios, no se habian analizado con detalle los efectos in vivo de la DHF en la retina
(Galindo-Romero et al., 2021; Gallego-Ortega et al., 2021; Vidal-Villegas et al., 2021).

Alteraciones funcionales

Ademas de las devastadoras consecuencias que tiene la seccion del NO para la
poblacion de CGR, se producen también, pronto después de la lesion, alteraciones
funcionales en la retina. Cuando se examinan las respuestas electrorretinograficas
frente a estimulos luminosos de campo completo se aprecian alteraciones importantes
a las 24 horas de la lesién en las ondas b, que reflejan la actividad de las células
bipolares, asi como en la onda escotdpica umbral que refleja la actividad de las CGR
(Alarcon-Martinez et al., 2009, 2010; Gallego-Ortega et al., 2021). Sin embargo, se
desconocia si la administracion de protectores como la DHF, preservaba también la
funcién de estas neuronas. En estudios longitudinales en los que se examind la
respuesta electrorretinografica de la retina tras la seccién del nervio dptico y la
administracion de vehiculo o DHF, se documentd que en las retinas tratadas con
vehiculo se registraban alteraciones significativas y progresivas de las ondas
escotdpicas umbrales. Estos resultados reflejan la degeneracion de las CGR vy
corroboran estudios previos que han documentado previamente la degeneracion de
CGR tras la lesion del NO (Alarcon-Martinez et al., 2009; 2010), la hipertensiéon ocular
aguda (Gallego-Ortega et al., 2020) o crénica (Cuenca et al., 2010). En retinas tratadas
con DHF se apreciaron ondas escotdpicas umbral que se mantenian durante los 21 dias
del estudio sugiriendo que la DHF no solo contribuye a la supervivencia de una
proporcion importante de CGR, sino que ademas mantiene sus propiedades
funcionales (Gallego-Ortega et al., 2021).

Estudios previos han sugerido que algunos tipos de CGR presentan una
supervivencia a la lesion mayor que el resto de la poblacion de CGR (Cui et al., 2015;
Duan et al.,, 2015; Vidal-Sanz et al., 20153, 2015b, Agudo-Barriuso et al., 2016; Tran et
al.,, 2019). Pero el comportamiento de la poblacién general de CGR es sin duda
resultado del promedio de todos sus tipos y sabemos que, en roedores, en concreto en
el ratdon, hay hasta 46 tipos diferentes de CGR, cada uno con sus caracteristicas propias
morfoldgicas, funcionales y moleculares (Tran et al., 2019). Es importante pues, tratar
de conocer la respuesta de cada uno de estos tipos diferentes, pero en ausencia de
marcadores individuales nuestro mejor abordaje a este problema consiste en la
utilizacion de marcadores que identifican poblaciones o subpoblaciones de CGR. Asi,
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hemos investigado las respuestas de las CGR Brn3a*, melanopsinicas vy alfa, pues son
ejemplos de poblaciones diferentes, que se pueden identificar con anticuerpos contra
Brn3a*, melanopsina, y osteopontina, respectivamente.

Respuestas de las CGR Brn3a* a la lesién

Las CGRBrn3a* suponen aproximadamente el 96% de las CGR, e incluyen
muchos tipos de CGR diferentes que tienen en comun que vehiculan la informacion
necesaria para la formacion de imagenes y percepcion visual consciente. Por tanto, la
respuesta de las CGR Brn3a* a la seccion del NO y a la neuroproteccion con DHF es
seguramente el promedio de las respuestas de cada uno de los tipos que componen
esta poblacién. No obstante, las CGRBrn3a* muestran una respuesta consistente a la
lesidn y proteccion, refrendada por muchos estudios independientes (Vidal-Sanz et al.,
2017), y si bien a los 7 dias se produce ya la pérdida de un 40% de la poblacion, esta
pérdida se puede prevenir con moléculas protectoras practicamente en su totalidad,
aunque de forma transitoria. Queda pues por investigar y determinar cuales de los tipos
gue se agrupan dentro de la poblacion de CGR Brn3a* responden a la proteccién con
DHF y qué via o vias intracelulares de sefializacion de supervivencia se activan en cada
caso.

Respuestas de las CGR melanopsinicas a la lesion

Las CGR melanopsinicas (m*) muestran una particular resistencia a diferentes
tipos de lesidn, incluida la excitotoxicidad inducida por NMDA (Vidal-Villegas et al.,
2019), la hipertension ocular aguda (Rovere et al., 2016) o crdnica (Valiente-Soriano et
al., 2015; VanderWall et al., 2020), o la fototoxicidad inducida por luz (Garcia-Ayuso et
al., 2017). En nuestros estudios, las CGR m* presentaban una mayor supervivencia tras
la seccion del nervio dptico, corroborando estudios previos de éste (Nadal-Nicolas et
al., 2015a, 2015b; Sanchez-Migallon et al., 2018; Vidal-Villegas et al., 2021) y otros
(Robinson y Madison, 2004; Pérez de Sevilla et al., 2014) laboratorios. Las CGR m*, son
una poblacion distinta de las CGR Brn3a*, en la actualidad hay descritos 6 tipos (M1-
M6) de CGR melanopsinicas en el raton y 5 tipos (M1-M5) en la rata (Vidal-Villegas et
al., 2021b), y suponen aproximadamente un 2,5% de la poblacidn total de CGR en la
rata (Nadal-Nicolas et al, 2014). Incluso para esta poblacidon tan pequefia, las
respuestas observadas probablemente sean el promedio de al menos tres tipos
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diferentes, pues los anticuerpos contra la melanopsina identifican los tipos M1-M3 que
expresan mayores cantidades de melanopsina (Vidal-Villegas et al., 2021b). Es mas,
incluso las M1, el tipo mas numeroso (Do et al., 2019), es heterogéneo en su funcion y
territorios que inerva, pudiendo subdividirse segln exprese Brn3b en dos poblaciones
diferentes (Chen et al., 2011; Beier et al., 2021, 2022). El comportamiento de estas CGR
m*, también es consistente, presentan una resistencia particular a la axotomia (por
seccion completa o aplastamiento) (Nadal-Nicolas et al., 2015a) de modo que a los 14
dias de la lesién sobrevive aproximadamente el 40% de esta poblacion, sin que se
aprecien disminuciones significativas con el tiempo.

Respuestas de las CGR a a la lesidn

Nuestros resultados corroboran estudios previos que sugieren una mayor
resistencia de las CGR a (Duan et al., 2015; Tran et al., 2019; VanderWall et al., 2020),
y documentan que diferentes tipos de CGR a muestran comportamientos diferentes.
La poblacién de las CGR a, supone aproximadamente un 2,5% de la poblacion total de
las CGR en la rata adulta, y difieren también en su mayoria de las CGR Brn3a*y de las
CGR m*, aunque una pequefia proporcién de las CGR q, las a-OFF que suponen un 0,9%
de la poblacidn total de CGR, también expresan Brn3a, y las aONs corresponden al tipo
M4 de las CGRif, pero este tipo de CGR no se marca con melanopsina, y representan el
1,2% de todas las CGR (Gallego-Ortega et al., 2021). Las CGR a, como poblacién,
también presentan una reduccién rdpida tras la seccion del NO pues a los 7 dias se
aprecia la pérdida del 60% de la poblacién original que, sin embargo, no progresa en el
tiempo. Un comportamiento similar presenta el tipo de CGR aONs, mientras que la
subpoblacién de CGR a-OFF resulta ser extremadamente sensible a la lesion con su
practica desaparicion.

Comparacion de las respuestas de diferentes tipos de CGR a la lesién

Cuando se comparan las respuestas de las CGR Brn3a* versus las CGR m* llama
la atencion que las CGR m* tienen una muerte menor; e. g. a los 14 dias de la lesién las
CGR m* presentan una disminucion del 60%, frente al 83% de la poblacién general de
CGR Brn3a*. Ademas, la muerte de las CGR m* no progresa en el tiempo, de modo que
a los 60 dias persiste en la retina una poblacién de CGR m*" comparable. Las CGR a
también muestran una particular resiliencia a la seccidn del nervio dptico pues tras una
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disminucién abrupta de la poblacidn, ostensible a los 7 dias de la lesidn, no se aprecia
progresion de la muerte de estas células. Mientras que el tipo ®ONs/M4 muestra una
resiliencia similar a la poblacién general de CGR a, la poblacion de CGR a-OFF son muy
sensibles a la lesion y a los 7 dias practicamente han desaparecido de la retina.

Respuestas de diferentes tipos de CGR a la neuroproteccion

La respuesta de las CGR a la proteccion con DHF también varia notoriamente
segun las poblaciones estudiadas. La poblacién general de CGR Brn3a* presenta una
respuesta al tratamiento con la DHF, que es muy significativa en los primeros 14 dias
tras la lesion, persiste hasta los 21 dias y luego desaparece. El efecto protector de la
DHF también es significativo, aunque menor en su magnitud, en la poblacion de CGR
melanopsinicas, pero a diferencia de las Brn3a*, en las melanopsinicas el efecto rescate
es permanente. En la poblacién de CGR a también se aprecia un efecto protector de la
DHF en los periodos iniciales que tiende a disiparse con el tiempo, algo parecido a lo
que se observa en el tipo de CGR aONs/M4 con una muy buena proteccion inicial que
desaparece a los 21 dias. Sin embargo, la DHF no parece ejercer proteccién alguna
frente a la axotomia en la poblacién de CGR a-OFF. En resumen, la administracién i.p.
de DHF previene la muerte de las tres poblaciones de CGR que hemos examinado,
resultando en un rescate muy amplio pero transitorio de las CGR BRn3a*, un rescate
sustancial y permanente de las CGR m*y en un rescate mas moderado pero transitorio
en las CGR a.

Corolario final

Los estudios previos de la utilidad de la dihidroxiflavona como neuroprotector
en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas indican que uno de los
posibles mecanismos de actuacion es por la activacion selectiva del receptor TrkB, su
fosforilacion y activacion subsecuente de las vias intracelulares de supervivencia (Jang
et al., 2010; Emili et al., 2020). En nuestros estudios en la retina hemos documentado
también que la administracion sistémica de la DHF resulta en la fosforilaciéon y
activacién de las vias de sefializacion intracelular, implicadas en la supervivencia,
PI3K/AKT y MAP/ERK (Galindo-Romero et al., 2021; Vidal-Villegas et al., 2021). Es
tentador sugerir que el mecanismo por el que la DHF previene la muerte de las CGR
tras la axotomia sea por el blogueo de estas vias intrinsecas y extrinsecas de la
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apoptosis (Galindo-Romero et al., 2021), y seria interesante conocer si son estas vias, u
otras, las que se activan en las diferentes poblaciones de CGR estudiadas o en cada uno
de los tipos particulares de CGR que las componen.

En resumen, nuestros trabajos indican que tipos diferentes de CGR tienen
respuestas idiosincraticas y por tanto diferentes a la lesién y su prevencion. Una
hipdtesis que ha recibido mucha atencion recientemente pues ha sido explorada en
multiples trabajos (Valiente-Soriano et al., 2015; Vidal-Sanz et al., 2015a, 2015b; Agudo-
Barriuso et al., 2016; Ou et al., 2016; Rovere et al., 2016; Christensen et al., 2019;Tran
et al., 2019; VanderWall et al., 2020; Yang et al., 2020), incluidos los nuestros mas
recientes (Galindo-Romero et al., 2021; Gallego-Ortega et al., 2021; Vidal-Villegas et al.,
2021).

Como las tres poblaciones analizadas en estos estudios son distintas, pues en
general las CGR no coexpresan Brn3a, melanopsina y osteopontina, nuestros resultados
muestran que la respuesta a la proteccién con DHF difiere en estas tres poblaciones
analizadas, y sugieren ademas que los tipos que componen las Brn3a, que en conjunto
muestran la mejor proteccién con la DHF, aln estdn por caracterizar. Una de las lineas
de trabajo futura mas ilusionante consiste en dilucidar el comportamiento de cada uno
de estos tipos de CGR a la lesion y su respuesta a la neuroproteccion. Descifrar los
mecanismos moleculares responsables de estas respuestas diferentes puede ayudar
sin duda a conocer mejor como tratar o modificar la respuesta neuronal a la lesion.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la seccion intraorbitaria del nervio éptico
induce la degeneracion de las CGR, pero esta respuesta degenerativa difiere segin la
poblacion de CGR analizadas, la poblaciéon de CGR formadora de imagenes (CGR
Brn3a*), la poblacién de CGR melanopsinicas responsables de las funciones no
formadoras imagenes (CGR m*), la poblacion de CGR a (CGR OPN*) incluyendo el tipo
de CGR aONs/M4 (CGR OPN*Tbr2*) y la subpoblacion de CGR a-OFF (CGR OPN*Brn3a*).

Tras la seccién intraorbitaria del nervio dptico, la administracion de vehiculo
resulta en la pérdida abrupta y masiva de las CGR a-OFF (CGR OPN*Brn3a*); en la
pérdida masiva y progresiva de las CGR formadora de imagenes (CGR Brn3a*); y en una
pérdida menor y no progresiva de las CGR melanopsinicas (CGR m*), la poblacién de
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CGR a (CGR OPN*), y el tipo de CGR aONs/M4 (CGR OPN*Tbr2*), sugiriendo que estas
Ultimas presentan una resistencia particular a la lesién.

El tratamiento con DHF resultd en una supervivencia significativa de las
poblaciones CGR Brn3a*, GRR m*, CGR OPN*, y del tipo aONs/M4 (CGR OPN*Tbr2*),
indicando que estas poblaciones responden a la proteccién inducida por la DHF. Sin
embargo, la subpoblacién de CGR a-OFF (CGR OPN*Brn3a*) no responde a la proteccién
inducida por DHF.
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