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Las siguientes son observaciones originales recogidas de nuestros estudios sobre la respuesta de 

las células de microglia, macroglia y ganglionares instrinsicamente fotosensibles a la luz en dos modelos 

animales de degeneración hereditaria de los fotorreceptores la rata P23H-1 y la rata RCS y en ratas 

normales tras una o varias inyecciones intravitreas. 

 

Contribuciones científicas: 

Hemos desarrollado un método fiable y reproducible para la cuantificación de las células de 

microglia en secciones retinianas de criostato, y que nos permite establecer la capa de la retina en la 

que se encuentran estas células.  

Hemos perfeccionado un método semiautomático de cuantificación de células de microglia por 

inferencia en retinas montadas a plano previamente desarrollado en nuestro laboratorio.  

Hemos caracterizado el curso temporal de pérdida de fotorreceptores en las ratas P23H-1 y 

RCS describiendo que éste comienza antes del mes de edad y que avanza de manera progresiva. 

Hemos caracterizado el curso temporal y cuantificado la migración de las células de microglia 

desde las capas internas hacia las externas de la retina en los dos modelos de degeneración hereditaria 

de los fotorreceptores. 

Hemos documentado que en las primeras fases de degeneración retiniana existe división 

celular en las células de microglia en los dos modelos de degeneración hereditaria de los 

fotorreceptores. 

Hemos descrito la relación espacio-temporal de la degeneración de los fotorreceptores y la 

respuesta de las células de glía retiniana en animales muy jóvenes en los dos modelos de degeneración 

hereditaria de los fotorreceptores. Hemos analizado, en detalle, las similitudes y diferencias entre los 

dos modelos. 

Hemos descrito que en las ratas P23H-1, las mRGCs se ven afectadas por la degeneración de 

los fotorreceptores de manera similar a la población general de CGRs. Además, hemos decrito como la 

expresion de Brn3a en las mRGCs aumenta de manera significativa tras la degeneración de 

fotorreceptores.   

Hemos documentado que la degenerenacion del árbol dentritico de las mRGCs es similar en 

las ratas P23H de la línea 1 y de la línea 3, cepa en la cual la degeneración de los fotorreceptores es 

más lenta.   

 

Hemos demostrado que las inyecciones intravítreas, independientemente de la sustancia 
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utilizada, producen una respuesta en las células de micro y macro glia de la retina. Y que esta respuesta 

es mayor tras la inyección de ciertas sustancias y varias inyecciones. Hemos descrito que tras una 

inyección intravitrea encontramos una leve respuesta/activación de las células de microglia de los ojos 

contralaterales. 

Hemos documentado que la inyección intravítrea del anticuerpo humanizado bevacizumab 

produce una gran activación de las células de microglia de la retina de rata. 
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1 RESUMEN 

 

Objetivos 

Estudiar el curso temporal de muerte de los fotorreceptores y la respuesta de las células de macro y 

microglia en el inicio de la degeneración de la retina, en dos modelos animales de degeneración 

hereditaria de los fotorreceptores con diferentes mecanismos: la rata P23H-1 y la rata Royal College of 

Surgeons (RCS). 

Estudiar la población de células ganglionares de la retina intrínsecamente sensibles a la luz que 

expresan melanopsina (mCGRs) en uno de los modelos de degeneración hereditaria de fotorreceptores: 

la rata P23H-1. 

Investigar la respuesta de las células de macro y microglia de la retina de la rata adulta tras una o 

varias inyecciones intravítreas (IIV). 

 

Material y métodos. 

 

Para estudiar la evolución de la degeneración de la retina se utilizaron dos modelos de degeneración 

hereditaria de los fotorreceptores con paradigmas diferentes, la rata P23H-1 y la RCS, y como controles 

sanos la rata Sprague Dawley (SD) y la Pieval Virol Glaxo (PVG), respectivamente. Los animales fueron 

procesados entre los 10 y 60 días de edad y se realizaron secciones transversales en criostato de sus 

retinas. Las secciones fueron inmunodetectadas con anticuerpos contra; i) rodopsina para detectar los 

segmentos externos de los bastones, ii) Opsinas L/M y S para detectar los segmentos externos de los conos, 

iii) molécula ionizadora adaptadora de enlace de calcio1 (Iba1) para detectar las células de microglia, iv) 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP) para detectar las células de macroglia , v) antígeno nuclear de células 

proliferantes (PCNA) para detectar células en división celular, vi) isolectina B4 (IB4) para detectar las células 

de microglia y vasos sanguíneos. Además, se cuantificaron las filas de núcleos de los fotorreceptores en la 

capa nuclear externa y las células de microglía en todas las capas de la retina.  

 

Para estudiar la población de mCGRs en las ratas P23H-1 y P23H-3 se utilizaron animales con 30, 365 

y 540 días de edad y como control se utilizaron ratas SD con la misma edad. Tras diseccionar y montar a 

plano las retinas, éstas se inmunodetectaron con anticuerpos contra melanopsina y/o Brn3a para detectar 

la población de mCGR y la población general de células ganglionares de la retina (CGR), respectivamente. 

Finalmente, se cuantificaron dichas poblaciones y se representó gráficamente su distribución en la retina 

mediante el uso de mapas de isodensidad para las CGRs y mapas de vecinos para las mCGRs. Además, de 

estas últimas se analizó su arborización dendrítica. 

 

Para investigar la respuesta de las células de macro y microglia tras una o varias IIV se utilizaron ratas 

hembra adultas SD. Estas recibieron una o tres IIV (una cada 7 días) de  anticuerpo anti VEGF derata (5 μl, 

0,015 μg / μl), triamcinolona (2,5 o 5 μl, 40 μg / μL, Trigón Depot), bevacizumab (5 μL y 25 μg / µL, Avastin), 

o sus vehículos (PBS y solución salina equilibrada (BSS)). Las retinas se analizaron 7 días después de la 

última inyección, se montaron a plano y se incubaron con anticuerpos contra: i) Iba1, ii) GFAP y iii) vimentina 

(marcador específico de las células de Müller). Las células de macro y microglia fueron analizadas 
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cualitativamente, además las células de microglia fueron analizadas cuantitativamente mediante un 

método semiautomático. 

 

En todos los estudios las retinas fueron examinadas con un microscopio de fluorescencia. En el estudio 

de las IIV también se utilizó además microscopía confocal. 

 

 

Resultados. 

 

Al analizar las retinas en los animales con degeneración retiniana, se observó que la degeneración de 

los fotorreceptores comenzaba antes y progresaba más rápidamente en las ratas P23H-1 que en las ratas 

RCS. Sin embargo, en ambos modelos de degeneración, la activación de las células de microglía ocurría 

simultáneamente a la muerte de los fotorreceptores; mientras que la sobreexpresión de GFAP en los 

astrocitos y células de Müller, comenzaba más tarde y con mayor intensida en estas últimas. A medida que 

progresaba la degeneración, en contraste con los animales sanos, encontramos células microgliales en las 

capas nuclear externa y de los segmentos externos de los fotorreceptores. Además, el número de células 

microgliales aumentó en la totalidad de la retina, pero disminuyendo en la retina interna y aumentando en 

la retina externa. Tanto el número total de células de microglia como la migración de las mismas desde las 

capas internas hacia las externas fue mayor en las ratas RCS. El mayor número de células microgliales en 

las retinas degeneradas no se puede explicar solamente con la migración intrarretiniana y además la 

inmunodeteccion de PCNA reveló proliferación microglial en ambos modelos, aunque más importantemente 

en las ratas RCS. 

Cuando se analizó la población de mRGCs y de CGRs  en las ratas P23H-1 jovenes comparadas con los 

animales controles se observó una disminución significativa en las CGRs que expresan Brn3a, pero no de 

mRGCs.  Sin embargo, en las ratas P23H-1 adultas se observó una disminución del número de mRGCs y de 

CGRs de un 22.6% y un 28,2% a los 365 y 540 días de edad, respectivamente. Además, con el tiempo se 

observó una disminución en los parámetros de arborización dendrítica de las mRGCs tanto en las ratas 

P23H-1 como en las ratas P23H-3 (cepa en la que la degeneración de la retina es más lenta). 

Al analizar la coexpresión de Brn3a y melanopsina en las ratas P23H-1 se encontró un porcentaje 

significativamente superior de coexpresión de ambos marcadores ya a 30 días de edad (3.31%) con 

respecto a los animales control (0.27%), además, este porcentaje de coexpresión aumentaba con la edad 

en las ratas P23H-1 (10,65% a 540 días de edad). Estos cambios celulares y de expresión se observaron 

solamente en los animales con degeneración hereditaria de los fotorreceptores (P23H-1), ya que en las 

ratas SD no se observó ningún cambio en la población general de CGR, ni en las población de mRGCs, ni 

en el porcentaje que mostró coexpresión (0.27%). 

 

Finalmente, en las retinas tratadas con las IIV se encontró en la zona de la inyección y a lo largo de toda 

la retina una importante respuesta de las células de macro y microglia, sin importar la sustancia inyectada; 

y esta respuesta fue mayor en las retinas que habían recibido varias inyecciones. También se observó una 

leve respuesta de las células de microglia tras las IIV en las retinas contalaterales que no habían sido 
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inyectadas. Cuando se inyectó  el anticuerpo humanizado bevacizumab, este causó una reacción/respuesta 

microglial tan fuerte que no se pudieron cuantificar las células de microglia.  

Al analizar la respuesta de las células de macroglia a las IIV se observaron dos tipos de respuesta: hipertrofia 

astrocítica e hipertrofia de los pies de las células de Müller. La hipertrofia de los astrocitos se observó en 

toda la superficie de las retinas inyectadas, mientras que la hipertrofia de los pies de las células de Müller 

sólo se observó en zonas bien definidas de la retina tras las inyecciones de triamcinolona y/o tras 

inyecciones repetidas. 

 

Conclusiones. 

 

En las degeneraciones hereditarias de los fotorreceptores la degeneración de la retina tiene un 

patrón diferente dependiendo del mecanismo etiopatogenico. En los dos modelos estudiados, la 

activación y migración de las células de microglia es simultánea a la muerte de los fotorreceptores, 

mientras que la respuesta de las células de macroglia es más tardía. La respuesta de la microglia no se 

puede explicar solamente en base a la muerte de los fotorreceptores ya que en los dos modelos existe 

una muerte severa de los fotorreceptores pero la respuesta de la microglia es mayor en las ratas RCS. 

Por lo tanto, en las ratas RCS la inflamación retininana es mayor y probablemente respondería mejor a 

un tratamiento antinflamatorio dirigido a la inhibición de las células de microglia. 

Tras la degeneración de los fotorreceptores hay una perdida secundaria de la población general 

de CGRs y de mCGRs. Las mCGRs supervivientes mostraron parámetros de arborización dendrítica 

disminuidos y aumento de la coexpresión de Brn3a y melanopsina. Estos cambios fenotípicos y 

moleculares pueden representar un esfuerzo de las mCGRs capaces de expresar Brn3a para resistir a la 

degeneración y / o supervivencia preferencial de las mCGRs. 

Las inyecciones intravítreas causan una respuesta en las células de macro y microglia que varía 

dependiendo de las sustancias inyectadas y del número de inyecciones. A mayor número de inyecciones 

mayor respuesta. Además la respuesta inflamatoria de la glía puede influir en los efectos de las 

sustancias inyectadas en la retina. 
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2 SUMMARY. 

 

Purpose. 

To study the temporal course of photoreceptor cell death and macro and microglial reactivity in two 

rat models of retinal degeneration with different etiologies: the P23H- 1 and the Royal College of 

Surgeons (RCS) rat strains. 

To study the population of intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (melanopsin-expressing 

RGCs, m+RGCs) in a rat model of inherited photoreceptor degeneration: theP23H-1 strain.  

To investigate the macro and microglial response of the normal rat retina after one or several 

intravitreal injections. 

 

Material y methods. 

 

To study the evolution of degeneration in two models of inherited retinal degeneration, we have used the 

P23H-1 and Royal College of Surgeon rat strains, and control age-matched animals: Sprague Dawley (SD) 

for the P23H1 rats and Pieval Virol Glaxo (PVG) for the RCS rats. The animals were sacrificed at different 

postnatal ages (P) (from P10 to P60), and their retinas were cryostat cross-sectioned. Sections were 

immunodetected with antibodies against: i) rhodopsin to label the rod outer segment, ii) L/M and S opsin to 

label the cone outer segments, iii) ionized calcium-binding adapter molecule1 (Iba1) to label microglial cells, 

iv) glial fibrillary acid protein (GFAP) to label macroglial cells, v) proliferating cell nuclear antigen (PCNA) to 

label cellular proliferation, and vi) isolectin B4 (IB4) to detect microglial cells and blood vessels. The numbers 

of photoreceptor nuclei rows in the outer nuclear layer and of microglial cells in the different retinal layers 

were quantified. 

To study the population of m+RGCs in P23H-1 rats we have used 30, 365, and 540 days old animals 

(P30, P365 and P540). As controls, we have used age-matched SD rats. The retinas were dissected as 

whole-mounts and immunodetected with antibodies against melanopsin and Brn3a to detect m+RGCs and 

the general population of RGCs, respectively. These populations were quantified and their distribution 

graphically represented with  isodensity maps (for RGCs) and neighbour maps (for mRGCs). In addition, 

some morphometric dendritic parameters of m+RGCs were analysed.  

 

To investigate the response of macro and microglial cells after one or more intravitreal injections (IVI) we 

used SD rats. The left eye received one or three (one every 7 days) IVI of anti-rat VEGF (5 μL; 0.015 μg/μL), 

triamcinolone (2.5 or 5 μL; 40 μg/μL; Trigón® Depot), bevacizumab (5 μL; 25 μg/μL; Avastin®), or their 

vehicles (PBS and balanced salt solution). Seven days after the last injection retinas were dissected as 

whole mounts and incubated with antibodies against: i) Iba1, ii) GFAP, and iii) vimentin (to label Müller cells). 

Macroglial cells were qualitatively analysed, while microglial cells were quantified using a semiautomatic 

method.  

In all studies retinas were examined with a fluorescence microscope, and some retinas that received IVI 

were observed with confocal microscopy. 
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Results. 

 

In young animals with inherited retinal degeneration, photoreceptor degeneration starts earlier and 

progresses quicker in P23H-1 rats than in RCS rats. However, in both models, microglial cell activation 

occurs simultaneously with the initiation of photoreceptor death while GFAP over-expression in astrocytes 

and Müller cells begins later. As degeneration progresses, the total numbers of microglial cells in the retina 

increase and the numbers of microglial cells in the different layers increase in the outer retinal layers, but 

decrease in the inner retinal layers, more markedly in RCS rats. Microglial cells reach the outer nuclear and 

outer segment layers in both models. The higher number of microglial cells in dystrophic retinas cannot be 

fully accounted by intraretinal migration and PCNA immunodetection revealed microglial proliferation in both 

models, but more importantly in the RCS rats.  

Young (P30) P23H-1 rats had significantly lower numbers of Brn3a+RGCs than P30 SD control rats, while 

the population of m+RGCs was similar in both strains at this age. However, in adult P23H-1 rats there was 

a decrease in the number of m+RGCs and RGCs of 22.6% and 28.2% at 365 and 540 days of age, 

respectively. In addition, a decrease in morphometric dendritic parameters of m+RGCs was observed over 

time in both P23H-1 and P23H-3 rats (a rat line with a slower retinal degeneration). 

When analysing the co-expression of Brn3a and melanopsin in the P23H-1 rats, a significantly higher 

percentage of co-expression of both markers was found in m+RGCs already at P30 (3.31%) when compared 

to control animals (0.27%). This co-expression increased with age reaching 10.65% at P540.  

Finally, in the retinas treated with IVI we found that all the injected substances caused an important micro- 

and macroglial response locally at the injection site and all throughout the injected retina. This response 

was exacerbated by repeated IVI. In the contralateral non-injected eyes there was a microglial response as 

well, but it was milder than in the injected eye. The IVI of the humanized antibody bevacizumab caused a 

very strong microglial reaction in the treated retina. Two types of macroglial response were observed: 

astrocyte hypertrophy and Müller end-feet hypertrophy. While astrocyte hypertrophy was widespread 

throughout the injected retina, Müller end-feet hypertrophy was observed only in a specific area of the retina 

and was more extensive with triamcinolone or after repeated injections. 
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Conclusions. 

 

 In hereditary photoreceptor degenerations, the observed retinal changes vary depending on the 

etiopathogenic mechanism. In both models, photoreceptor death and microglial cell activation and 

migration occurred simultaneously, while the macroglial cell response is delayed. The activation of microglial 

cells in the degeneration process cannot be explained in the basis only of photoreceptor death: these cells 

participate more actively in the RCS model. Thus, this model is more inflammatory and would probably 

respond better to interventions aimed to inhibit microglial cells. 

 

 Inherited photoreceptor degeneration was followed by secondary loss of RGCs labelled with Brn3a 

and mRGCs. Surviving mRGCs showed decreased dendritic morphometric parameters and increased 

coexpression of Brn3a and melanopsin. These phenotypic and molecular changes may represent an effort 

of mRGCs to resist degeneration and/or preferential survival of the cells capable of synthesizing Brn3a. 

 

 Intravitreal injections cause micro- and macroglial responses that vary depending on the injected 

agent and the number of injections.  The higher the number of injections, the greater the response. This 

inflammatory glial response may influence the effects of the injected substances on the retina. 
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3 INTRODUCCIÓN. 

 

3.1. Anatomía del ojo 

El ojo es el órgano principal del sentido de la vista, su forma es casi esférica y está formado por 

tres capas concéntricas: la túnica más externa que se compone de esclera y córnea, la capa intermedia o 

úvea y la capa más interna o retina (Figura 1).  

La túnica externa del ojo está formada en el polo anterior por la córnea (la primera “lente” del 

sistema óptico del ojo), ésta es transparente y se encarga de refractar los rayos luminosos hacia el cristalino 

(segunda “lente” del sistema óptico del ojo). En el resto del ojo la túnica externa está formada por la esclera; 

membrana opaca, gruesa, resistente y rica en fibras de colágeno; sus funciones son la de darle forma y 

proteger las capas más internas del ojo. La zona de transición entre la córnea y la esclera se conoce como 

limbo esclerocorneal. 

La capa intermedia o úvea está formada en la parte posterior del globo ocular por la coroides, que 

tiene como principal función aportar nutrientes a la retina más externa; y en el polo anterior por el cuerpo 

ciliar e iris. El cuerpo ciliar está formado por el musculo ciliar y los procesos ciliares, los cuales se encargan 

respectivamente de abombar el cristalino para enfocar objetos cercanos y segregar humor acuoso; un 

líquido que rellena y nutre el segmento anterior del ojo. El iris es un disco opaco con un orificio central 

denominado pupila, situado entre la córnea y el cristalino; y su función es la regular la cantidad de luz que 

entra en el ojo y ayudar a enfocar la imagen en la retina. 

La capa más interna o retina es el elemento neural del ojo. Ésta recibe el estímulo luminoso y lo 

transforma en impulso eléctrico para, seguidamente, enviarlo hasta los centros superiores del cerebro, 

donde se procesa la información luminosa. 

 

3.1.1. El ojo de la rata 

La morfología del globo ocular de la rata es similar a la del resto de los mamíferos (Figura 1). En la 

rata, el iris es muy fino y cubre prácticamente toda la cara anterior del cristalino y la pupila es pequeña, 

aunque el diámetro pupilar es variable según la intensidad de la luz, ya que la rata posee reflejo fotomotor 

directo y consensual. El cristalino de la rata es casi esférico y tiene un gran tamaño, por lo que ocupa gran 

parte del segmento anterior del globo ocular. El resto del contenido ocular está ocupado por el humor 

acuoso y el vítreo. Algunas de las ratas que hemos utilizado como animales de experimentación para este 

estudio, las Sprague-Dawley (SD) y las P23H-1, son ratas albinas, por lo que no tienen pigmento en el 

epitelio pigmentario del iris y de la retina, lo que permite observar los vasos del iris y los vasos de la coroides 

a través de la retina. 
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Figura 1. Globo ocular. Esquema del globo ocular en el que están representadas las capas que lo 

componen: túnica externa, intermedia y retina. Modificada de Hubel (2000). 

3.1.2. Estructura de la retina de rata 

La retina de la rata es la capa sensible del ojo y es una prolongación del sistema nervioso central 

(SNC) dentro del globo ocular. Al ser fácilmente accesible, la retina se utiliza a menudo para realizar estudios 

fisiológicos y morfológicos del sistema nervioso central (Dowling, 1987). Por este motivo la organización de 

la retina ha sido objeto de estudio para muchos investigadores a lo largo de los últimos 150 años, Santiago 

Ramón y Cajal (1892) fue uno de los pioneros en este campo y la mayoría de sus descripciones anatómicas 

de la retina todavía continúan siendo vigentes.  

En la retina encontramos seis tipos diferentes de células neurales: fotorreceptores, células 

horizontales, células bipolares, células interplexiformes, células amacrinas y células ganglionares; y 

además encontramos tres tipos de células no neuronales o gliales (células de Müller, astrocitos y células 

de microglía); estas células están organizadas en 10 capas (Figura 2), estando cada una especializada en 

una función distinta, pero trabajando todas en conjunto para la recepción y el proceso del estímulo visual.  

Las 10 capas de la retina, desde la más interna (en contacto con el vítreo) hasta la más externa (en contacto 

con la coroides), son: 
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1. Membrana limitante interna (MLI): Es la capa que contacta con el vítreo y está formada por los 

procesos internos de las células de Müller. 

2. Capa de fibras nerviosas (CFN): Está formada principalmente por los axones de las células 

ganglionares de la retina (CGR) en su trayecto hacia la papila óptica. 

3. Capa de células ganglionares (CCG): Está constituida por las CGR y las células amacrinas 

desplazadas en esta capa. 

4. Capa plexiforme interna (CPI): Está formada por los procesos de las CGR y las amacrinas y por los 

axones de las células bipolares. 

5. Capa nuclear interna (CNI): Está formada por los núcleos de células amacrinas, bipolares, 

interplexiformes, de Müller y de las células horizontales. 

6. Capa plexiforme externa (CPE): Está formada por los terminales axonales (pedículos y esférulas) 

de los fotorreceptores y los procesos de las células bipolares, horizontales e interplexiformes. 

7. Capa nuclear externa (CNE): Está formada por los núcleos de los fotorreceptores. 

8. Capa de los segmentos externos de los fotorreceptores (CSEFR): Está formada por el segmento 

externo de estas neuronas. 

9. Membrana limitante externa (MLE): Formada por un entramado de uniones del tipo zónula 

adherens entre la región más externa de las células de Müller y entre éstas y los fotorreceptores. 

10. Epitelio pigmentario de la retina (EPR): una monocapa de células epiteliales que limita 

externamente con la coroides. El EPR, actúa como regenerador de los pigmentos visuales y como 

depósito de melanina, y tiene importantes funciones como la fagocitosis del segmento externo de 

los fotorreceptores. En animales albinos este epitelio no contiene gránulos de melanina y, por lo 

tanto, como todas las capas de la retina (excepto los vasos sanguíneos) es transparente y permite 

ver la vascularización coroidea. 

Las células de Müller, los astrocitos y las células de microglía, son tan importantes como las 

neuronas, aunque cumplen funciones diferentes, las cuales se explicarán más adelante. 
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Figura 2. Organización laminar de la retina y sus principales tipos celulares. Esquema de las capas de la 

retina y sus partes correspondientes en una sección de retina de rata pigmentada adulta (Imagen de la 

izquierda modificada de Hubel, 2000).  

La retina necesita una gran cantidad de oxígeno y nutrientes para su perfecto funcionamiento 

(Palkovits y cols., 2015; Koorayala y cols., 2015; Li y cols., 2016), y por ello existe una red vascular 

retiniana que le aporta el oxígeno y los nutrientes necesarios. En los mamíferos la vascularización de la 

retina depende de la arteria central de la retina. Ésta se dirige a la retina pasando entre las fibras del 

nervio óptico (NO) y emergiendo a nivel de la papila óptica. A este nivel, en los roedores, la arteria central 

se dIIVde normalmente en 6 ramas terminales, aunque a veces pueden ser 5 ó 7, y estas ramas se 

extienden radialmente hacia el ecuador. Las venas de la retina siguen un camino radial similar al de las 

arterias (Janes y Bounds, 1955; Morrison JC y cols., 1999; Sugiyama y cols., 1999). El número de venas 

es similar al de arterias y suelen alternarse. A pesar de que tanto las venas como las arterias tienen un 

recorrido radial se distinguen morfológicamente ya que las arterias son más estrechas y tienen un color 

rojo más vivo que las venas. Por otra parte, el tercio externo de la retina se sabe que recibe la nutrición 

de los vasos coroideos (Maruko y cols., 2017; Spaide y cols., 2017; Pandey y cols., 2017).  

   

3.1.2.1. Los fotorreceptores 

 

La percepción visual comienza cuando se activan los elementos fotosensibles de la retina, los 

fotorreceptores. Éstos se encargan de la fototransducción, es decir, transformar la energía luminosa en 

señales eléctricas mediante cambios en su potencial de membrana. Después transmiten está información 

nerviosa mediante contactos sinápticos a través de las otras neuronas intermediarias (bipolares, 

horizontales y amacrinas) hasta las CGR y estas se encargan de llevar la información hasta los núcleos 

retino-recipientes del cerebro (Figura 3). 

Existen tres tipos diferentes de fotorreceptores, los bastones, los conos y las células 

ganglionares intrínsecamente fotosensibles. Los bastones son mucho más numerosos que los conos 



 

11  

Introducción 

(por ejemplo, la retina humana contiene 4-5 millones de conos y 80-110 millones de bastones) y son 

sensibles a bajas intensidades luminosas, interviniendo en la visión nocturna (escotópica), pero tienen 

menor resolución temporal que los conos. Los conos son sensibles a mayores intensidades de luz e 

intervienen por tanto en la visión diurna (fotópica) y cromática (Dowling,1987). 

  

Figura 3. Estructura de los fotorreceptores. Imágenes de confocal (A, C) y dibujos esquemáticos (B) de un 

bastón de mono (izquierda) y de un cono (derecha) que muestra las partes principales de las células 

fotorreceptoras. Modificada de Cuenca y colaboradores (2014). 

Morfológicamente, los fotorreceptores tienen tres partes: el segmento externo (SE) (Maruko y cols., 

2017), el segmento interno (SI), y el terminal sináptico. El terminal sináptico se halla en la CPE y varía entre 

bastones o conos. En los bastones se denomina esférula, mientras que en los conos se llama pedículo. En 

los bastones el terminal sináptico conecta principalmente con las bipolares de bastón y con los terminales 

axodentríticos de las células horizontales H1. Por su parte, en los conos sinapta predominantemente con 

las bipolares de cono y con los procesos dendríticos las células horizontales H1 y H2 (Dowling, 1987; Hubel, 

2000; Kolb; 2003).  

En el SI es donde se encuentra el núcleo y el resto de organelas celulares de los fotorreceptores. 

En el núcleo se encuentran un gran número de mitocondrias debido a gran cantidad de energía que 

necesitan los fotorreceptores para realizar el proceso de fototransducción. El SI está unido al SE por un cilio 

de conexión y el conjunto de núcleos de los fotorreceptores confecciona la CNE. 

El SE es el elemento diferencial entre los dos tipos de fotorreceptores: en el bastón su estructura 

es cilíndrica y alargada, mientras que en el cono es relativamente corto, cónico y afilado. Los SE están 

formados por apilamientos de varios cientos de discos formados por una bicapa lipídica en la que se ubican 

los fotopigmentos. Los fotopigmentos u opsinas son los encargados de captar el estímulo luminoso y son 
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distintos para bastones y para conos, los bastones expresan la rodopsina, y los conos expresan una opsina 

específica que variará dependiendo del tipo de cono y de la longitud de onda a la que sea sensible. En 

humanos, existen tres tipos de conos, que se clasifican según la longitud de onda a la que responde la 

opsinas que expresan y que son: opsina azul, opsina verde y opsina roja. La rodopsina responde 

óptimamente a longitudes de onda (λ) de 500 nm. Los conos, responsables de la percepción cromática, 

deben abarcar todo el espectro visible (380 - 780 nm) y por ello, cada opsina es más sensible a una 

determinada longitud de onda. La opsina azul responde máximamente a λ de 450 nm y se conoce como 

opsina S (del inglés “short-wavelength”), la opsina verde a λ de 530 nm y se conoce como opsina M 

(“medium wavelength”) y la opsina roja a λ de 565 nm y se conoce como opsina L (“long wavelength”) 

(Yokoyama, 2000). 

 

En los roedores, existen solamente dos tipos de conos: los conos S, que expresan la opsina S (Szel 

y cols., 1993; Bowmaker y cols., 2006) y los conos L, que expresan la opsina L-M (Jacobs y cols., 2001). Por 

esto, los roedores no son sensibles a longitudes de onda largas que los humanos sí somos capaces de 

percibir, como la luz roja. 

 

En el laboratorio de Oftalmología Experimental de la Universidad de Murcia, hemos caracterizado 

la expresión de opsinas en los SE de fotorreceptores en rata y ratón, y hemos documentado la existencia 

de conos duales, los cuales expresan ambas opsinas (S y L) (Ortín- Martínez y cols., 2010, 2014). En la 

retina de rata (SD), los conos L son más numerosos (231,736± 14,517) y están distribuidos por toda la 

retina, con una mayor densidad en la zona dorsal. Los conos S son menos numerosos (41,028 ± 5,074) y 

se localizan principalmente en la zona ventral y en la periferia de la retina. En esta especie, alrededor del 

3% de los SE expresan ambas opsinas y, por tanto, son conos duales (Ortín-Martínez y cols., 2010). 

 

Actualmente sabemos que los conos y los bastones no son las únicas células de la retina sensibles 

a la luz, sino que existe una tercera neurona capaz de reaccionar a estímulos luminosos: las CGR 

intrínsecamente fotosensibles, también denominadas melanopsínicas (CGRm). Se trata de un subtipo de 

CGR que responde directamente a la luz gracias a que contienen el fotopigmento melanopsina en su 

citoplasma (Provencio y cols., 1998). Su descripción y propiedades se tratarán en profundidad en el 

apartado 1.1.2.4.1 de esta tesis. 
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3.1.2.2. Las celulas ganglionares de la retina (CGR) 

  

Las CGR son las únicas neuronas aferentes de la retina, se encargan de recoger la información 

visual procesada en la retina y de enviarla a través de sus axones al cerebro para su procesamiento. La 

mayoría de las CGR se encuentran en la CCG, aunque una minoría, las llamadas CGR desplazadas, se 

encuentran en la CNI (Dogiel, 1985; Perry, 1979; Dräger y Olsen 1981; Nadal-Nicolás y cols., 2014). La 

población de CGR de la rata no se distribuye por la retina homogéneamente, ya que se ha descrito una 

región de máxima densidad de estas neuronas en la retina superotemporal (Figura 4; Dreher y cols., 1985; 

Perry, 1981; Reese y Cowey 1986; Nadal-Nicolás y cols., 2009; Salinas-Navarro y cols., 2009 a; Ortín-

Martínez y cols., 2010).  

A la salida del globo ocular, los axones de las CGR convergen para formar el NO, por donde llegan 

al quiasma óptico. Aquí en los roedores más del 95% de estos se decusan conduciendo la mayor parte del 

proceso visual a la zona contralateral del cerebro (Lund,1965; Perry, 1979; Dräger y Olsen, 1981; Linden y 

Perry, 1983; Salinas-Navarro y cols., 2009 b; Nadal-Nicolás y cols., 2012). En el ser humano, sin embargo, 

a nivel del quiasma solamente decusan alrededor del 50% de los axones. 

Las CGR, en los roedores, proyectan principalmente a seis regiones del cerebro que son: núcleo 

supraquiasmatico, núcleo óptico accesorio, núcleo pretectal, núcleo accesorio, núcleo geniculado 

dorsolateral y el colículo superior (CS) (Rodieck, 1979). No obstante, en los roedores la gran mayoría de las 

CGR proyectan sus axones al colículo superior (Lund, 1965; Perry, 1981; Salinas-Navarro y cols., 2009 a), 

por lo que el uso de trazadores neuronales retrógrados como el fluoroglod (FG) aplicados en esta estructura 

del cerebro permiten identificar y diferenciar las CGR de otras células situadas en la CCG: las células 

amacrinas desplazadas (Villegas-Pérez y cols., 1988; Salinas-Navarro y cols., 2009 a). 

Un método alternativo para identificar las CGR es la inmunodetección de proteínas expresadas 

específicamente por estas células (Dräger y Olsen, 1981). La familia de los factores de transcripción Brn3 

con dominio POU (Pit-Oct-Unc) al que pertenecen el Brn3a, Brn3b y el Brn3c, se localizan exclusivamente 

en el núcleo de las CGR participando en la regulación genética (Eng y cols., 2004). Se ha demostrado que 

los factores de transcripción de la familia Brn3 pueden ser utilizados como marcadores de las CGR. Dentro 

de estos, nuestro grupo ha descrito que el Brn3a se expresa específicamente en las CGR y hemos 

demostrado que puede ser utilizado en retinas control, después de lesión y para evaluar terapias 

neuroprotectoras como un marcador fidedigno y eficiente para identificar y cuantificar las CGR (Nadal-

Nicolás y cols., 2009; García-Ayuso y cols., 2010; Sanchez-Migallón y cols., 2011, 2016; Rovere y cols. 

2016). Estudios realizados en nuestro laboratorio han estimado que el número medio de CGR de la retina 

de rata inmunodetectadas utilizando anticuerpos contra el factor de transcripción Brn3a es de 83.449 ± 

4.541, siendo este valor similar al anteriormente descrito utilizando el trazador neuronal FG (Salinas-

Navarro y cols., 2009; Nadal-Nicolás y cols., 2009) 

     

 



 

14  

Introducción 

 

Fig.4. Distribución de células CGR en la retina de la rata adulta. Mapas de isodensidad de las CGR, 

trazadas con fluorogold (A) o inmunodetectadas con Brn3a (B) en la misma retina izquierda de una 

rata adulta. Se observa un área de mayor densidad de éstas células en la región superotemporal.  

Modificada de Nadal-Nicolás y cols. 2009. 

3.1.2.2.1 Las células ganglionares de la retina melanopsinicas (CGRm) 

 

Las CGR se pueden clasificar de acuerdo a criterios como tamaño del soma, conexiones 

dendríticas, estratificación y características funcionales o moleculares. Hasta ahora se han descrito 22 

subtipos de CGR en la retina del roedor adulto (Coombs y cols., 2006; Volgyi y cols., 2009) y existen 

anticuerpos específicos que nos permiten identificar una subpoblación de CGR con una determinada 

funcionalidad. Por ejemplo, podemos identificar el pigmento melanopsina que se expresa en una 

determinada subpoblación de CGR, las melanopsínicas (CGRm). 

La melanopsina, un fotopigmento homólogo a la rodopsina y la opsina de conos, fue descubierta 

por Provencio y colaboradores (1998) en los melanóforos dérmicos de la rana africana (Xenopus laevis), es 

responsable de la redistribución del pigmento en la piel de esas ranas en respuesta a la luz (Provencio y 

cols., 1998). Este mismo autor también documentó la presencia de melanopsina en una subpoblación de 

CGR, las CGRm en roedores y en humanos (Provencio y cols.,2000). La expresión de la melanopsina es 

responsable de que esta subpoblación de CGR posea la capacidad de estimularse directamente por la luz.  

La sensibilidad de las CGRm a la luz es mucho menor que la de los fotorreceptores, su señal es 

más lenta, muestran una baja resolución espacial y son sensibles máximamente a longitudes de onda de 

480 nm (Berson y cols., 2002). Por ejemplo, para regular el ciclo circadiano la intensidad luminosa debe 

ser mayor que para la función puramente visual (Davies y cols., 2010). En los últimos años se está 

documentado la participación de las CGRm en otras funciones visuales como la discriminación del brillo 

(Brown y cols., 2012).  
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Figura 5. Principales proyecciones neuronales de las CGRm de ratón. Los axones de las CGRm (azul 

oscuro) proyectan principalmente al núcleo supraquiasmático (NSQ), encargado de la regulación de los 

ritmos circadianos, y una minoría a la lámina intergeniculada lateral y núcleo de la oliva pretectal (NOP), 

encargado del reflejo pupilar. Además, existen circuitos sinápticos (naranja) que se originan en el NSQ 

hacia el núcleo paraventricular, el núcleo intermediolateral, y el ganglio cervical superior. A su vez, el NOP 

establece conexiones con el núcleo de Edinger-Westphal que a su vez conecta con el ganglio ciliar y éste 

inerva el músculo del iris (azul claro) (Modificada de Berson, 2003). 

 

Las CGRm proyectan sus axones a núcleos cerebrales diferentes de los que proyecta la población 

de CGR que no expresan melanopsina (Figura 5). Las CGRm envían la mayoría de sus axones a través del 

tracto retinohipotalámico al núcleo supraquiasmático (NSQ). El NSQ es el núcleo encargado de la 

sincronización y regulación de los ritmos circadianos mediante la estimulación de la secreción de 

melatonina por la glándula pineal (Gooley y cols., 2001; Hannibal y cols., 2002), está formado por un 

conjunto de neuronas del hipotálamo medial, en su parte central, que conforman este marcapasos o reloj 

interno (endógeno). A este núcleo proyectan menos del 1% de los axones del total de la población de las 

CGR (Provencio y cols., 1998) a través del tracto retinohipotalámico, vía por la que también discurre el 

sistema para la formación de imágenes (Moore, 1995). 

La actividad de este núcleo viene definida por factores externos, sobre todo la variación de luz que 

llega al ojo. Se ha demostrado que los ritmos circadianos, y por tanto el reloj interno, sufren cambios con la 

edad y varía de jóvenes a adultos (Biello, 2009). Además de al NSQ, estas células también proyectan a la 

lámina intergeniculada y al núcleo de la oliva pretectal, que es el responsable del reflejo pupilar. También 

se ha descrito la proyección de las CGRm a otras áreas del cerebro, como el área preóptica ventrolateral 

(que regula el sueño), la zona hipotalámica subparaventricular, el núcleo geniculado ventro-lateral y el CS 

(Hattar y cols., 2006). 

Según la bibliografía, se distinguen 5 tipos de células ganglionares melanopsínicas (que se 

denominan M1- M5) (Figura 6). Esta clasificación viene determinada por sus conexiones dendríticas en la 

capa CPI, el tamaño de su soma y sus proyecciones al cerebro (Berson y cols., 2010; Ecker y cols., 2010; 
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Schmidt y cols., 2011; Jain y cols., 2012; Karnas y cols., 2013). En la Tabla 1.1 se puede ver en detalle las 

características de cada uno de estos subtipos. Las CGRm más comunes son las denominadas M1, que 

sinaptan con la sublámina externa de la CPI y su axón proyecta al CS, y/o a NOP y/o a NSQ (Karnas y cols., 

2013). Este subtipo de células melanopsínicas tienen el soma más pequeño que el resto y muestran un 

marcaje fuerte y claro con el anticuerpo  anti-melanopsina  (Karnas  y  cols.,  2013). Las M2, son mucho 

menos numerosas, pero son mayores en tamaño. Tienen conexiones dendríticas en la sublámina interna 

de la CPI, y su marcaje es mucho más tenue que las M1. Las M3 se caracterizan por tener conexiones 

dendríticas tanto con la sublámina interna como con la externa de la CPI. El resto de tipos son menos 

numerosos y están menos caracterizados. Los subtipos M4 y M5 no expresan cantidades inmuno-

detectables de melanopsina de hecho fueron identificadas usando un animal transgénico (tau-lacZ+/+), el 

cual es modificado para reemplazar el gen que codifica la melanopsina (opn4) por el tau-lacZ. Los autores 

pudieron identificar las CGRm por medio de la actIIVdad β-galactosidasa, enzima codificada por el gen lacZ 

del contructo introducido (Hattar y cols., 2006). En este trabajo, como hemos utilizado anticuerpos contra 

la melanopsina para identificar la CGRm, hemos analizado únicamente las CGRm M1- M3. 

 

 

 

Figura 6. Esquema de los tipos de CGRm, sus conexiones dendríticas y sus proyecciones 

(Modificada de Schmidt y cols., 2011). NSQ: Núcleo supraquiasmático. NOP: Núcleo de la oliva 

pretectal. NGL: Núcleo geniculado lateral. CS: Colículo superior. SE: Segmentos externos de los 

fotorreceptores. CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear 

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

 

 

 

 



 

17  

Introducción 

3.1.2.3. Las células gliales de la retina 

 

Las células gliales: microglia, astrocitos y oligodentrocitos, son células del tejido nervioso que se 

encuentran en el sistema nervioso central donde actúan realizando funciones auxiliares, complementando 

a las neuronas, de las cuales se diferencian por no formar contactos sinápticos (Taleisnik, 2010).  

La función principal de las células gliales es de soporte de las neuronas, pero como sus membranas 

contienen canales iónicos y receptores capaces de percibir cambios ambientales también tienen la 

importante función de controlar el microambiente celular en lo que respecta a la composición iónica, los 

niveles de neurotransmisores, el suministro de citoquinas y otros factores de crecimiento (Jäkel y Dimou 

2017; Kuthan, 1964). Además tras una lesión o insulto las células gliales se activan con el objetivo de 

reparar daños tisulares, normalizar niveles de nutrientes y neurotransmisores y fagocitar detritus (Thanos y 

cols., 1992; Ramirez y cols., 2001).  

Las células gliales se pueden dividir en general en dos grupos dependiendo de su función principal: 

un primer grupo estaría formado por las células de microglia, cuya función principal es la fagocitosis de los 

desechos celulares (Thanos y cols., 1992; 1993), y el segundo grupo estaría formado por las células de 

macroglia (astrocitos y oligodentrocitos) cuya funcion principal es de sostén y nutrición de las neuronas 

(Ramirez y cols., 2001). 

En la retina, a diferencia del resto del SNC, no encontramos oligodentrocitos sino células de Müller. 

Estas células forman parte del grupo de células de macroglia y solos se encuentran de la retina.  

Tanto las células de Müller como el resto de células gliales presentes en la retina serán descritas 

con más detalle en el siguiente apartado. 

 

3.1.2.3.1. Células de microglia  

 

Las células de microglía (CM) fueron descubiertas por del Río Hortega (1932), quien además 

describió su principal función: la fagocitosis de los desechos celulares. 

 

En función de su morfología, se distinguen tres tipos de células de microglía: ameboide, ramificada o 

inactiva y activa (Figura 7). Las CM ameboides se caracterizan por un cuerpo celular grande de forma 

ovalada con pequeñas ramificaciones y poseen capacidad para migrar largas distancias, proliferar y 

fagocitar; las CM ramificadas (en reposo o inactivas) se caracterizan por tener un cuerpo celular pequeño y 

numerosas ramificaciones largas y tortuosas. Las CM activas presentan una gran variedad morfológica, 

pero todas ellas comparten que corresponde al paso de CM ramificada a ameboide per lo que se produce 

en ellas una retracción de sus procesos. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Neurona
https://es.wikipedia.org/wiki/Ion#Algunas_aplicaciones_de_los_iones
https://es.wikipedia.org/wiki/Neurotransmisor
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoquina
https://es.wikipedia.org/wiki/Nutriente
https://es.wikipedia.org/wiki/Neurotransmisor
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Figura 7. Células de microglia.  Microfotografias de retinas a plano donde se muestran CM en condiciones 

normales (reposo) (A) o tras una lesión (activas) (B). 

Durante el desarrollo embrionario las células precursoras de la microglía entran en la retina a través 

de dos fuentes principales: el nervio óptico y la periferia de la retina, a través de los vasos sanguíneos 

centrales de la retina, del cuerpo ciliar y el iris (Díaz-Araya y cols., 1995). Una vez que los precursores 

microgliales entran en la retina, migran paralelamente a los fascículos axonales de la CFN y se distribuyen 

por todo el parénquima retiniano. La mayoría de las células de microglía se encuentran en la superficie 

vítrea en el estado embrionario E12; mientras que en E16, ya se encuentran localizadas en las CCG, CPI 

y ocasionalmente, en la CNI de la retina. Éstas son CM ameboides, que tienen forma ovalada y pequeñas 

ramificaciones y juegan un papel muy activo fagocitando los detritus de las neuronas que mueren durante 

el desarrollo de la retina (Boya y cols., 1987; Pearson y cols., 1993; Payne y cols., 1993; Navascues y 

cols., 1995; Huang y cols., 2012: Kaur y cols., 2013).  

 

Una vez terminado el desarrollo embrionario y cuando han alcanzado su destino final, las CM se 

diferencian en células maduras ramificadas en reposo y su morfología se ve modificada, pasando a mostrar 

numerosas ramificaciones y un cuerpo celular pequeño ocupando y vigilando cada una de allas un territorio 

definido. En la retina, estas células se localizan en cuatro capas de la retina: CFNR, CCG, CPI y CPE (Ling, 

1982; Terubayashi y cols., 1984; Sobrado-Calvo y cols., 2007). En la CFNR, las células de microglía son 

más abundantes en el centro de la retina que en la periferia, tienen una morfología bipolar y sus procesos 

se alargan paralelos a los axones de las CGR. En la CCG y CPI, se distribuyen por toda la retina en forma de 

mosaico, sin solapamiento entre células. En la CPE también hay células de microglía, pero en menor número 

(Terubayashi y cols., 1984; Sobrado-Calvo y cols., 2007).   

 

La función de las CM maduras en situaciones fisiológicas es de limpieza de sustancias del espacio 

extracelular. En esta fase, a diferencia de la microglía durante el desarrollo, la microglía realiza sólamente 

cortos desplazamientos de sus procesos sin translocación del cuerpo celular las células de microglía 

maduras expresan el antígeno MCH de clase II, que está involucrado en la presentación de antígenos y en 

el control de la respuesta inmune (Itagaki y cols., 1988; Nagamoto-Combs y cols., 2010; Sanchez-Guajardo 

y cols. 2010).   
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Tras una lesión del tejido nervioso, las CM maduras ramificadas se transforman en microglía activas 

de manera transitoria, adquiriendo una forma ameboide similar a la que presentaban durante el desarrollo 

embrionario vuelven a tienen capacidad de migrar, con el fin de llegar a los territorios dañados por el insulto, 

y seguidamente proliferar y fagocitar los detritus celulares (revisado en Kettenmann y cols., 2011). 

Dependiendo de la lesión, las CM pueden presentar diferentes morfologías, pero en todas ellas se produce 

el paso de la forma ramificada a la ameboide y la retracción de sus procesos. Si las CM presentes en el 

tejido afectado son insuficientes para depurar los detritus de la lesión, se produce la incorporación al tejido 

de monocitos sanguíneos que se convierten en macrófagos para seguir fagocitando; y cuando el proceso 

de fagocitosis de detritus se acaba tanto las CM fagocíticas como los macrófagos recién llegados adquieren 

de nuevo la forma de las CM ramificadas en descanso (Wohl y cols., 2010).  

Se ha postulado que tras una lesión las CM pueden facilitar la diferenciación, la supervivencia y la 

regeneración neuronal produciendo factores neurotróficos, ya se ha documentado que estas células 

producen factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), factor de crecimiento nervioso (NGF), 

neurotrofina 3 (NT-3), neurotrofina 4/5 (NT4/5), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).  También 

se ha postulado que su activación puede ser lesiva, ya que también producen  sustancias citotóxicas y 

expresan receptores y sustancias relacionadas con la presentación de antígenos y endocitosis (Sobrado-

Calvo y cols., 2007).  

 En la retina la activación de las CM ha sido descrita en modelos experimentales de glaucoma (Gallego 

y cols., 2012; de Hoz y cols., 2013; Naskar y cols., 2002; Rojas y cols., 2014; Tezel y cols., 2003; Wang y 

cols., 2000; revisado en Johnson y Morrison, 2009), en ratones con glaucoma hereditario (Inman y Horner,  

2007), tras la lesión del nervio óptico (Bodeutsch y Thanos, 2000; Garcia-Valenzuela y cols., 2005; Garcia-

Valenzuela y Sharma, 1999; Panagis y cols., 2005; Sobrado-Calvo y cols., 2007) y en modelos hereditarios 

de degeneración de los fotorreceptores (Tahnos, 1992; Thanos y Richter, 1993; Noalles y cols., 2014). 

 

Dado que las CM tienen funciones diferentes tanto en el desarrollo embrionario como en la vida adulta y 

en condiciones patológicas es muy importante el estudio de estas células en la retina. Existen diversas 

técnicas para marcar e identificar las CM. Las más utilizadas son:  

a) Marcaje por inmunohistofluorescencia, este actualmente es la técnica más utilizada para 

identificar las CM y para ello existen anticuerpos contra proteínas específicas de estas células 

como por ejemplo la molécula adaptadora de unión a calcio ionizado 1 (Iba1) (Naskar y cols., 

2002).  

b) Trazadores fluorescentes, en este caso las CM una vez que han facocitado los detritus de células 

que habían sido previamente teñidas con trazadores fluorescentes se detectan gracias a un 

marcaje transcelular (Thanos, 1991, 1993; Thanos y cols., 1992; Naskar y cols., 2002; Zhang y 

Tso, 2003).  

c) Lectinas, la más común es la isolectina B4 anqué no es un marcador específico de microglía, ya 

que también marca los vasos sanguíneos (revisado en Ellis-Behnke y cols., 2013);  



 

20  

Introducción 

d) Marcaje por Histoquímica enzimática, gracias a la nucleosido difosfatasa una enzima que reconoce 

la actividad de la membrana celular de la microglía (Murabe y cols., 1981; Murabe and Sano, 

1981).  

  

3.1.2.3.2. Células de macroglía 

Las celulas de macroglia fueron descritas por primera vez en 1859 por el patólogo Rudolf Virchow, 

quien las caracterizó como elementos estáticos sin una función relevante para el tejido neuronal excepto 

al rellenar espacios entre nueronas. Fue Santiago Ramón y Cajal en 1891 quien las diferenció de las 

neuronas y las identificó claramente como parte del tejido nervioso. Actualmente sabemos que  las celulas 

de macroglia participan activamente en la transmisión sináptica, actuando como reguladoras de los 

neurotransmisores (liberando factores como ATP y sus propios neurotransmisores) (Taleisnik, 2010). 

Las células de macroglia, derivan del ectodermo y son fundamentales en el desarrollo normal de 

la neurona, ya que se ha visto que en cultivo las neuronas no crecen en ausencia de células macrogliales 

(Kumar y Mallick, 2016). De hecho, las celulas de macroglia cumplen un rol fundamental durante el 

desarrollo del sistema nervioso y de la retina, ya que son el sustrato físico para la migración neuronal 

(Ramírez y cols., 2001). 

La función más importante de estas células es el de sostén y nutrición de las neuronas (Ramirez y 

cols., 2001), pero a pesar de ser consideradas básicamente células de sostén del tejido nervioso, existe 

una dependencia funcional muy importante entre neuronas y células gliales (Kumar y Mallick, 2016) 

permitiendo la comunicación e integración de las redes neuronales (Murphy-Royal y cols., 2017; Paupin y 

cols., 2017). Otras funciones de las células macrogliales son servir de aislante en los tejidos nerviosos, 

conformando las vainas de mielina que protegen y aíslan los axones de las neuronas, mantener las 

condiciones homeostáticas  y regular las funciones metabólicas del tejido nervioso (Ramírez y cols., 1996; 

Dossi y cols., 2017; Geraku y cols., 2017). Además, debido a que han seguido un 

desarrollo filogénico y ontogénico diferente a las neuronas, las células de macroglia están menos 

diferenciadas que estas, por lo que conservan la capacidad mitótica y son las que se encargan de la 

reparación y regeneración de las lesiones del sistema nervioso (Loov y cols., 2015; Davis y cols., 2015; 

Couturier y cols., 2016; Kanamori y cols., 2005; Tezel, 2009; Young y Elliott, 1989). 

 

 En la retina de los mamíferos encontramos dos tipos de células macrogliales: los astrocitos, que 

también se encuentran en otros lugares del SNC; y las células de Müller que son células gliales solo se 

observan en la retina. 
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3.1.2.3.2.1 Los Astrocitos 

Los astrocitos tienen generalmente morfología estrellada y numerosas prolongaciones 

citoplasmáticas que irradian desde su cuerpo celular. Estas prolongaciones suelen ser largas, finas, 

rectilíneas, poco ramificadas y de superficie lisa y se entremezclan con los axones de las neuronas (Figura 

9). En la retina, los astrocitos se sitúan solamente en la CFN y forman pies terminales alrededor de los 

capilares sanguíneos (Ramírez y cols., 1996; Triviño y cols., 1996). Su citoplasma presenta muchos 

fascículos de filamentos intermedios (o gliofibrillas) compuestos fundamentalmente de la proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP), la cual es usada para su identificación (Kanamori y cols., 2005; Ramírez y cols., 2010). 

Figura 9. Morfologia de los astrocitos. Microfotografias de astrocitos en montajes globales de retina 

immunodectada frente a GFAP en un animal control (A) y uno tratado con una inyección intravitrea de PBS 

(B). Barra 100 µm.  

 

Los astrocitos forman una trama tridimensional que al estar unida a los capilares proporciona un soporte 

estructural a los elementos neuronales, sirviendo de sostén mecánico de las neuronas (Ramírez y cols., 

2001). Aunque no se ha demostrado que los pies terminales de los astrocitos realicen la transferencia de 

sustancias desde los vasos sanguíneos hasta las neuronas, función que se les atribuyó al principio, hoy se 

acepta generalmente que existe un intercambio de productos metabólicos entre las neuronas y los 

astrocitos (Ramírez y cols., 1996; Dossi y cols., 2017; Geraku y cols., 2017). Además, se ha postulado que 

impiden la difusión de los neurotransmisores fuera de la hendidura sináptica y ayuda a mantener la 

indIIVdualidad de los impulsos nerviosos de los diferentes circuitos neuronales. Esto es gracias a la 

existencia de uniones tipo "gap" entre los astrocitos, que hacen que el aumento de la concentración 

intraglial de K+ (cuando se produce la transmisión de un impulso nervioso en una sinapsis se produce una 

salida de K+ al espacio extracelular) difunda inmediatamente a las células gliales vecinas permitiendo la 

transmisión de dos impulsos nerviosos consecutivos sin que el periodo de latencia se alargue mucho 

(Murphy-Royal y cols., 2017; Paupin y cols., 2017).  

Durante el desarrollo y durante los procesos de reparación y regeneración después de una lesión, 

en la retina los astrocitos producen moléculas de adhesión celular neuronal (N-CAM) y otros elementos de 

la matriz extracelular (laminina, fibronectina, etc) que son necesarios para la formación y elongación de las 

prolongaciones neuronales (Doucette y cols., 1984; García y cols., 2009; Del Puerto y cols., 2013). Además, 
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sintetizan factores neurotróficos como el NGF, BDGF, el GDNF (factor neurotrófico derivado de la glía) o el 

bFGF (del inglés, factor básico de crecimiento de los fibroblastos) para favorecer la supervivencia de las 

neuronas y la diferenciación de otras células gliales (Endo, 2005; Takahashi y cols., 2006; Albrecht y cols., 

2007; Zhang y cols., 2011). 

Sin embargo, solamente tras una lesión los astrocitos se hipertrofian y proliferan para rellenar los 

espacios que estaban ocupados por el tejido lesionad., Este proceso recibe el nombre de astrogliosis 

reactiva y su resultado final suele ser la formación de una cicatriz glial (Loov y cols., 2015; Davis y cols., 

2015; Couturier y cols., 2016). Es importante destacar que, aunque existe la barrera hematoretiniana que 

hace que la retina esté aislada del sistema inmunitario, en condiciones patológicas los astrocitos pueden 

ejercer como fagocitos y también pueden actuar como células presentadoras de antígenos a los linfocitos 

(Kanamori y cols., 2005; Tezel, 2009; Young y Elliott, 1989). 

  

3.1.2.3.2.2 Las Células de Müller 

Las células de Müller fueron descubiertas por Henry Müller en 1851, y son un tipo de glia especifica 

de la retina, que representa el 90% de su población glial (Uga y Smelser, 1973). Se disponen de forma 

radial ocupando todo el espesor y extensión de la retina, desde la MLE hasta la MLI (Figura 8). Gracias a 

esto, establecen contacto con todas las neuronas de la retina y actuan como un sistema de comunicación 

metabólica entre los vasos sanguíneos y las neuronas, ya que sus prolongaciones rodean los capilares 

sanguíneos (Reichenbach y Bringmann, 2013; Vecino y cols., 2016).  

Las células de Müller participan desde el desarrollo embrionario en la formación y mantenimiento 

de la citoarquitectura neuroretiniana, conformando una estructura tridimensional que es el sustrato para 

la migración de las neuronas jóvenes durante la embriogénesis. Además, contribuyen a la formación y 

mantenimiento de la membrana limitante interna de la retina, que está formada principalmente por los pies 

de estas células.  

 

En condiciones normales las células de Müller están involucradas en la regulación del metabolismo 

energético y en el mantenimiento del homeostasis retiniana eliminando los productos de desecho 

metabólicos (Bringmann y cols., 2006). Además, las células de Müller al conectan la superficie más interna 

de la retina con la más externa participan de forma activa en la transmisión de la señal lumínica a través 

de la retina (Reichenbach y Bringmann, 2013; Marov y cols.2017). 

 

Las células de Múller son un importate indicador de inflamación o lesión en la retina. Estas células en 

condiciones normales expresan un nivel bajo de proteína ácida fibrilar glial (GFAP, del inglés “Glial fibrillary 

acidic protein”) (Xue y cols., 2006), mientras que en respuesta a una lesión, patología o inflamación 

sobreexpresan esta proteína en su citoesqueleto (Xue y cols., 2006; Ramirez y cols., 2010); lo que se 

considera como un indicador de activación glial e indicador de que la homeostasis de la retina está 

comprometida. Además, las células de Müller ante determinadas condiciones patológicas son capaces de 

secretar diferentes factores como el factor derivado del epitelio pigmentario de la retina (PEDF; del inglés 
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pigment epithelium-derived factor, Eichler y cols., 2004) o el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF; del inglés vascular endotelial growth factor) promoviendo la supervivencia de las neuronas 

(Bringmann y cols., 2006). 

 

 

Figura 8. Células de Müller en la retina. (A) Representación de las diferentes células que componen la retina 

de un mamífero y su localización. (B) morfología de las células de Müller en la retina de un roedor. (C) 

Expresión del GFAP en las células de Müller tras una lesión. Modificado de Reichenbach y Bringmann, 

2010. 

 

3.2. Modelos de degeneración hereditarios de los fotorreceptores 

  

Muchas de las mutaciones genéticas que causan pérdida de visión afectan a una gran variedad de 

genes que se expresan en los fotorreceptores y las células del EPR. La degeneración resultante será distinta 

dependiendo de si el gen causante de la misma se expresa en los conos, los bastones o las células del EPR. 

Un ejemplo de degeneración hereditaria de los fotorreceptores es la retinosis pigmentaria, en esta patología 

las mutaciones suelen afectar a las proteínas de los bastones (ej. rodopsina) y, por ello, causa en un primer 

momento la muerte de estas neuronas. Otro ejemplo de degeneración hereditaria es la Amaurosis 

Congénita de Leber, en este caso la mutación provoca un desarrollo anómalo de los fotorreceptores, por lo 

que en esta enfermedad tanto la función de los conos como de los bastones está muy comprometida desde 

el nacimiento, y en casos extremos los fotorreceptores no llegan a desarrollarse. 

 

Los modelos animales han sido muy útiles para el estudio de los mecanismos de estas y otras 

enfermedades hereditarias de los fotorreceptores retinianos. En 1924 Keeler describió por primera vez en 

un animal un defecto genético que producía la degeneración de los fotorreceptores retinianos: el ratón 

“retinal degeneration” (rd; Keeler, 1924; Baehr y Frederick, 2009). Desde entonces, en diferentes especies 

animales (ratón, rata, perro) se han descrito diferentes tipos de degeneración retiniana, producidos por 

mutaciones o por cambios genéticos. En algunos casos, estas mismas mutaciones han sido observadas en 

las enfermedades humanas, por lo que podemos decir que estos modelos animales reproducen fielmente 

estas enfermedades (Chader, 2002).  

En esta tesis nos centraremos en dos modelos de degeneración hereditaria de los fotorreceptores: 

la rata P23H y la rata RCS. Ambos modelos animales sufren una degeneración de la retina muy similar a la 
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observada en las enfermedades humanas (Figura10). 

 

Figura 10. Representación gráfica de las diferentes fases de degeneración de una retina afecta por retinosis 

pigmentaria. Modificada de Cuenca y cols., 2014 

 

3.2.1 Las ratas P23H. 

Las ratas P23H sufren una de las mutaciones más comunes asociadas a la retinosis pigmentaria: 

una sustitución de un aminoácido en el codón 23 de la molécula de rodopsina, en concreto una prolina por 

una histidina (Dryja y cols., 1990; Steinberg ycols., 1996). Esto causa un mal repliegue de la proteína 

rodoposina, la cual queda retenida produciendo un stress en el retículo endoplásmico de los bastones (Dryja 

y cols., 1990; Olsson y cols., 1992; Hartong y cols., 2006; Gorbatyuk y cols., 2010) y de consecuencia una 

distrofia de los fotorreceptores autosómica dominante (Chrysostomou y cols., 2009). 

Este modelo mutante fue desarrollado con el objetivo de estudiar la neuroprotección y regeneración 

de los fotorreceptores retinianos (Lewin y cols., 1998; LaVail y cols., 2000). Debido a su mutación las ratas 

P23H sufren una pérdida progresiva de los fotorreceptores, en primer lugar, bastones y posteriormente los 

conos, y esta pérdida es más rápida en los animales homocigóticos que en los heterocigóticos.  

Existen tres líneas distintas de ratas P23H que se diferencian entre sí por la velocidad y agresIIVdad de 

pérdida de los fotorreceptores (Pennesi y cols., 2008). La línea 1 (P23H-1) es la que sufre una degeneración 

más rápida y severa, mientras que en la línea 3 es donde los fotorreceptores degeneran más lentamente.  
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La degeneración de los fotorreceptores empieza ya en animales muy jóvenes. En las ratas P23H-

1, entre los 21 y 28 días de edad, los segmentos externos de los bastones han perdido un 40% de su 

longitud, el número de nucleos en la CNE ha disminuido aproximadamente de un 45% (Machida y cols., 

2000), la respuesta del electrorretinograma escotopico  es anormal indicando una afectación de los 

bastones(Machida y cols., 2000; Pinilla y cols., 2005; Chrysostomou y cols., 2009b y  se han descritos 

cambios evidentes en las bifurcaciones dendríticas de las células bipolares de bastón (Cuenca y cols., 

2004),). Sin embargo, la respuesta del electrorretinograma fotopico comienza a disminuir a las 8 semanas 

de edad, y a este tiempo la respuesta eléctrica de los bastones está completamente alterada, lo que sugiere 

que debe haber una pérdida considerable de bastones antes de que se vean afectados también los conos. 

(Machida y cols., 2000). 

Todos estos cambios progresan y empeoran con el tiempo, en las ratas P23H-1 a las 29 semanas 

de edad solamente obtenemos una repuesta del 20% de la amplitud de la onda b en el electroretinograma 

escotopico (Machida y cols., 2000; Lu y cols., 2003). Los fotorreceptores cambian su patrón de distribución 

y sus segmentos externos se acortan y cambian de orientación (Figura 11) (de vertical a horizontal) (Gracía-

Ayuso y cols., 2013). Además de la degeneración de los fotorreceptores, con la evolución de la degeneración 

otros tipos de células muestran cambios tanto en la morfología como en los patrones de expresión de 

antígenos particulares y hay una severa alteración de la estructura y del orden de la retina. Se producen 

cambios sinápticos y morfológicos en la CPE, CNI y CPI (Jones y cols., 2003; Cuenca y cols., 2004), migración 

de las células de la CNI hacia a la CCG (Jones y cols., 2003), y nuevas conexiones sinápticas entre los conos 

y las células bipolares de cono y de bastón (Peng y cols., 2003). 

En nuestro laboratorio hemos demostrado que también las CGR se ven afectadas en las ratas 

P23H-1, de hecho, ya a 1 mes de edad la población de CGR es inferior a la de un animal sin degeneración 

(Gracia-Ayuso y cols., 2010). Pero es a los 180 días de edad cuando las CGR muestran sus primeros 

síntomas de degeneración, como revela una expresión anormal de proteínas del citoesqueleto, y es a año 

de vida cuando se encuentra una pérdida significativa de CGR. La muerte de las CGR es debida al 

estrangulamiento de los axones de las CGR producido por los vasos internos retinianos desplazados 

(Gracia-Auyso y cols., 2010). Otros laboratorios también han documentado cambios eléctricos y Pósterior 

muerte de las CGR en las ratas P23H (Jones y cols., 2003; Kolomiets y cols., 2010). 
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La retina de las ratas P23H también sufre cambios no neuronales, principalmente debido a los 

detritus dejados por los fotorreceptores degenerados y por la neuroinflamación continua que sufre la retina 

durante todo el proceso de degeneración. Se produce una importante activación y aumento en el número 

de células de microglia (Noalles y cols.,2016). Además, se produce una migración de estas células desde 

las capas internas de la retina y de células ameboides CD11b positivas desde el espacio subretiniano a la 

retina externa para fagocitar y eliminar los desechos celulares dejados por los fotorreceptores (Thanos, 

1992; Roque y cols., 1996; Y cols., 2014, Zhao y cols., 2015; Noalles y cols., 2016).  

   

3.2.2 Las ratas Royal College of Surgeons (RCS). 

  

La degeneración de la retina en las ratas RCS fue descrita por primera vez por Bourne y cols. 

(1938). Estos animales sufren una mutación recesiva del gen MERTK que impide la correcta fagocitosis de 

los segmentos externos de los fotorreceptores por parte de las células del EPR (D’Cruz y cols., 2000); como 

esta fagocitosis es un proceso vital para la supervivencia de los fotorreceptores, estos animales sufren una 

degeneración de los mismos. (Dowling y Sidman, 1962; LaVail y Battelle, 1975). 

 

La degeneración de los fotorrecptores y de toda la retina es muy rápida en estos animales y ya en 

los tres primeros meses de vida, sufren una gran pérdida de fotorreceptores, tanto de conos como bastones, 

que sigue progresando con el tiempo hasta dejar el animal sin fotorreceptores (Dowling y Sidman, 1962; 

LaVail y Battelle, 1975). Adicionalmente a la pérdida de fotorreceptores, con la evolución de la degeneración 

se ha descrito un importante deterioro de la función visual, que incluye cambios en el electrorretinograma 

tanto escotopico como fotopico (Bush y cols., 1995), la expansión progresiva de un escotoma relativo 

(Sauvé y cols., 2006), una disminución de la respuesta pupiloconstrictora (Whiteley y cols., 1998),) y pérdida 

Figura 11. Degeneración de conos y bastones en la rata P23H-1. En secciones transversales de 
criostato se muestran una rata SD control (A, D) y dos ratas P23H-1 procesadas a P30 (B, E) o P180 (C, 
F). (A-C). A medida que progresa la degeneración retiniana, se observa que primero en los bastones y 
seguidamente en los conos el segmento externo de los fotorreceptores se acorta y que la orientación 
cambia de vertical a horizontal (comparar [B, E] con [C, F],). Barra: 100 μm. Tomada de García-Ayuso y 
cols.,2013. 
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de agudeza visual (Coffey y cols., 2002).    

Además de los defectos neurales, también se han descrito cambios en la vasculutarura de la retina 

y en las células no nuerales como la microglia. A nivel vascular con la evolución de la degeneración se 

observan un claro adelgazamiento del lecho vascular retiniano (Gerstein y Dantzker, 1969; Herron y cols., 

1974; Caldwell y cols., 1989) el estrechamiento de las arterias y venas retinianas (LaVail, 1981 Caldwell y 

McLaughlin, 1983, Matthes y Bok, 1984; El-Hifnawi, 1992), neovascularización de la capa del epitelio 

pigmentario (Essner y cols, 1979; Van Driel y cols., 1988; Weber y cols., 1989; Seaton y cols., 1994) y lo 

más importante un desplazamiento de los vasos internos retiniano que llegan a estrangular los axones de 

las CGR produciendo su muerte. (Villegas Perez y cols., 1998). 

La muerte de las CGR por compresión axonal se produce en estadiós muy avanzados de la 

degeneración retiniana, y la perdida de CGR no es uniforme en toda la retina, sino que existe una muerte 

sectorial de las CGR en las ratas RCS (García-Ayuso y cols., 2014) (Figura 11). 

   

En la degeneración de la retina de las ratas RCS las células de microglia tienen un papel muy 

importante. Esto porque debido a la etiología de la degeneración se acumulan muchos detritus en la capa 

de los segmentos externos de los fotorreceptores que el apitelio pigmentario no es capaz de fagocitar, y por 

este motivo existe una gran migración de células microgliales desde las capas internas de la retina hacia la 

capa de los segmentos externos de los fotorreceptores para ayudar a fagocitar estos detritus (Tahnos, 

1992; Thanos y Richter, 1993). Pero estas células de microglia liberan citoquinas aumentando la 

inflamación retiniana empeorando la degenaración de la misma (Liu y cols.,2013).  

 

 

 

 

Figura 12. Muerte sectorial de CGR en las ratas RCS. Mapas de isodensidad de retinas marcadas con 
Fluorogold y detectadas con Brn3a que muestran sectores sin CGR.Los valores de densidad RGC siguen 
un rango de escala de color (mostrado en D) va de 0 (púrpura) a 3500 o superior (rojo) CGR / mm2. 
Barra de escala = 1 mm. FG = Fluorogold. 
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3.3. Tratamientos OFTALMOLÓGICOS: LAS INYECCIONES INTRAVÍTREAS 

 

En la oftalmología clínica actual se utilizan diferentes métodos, invasivos y no invasivos, para 

suministrar medicamentos a los pacientes afectos por alguna patología. Los métodos no invasivos son por 

vía tópica o por vía oral. Por vía tópica el medicamento se aplica directamente en la superficie ocular a 

través de gotas o pomadas, y este es absorbido por la córnea (este método es muy útil para patologías que 

afectan el polo anterior del ojo). Por vía oral el paciente ingiere el medicamento y éste llega al ojo y a la 

retina a través del torrente sanguíneo. Sin embargo, también existen métodos invasivos como las 

inyecciones: intramusculares, intravenosas, subconjuntivales, subtenonianas o intravítreas que permiten a 

los oftalmólogos introducir el fármaco en el torrente sanguíneo o acercar el agente farmacológico al polo 

Pósterior del ojo.  

 

Las inyecciones intravítreas (IIV) de sustancias farmacológicas son en la actualidad una importante 

estrategia terapéutica que está cambiando el pronóstico de muchas enfermedades de la retina, como la 

degeneración macular asociada a la edad, la retinopatía diabética, la neovascularización coroidea miopica, 

la uveítis Pósterior, la endoftalmitis, el edema macular, adherencias vitreoretinales, tumores intraoculares 

y muchos más (Peyman y cols., 2009; Fischer y cols., 2011; Williams y cols., 2015; Novack y Robin, 2015). 

Las IIV permiten a los oftalmólogos tratar las enfermedades del polo Pósterior directamente y al mismo 

tiempo minimizar o evitar completamente los efectos secundarios sistémicos de los fármacos inyectados 

(Bakri y cols., 2007; Peyman y cols., 2009; Fischer y cols., 2011; William y cols., 2015).  

 

Las IIV empezaron a utilizarse desde el comienzo del siglo veinte para introducir sustancias 

formadoras de espacio en el espacio vítreo con el fin de volver a colocar la retina (Ohm, 2011) tras un 

desprendimiento de retina. Pero su seguridad fue puesta en duda durante mucho tiempo y el uso de las IIV 

se restringió durante muchos años debido a los riesgos asociados a las inyecciones (Jager y cols., 2004; 

Falavarjani y Nguyen, 2013; Moja y cols., 2014; Morrison y Khutoryankiy, 2014; VanderBeek y clos., 2015). 

Sin embargo, recientemente, las ventajas y los beneficios de administrar las sustancias directamente 

dentro del ojo han superado los riesgos asociados a las inyecciones; así que el uso de las IIV se ha 

generalizado, sobre todo desde la introducción en oftalmología clínica de nuevos agentes farmacológicos: 

los corticosteroides y sobre todo los anticuerpos en contra del factor de crecimiento endotelial vascular 

(anti-VEGF). Estos fármacos se usan para tratar enfermedades como el edema macular quístico, la 

degeneración macular neovascular relacionada con la edad (DMAE), retinopatía diabética, la 

neovascularización coroidea miópica, la uveítis posterior, las endoftalmitis, las adherencias vítreo-

retinianas y los tumores intraoculares (Peyman y cols., 2009; Fischer y cols., 2011; William y cols., 2015; 

Novak y Robin, 2015; Meyer y cols., 2016);  

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF; del inglés vascular endotelial growth factor) es 

un factor trófico que aumenta la supervivencia de las células endoteliales, promueve la proliferación y 

migración de las células endoteliales y aumenta la permeabilidad vascular. El VEGF tiene varias isoformas 

y se une a dos receptores, 1 y 2, y la isoforma responsable de la neovascularización ocular parece ser 

VEGF165 (Stewart, 2015). La terapia anti-VEGF fue diseñada para neutralizar las formas solubles de VEGF, 

especialmente VEGF165, y las complicaciones neovasculares de las enfermedades oculares. El primer 
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fármaco contra el VEGF comercializado para IIV fue el aptamero pegabtanib (Macugen®, Pfizer, Nueva York, 

NY, EE.UU.), un fármaco que se une a la isoforma VEGF165. Pósteriormente, los anticuerpos monoclonales 

humanizados bevacizumab (Avastin®, Roche, Basilea, Suiza) y ranibizumab (Lucentis®, Novartis, Basilea, 

Suiza) y el recombinante VEGF-trap  aflibercept (Eylea®, Bayer, Leverkusen, Alemania). Pronto se reconoció 

que estos últimos tres fármacos tienen efectos superiores, y son el pilar del tratamiento en este momento. 

(Chang y cols., 2006; Braithwaite y cols., 2014; Virgili y cols., 2014; Solomon y cols., 2014; Stewart, 2015; 

Klein y Loewenstein 2016) 

La terapia anti-VEGF ha revolucionado el tratamiento de muchas enfermedades de la retina, como 

la DMAE, la retinopatía diabética y la obstrucción de la vena de la retina, ya que mejoran el pronóstico de 

la recuperación visual (Martin 2011; Braithwaite y cols., 2014; Virgili y cols., 2014; Solomon y cols., 2014;). 

Además, investigaciones recientes han documentado que para una mejor respuesta al tratamiento son 

necesarias varias IIV independientemente de la respuesta a la terapia. (Stewart, 2015; Agarwal y cols., 

2015; Chin-Yee y cols., 2015; García-Layana y cols., 2015). Sin embargo, se sabe muy poco sobre la 

dosificación y los posibles efectos secundarios locales en la retina de la IIV repetida. (Bhisitkul y cols., 2015) 

De hecho, al ser bevacizumab y ranibizumab anticuerpos monoclonales humanizados puede provocar 

incluso en los seres humanos una reacción inflamatoria, como se ha demostrado para altas dosis de estas 

sustancias (Xu y cols., 2010), y con el recombinante VEGF-trap aflibercept la reacción inflamatoria puede 

ser incluso mayor (Souied y cols., 2016). Además, los efectos terapéuticos (28) y los efectos adversos (29-

31) de la administración intravítrea de anti-VEGF o corticosteroides se han documentado también en el ojo 

contralateral, pero se han atribuido a la absorción sistémica del fármaco. 
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Todos los artículos puden encontrase en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=di 

pierdomenico j  

 

1. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2015 Jul;56(8):4592-604. doi: 10.1167/iovs.15-16808. 

 

Inherited Photoreceptor Degeneration Causes the Death of Melanopsin-Positive Retinal Ganglion Cells 

and Increases Their Coexpression of Brn3a. 

García-Ayuso D1, Di Pierdomenico J1, Esquiva G2, Nadal-Nicolás FM1, Pinilla I3, Cuenca N2, Vidal-Sanz M1, 

Agudo-Barriuso M1, Villegas-Pérez MP1. 

Author information 

1 Instituto Murciano de Investigación Biosanitaria Hospital Virgen de la Arrixaca (IMIB-Virgen de la 

Arrixaca) and Departamento de Oftalmología, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia, Murcia, 

Spain. 

2 Departamento de Fisiología, Genética y Microbiología, Universidad de Alicante, San Vicente del 

Raspeig, Alicante, Spain. 

3 Servicio de Oftalmología, Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa, Zaragoza, Spain. 

 

PURPOSE: To study the population of intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (melanopsin-

expressing RGCs, m+RGCs) in P23H-1 rats, a rat model of inherited photoreceptor degeneration. 

 

METHODS: At postnatal (P) times P30, P365, and P540, retinas from P23H dystrophic rats (line 1, rapid 

degeneration; and line 3, slow degeneration) and Sprague Dawley (SD) rats (control) were dissected as 

whole-mounts and immunodetected for melanopsin and/or Brn3a. The dendritic arborization of m+RGCs 

and the numbers of Brn3a+RGCs and m+RGCs were quantified and their retinal distribution and 

coexpression analyzed. 

RESULTS: In SD rats, aging did not affect the population of Brn3a+RGCs or m+RGCs or the percentage 

that  

 

showed coexpression (0.27%). Young P23H-1 rats had a significantly lower number of Brn3a+RGCs and 

showed a further decline with age. The population of m+RGCs in young P23H-1 rats was similar to that 

found in SD rats and decreased by 22.6% and 28.2% at P365 and P540, respectively, similarly to the 

decrease of the Brn3a+RGCs. At these ages the m+RGCs showed a decrease of their dendritic 

arborization parameters, which was similar in both the P23H-1 and P23H-3 lines. The percentage of 

coexpression of Brn3a was, however, already significantly higher at P30 (3.31%) and increased 

significantly with age (10.65% at P540). 

 

CONCLUSIONS: Inherited photoreceptor degeneration was followed by secondary loss of Brn3a+RGCs 

and m+RGCs. SurvIIVng m+RGCs showed decreased dendritic arborization parameters and increased 

coexpression of Brn3a and melanopsin, phenotypic and molecular changes that may represent an effort 

to resist degeneration and/or preferential survival of m+RGCs capable of synthesizing Brn3a. 
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2. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2016 Jul 1;57(8):3533-44. doi: 10.1167/iovs.16-19618. 

 

Different Ipsi- and Contralateral Glial Responses to Anti-VEGF and Triamcinolone Intravitreal Injections in 

Rats. 

Di Pierdomenico J, García-Ayuso D, Jiménez-López M, Agudo-Barriuso M, Vidal-Sanz M, Villegas-Pérez MP. 

Author information 

Departamento de Oftalmología, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia and Instituto Murciano de 

Investigación Biosanitaria Virgen de la Arrixaca, Murcia, Spain 

 

PURPOSE: To investigate the glial response of the rat retina to single or repeated intravitreal injections 

(IIV). 

 

METHODS: Albino Sprague-Dawley rats received one or three (one every 7 days) IIV of anti-rat VEGF (5 μL; 

0.015 μg/μL), triamcinolone (2.5 or 5 μL; 40 μg/μL; Trigón Depot), bevacizumab (5 μL; 25 μg/μL; Avastin), 

or their vehicles (PBS and balanced salt solution) and were processed 7 days after the last injection. 

Retinas were dissected as whole mounts and incubated with antibodies against: Iba1 (Ionized Calcium-

Binding Adapter Molecule 1) to label retinal microglia, GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) to label 

macroglial cells, and vimentin to label Müller cells. The retinas were examined with fluorescence and 

confocal microscopy, and the numbers of microglial cells in the inner retinal layers were quantified using 

a semiautomatic method. 

RESULTS: All the injected substances caused an important micro- and macroglial response locally at the 

injection site and all throughout the injected retina that was exacerbated by repeated injections. The 

microglial response was also observed but was milder in the contralateral noninjected eyes. The IIV of 

the humanized antibody bevacizumab caused a very strong microglial reaction in the ipsilateral retina. 

Two types of macroglial response were observed: astrocyte hypertrophy and Müller end-foot hypertrophy. 

While astrocyte hypertrophy was widespread throughout the injected retina, Müller end-foot hypertrophy 

was localized and more extensive with triamcinolone use or after repeated injections. 

CONCLUSIONS: Intravitreal injections cause micro- and macroglial responses that vary depending on the 

injected agent but increase with repeated injections. This inflammatory glial response may influence the 

effects of the injected substances on the retina. 
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Early Events in Retinal Degeneration Caused by Rhodopsin Mutation or Pigment Epithelium Malfunction:         

Differences and Similarities 

 

Johnny Di Pierdomenico1, Diego García-Ayuso1, Isabel Pinilla2, Nicolás Cuenca3, Manuel Vidal-Sanz1, 

Marta Agudo-Barriuso1, María P. Villegas-Pérez1 
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2Instituto de Investigación Sanitaria Aragón, Aragon Health Sciences Institute, Lozano Blesa University 
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To study the course of photoreceptor cell death and macro and microglial reactIIVty in two rat models of 

retinal degeneration with different etiologies. Retinas from P23H-1 (rhodopsin mutation) and Royal 

College of Surgeon (RCS, pigment epithelium malfunction) rats and age-matched control animals 

(Sprague-Dawley and Pievald Viro Glaxo, respectively) were cross-sectioned at different postnatal ages 

(from P10 to P60) and rhodopsin, L/M- and S-opsin, ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1), 

glial fibrillary acid protein (GFAP), and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) proteins were 

immunodetected. Photoreceptor nuclei rows and microglial cells in the different retinal layers were 

quantified. Photoreceptor degeneration starts earlier and progresses quicker in P23H-1 than in RCS rats. 

In both models, microglial cell activation occurs simultaneously with the initiation of photoreceptor death 

while GFAP over-expression starts later. As degeneration progresses, the numbers of microglial cells 

increase in the retina, but decreasing in the inner retina and increasing in the outer retina, more markedly 

in RCS rats. Interestingly, and in contrast with healthy animals, microglial cells reach the outer nuclei and 

outer segment layers. The higher number of microglial cells in dystrophic retinas cannot be fully 

accounted by intraretinal migration and PCNA immunodetection revealed microglial proliferation in both 

models but more importantly in RCS rats. The etiology of retinal degeneration determines the initiation 

and pattern of photoreceptor cell death and simultaneously there is microglial activation and migration, 

while the macroglial response is delayed. The actions of microglial cells in the degeneration cannot be 

explained only in the basis of photoreceptor death because they participate more actively in the RCS 

model. Thus, the retinal degeneration caused by pigment epithelium malfunction is more inflammatory 

and would probably respond better to interventions by inhibiting microglial cells.  
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5 CONCLUSIONES GENERALES 

 

En base a los resultados obtenidos en los experimentos descritos en esta Tesis Doctoral: 

 

Del modelo de degeneración hereditaria de los fotorreceptores causado por una mutación en el gen de la 

rodopsina, las ratas P23H-1, concluimos que: 

 

La degeneración de los segmentos externos de los conos comienza a los 21 días de edad. 

 

La expresión de rodopsina se ve afectada a partir de los 10 días de edad.  

 

Con la edad se observa una disminución de las poblaciones de CGRs y mCGRs, que es similar para 

ambas poblaciones.  

 

Al mes de edad se observa un aumento en la coexpresión de melanopsina y Brn3a en las mCGRs 

que sigue aumentando con el tiempo. 

 

Con la edad se observa una disminución de los parámetros morfométricos dendríticos de las 

mCGRs. 

 

Del modelo de degeneración hereditaria de los fotorreceptores causado por una mutación del gen MERTK, 

las ratas RCS, concluimos que:  

 

La degeneración de los segmentos externos de los conos comienza a los 45 días de edad. 

 

La expresión de rodopsina no se ve afectada hasta los 60 días de edad. 

 

De la comparación de los dos modelos de degeneración hereditaria concluimos que: 

 

En los dos modelos se observa activación de células microgliales que ocurre de forma simultánea 

al inicio de la muerte de los fotorreceptores. 

En los dos modelos se observa migración de las células de microglia desde las capas internas 

hacia las externas de la retina.  

En los dos modelos se observa un aumento en el número total de células de la microglia en la 

retina, que es mayor en las ratas RCS. 

 

A los 21 días de edad en las P23H-1 y a los 45 días de edad en las RCS, se observa división de las 

células de microglia.   

 

A estas mismas edades, se observa sobreexpresión de GFAP en las células de Müller.  
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Del estudio de las retinas de los animales a los que se les había realizado una o repetidas inyecciones 

intravítreas, concluimos que:  

 

Las inyecciones intravítreas causan en la retina una importante reacción de las células de la 

microglía que es mayor al aumentar el número de inyecciones.  

 

Una única inyección intravítrea de PBS, BSS o anti-rat-VEGF produce una reacción de hipertrofia 

de los astrocitos.  

 

Una única inyección de triamcinolona o repetidas inyecciones intravítreas de esta o de otras 

sustancias producen además, una hipertrofia de los pies de las células de Müller.  

 

Las inyecciones intravítreas causan una reacción de las células de microglia en los ojos 

contralaterales no inyectados. 

 

La inyección intravítrea del anticuerpo humanizado bevacizumab en rata produce una intensa 

activación de las células de microglía. 
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6 GENERAL CONCLUSIONS 

 

Based on the results obtained in the experiments described in this Doctoral Thesis: 

 

From the model of hereditary photoreceptor degeneration caused by a mutation in the rhodopsin gene, the 

P23H-1 rat, we conclude that: 

 

The degeneration of the outer segments of cones begins 21 days post-natally (P21). 

 

Rhodopsin expression is affected from P10. 

 

With age there is a decrease in the populations of RGC and m+RGCs, which is similar for both 

populations. 

 

At one month of age there is an increase in the coexpression of melanopsin and Brn3a in the 

mCGRs that increases with time.  

 

With age there is a decrease in the morphometric dendritic parameters of the mCGRs. 

 

From the model of hereditary photoreceptor degeneration caused by a mutation in the MERTK gene, the 

RCS rat, we conclude that: 

 

The degeneration of the cone outer segments begins at P45. 

 

The expression of rhodopsin is not affected until P60. 

 

From the comparison of both models of hereditary photoreceptor degeneration, we conclude that: 

 

In both models, activation of microglial cells occurs simultaneously with the initiation of 

photoreceptor death. 

 

In both models there is microglial cell migration from the inner to the outer retinal layers  

 

In both models, there is an increase of the total numbers of retinal microglia cells, that is greater 

in the RCS rats. 

 

At P21 in P23H-1 rats and at P45 in RCS rats, there is proliferation of microglial cells. 

 

At these same ages there is overexpression of GFAP in Müller cells.  
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From the study of the retinas of the animals that had received one or repeated intravitreal injections, we 

conclude that: 

 

Intravitreal injections cause a significant microglial reaction in the retina that increases with the 

number of injections. 

 

A single intravitreal injection of PBS, BSS or anti-rat-VEGF produces astrocyte hypertrophy. 

 

A single injection of triamcinolone or repeated intravitreal injections of triamcinolone or other 

substances also cause hypertrophy of the end-feet of Müller cells. 

 

Intravitreal injections cause a microglial reaction in the contralateral non-injected retinas. 

 

The intravitreal injection in rats of the humanized antibody bevacizumab produces a severe 

microglial reaction. 
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