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Resumen

CONTRIBUCION DE LAS CELULAS GLIALES Y DEL EPITELIO PIGMENTARIO
RETINIANO EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA RETINA

La retina es un tejido constituido por dos capas que comprenden: una externa
que es el epitelio pigmentario retiniano (EPR), y una interna, la retina neural. A su vez,
la retina neural esta constituida por una red que abarca una capa fotosensible y las
conexiones nerviosas que convierten la sefial luminosa en impulsos eléctricos, los
cuales son transmitidos mediante el nervio Optico a la corteza visual. La retina neural
posee ademas tres tipos de células gliales, las células de Miller, los astrocitos y la
microglia. La integridad de cada célula retiniana es esencial para el funcionamiento de
la retina y el proceso de la visibn. Son muchos los padecimientos que afectan a la
retina. Si bien cada uno implica una serie de cambios celulares y moleculares
especificos, estudios en modelos animales muestran que existen denominadores
comunes como la degeneracion neuronal, la de-diferenciacion parcial de las células del
EPR, su proliferacion y migracion hacia el espacio subretiniano, la proliferacion de las
células gliales retinianas y la hipertrofia de las células de Miiller. Ademas de contribuir a
la pérdida progresiva de las células retinianas, las células gliales retinianas y del EPR
pueden también participar en la reparacion y la regeneracion de la retina. En el
presente trabajo, se revisaron los principales aspectos fisioldgicos de la glia retiniana y
del EPR en conjunto con un enfoque en su participacién en las patologias retinianas.
Las evidencias que sustentaron esta monografia estdn documentadas en estudios en

su mayoria realizados en mamiferos.



Summary

CONTRIBUTION OF GLIAL CELLS AND RETINAL PIGMENT EPITHELIUM IN THE
RETINAL PHYSIOPATHOLOGY

The retina consists of two layers which include: one external known as the retinal
pigment epithelium (RPE) and the internal, the neural retina. The neural retina is formed
by a neuronal network that includes the photosensitive layer and the neural connections
that transform light into electrical impulses, which are transmitted through the optic
nerve to the visual cortex. Three types of glial cells, Miuller cells, astrocytes and
microglia are also present in the neural retinal. The integrity of each retinal cell is
essential for retinal function and vision. The retina can be affected by many diseases
with a width number of specific molecular and cellular changes. Nevertheless, animal
experiments show common denominators for retinal disorders, including degeneration of
neuronal cells, partial dedifferentiation of RPE cells, proliferation and migration of RPE
cells into the subretinal space, proliferation of all glial cell types within the retina and
hypertrophy of Muller cells. In addition to contribute to the progressive loss of retinal
cells, both RPE and retinal glial cells also participate in repair and regeneration of the
retina. The present work reviewed the main physiological functions of retinal glia and
RPE and their involvement in retinal pathologies. Such studies that support this work

come from mammal experimental models.



Dedicatorias:

B A todas las personas importantes y especiales de mi familia que ahi andan

todo el tiempo pendientes de mi

B A Martin Zavala Diaz por ser apoyo, motivaciéon y ejemplo incondicional...

B A la enzima PAMK cuya sola presencia en mi ha sido y seguird siendo sin

importar lo que pase en esta u otra vida, un motor para seguir feliz...

B Para Pingi con especial dedicatoria por ser compafera constante en

absolutamente TODOS los momentos en este trabajo y etapa...

Auch wenn Du mich nicht siecht
Wenn ich hier -

Vor Dir stehe

Dich erlebe

Zu Dir falle

Dich erhebe

Dich anbete

Nur fur Dich...
T.W. (2005)



Agradecimientos

Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Endocrinologia Molecular del Departamento
de Neurobiologia Celular y Molecular del Instituto de Neurobiologia de la Universidad

Nacional Autbnoma de México (UNAM), bajo la direccion de la Dra. Stéphanie Thebault.

Agradecimientos:

Al Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México por

haberme dado la oportunidad de realizar mis estudios de Maestria.

Agradecimientos al:

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnhologia por el apoyo econémico
Becario no. 411625

A la Direccion de Estudios de Posgrado de la UNAM

Becario no. 303726971

A la Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez Labora por haberme permitido ingresar a su
grupo de trabajo, y a la Dra. Stéphanie Thebault por el desarrollo del proyecto y la

direccion del trabajo.

Reconozco el apoyo técnico del M. en C. Gabriel Nava, el Nut. Fernando Lopez
Barrera; de los laboratoristas Daniel Mondragon Huerta y Antonio Prado Galan que
ayudaron en gran parte para la realizacion del proyecto.

Vi



indice

RESUMBN. .. e e e, i
R T0 ] 0] 4= T 2 PP v
DediCatoria. ... s v
Ao = Lo L=Tod T 0 1= o1 (o PSPPSR vi
INEFOTUCCION . ..ot e et e !
ANTEC U NS ... it 3

I. Aspectos generales de la anatomia y fisiologia ocular y retiniana..................... 1

g T o 1

1.1.1. Las camaras: anterior, posterior y vitrea................c..ocooiiiiiiiinn.. 1

.1.2. Las tanicas oculares: fibrosa/externa, vascular/media y neural/interna...

[.1.2.a. La tunica fibrosa: corneayesclera...............ccoooviiiiiiiiiiiiie, 12

[.1.2.b. La tunica vascular: iris, cuerpos ciliares y coroides........................ 13

I.1.2.c. La tinica neural: retina (estructura macroscopica)..............cccceun.... 14

2. LA relina. ..o 16

1.2.1. Origen embriolOgiCO..........vuieiee e 16

1.2.2. Estructura microscopicade laretina..............cccooiiiiiiiiiiiiiiii, 1

1.2.3. Tipos celulares residentes de laretina...............coooiiiiiiiiiiii e, 18

[.2.3.8. NBUIONAS. ...t e, 18

[.2.3.a.1. Células fotorreceptoras: conos y bastones.............................. 19

[.2.3.2.2. Células bipolares. ..........cc.ouiviriii i 20

1.2.3.2.3. Células horizontales...............ccoooiiiiiiiiii e, 21

[.2.3.2.4. Células @amacCrinas. ..........cciuiiiei e, 22

[.2.3.2.5. Células ganglionares. .............cccoeuiiiiiiniiiiii e 23

vii



1.2.3.b. Células gliales. ...........ouiiiiii i 24

[.2.3.0.1 Gliade MUIIET........o e 25
1.2.3.0.2. AStrOCIHOS. . ...oieie i 26
[.2.3.D.3. MICrOglia. .. ... e 26

1.2.3.c. Epitelio pigmentario retiniano.................coooiiiiiiiiii 21
1.2.3.d. Células endoteliales. ............cooiiiiiiii 28

Il. La fisiologia de laretina............cooniniiiiii e 29
[1.1. Captacion de la luz y fototransduccion.............c.coooiiiiiiiies 29

[I.2. Procesamiento de la informacién visual en la retina después de la

fOtOtraNSAUCCION. ... ... e 33

I1.3. Aferencias de la retina hacia la corteza visual primaria............................ 35
[1.4. Contribucién de la glia y el epitelio pigmentario en la fisiologia retiniana...... 36
[1.4.1. Células de MUIIET...........ouiiiiiii e 36
[1.4.2. ASITOCIOS . ...\t 46
e TR [Tt o o L= 52
11.4.4. Epitelio pigmentario retiniano................ccoooiiiiiiiiiie 54

lll. Papel de la glia retiniana y del epitelio pigmentario retiniano en condiciones

(S22 (] (o[> 1= 61
I1.1. Patologias de laretina............c.oeieiiiniii e 61
[11.2. La glia en la patologiade laretina............cccoooviiiiiiiiii 65
[11.3. El epitelio pigmentario retiniano en la patologia de la retina..................... 8
(070 aToa [T LY (o] g =T OO 85
RE I BN CIAS ... et e 87
IS = e L= o LU T = PP 121
AT EVIATUIAS . ..o ettt 124

viii



Introduccién

La retina es un tejido que responde a la luz y es en ella donde se inicia como tal el
proceso de la vision en los mamiferos.

La retina de mamiferos posee 4 tipos celulares que incluyen células neuronales (de tipo
fotorreceptor, bipolar, horizontal, amacrina y ganglionar), gliales (de Miuiller, astrocitos y
microglia), endoteliales y epiteliales (EPR), cuya actividad en conjunto, permite la
fototransduccion y la generacion de potenciales de accion hacia nucleos talamicos y la
corteza visual notablemente (Kandel et al., 2000; Wéassle y Boycott, 1991). Se consideré
por mucho tiempo que la principal célula glial de la retina, la célula de Miiller (GM), era
primordialmente una célula de sostén en la retina debido a su estructura radial. En
cuanto al EPR, su integridad demostré ser esencial para la visidbn por ser parte de la
barrera hematoretiniana externa. Este epitelio, cumple con funciones tan importantes
como el transporte de nutrientes, iones y agua; la captacion de la vitamina A circulante,
su almacenamiento en su forma esterificada y su transformacion en retinol, para
después transferirlo hacia los fotorreceptores; la eliminacion del material de desecho
acumulado a nivel de los fotorreceptores; la absorcién de luz y la proteccién contra la
fotooxidacién, entre otras (Bok, 1993; Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005). En las
Gltimas décadas, si bien se confirmd el papel fundamental del EPR en la funcién
retiniana, también se evidencié a la GM como componente indispensable para el
mantenimiento de la homeostasis retiniana (Bringmann et al., 2009; Newman vy
Reichenbach, 1996a) (Figura 1). Asimismo se generd gran cantidad de evidencia
acerca de la participacion de la GM y del EPR en casi todas las patologias de la retina
(Bringmann et al., 2006; Frayer, 1966; Grosche et al., 1995; Huxlin et al., 1995; Sparrow
et al., 2010; Zayit-Soudry et al., 1989). Notablemente, después de un dafio en la retina
de mamiferos, la glia y el EPR tratan de regenerar las células del EPR y las neuronas o
conllevan a la formacion de cicatrices no funcionales (Bringmann et al., 2006; Mata et
al.,, 2002; Wang et al., 2011). Cabe sefialar que un numero considerable de
investigaciones se ha abocado a comprender los mecanismos subyacentes a las
respuestas de lesiones retinianas, lo cual es fundamental para desarrollar exitosamente

estrategias terapéuticas para evitar la pérdida de agudeza visual o de la vision (Beatty



et al., 2000; Langmann, 2007; Lewis et al., 1995; Marmorstein et al., 1998). Debido a la
dificultad de obtener tejido retiniano de pacientes con cualquiera de las patologias
retinianas conocidas al dia de hoy, la mayoria de los hallazgos se han obtenido en
modelos animales y se ha visto que muchos de los cambios celulares y moleculares
descritos en estos modelos se extrapolan con los resultados obtenidos en humanos
(Huxlin et al., 1995; Peichl et al., 2000; Thoreson, 2007; Turner y Cepko, 1987). En la
presente monografia se propone revisar las principales evidencias de la contribucion de
la glia retiniana y del EPR en la fisiopatologia de la retina en mamiferos y profundizar

sobre los hallazgos mas recientes y/o sobresalientes en este mismo contexto.
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Figura 1.- Representacién esquematica de la retina con sus cuatro tipos celulares donde se ilustran las
principales funciones de las células de Miller y del EPR en relacién con el mantenimiento de la
homeostasis retiniana. B: bastones, C: conos, CH: células horizontales, Bi: células bipolares, Ac: células
amacrinas, M: células de Miuller, CG: células ganglionares. Modificado de (Giaume et al., 2007; Strauss,
2005).



Antecedentes

El sistema visual es el conjunto de Organos cuya actividad coordinada permite la
percepcion visual (Berggren, 2001; Schiller, 1986). Consta de estructuras complejas
que incluyen al ojo y a las vias nerviosas que inician en la retina (neuroretina) y
terminan en la corteza visual (Garcia, 2005). Por derivar mayormente del
neuroectodermo, el sistema visual forma parte del sistema nervioso central (SNC)
(Kandel et al., 2000). Su funcidon es recoger e interpretar dos imagenes en dos
dimensiones en una imagen tridimensional (Jeannerod y Jacob, 2005).

El ojo capta la luz del entorno y al salir de este 6rgano se convierte en
informacion electroquimica, la cual es transmitida hacia la corteza cerebral donde es
procesada y analizada (Schiller, 1986). Una vez que la luz penetra al ojo, atraviesa
varias estructuras (humor acuoso, cristalino y humor vitreo; entre otras) para ser

enfocada en la parte posterior del ojo donde se encuentra la retina (Figura 2).

Humeor acuoso

Cristalino

Humor vitreo

Figura 2.- Representacion esquematica de un ojo humano donde se muestra a grandes rasgos la manera
en que la luz es enfocada en la retina. Modificado de Garcia-Hernandez 2008

Siendo sensible a la luz, la retina es un 6rgano encargado de recoger, elaborar y
transmitir las sensaciones visuales (Wagner et al., 1998). Convierte los fotones en
sefales eléctricas, las transforma para codificar parametros como contrastes y color,
entre otros, y manda la informacion luminosa procesada a través del nervio Optico al
cerebro (Schubert, 2009). La retina se puede dividir en dos capas: una externa formada

por el EPR y la membrana de Bruch y capa interna, la retina neural o neuroretina



(Pifiero, 1992). La retina neural de los vertebrados y en especial los mamiferos, posee
un plan de organizacion basico: dos capas sinapticas (capas plexiforme interna y
externa) y tres capas celulares (las capas nucleares interna y externa y la capa de
células ganglionares) (Sung y Chuang, 2010). En términos histoldgicos, la retina neural
exhibe nueve capas que incluyen de la coroides hacia el humor vitreo a: la capa de los
segmentos externos de los fotorreceptores (SE), la membrana limitante externa (MLE),
la capa nuclear externa (CNE), la capa plexiforme externa (CPE), la capa nuclear
interna (CNI), la capa plexiforme interna (CPI), la capa de células ganglionares (CCG),
la capa de fibras del fasciculo 6ptico (CFNO) y la membrana limitante interna (MLI)
(Garcia, 2005) (Figura 3). Dentro de las diferentes capas se pueden distinguir cuatro
tipos celulares: las células neuronales, las células gliales, las células endoteliales y las
células del EPR. A groso modo, existen neuronas fotorreceptoras (conos y bastones),
las cuales se encargan de la absorcion de las radiaciones luminosas, y existen
neuronas de segundo orden (células bipolares y ganglionares) que se encargan la
transformaciéon de la luz a impulsos bioeléctricos (eje principal de la fototransduccion)
(Masland, 2004). Ademas participan neuronas de asociacion (células horizontales y
amacrinas) que modulan la sefial resultante de la fototransduccion (American Academy
of Ophthalmology, 1998).
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Figura 3.- Corte histolégico transversal que muestra las capas que conforman la retina de cerdo. Se
representaron en un esquema a las células neuronales retinianas, la GM y las células del EPR (derecha).
Modificado de www.vetmed.vt.edu/education/curriculum/vm8054/eye/MULLER.HTM.



Es importante resaltar que si bien nos enfocaremos en los mamiferos, el érgano
mas simple para detectar la luz en los vertebrados consta de nada méas dos tipos de
células: las neuronas fotorreceptoras y las células pigmentadas (Lamb et al., 2007)
(Figura 4). Ambos tipos celulares aparecen conjuntamente en cada ojo a lo largo del
reino animal (insectos, moluscos a vertebrados superiores) (Lamb et al., 2007). Las
interacciones entre las células pigmentadas y las células fotorreceptoras son esenciales
en la funcién visual (Bok, 1993; Sparrow et al., 2010; Steinberg, 1985; Strauss, 2005),
empezando en el desarrollo, cuando la diferenciaciéon funcional de la capa de
fotorreceptores depende de la diferenciacién del EPR y viceversa (Marmorstein et al.,
1998; Rizzolo, 1997). Notablemente, la interaccién neuroretina-EPR involucra a la
importacion de derivados de la vitamina A, el metabolismo y reciclaje, los cuales se
establecen antes del establecimiento de la visibn y sirven como sefales de
diferenciacion para ambos tejidos (Marmorstein et al., 1998; McCaffery et al., 1992). En
conjunto, estas y otras evidencias indican que la interaccion entre el EPR y los
fotorreceptores es esencial para que estos ultimos desarrollen la capacidad de detectar
la luz y por ende, que la desregulacion de dicha interaccion puede llevar a alteraciones
en la visién (Bok, 1993; Strauss, 2005).

Coroides
CC~a> @ C® T ap > 6D
B~

Figura 4.- Micrografia del EPR, coroides y los SE en el humano (izquierda) y esquema alineado con la
micrografia (derecha) donde se representa a los coriocapilares (CC), a la membrana de Bruch (MB), al
EPR, procesos apicales de las células del EPR (AP), SE de los conos (C) y bastones (B) y células de
Mdller (M).

Las neuronas de la retina estan relacionadas funcionalmente y/o
estructuralmente con la glia y el EPR (Bringmann et al., 2006; Newman y Reichenbach,
1996a; Stone y Dreher, 1987; Won et al.,, 2000). En la retina de mamiferos se

encuentran tres tipos de células gliales: la GM, los astrogliocitos y los microglia. La GM

5



y los astrocitos fueron descritos por Cajal hace mas de un siglo (1893). Las células de
la microglia fueron descritas por primera vez por Rio-Hortega en 1919.

Las GM son la principal célula glial de la retina. Forman estructuras de sostén
gue se extienden radialmente a lo largo de la retina, sus procesos hacia el EPR y el
vitreo forman las membranas limitantes externa e interna de la retina, respectivamente.
La tincion mediante el método de Golgi como lo mostré originalmente Cajal (Figura 5)

permite una comprension completa de la morfologia de la GM.

RANA CARPA LAGARTLJA POLLO BUEY

Figura 5.- Tincién de Golgi para observar las células de Miuller de varias especies. Tomado de
www.webvision.com

Los procesos de la célula de Miller se insindan entre los cuerpos celulares de las
neuronas localizados en las capas nucleares y envuelven grupos de procesos nerviosos
en las capas plexiformes (Yang, 1998) (Figura 6). De hecho, los procesos neuronales
entran en contacto directo solamente en botones sinapticos, donde no estan recubiertos

por los procesos de la GM.
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Figura 6.- Representacién esquematica de la interaccion entre la GM y las neuronas retinianas.
b=bastones, c=conos, B=bipolares, H=horizontales, A=amacrinas, G=ganglionares. (Modificado de
Reichenbach et al., 1993).

De manera notable, la GM y las neuronas retinianas provienen de una misma
progenitora (Turner y Cepko, 1987), aunque al parecer en dos fases sucesivas entre si.
En la primera fase, las células progenitoras del neuroepitelio localizadas al margen del
EPR se diferencian hacia conos, células horizontales y células ganglionares. Las
progenitoras que nacen en una segunda fase, se diferencian hacia GM, bastones,
células bipolares y células amacrinas (Reichenbach y Robinson, 1995). Posteriormente,
todas las neuronas en desarrollo asi como la GM migran hacia el interior de la retina a
su posicion definitiva. Se considera que los procesos de la GM guian en gran parte la
migracion neuronal y la diferenciacién de las neuritas (Turner y Cepko, 1987). Ademas,
la GM cumple con mdltiples funciones que son vitales para la neuroretina y tienen una
relacion simbidtica con las neuronas (Reichenbach y Robinson, 1995). Otra
caracteristica esencial es que la GM contiene filamentos intermedios que son
inmunoreactivos para vimentina y la proteina acidica glial fibrilar (0 GFAP por sus siglas
en inglés). Estos filamentos se encuentran fisiolégicamente en la mitad interna de la GM
(hacia el humor vitreo) (Grosche et al., 1995; Lewis et al., 1995). Sin embargo,
cualquier dafio en la retina promueve la produccion de vimentina y GFAP, los cuales se
detectan lo largo de la célula, indicando la activacion de la GM (Guérin et al., 1990;
Lewis et al., 1995) (Figura 7). Lo anterior apoya a que la interaccion entre la GM y las

neuronas retinianas es crucial para la adquisicibn de la capacidad visual y el



mantenimiento de la homeostasis retiniana, y que la GM esta involucrada en
condiciones patolégicas (Bringmann et al., 2006; Newman Yy Reichenbach, 1996b;
Yang, 1998).

control 48 h Luz blanca continua

RETINA NORMAL RETINA DESPRENDIDA

acL ‘I
%—! O

CEAP

Fisher & Lewis, 1996

Figura 7.- Inmunotincion para GFAP en retinas de rata expuestas a luz blanca continua por 48
horas (Thebault S, comunicacion personal) (arriba) o tras un desprendimiento de retina (Fisher y Lewis,
1995).

Los astrocitos no provienen del neuroepitelio retiniano (corresponde a la hoja
interna de la copa 6ptica que dara lugar a la neuroretina madura), entran en la retina
durante el desarrollo por migracién a lo largo del nervio éptico en desarrollo (Morcos y
Chan-Ling, 2000; Stone y Dreher, 1987). Tienen una morfologia caracteristica con un
cuerpo celular aplanado y una serie de procesos radiales constituidos por filamentos
intermedios positivos para GFAP (Schnitzer, 1988). Se encuentran casi exclusivamente
en la CFNO de la retina, donde sus cuerpos celulares y procesos envuelven a los
capilares vasculares y a las células ganglionares. Esta distribucién sugiere que los
astrocitos fungen como vainas gliales para axones y capilares, y que por ende, forman
parte de la barrera hematoretiniana (Liebner et al., 2011; Reichenbach et al., 1988;
Stone y Dreher, 1987). De manera comparable a la GM, los astrocitos contienen niveles
abundantes de glucégeno y asi suministran glucosa a las neuronas adyacentes.

Ademas participan en la homeostasis i6nica, en particular del K™ extracelular, y en el
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metabolismo de los neurotransmisores como el acido gama-amino butirico (GABA)
(Ehinger, 1977; Schnitzer, 1988).

El tercer tipo de célula glial, la microglia, es de origen mesodérmico (Morcos y
Chan-Ling, 2000), lo cual lo diferencia de las células de Miller y los astrocitos. Bajo
condiciones fisioldgicas, la microglia se puede encontrar en todas las capas internas de
la retina pero nunca en las capas externas (Chen et al., 2002). Después de algun dafio
retiniano, la microglia migra en la retina externa, en particular en el espacio subretiniano
localizado entre el EPR y la membrana limitante externa. Adquieren caracteristicas de
macréfago y asi contribuyen a la fagocitosis de las neuronas en degeneracion
(Karlstetter et al., 2010; Langmann, 2007; Thanos, 1992).

Evidencias de la existencia de multiples circuitos neuronales en la retina se
demostraron desde hace mas de cuatro décadas (Dowling, 1970; Famiglietti y Kolb,
1976; Kolb et al., 2001; Linberg et al., 2001). Sin embargo, pruebas de que estos
circuitos cambian y/o se remodelan en los mamiferos adultos, generalmente en
respuesta a los traumas y enfermedades, se han obtenido recientemente (Abmad et al.,
2011; Cornett et al., 2011; Fong y Tsilfidis, 2012; Hernandez et al., 2010). Debido a que
un cambio en el circuito retiniano puede significar un cambio en la vision, es importante
entender estos cambios y las formas de evitarlos o repararlos. Al respecto, cabe

recordar los pensamientos de Santiago Ramoén y Cajal: “...una vez terminado el
desarrollo, las fuentes de crecimiento y regeneracion de los axones y dendritas se
terminan indiscutiblemente. En los centros de control en organismos adultos las rutas
nerviosas parecen estar fijas, terminadas, incambiables. Todo puede morir, nada puede
ser regenerado. Esta en la ciencia del mafiana cambiar, si es posible, este decreto
tajante. Inspirados en grandes ideales, se debe trabajar para impedir o moderar la
pérdida gradual de neuronas, para sobrepasar los limites invencibles de la rigidez de
Sus conexiones, y para lograr reestablecer las rutas nerviosas normales cuando un
estado de enfermedad haya dafiado centros de control intimamente relacionados”. Al
dia de hoy, los mecanismos de la regeneracion retiniana en adultos mamiferos siguen
insuficientemente entendidos. La degeneracion retiniana lleva a la pérdida progresiva

de células retinianas, particularmente de los fotorreceptores y las células ganglionares



(Beatty et al., 2000; Fong y Tsilfidis, 2012; Grosche et al., 1995; Lewis et al., 1995;
Thanos, 1992). Actualmente existen dos enfoques experimentales fundamentales para
enfrentar ambos problemas. Uno pretende reconstruir el circuito perdido mediante su
reemplazo con tejido neuronal (generalmente fetal) y el otro es intentar frenar la
degeneracion (Fong y Tsilfidis, 2012; Ma et al., 2012; Plafker et al., 2012). El desarrollo
de ambas estrategias se basa en mejorar nuestro conocimiento sobre la fisiologia
retiniana y el proceso de la vision, asi como identificar los denominadores comunes de
los diversos trastornos de la retina. Para ello se han implementado humerosos modelos
animales para reproducir algunas de las condiciones observadas en las patologias
retinianas y en general, se observan respuestas celulares que incluyen la de-
diferenciacion del EPR, la proliferacion y migracién de las células del EPR hacia el
espacio subretiniano, la degeneracion de los SE de los fotorreceptores y sus
terminaciones sinapticas, la muerte de los fotorreceptores, la remodelacion estructural
de neuronas de segundo y tercer orden, la proliferacion de las células retinianas no-
neuronales y su migracion hacia el espacio subretiniano asi como la hipertrofia de la
GM (Grosche et al., 1995; Huxlin et al., 1995; M. Wang et al., 2011; Yang, 1998). La
mayoria de los eventos anteriores han sido asociados con procesos moleculares que
ocurren en humanos tanto sanos como enfermos y apoyan a qué tanto la glia como el
EPR contribuyen en la fisiopatologia de la retina.

Se sabe que la glia y el EPR patrticipan en cada una de las etapas del desarrollo
de la retina incluyendo la génesis del numero correcto de células de cada tipo, la
migracion de cada célula hacia su destino final, asi como en el establecimiento de los
circuitos neuronales maduros (Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005; Turner y Cepko,
1987). No obstante, nos enfocaremos a la contribucién de la glia y del EPR en la retina

de mamiferos adultos, tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas.

A continuacion se presentaran aspectos generales de la anatomia del ojo y de la
retina, de la fisiologia retiniana asi como una revision de las principales y/o mas
recientes evidencias de la participacion de las células gliales y del EPR en la

fisiopatologia retiniana.
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|. Aspectos generales de la anatomia y fisiologia ocular y retiniana

I.1. El ojo

El ojo humano descansa en la llamada hamaca facial, en la mitad anterior de la 6rbita
Osea. Se encuentra rodeado de musculos extraoculares, grasa y tejido conectivo; solo
estd expuesto en su parte mas anterior y esta protegido por el borde orbitario éseo
(Pifiero BA, 1992). EIl globo ocular es basicamente una esfera que consta de tres
compartimentos o cAmaras: la anterior, la posterior y la vitrea (Garcia GE, 2005; Kandel
E et al., 2000; Pifiero BA, 1992). La pared del globo ocular est4 formada por tres tlnicas
0 capas de tejido concéntricas que incluyen a la externa fibrosa, la media y la interna

o retina (Figura 8).

Esclera (tunica fibrosa)

Coroides (Tunica vascular)

Retina (Tunica neural)

Cornea (tanica
fibrosa)

iris
Pupila

Camara antano

Camara posterior

Cuerpo ciliar
(Tunica vascular)

Camara vitrea

Figura 8.- Esquema de un ojo humano en orientacién transversal, en el que se sefialan sus principales
estructuras. Modificado de http://acromatopsia.galeon.com/vision.htm.

[.1.1. Las camaras: anterior, posterior y vitrea

La camara anterior contiene el humor acuoso (Pifiero BA, 1992). Esta delimitada por la
cornea en su parte rostral, y por el diafragma iridopupilar hacia su parte caudal. El

humor acuoso es un fluido claro y luminoso con un indice de refraccion bajo. Es
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secretado por el epitelio de los procesos ciliares y se encarga de nutrir las zonas
avasculares como son la cérnea y el cristalino. Asimismo, el humor acuoso acarrea
sustancias de desecho que son eliminadas a través del sistema venoso iridocorneal
(Garcia, 2005).

La camara posterior esta delimitada por el iris y la pupila en su parte rostral, y por
las fibras zonulares de la superficie rostral del cristalino en su parte caudal. Soporta el
iris (sin este soporte el iris temblaria, i.e. iridodonesis). También se encuentra bafiada
por el humor acuoso (Garcia, 2005).

La camara vitrea representa los 2/3 del volumen total del globo ocular, esta
delimitada por las fibras zonulares de la superficie caudal del cristalino y parte del
cuerpo ciliar en su parte rostral, y por la retina en su parte caudal. Esta ocupada por el
humor vitreo (Alafion FJ et al., 2002) que consiste en un cuerpo de forma gelatinosa,
avascular. La proporcién acuosa/gelificada del humor vitreo en la etapa embrionaria
humana es de 20/80 por ciento, respectivamente. La composicidon acuosa aumenta con
la edad, hasta alcanzar casi el 50% (Garcia, 2005). Una de sus funciones principales es

mantener la presion intraocular.

[.1.2. Las tunicas oculares: fibrosa/externa, vascular/media y neural/interna

I.1.2.a. Latunica fibrosa: corneay esclera

La tunica fibrosa consta de la cérnea (anterior y transparente) y la esclera (posterior y
opaca).

La cérnea es transparente. En el humano, proporciona cerca de dos terceras
partes de la capacidad refractiva necesaria para enfocar la luz en la retina. También
funciona como estructura de proteccion de tejidos y humores intraoculares (Garcia,
2005; Newell, 1993). En primates, la cornea consta de cinco capas. Desde la anterior a
la posterior, son: el epitelio corneal, la lamina limitante anterior (membrana de
Bowman), el estroma corneal (substancia propia), la lamina limitante posterior

(membrana de Descemet) y el endotelio corneal.
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La cdérnea cumple tres funciones principales: (1) transmite la luz con la menor
distorsion y absorcion posibles gracias a su transparencia, la cual se debe a la
organizacion regular del tejido conectivo del estroma corneal, al espesor minimo de la
estructura, a la ausencia de vasos sanguineos y a la presencia de fibras nerviosas
amielinicas, (2) permite la refraccién de la luz. Por ejemplo, en el humano es la
estructura de mayor poder ocular: 42-46 dioptrias y (3) protege las estructuras
intraoculares sin comprometer la funcion visual y los requisitos épticos (transparencia,
indice de refraccion de luz, presion intraocular) (Garcia, 2005; Pifiero, 1992).

La esclera es una membrana fibrosa de colageno muy resistente que protege a
todos los tejidos intraoculares. Constituye la capa méas externa del globo ocular y cubre
aproximadamente las 4/5 partes del ojo. En su porcion posterior es perforada por
el nervio 6ptico y por la parte anterior se ensambla a la cérnea a través de un punto que
se conoce como el limbo esclerocorneal (Kandel et al., 2000; Newell, 1993). La esclera
se compone mayormente de fibras de colageno (a las cuales debe su color blanco) y en
menor proporcion por fibras elasticas agrupadas en fasciculos y dispuestas en
diferentes direcciones. Desde la superficie externa del globo ocular hacia el interior, la
esclera se compone de tres laminas: la epiesclera, el estroma escleral y la lamina fusca
(Garcia, 2005; Pifiero, 1992).

La esclera soporta la tensiéon de los musculos intraoculares y contribuye de
manera importante para mantener la forma y el tono ocular. Ademas sirve de proteccién

mecanica y de anclaje para estructuras extra e intraoculares (Garcia, 2005).

I.1.2.b. La tinica vascular: iris, cuerpos ciliares y coroides

La tunica vascular se denomina también Gvea o tracto uveal. Se compone del iris, el
cuerpo ciliar y la coroides que se conocen como Uvea anterior, Uvea media y Uvea
posterior, respectivamente.

El iris es la porcion mas anterior de la tunica vascular y es visible a través de la
cérnea. Es un diafragma regulable que tiene un orificio central, la pupila [tiene un
diametro variable, dependiendo de los diferentes niveles de iluminacion. El estado de

miosis se refiere a contraccion y midriasis a dilatacion (Alafidén et al.,, 2002; Pifero,
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1992). Divide al globo ocular anterior en la camara anterior y posterior y su superficie
anterior es bafiada por el humor acuoso. Se continta con el cuerpo ciliar. Su forma
geométrica es similar a la de cono truncado, ya que la convexidad del cristalino empuja
la zona pupilar hacia adelante. El iris consta de tres regiones: la superficie anterior, el
estromay el epitelio.

El cuerpo ciliar es un anillo situado entre el irisy la regién de la ora serrata en
la retina. Se continda hacia la parte posterior con la coroides. Su superficie externa esta
recubierta por la lamina fusca de la esclera y su superficie interna esta en contacto con
el humor vitreo. Hacia su regién anterior confluye con la periferia del iris y la cornea,
formando el &angulo iridocorneal de la camara anterior. La parte posterior de su
superficie interna, que delimita con la ora serrata, se llama pars plana o anillo ciliar. El
cuerpo ciliar contribuye a la nutricién de la zona anterior del ojo. Esta formado por dos
estructuras: los procesos ciliares y el musculo ciliar. EI musculo ciliar desempefia un
papel fundamental en el cambio de forma del cristalino necesario para lograr la correcta
acomodacion (enfoque) (Garcia, 2005).

La coroides recubre la superficie interna de la esclera desde el nervio 6ptico
hasta el cuerpo ciliar (casi 5/6 de la superficie posterior del globo ocular) (Alafién et al.,
2002; Newell, 1993). Su superficie externa se une de manera laxa a la lamina fusca de
la esclera, excepto en el disco 6ptico donde se continla con los tejidos de las meninges
del nervio éptico y donde se une firmemente a la esclera. Su cara interna se comunica
con el EPR a través de la membrana de Bruch. Se compone de un plexo capilar muy
denso con un abundante flujo sanguineo (aprox. 20 mmHg en el humano). Participa en
regular la temperatura retiniana para el buen funcionamiento de los pigmentos visuales
(Garcia, 2005). La coroides posee cuatro laminas: la supracoroidea, la vascular, la

coroidocapilar y la basal o membrana de Bruch (Newell, 1993; Pifiero, 1992).

[.1.2.c. Latunica neural: retina (estructura macroscopica)

La retina es una capa delgada parcialmente transparente que cubre los 2/3 internos del
globo ocular. Esta en contacto con el humor vitreo en su parte interna o rostral y con la

lamina basal de la coroides (membrana de Bruch) en su superficie externa u occipital. A
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continuacion se revisara la estructura macroscoépica de la retina. Los detalles de su
estructura microscopica se presentaran en un capitulo aparte.

En la superficie de la retina se pueden observar diversas estructuras como la
papila (o disco Optico), la févea y la ora serrata.

La papila es el punto donde el nervio Optico entra en el globo ocular, atravesando
la esclera, la coroides y finalmente la retina. En la papila no hay fotorreceptores, por lo
que se llama punto ciego.

La fovea es el area de la retina donde se enfocan los rayos luminosos (mayor
fotorrecepcién). Esta situada en el centro de la retina y se considera el punto de
agudeza visual. Presenta un mayor numero de células ganglionares, posee
solo fotorreceptores de tipo cono. En el centro de la févea (en la fovea centralis) no
existen capilares para aumentar al maximo la transparencia de la retina (Pifiero, 1992).

La ora serrata es el limite rostral de la retina. Corresponde a la unién cerrada
entre la retina y el cuerpo ciliar y por lo tanto, marca la transicion entre la zona
fotosensible y la que no percibe fotones. De este modo, en la zona de la ora serrata, la
retina neural se continba con el epitelio del cuerpo ciliar y el EPR con el epitelio
pigmentario del mismo (Garcia, 2005).

La retina se puede dividir macroscépicamente en dos areas, la central y la
periférica. El area central comprende a la macula (fovea y el area que la rodea). El area
periférica de la retina corresponde a la porcion de la retina delimitada por la macula y la

ora serrata (Figura 9).
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Figura 9.- Corte transversal de un ojo humano, donde se observan las principales regiones y zonas de la
retina tanto central como periférica. Modificado de http://quizlet.com/18681716/scc-cole-human-eye-
anatomy-flash-cards/

La nutricidon y oxigenacion de la retina depende de dos sistemas principales: la
retina externa, se nutre por difusion coriocapilar; mientras que la retina interna, se nutre
por medio de los capilares provenientes de la arteria central de la retina. Estos capilares
se encuentran estrechamente acompafiados de venas en todo su trayecto. La zona
donde penetran la mayoria de los capilares en la retina es la macula, con excepcién de
la févea. (Garcia, 2005; Hubel, 1988; Newell, 1993).

La inervacion sensorial depende de los nervios ciliares cortos y largos que
provienen de la division oftdlmica del trigémino. La retina tiene también inervacién
auténoma, la parasimpatica proviene del nervio motor ocular comun (par craneal Ill) y la
simpatica proviene del ganglio cervical superior (Alafion et al., 2002; Garcia, 2005;
Pifiero, 1992).

I.2. Laretina
[.2.1. Origen embriolégico

La retina deriva directamente del tubo neural. A partir del tubo neural se originan dos

vesiculas Opticas en la region rostral del embrién. Cada vesicula se invagina
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nuevamente para dar origen a la copa o6ptica formada por una hoja interna y otra
externa (Cook, 2003; Kandel et al., 2000). De la hoja interna se origina la retina neural o
pars nervosa y de la hoja externa de la copa Optica, se origina el EPR o pars
pigmentaria (Kandel et al., 2000; Newell, 1993; Pifiero, 1992). Inicialmente, las células
de la pared interna de la copa Optica forman una sola capa, y posteriormente se dividen
para formar el tejido multiestratificado. Estas células se denominan neuroblastos y son
los precursores directos de todos los tipos neuronales presentes en la retina adulta
(Dowling, 1987).

[.2.2. Estructura microscOpica de la retina

Es un tejido que posee una organizacion altamente ordenada con cuatro tipos de
células. La retina se divide estrictamente en diez capas paralelas (ver seccion de
antecedentes) donde la zona mas profunda es el EPR que colinda con la coroides y la
zona mas superficial que es la MLI esta en contacto con el humor vitreo (Schubert,
2009).

La capa del EPR est4 formada por células cubicas no neuronales y poseen
granulos de melanina que le dan una pigmentacion caracteristica. La capa de los
segentos externos de fotorreceptores (SE) contiene las porciones mas externos de los
conos y los bastones. La membrana limitante externa (MLE) no es una membrana en si
sino que esta formada por uniones intercelulares del tipo zonula adherente entre las
células fotorreceptoras y la GM. La capa nuclear externa (CNE) estd formada por
los nucleos celulares de los fotorreceptores. La capa plexiforme externa (CPE) es la
region de conexion sindptica entre los fotorreceptores y las células bipolares. La capa
nuclear interna (CNI) esta formada por los nucleos celulares de las bipolares,
horizontales y amacrinas. La capa plexiforme interna (CPI) es la region de conexion
sinaptica entre células bipolares, amacrinas y ganglionares. La capa de células
ganglionares (CCG) contiene los nacleos de las células ganglionares. La capa de fibras
del nervio 6ptico (CFNO) esta formada por los axones de células ganglionares que
forman el nervio Optico y la membrana limitante interna (MLI) esta formada por los

procesos proximales de la GM y separa la retina de la camara vitrea.
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[.2.3. Tipos celulares residentes de la retina

Dentro de las diferentes capas se pueden distinguir cuatro tipos celulares: las neuronas,
las células gliales, las células endoteliales y las células del EPR (Garcia, 2005; Medina,
1996).

El proceso de identificacion, caracterizacion y clasificacion de las células que
residen en la retina inici6 hace mas de un siglo con Santiago Ramén y Cajal, quién
acudio a diversos modelos animales tales como la rata, el conejo, el gato y el mono.
Recientemente, se mostré que las células retinianas provienen de un conjunto de
células pluripotentes proliferativas cuya diferenciacion sigue un patrén temporal.
Primero aparecen las células ganglionares, seguidas de los conos, células amacrinas y
horizontales y por ultimo se diferencia las células bipolares, los bastones y la glia de
Miller (Figura 10) (Cook, 2003).

Bastones

I PERIODO EMBRIONARIO | PERIODO POSTNATAL

»
Y i

[ |
Tiempo

Retinogenesis

Vitreo

Figura 10.- Esquema que muestra la retinogénesis, desde el periodo embrionario hasta la etapa post-
natal. Asi mismo del lado derecho se muestra una esquematizacién de la disposicién celular final en la
arquitectura de la retina. Céls. gang= células ganglionares, Céls. hor= células horizontales, Ama= células
amacrinas, Bip= células bipolares y Céls. Mii= células de Miiller. Modificado de Cook T, 2003.

1.2.3.a. Neuronas

Las neuronas son el tipo celular mayoritario en la retina. Se encargan de transformar
(fotorreceptores) la informacion cuantica de la luz (fotones) en energia bioeléctrica y
transmitirla por medio de procesos sinapticos. El circuito principal de la fototransduccion
involucra a las células fotorreceptoras, bipolares y ganglionares. Los circuitos
secundarios son aquellos que modulan los potenciales generados por el circuito
principal, en conjunto los dos circuitos integran la participacion de todas las neuronas
retinianas (Ganmor et al., 2011; Masland, 2004).
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[.2.3.a.1. Células fotorreceptoras: conos y bastones

Los fotorreceptores son células fotosensibles, son capaces de absorber y transformar la
radiacion luminosa en una sefial electroquimica. Existen dos tipos de fotorreceptores,
los conos y bastones (Ebrey y Koutalos, 2001; Lamb et al., 2007).

Los fotorreceptores yacen en la parte mas externa de la neuroretina y estan en
contacto con el EPR (Figura 4). Cada fotorreceptor consta de un segmento externo, un
cuerpo celular y una parte basal sinaptica (Figura 11) y dan lugar a una sola lamina de
células espaciadas que se estratifica en tres de las capas retinianas: la capa de los SE,
la CNE y la CPE (Garcia, 2005; Newell, 1993).

<«—Rodopsina

Segmento
externo

Segmento extemo$

Figura 11.- Esquema donde se muestran los dos tipos de células fotorreceptoras (conos y bastones) y
sus principales estructuras macroscoépicas. Modificado de www.martin-missfeldt.de.

El SE es una porcién laminar sensible a la luz. Contiene un arreglo de cientos de
membranas laminares (discos) que son continuaciones de la membrana plasméatica
(Vicario, 1999, 2004). Estos discos dispuestos en forma transversal, almacenan las
cromoproteinas, compuestas por proteinas pigmentadas visuales o opsinas y un
cromoforo de estructura de retinal (Masland, 2001) (Figura 11). Las opsinas (rodopsina
en los bastones y yodopsina en los conos) cambian de conformacién tridimensional al
ser estimuladas por los fotones y asi, provocan cambios en el potencial de membrana

de los fotorreceptores.
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Los conos deben su nombre a la forma conica de su SE. Son menos abundantes
que los bastones (6 por ciento del total de fotorreceptores en la mayoria de mamiferos)
y se concentran en la fovea central donde su densidad es mayor a la de los bastones
(Garcia, 2005; Pifiero, 1992). Proporcionan informacion de color por tener opsinas que
se excitan a longitudes de onda correspondiendo al rojo, verde o azul. La mayoria de
los mamiferos contienen solo dos tipos de conos (rojos y azules) pero en el caso de los
primates aparecen los conos “verdes”, lo que permite la vision tricromatica (Kolb et al.,
2000). Los conos son solo sensibles con altos niveles de iluminacion (fenbmeno
conocido como vision diurna o fotdpica). Con baja iluminacién no se distinguen los
colores. Ademas, el sistema de conos tiene una resolucién espacial muy alta ya que
recuperan su capacidad de respuesta diez veces mas rapido que los bastones (Mata et
al., 2002).

Los bastones deben su nombre a la morfologia alargada de sus segmentos
externos. Son el tipo celular mayoritario en la retina (Alafién et al., 2002; Pifiero, 1992).
Se localizan a lo largo de toda la retina con excepcién de la fovea. Los cuerpos
celulares de los bastones constituyen la gran mayoria de la CNE y aparecen como
cilindros dispuestos de manera perpendicular a la MLE (Alafién et al., 2002; Pifero,
1992). Forman un solo tipo morfolégico y funcional dado que contienen un dnico
pigmento visual, la rodopsina (Palacios y Goldsmith, 1996; Sharpe y Stockman, 1999).
Los bastones son capaces de detectar un solo fotén, tienen una alta sensibilidad a la
luz, lo cual explica su funcion en la visibn nocturna o escotépica. Cuando los niveles de
iluminacion incrementan, los bastones se saturan e intervienen los conos. Por otra
parte, el sistema visual de los bastones posee una resolucion espacial menor que el de
conos y se sabe que proporcionan informacion del brillo (Baylor et al., 1979; Hsu et al.,
1993; Sharpe y Stockman, 1999).

[.2.3.a.2. Células bipolares

Son células de segundo orden de la retina. En 1893, Ramén y Cajal describi6é dos tipos
de células bipolares, unas que solo se conectaban con las terminales sinapticas de los

conos y otras que lo hacian con los bastones. Desde aquel momento se establecio la
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teoria de dos vias paralelas del estimulo visual, siendo las bipolares de conos de dos
subtipos: monosindpticas y polisindpticas. De esta manera se describian tres tipos de
neuronas bipolares: las de bastones, las monosinapticas (o enanas) y las polisinapticas
(o difusas) de conos (American Academy of Ophthalmology, 1998; Vicario, 2004).

Actualmente en el humano se describen por lo menos ocho tipos de bipolares, de
los cuales solo uno corresponde para bastones (Wassle y Boycott, 1991) (Figura 12).
Sus cuerpos celulares residen en la CNI, mientras que sus dendritas ascendentes
(hacia la coroides) forman parte y se proyectan hacia la CPE. Su ramificacion principal
0 axon se introduce en la CPI (hacia el vitreo) donde hace conexion con las células
ganglionares o amacrinas segun sea el caso.

Las neuronas bipolares se encargan de transferir la sefial visual desde los
fotorreceptores hasta las células ganglionares estableciendo los circuitos ON y OFF
(ver apartado de fototransduccion). Las células bipolares responden de manera
selectiva al neurotransmisor glutamato liberado por conos y bastones, dependiendo de

los tipos de receptores que éstas posean (Sanchez, 2009; Wu et al., 2000).

1.2.3.a.3. Células horizontales

También son interneuronas de la retina y fueron descritas por primera vez por Ramén y
Cajal en 1880 (Springfield, 1972). Son neuronas de gran tamafo dispuestas
horizontalmente: sus cuerpos celulares se encuentran en la region mas coroidal de la
CNI. Sus dendritas se extienden de manera paralela al EPR por toda la CPE y realizan
conexiones sinapticas con fotorreceptores, células bipolares y en algunos casos con
amacrinas (Marc y Liu, 1984; Marshak y Dowling, 1987). Existen dos clasificaciones
para las horizontales: la primera basada en pardmetros fisioldgicos, donde existen
horizontales que codifican la luminosidad y otras que codifican el color, y la segunda se
basa en su morfologia: horizontales de axon corto (tipo B) o sin axon (tipo A) (Valberg y
Seim, 2008) (Figura 11). Las horizontales de tipo A destacan por tener arboles
dendriticos que conectan con conos para modular su excitabilidad. Las de tipo B son
mas pequefas, poseen dendritas mas numerosas que las de tipo A y un axon

relativamente largo en algunas especies como el gato que se conecta con bastones. El
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axon de una célula tipo B puede recibir informacion de hasta 3000 bastones. Su funcién
primordial es conectar conos con bastones y en condiciones fotopicas inhiben a los
bastones (Masland, 2001; Masland, 2004). Dentro de las células tipo B, hay las de axdn
corto tipo | (H1) y de tipo 1l (H2) que se distinguen por una ramificacion dendritica mas
densa. Las H1 conectan sus dendritas con los diferentes tipos de conos y su axén con
los bastones mientras las H2 conectan sus dendritas con un solo tipo de cono
(contribuyendo a la vision cromatica) y su axén con los conos (Vicario, 1999). Las
células H2 generan respuestas antagonicas a las células bipolares (Sanchez, 2009;
Vicario, 2004).

|.2.3.a.4. Células amacrinas

Descritas en la retina de mamiferos durante el siglo XIX. Son interneuronas que poseen
un soma de menor tamafio que las células bipolares u horizontales, su morfologia es
muy parecida a la de las células ganglionares pero las primeras poseen mas
ramificaciones (Figura 12) (Masland, 2001). Sus cuerpos celulares se encuentran
mayoritariamente en las regiones mas vitreales de la CNI (se encuentran también
células amacrinas denominadas “desplazadas” en la CCG). Sus dendritas se localizan
en la CPI, se han definido tipicamente como células sin axén aunque en muchas de
ellas se han descrito prolongaciones de gran longitud consideradas por algunos autores
como axén (Johansson et al.,, 2010; Kolb y Nelson, 1981; Masland, 2004). Son las
neuronas retinianas con una mayor diversidad morfolégica, molecular y
electrofisiolégica (Masland, 2004). Notablemente, las células amacrinas contienen
practicamente cualquier neurotransmisor o neuromodulador presente en el resto del
SNC (Kolb y Nelson, 1981). Su funcion reside en formar la via de asociacion lateral a
nivel de la CPIl. Reciben aferencias de las células bipolares y de otras células
amacrinas, y establecen a su vez conexiones con las células ganglionares y células
bipolares (Masland, 2001; McGuire et al., 1984).
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[.2.3.a.5. Células ganglionares

Unicas neuronas de proyeccion presentes en la retina, descritas también por Ramoén y
Cajal en 1892. Las células ganglionares son multipolares de dendrita primaria Unica,
poseen un cuerpo celular muy voluminoso localizado principalmente en la CCG.
Aunque también se han encontrado desplazadas en la CNI (Hebel y Hollander, 1983;
Hitchcock y Easter, 1986). Sus dendritas secundarias se prolongan hacia la CPIl donde
contactan con células bipolares y amacrinas. Su axdn se origina en la porcion vitreal del
soma y discurre de forma paralela a la MLl para formar la CFNO y con el
correspondiente de las demas ganglionares formar el nervio éptico (Alafion et al., 2002;
Pifiero, 1992).

Se han descrito mas de 20 tipos de células ganglionares, en base al tamafio de
su soma y la morfologia de sus dendritas, sin embargo, se distinguen principalmente
dos tipos: las grandes y las pequefias (Sanchez, 2009; Wassle y Boycott, 1991,
Yamada et al., 1996) (Figura 12).

La principal funcion de estas células es recoger la informacion visual proveniente
tanto del eje principal (vertical: fotorreceptor-bipolar-ganglionar) asi como del eje
secundario (horizontal: de fotorreceptor a bipolar/horizontal/amacrina y de esta ultima a
ganglionar) y enviarla al encéfalo (ver capitulo “Aferencias de la retina hacia la corteza
visual”’). Recientemente se ha reportado un tipo de célula ganglionar fotosensible que
actla de forma independiente a los fotorreceptores, ya que contiene melanopsina (un
tipo de opsina). Estas células han sido relacionadas con el control de los ciclos
circadicos vy el reflejo pupilar (Berson, 2003; Foster et al., 1991; Provencio et al., 2002;

Provencio et al., 1998).
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Figura 12.- Esquema que muestra los principales tipos de neuronas presentes en la retina de mamiferos
(rata, conejo, gato y mono), se observan los distintos subtipos de cada neurona. De arriba hacia abajo
son: fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, células amacrinas y células ganglionares.
Tomado de Masland, 2004.

1.2.3.b. Células gliales

Las células gliales o glia de la retina forman parte del SNC a pesar de no ser células
neuronales (Haydon, 2001; Reichenbach et al., 1988). Se encuentran en menor
proporcidon numeérica en la retina. Se dividen en micro y macroglia. La retina posee dos
tipos de macroglia: las GM y los astrocitos (o astrogliocitos), y un solo tipo de microglia.
En algunas especies de peces y aves se han encontrado células gliales de tipo
oligodendrocitos en la CCG y CFNO (Cho et al., 1999; Won et al., 2000).

Como indica el término griego acufiado por R. Virchow en 1859 y reconocido por
primera vez por Cajal en 1891, la glia se reconocia como el pegamento del sistema
nervioso (Gomez y Nieto, 2008). Sin embargo, esta idea es incompleta ya que ademas
de envolver y sostener a las neuronas, participan en el suministro de nutrientes y
oxigeno a estas, aislar una neurona de otra, destruir patdégenos, eliminar las neuronas

muertas y regular la neurotransmision.
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1.2.3.b.1 Glia de Miller

La GM fue descrita por Ramon y Cajal en 1893. Es la principal célula glial de la retina,
presente en todos los vertebrados. Es el Unico tipo de célula glial en las especies con
retina avascular (Bringmann et al., 2006). A partir de la segunda mitad del siglo XX se
empezO6 a caracterizar funcionalmente a la GM en el pez cebra y en la rana,
principalmente (Medina, 1996; Wagner et al., 1998). Desde 1975, Reichenbach y
colaboradores iniciaron el estudio histolégico y funcional de estas células en mamiferos
utilizando como modelo la retina de conejo. Hasta ahora se han reportado novedosas
funciones de la GM que amplian nuestro conocimiento de la fisiologia retiniana. Estos
hallazgos incluyen: la produccion de neurotransmisores hasta la regeneracion del tejido
neuronal (Bringmann et al., 2006, 2009; Ehinger, 1977; Grosche et al.,, 1995;
Reichenbach et al., 1988; Wang et al., 2011; Yang, 1998).

La GM son células radiales que se expanden a lo largo de la retina neural
(Figura 6). De su soma localizado en la CNI se originan dos procesos: uno basal que
termina con grandes ramificaciones en el borde de la retina interna, y otro apical que se
extiende hasta la capa de los fotorreceptores, formando la MLE. Las proyecciones
basales hacen contacto con los vasos capilares (en especies con retinas
vascularizadas) rodeandolos. De los procesos apicales se originan microvellosidades
gue proyectan hacia el espacio subrretiniano envolviendo a los fotorreceptores (Figura
13). La GM tiene procesos secundarios que se ramifican a partir del principal, en una
gran cantidad de prolongaciones que envuelven a los cuerpos celulares, dendritas y
axones de cada tipo de neurona retiniana (Laties, 1983; Newman y Reichenbach,
1996a, 1996b). A consecuencia, la GM tiene una interaccion estrecha con las neuronas
(Reichenbach y Robinson, 1995) y cumplen funciones que incluyen: el eliminar los
productos de desecho de las neuronas; el reciclaje de neurotransmisores; la proteccion
de las neuronas contra los niveles excesivos de neurotransmisores como el glutamato y
la liberacion de sustancias neuroactivas como GABA y dopamina, entre otras
(Bringmann et al., 2006; Newman y Reichenbach, 1996a; Yang, 1998).
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1.2.3.b.2. Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales principales y mas numerosas que se encuentran
en el SNC (Bringmann et al., 2009; Giaume et al., 2007; Haydon, 2001). Cajal en 1891,
descubrié este tipo de glia en la retina, y fue el primero en diferenciarlas de las
neuronas diciendo que formaban parte activa del tejido nervioso (Springfield, 1972).
Son de origen neuroectodérmico y derivan de los precursores encargados de dirigir la
migracion celular a través del nervio Optico en etapas embrionarias tempranas (glia
radial) (Won et al., 2000). Son células que poseen una gran cantidad de prolongaciones
dispuestas en orientacion radial formando un entramado muy amplio (Schnitzer, 1988).
La astroglia en la retina se localiza en la CPI, en la CCG y la mayoria en la CFNO,
donde su morfologia varia en base a su localizacién, pasando de fusiformes en la zona
de la retina central a estrellados en la retina periférica (Medina, 1996; Schnitzer, 1988)
(Figura 13).

En la retina sus funciones son variadas, se les asocia con el sistema vascular, ya
gue en etapas tempranas del desarrollo son los encargados de inducir y guiar el
crecimiento de vasos sanguineos en la retina (Dorrell et al., 2002; Gariano, 2003). Otra
funcion, compartida en todo el SNC, es la regulacién y participacién en la composicion
de las barreras vasculares selectivas. En el caso de la retina, forman parte de la barrera
hemato-retiniana (BHR) interna (Barres, 2008; Cunha-Vaz, 1976; Liebner et al., 2011;
Rungger-Brandle et al., 2000). M&s a detalle los astrocitos promueven sustratos
energéticos a las neuronas, sobrerregulan la produccion de factores tréficos y
antioxidantes, entre otras funciones. (Abbott et al., 2006; Araque et al., 1999; Haydon,
2001)

1.2.3.b.3. Microglia

Estas células fueron descritas por primera vez por Rio-Hortega en 1919. Actualmente
se sabe que la microglia deriva directamente de precursores de la médula 6sea que
migran hacia el SNC durante el desarrollo y en condiciones inflamatorias o de lesion

(Ling y Wong, 1993; Sievers et al., 1994; Streit, 1993). La microglia esta formada por
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varias poblaciones celulares con diferente morfologia, pero que groso modo todas
poseen funcién fagocitica, por lo que forman parte fundamental del sistema reticulo
endotelial (Medina, 1996).

La microglia retiniana es de caracteristicas similares a la del resto del SNC
(Chen et al., 2002; Stoll y Jander, 1999). Tienen una morfologia multipolar, con somas
muy pequefios y algunos procesos irregulares y cortos. Su localizacion en la retina es
muy variable dependiendo de la especie (Chen et al., 2002; Hume et al., 1983). En
peces, estas células se localizan en las CPE, CPl y en la CFNO, en mucha menor
proporcion en la CNE y CNI (Figura 13). La microglia representa el principal
componente del sistema inmune innato en la retina, es capaz de modular la respuesta
inmune, produciendo tanto factores tréficos como sustancias neurotoxicas (Ashwell,
1989; Chen et al., 2002; Hume et al., 1983; Stoll y Jander, 1999; Thanos, 1992). La
microglia se establece en la retina durante el desarrollo, en esta etapa son capaces de
migrar al menos radialmente, y se involucran en la fagocitosis, remocion de remanentes

neuronales y en el remodelado celular y extracelular (Karlstetter et al., 2010).

[.2.3.c. Epitelio pigmentario retiniano

Las células pigmentadas del EPR aparecen desde los primeros trabajos de la
arquitectura retiniana hechos por Cajal en 1893. Salzmann (~1912) publicé en su
tratado “Anatomia e histologia del globo ocular”, que cuando se observaba al “desnudo”
el fondo del globo ocular, se observaba una especie de recubrimiento café
uniformemente organizado en la superficie interna de la coroides (Wolff, 1938). Los
primeros trabajos de investigacion publicados, que involucran el estudio de estas
células datan de finales de los afios 30°s donde se realizaron estudios profundos de la
anatomia ocular mediante la técnica de oftalmoscopia (Wolff, 1938).

Las células del EPR forman una monocapa de células epiteliales que contienen
melanopsina, localizadas entre la coroides y la retina neurosensorial. En su cara apical,
estas células presentan multiples procesos alargados que se intercalan con los SE
(Steinberg, 1985). En distintas especies de vertebrados, sobre todo peces y anfibios

dichos procesos alcanzan la MLE para entrecruzarse con las microvellosidades de la
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GM (Marc, 1998; Wagner, 1990). Estas células interaccionan entre si por uniones
estrechas y uniones adherentes y cumplen diversas funciones vitales tanto en la retina
neural como en la comunicacion de ésta con la coroides (Nobeschi et al., 2006).

En condiciones fisioldgicas algunas de las funciones de las células del EPR son:
la absorcion de la luz dispersa, la renovacion de los SE por fagocitosis, la provision de
11-cis-retinal (componente esencial del pigmento visual) a los fotorreceptores (Hubbard
et al., 1965). Debido a que la zona externa de la retina es avascular, el EPR realiza la
difusién de oxigeno y el transporte de metabolitos procedentes de los vasos sanguineos
de la coroides formando parte esencial de la BHR externa. (Beatty et al., 2000) (Figura
13).

Sl

CPE

CNE
Células de Miller

CNI -

CPI

CG

Figura 13.- Esquema transversal de retina, donde se muestra la localizacion de los diferentes tipos
celulares gliales de la retina y el EPR a lo largo de las capas de la misma, asi como la posible interaccion
entre ellas.

1.2.3.d. Células endoteliales

El ojo contiene tejidos altamente vascularizados y otros completamente avasculares en
una gran aposicion (Garcia, 2005). La vascularizacién en la retina es una interaccion
coordinada de células vasculares, como las endoteliales (Dorrell et al., 2002b; Gariano,
2003). Los vasos sanguineos retinianos fueron descritos desde 1650 por Jean Méry en

el gato. Usando el mismo modelo animal, desde finales de los 50°s Ashton y
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colaboradores con sus experimentos describieron el desarrollo de los vasos sanguineos
retinianos y la fisiologia de las células endoteliales. M&s tarde, estudios en cepalépodos
(pulpo y calamar) impusieron las bases del estudio del endotelio retiniano (Yamamoto et
al., 1965).

Los microvasos sanguineos de la retina consisten en células endoteliales que
yacen sobre una membrana basal rodeada de pericitos. La unidad anatomo-funcional
de los capilares retinianos es la unidon de las células endoteliales, los pericitos y la
membrana basal (Gariano, 2003; Tornquist et al., 1990). Las células endoteliales
encontradas en la retina estdn unidas entre si en sus zonas apicales por uniones
estrechas, que en conjunto forman capilares no fenestrados a diferencia de los
encontrados en la coroides, también se aprecian uniones de tipo adherente (Van Meery
Simons, 1986). Las uniones estrechas estan encargadas de regular y restringir los
influjos de diversas sustancias entre las que destacan aquellas de caracter lipidico y
algunas proteinas. Mientras que las uniones adherentes se encargan: primero del
desarrollo de la BHR interna y después influenciar el desarrollo de las uniones

estrechas (Tornquist et al., 1990; Van Meer y Simons, 1986).

II. Lafisiologia de laretina

La funcionalidad de la retina va mucho mas alla del simple hecho de transformar la luz a
impulsos bioeléctricos (Ganmor et al., 2011; Valberg y Seim, 2008). La complejidad de
la organizacion y composicién celular del tejido retiniano implica una gamma de
funciones inmensa, dichas funciones involucran una gran coordinacion e interaccion de

sus componentes (Masland y Raviola, 2000; Masland, 2001; Masland, 2012).

Il.1. Captacion de la luz y fototransduccion

El proceso normal de la vision requiere que los medios oculares sean transparentes
como los son la cérnea, el humor acuoso, el humor vitreo y el cristalino. Requiere
también del correcto enfoque de diferentes objetos en funcion de la distancia gracias al
poder refractivo del cristalino (Kandel et al., 2000; Le-Grand y El-Hage, 1980). La luz
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fitrada es enfocada en la retina, plasmada en su mayoria en la fovea de manera
invertida (Figura 14) (Berggren, 2001; Lindberg, 1976; Waterhouse, 1902). El primer
paso de la vision se basa en la captura la luz en la parte interna del globo ocular vy el
enfoque de ésta en la retina. Después se requiere de la presencia de un pigmento
fotosensible (Hubel, 1988), que se encuentra almacenado en los discos membranales
de los SE. El pigmento mas ampliamente estudiado es la rodopsina de los bastones
(Sharpe y Stockman, 1999). Cuando se produce la captura de un foton, cada molécula
de pigmento visual sufre cambios de configuracion, que provocan la separacion
completa de la opsina y el retinal y esto conlleva a la hiperpolarizacién de los
fotorreceptores (Alafidn et al., 2002; ASASAC, 2010; Pifiero, 1992).

Figura 14.- Esquema de un ojo humano, donde se muestra la relacion funcional de las diversas
estructuras de la camera oscura (explicada por Della Porta) con las estructuras oculares involucradas en
la formacion de imagenes en la retina debido a la captacion de luz. Modificado de Garcia-Hernandez
2008.

Lo anterior explica a manera de resumen el proceso de la fototransduccion, es
decir, la captacion de fotones y su transformacion a informacion bioeléctrica (Ebrey y
Koutalos, 2001). Con este proceso nos referimos a la segunda etapa funcional de la via

visual sensorial o perceptiva, la cual tiene lugar en los fotorreceptores (Vicario, 2004).

La cascada de la fototransduccion se da en los SE y se puede dividir en dos

fases: 1) activacion y 2) recuperacion.
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La primera ocurre cuando la rodopsina (molécula localizada en la membrana de
los discos de los SE, pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G;
compuesta por una parte proteica, la opsina, y una molécula de 11-cis- retinal) (Filipek
et al., 2003; Hargrave y McDowell, 1992; Hargrave et al., 1983; Ovchinnikov et al.,
1983) absorbe un fotén, lo cual induce la isomerizacion del retinal 11-cis a su
conformacion all-trans (Peteanu et al.,, 1993; Schoenlein et al., 1991a, 1991b). El
cambio conformacional no solo afecta al retinal, sino también a la rodopsina, generando
la forma activa de ésta: la metarrodopsina Il (R*). La R* sirve para activar
cataliticamente a la transducina (proteina G heterotrimérica acopladora de rodopsina,
unida a GTP) (Hargrave y McDowell, 1992). La transducina tiene tres subunidades afy
y regula la interaccion entre la rodopsina y su enzima efectora, una fosfodiesterasa
especifica de GMP ciclico (GMPc PDE) que tiene cuatro subunidades: afyd (Lambright
et al., 1996). La R* se une a la transducina activando la subunidad a (Ta), provocando
el cambio de GTP a GDP. Inmediatamente después la Ta se disocia de la R* y de By
(Jindrova, 1998). La Ta actua sobre la subunidad y de la PDE, promoviendo la hidrolisis
del GMPc a 5-GMP (ruptura de un enlace fosfodiester) (Isayama et al, 2006). El
decremento en la concentracion intracelular de GMPc en el fotorreceptor induce un
cierre de canales i6nicos dependientes de GMPc (Na* y Ca?") causando que la célula
se hiperpolarice. La hiperpolarizacion de los fotorreceptores (pasando de 70 mV hasta
~45 mV) es el ultimo paso de la fase de activacion, lo cual provoca un cierre de los
canales de Ca?" sensibles a voltaje en la terminal sinaptica. La caida de la
concentracién de Ca*" reduce la liberacién sinaptica de glutamato (Jindrova, 1998)
(Figura 15). Ambos tipos de células fotorreceptoras son tonicamente despolarizadas en
la oscuridad (aproximadamente a valores de -35 mV), ya que se mantienen los niveles

de Ca?*, lo cual permite la liberacién continua del neurotransmisor.
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Figura 15.- Representacion de la fase de activacion de la fototransduccion en vertebrados, desde la
llegada del fotén hasta la reduccion en la liberacion del glutamato en la terminal sinptica del
fotorreceptor.

La fase de recuperacion de la fototransduccion, se divide en dos partes: el
apagado de la cascada y la re-sintesis de GMPc. La sub-fase de apagado de la
cascada, se caracteriza por la inactivacion de la R*, la Ta y la GMPc PDE (Jindrov4,
1998). La inactivacién de la R* ocurre en dos pasos: la fosforilacién del extremo C-
terminal (rodopsina cinasa) y la union de una proteina accesoria, la arrestina (Chen et
al., 1995). La Ta unida a GDP no reactiva a la PDE y tiene que ensamblarse de nuevo
con el complejo TRy, inactivandolo también (Vuong y Chabre, 1990). La reasociacion de
las subunidades de la PDE, previene de futuras hidrélisis del GMPc (Artemyev et al.,
1996).

El proceso de resintesis de GMPc es realizado por la proteina guanilato ciclasa y
por proteinas accesorias (como las proteinas aceleradoras de la guanilato ciclasa)
presentes en los SE (Isayama et al, 2006; Jindrova, 1998) cuando se detecta una caida

en los niveles de Ca** (Palczewski et al., 1994).
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II.2. Procesamiento de la informacion visual en la retina después de la

fototransduccion

Después de la fototransduccion y tras la liberacion de glutamato proveniente del
fotorreceptor, la informacion visual viaja de forma directa hacia las dendritas de las
células bipolares y desde estas hacia las células ganglionares (Wu et al., 2000). Las
células horizontales y las amacrinas en conjunto, forman una red de conexiones que no
solo provee modulaciones laterales sino también vias integrativas (Wagner et al., 1998;
Wagner, 1990).

Cajal desde 1893, describi6 dos tipos de sinapsis primarias, aquellas
provenientes de conos y aquellas de bastones. Actualmente se reconocen los dos tipos:
la via de conos y la via de bastones, ambas descargando su informacién en tipos
especificos de células bipolares basadndose en modulaciones de liberacién de L-
glutamato.

Los conos no pueden saturarse con luz de gran intensidad. La respuesta post-
sinaptica a la luz codificada por conos, es mas rapida que la proveniente de bastones
(Wang y Kefalov, 2011). La via de conos consta de 9-11 subtipos diferentes de células
bipolares de cono (bipolares de cono) (Cohen y Sterling, 1990). Los conos reciben
informacion de los bastones adyacentes y a la vez forman conexiones sinapticas con
dos tipos funcionales de células bipolares, creando dos vias paralelas: las bipolares de
centro ON (bipolares invaginantes) y las bipolares de centro OFF (bipolares aplanadas)
(Vicario, 2004). En condiciones escotdpicas, el glutamato hiperpolariza las células ON,
mientras que las OFF y las horizontales permanecen despolarizadas. Cuando hay luz
ocurre de manera inversa (Vicario, 1999). Las bipolares de cono se ramifican en
diferentes niveles de la CPI (Springfield, 1972). Cada célula bipolar de cono es capaz
de responder a una amplia gama de neurotransmisores (NT's) y por tanto poseen un
complejo especifico de varios receptores a NT's (como receptores para GABA,
glutamato, glicina y adenosina tri fosfato [ATP], entre otros) y proteinas de unién a Ca?*
(Grinert et al., 1994).

La via de bastones se encuentra funcionando por un mayor periodo que la de

conos (Sharpe y Stockman, 1999). La via de bastones genera una cadena de al menos
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cuatro neuronas desde el fotorreceptor hasta la célula ganglionar. Se sabe que existe
una conexion de entre 20 y 100 bastones por cada célula bipolar. Las sefales
generadas en cada bastdon pueden esparcirse hacia bastones y conos vecinos a través
de uniones estrechas (Palacios y Goldsmith, 1996; Sharpe y Stockman, 1999). El
campo receptor de las células bipolares de baston es de mayor tamafio que su
ramificacion dendritica, probablemente los axones de las células horizontales tipo B
juegan un papel esencial en la superficie y por tanto integracion de la informacion
(Vicario, 1999, 2004). La respuesta de la bipolar de bastones presenta una
despolarizacién hacia el centro del campo receptivo (centro-ON) (Grlnert et al., 1994;
Wu et al., 2000). Estas células haran sinapsis con las células amacrinas tipo All, las
cuales mantienen la despolarizacion en presencia de la luz. Las amacrinas All hacen
sinapsis a su vez con las bipolares de conos mediante uniones tipo hendidura (Kandel
et al., 2000).

Las vias de conos y bastones hacia las células ganglionares pueden ocurrir de
dos formas: de manera directa por interaccion sélo del eje primario o de manera
indirecta donde mediante modulacion lateral la informacion visual es regulada en tiempo
y espacio para controlar la eficiencia del proceso de transmisiéon (Masland, 2001;
Vicario, 1999, 2004).

Los complejos sinapticos secundarios que interactian en la CPE, se conocen
como triadas, y estan dados por las modulaciones al eje primario o vertical (Masland,
2001) principalmente por horizontales principalmente. Una vez que se recibio la
informacion de la primera sinapsis en las células bipolares respectivas (centro ON vy
centro OFF), estas deben conectar de forma directa con un sistema de células
ganglionares. De aqui que de igual manera existan células ganglionares de centro ON y
de centro OFF las cuales se interconectan con las bipolares del centro respectivo para
crear un circuito (Famiglietti y Kolb, 1976; Hitchcock y Easter, 1986; Yamada et al.,
1996) (Figura 16). Por su parte los contactos sinapticos que ocurren en la CPI se
conocen como diadas, donde el elemento pre-sinaptico es la terminal de la célula
bipolar y el elemento post-sinaptico lo constituyen una dendrita de una célula ganglionar
y uno o dos procesos de células amacrinas (GABA o glicina) (Vicario, 1999). Las

células amacrinas establecen una sinapsis de retroalimentacion con las bipolares, entre
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ellas o con células ganglionares (Masland y Raviola, 2000; Schubert, 2009). El objetivo
de las sinapsis secundarias en la via visual es controlar los aspectos temporales y
espaciales de las sefiales eléctricas del eje primario.

A partir del 2002 con los experimentos de Berson, Hattar y colaboradores, se
descubrié que las células ganglionares eran fotosensibles intrinsecamente, ya que
contienen melanopsina y son capaces de controlar los ciclos circadicos (Berson, 2003;
Hattar et al., 2002; Pickard y Sollars, 2011).
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Figura 16.- Representacién esquematica de las principales vias sinapticas neuronales en la retina de
mamiferos (conos y bastones hacia células ganglionares). Modificado de Sharpe y Stockman 2000.

[1.3. Aferencias de la retina hacia la corteza visual primaria

La via visual primaria, también llamada via sensorial, esta formada por los fasciculos
Opticos (aprox. un millén de axones de células ganglionares en el humano), por el
guiasma optico, por las cintillas o tractos épticos, por el cuerpo geniculado lateral, por

las radiaciones oOpticas y por la corteza visual primaria (Alafion et al., 2002; Kandel et
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al., 2000; Newell, 1993; Pifiero, 1992). Los axones de las células ganglionares salen de
la retina por la porciébn nasal, denominada disco 6ptico o papila Optica; donde
convergen para formar el nervio optico (Hubel, 1988; Newell, 1993). Los fasciculos
corren de manera ininterrumpida hasta el quiasma o6ptico localizado en la base del
diencéfalo, la mayoria de ellos cruzan al lado contrario en esta estructura y el resto
siguen ipsilateralmente hacia el talamo y el cerebro medio (Alafion et al., 2002; Kandel
et al., 2000). Una vez pasado el quiasma, las fibras se denominan tracto Optico
(conteniendo informacién de ambos 0jos) y se dirigen hacia el cuerpo geniculado lateral
dorsal del tdlamo (primer relevo de la informacién visual) (Kandel et al., 2000). EIl
geniculado lateral es un ndcleo que manda sus sefiales a través de la cdpsula interna
(Garcia, 2005; Kandel et al., 2000). Del talamo salen otras neuronas que forman el
fasciculo optico geniculado cortical o fasciculo calcarino y se dirigen hacia la corteza
calcarina (visual primaria, V1, area estriada, area 17 de Brodman) en cada lébulo
occipital.

El viaje de la informacion visual continua para ser procesada por areas visuales
de asociacion (areas 18 y 19 de Brodman), y por areas especializadas, localizadas en
la corteza parietal dorsal (posicién espacial de los objetos) y temporal (relacién color-
forma de los objetos observados) (Jeannerod y Jacob, 2005).

II.4. Contribucion de la glia y el epitelio pigmentario en la fisiologia retiniana

Cada uno de los tipos de células gliales de la retina y el EPR estan ampliamente
relacionado no solo con la funcionalidad neuronal en este tejido sino también con el
mantenimiento de la integridad anatdmica y estructural de toda la retina (Bok, 1993;
Bringmann et al., 2009; Grosche et al., 1995; Helmuth, 2001; Marmorstein et al., 1998;
Newman y Reichenbach, 1996b; Sparrow et al., 2010; Steinberg, 1985).

11.4.1. Células de Muller

La GM es la principal célula glial de la retina de todos los mamiferos y ha sido estudiada
en vertebrados desde su descubrimiento por Miller en la segunda mitad del siglo XIX
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(Muller, 1851). Como se menciona en apartados previos, la GM se empezé a
caracterizar en los mamiferos gracias a los estudios basados en técnicas de tincion por
Cajal (Springfield, 1972), donde solo se mencionaba a la GM como un sistema de
soporte para los integrantes de la neuroretina (Newman y Reichenbach, 1996b). En la
segunda mitad del siglo XX se le consideraba como una célula formadora de mielina en
mamiferos y aves (Ladman y Soper, 1962; Yamada, 1989). No fue sino hasta principios
de los afios 70°s con los estudios de Ehinger y colaboradores cuando se inicié la
caracterizacion morfoldgica, fisiologica y molecular de la GM (Newman y Reichenbach,
1996a).

Los primeros ensayos aplicados para conocer las propiedades de la GM fueron
enfocados en conocer los mecanismos de captura, liberacion y reciclaje de los NT's en
la retina (Ehinger, 1977). En esos afios no eran claros estos mecanismos gliales, sin
embargo, con los experimentos en retina de animales como conejo, rana y rata donde
se demostré la captura de GABA y glutamato por la GM dichos procesos empezaban a
entenderse (Brunn y Ehinger, 1974; Ehinger B, 1977; Marshall y Voaden, 1975; Neal y
Iversen, 1972; Voaden, 1976). Actualmente no solo se conoce la captura de estos NT's
por la GM en la retina, sino que se trata de un mecanismo de alta precision y gran
eficiencia, que conduce al control de las concentraciones de los mismos (Reichenbach
et al., 2002) (Figura 17).

37



GABA muscimol
- O , )
picrotoxina
V YR
B

Figura 17.- Regulacién de las concentraciones de GABA en la retina de mamiferos por la GM. (A)
representacién de las corrientes de: (izquierda) GABA generadas por la activaciéon de los transportadores
especificos de este neurotransmisor, (en medio) de muscimol (agonista de los receptores de GABA,; Yy
(derecha) la inhibicion de las mismas por la picrotoxina (antagonista especifico de receptores GABA). (B)
inmunoreactividad de la localizacion de los transportadores de GABA (GAT) en la GM, GAT-1 y GAT-3,
respectivamente. Barra de escala= 10 um. Modificado de Reichenbach et al., 2002.

El conocimiento acerca de la fisiologia de la GM en la retina de mamiferos
continuo a lo largo de los 80°s con los estudios de Reichenbach y colaboradores. Este
grupo encontrd la morfologia radial de la GM en la totalidad de la retina y demostré su
presencia en todos los vertebrados (Newman y Reichenbach, 1996b). Los estudios de
Newman a principios de los 80’s indicaron que la GM presentaba la expresion de una
variedad de canales ionicos voltaje-dependientes (Karwoski et al., 1985; Newman,
1985, 1993; Puro y Stuenkel, 1995). Se demostré que su potencial de membrana esta
controlado por los canales de K* de rectificacion entrante (Kir, por sus siglas en inglés)
que le confieren una resistencia membranal baja (cambios en los potenciales de
membrana, promoviendo su versatilidad y viabilidad celular) y que dichos canales se
encuentran en el soma, los procesos distales y apicales en mamiferos (Newman, 1987,
1993; Puro y Stuenkel, 1995). Aunado a ello, se encontré que la inactivacion genética
de los canales Kir (subunidad 4.1) en ratones, conduce a una muerte de los organismos
en tres semanas después de nacer, revelando la importancia de estos tanto en la GM

como en el resto del SNC (Ishii et al., 1997; Kofuiji et al., 2000).
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Mas alla se demostr6 que poseen canales de rectificacion retardada, de
inactivacion rapida, canales de K* dependientes de Ca®" y canales de Ca** (Karwoski et
al., 1985; Newman, 1985; Puro y Stuenkel, 1995). Los primeros hallazgos del grupo de
Newman y Reichenbach también demostraron que la GM era capaz de reconocer
sefiales neuronales (iones y NT’s), siendo estas capaces de modificar sus vias de
sefalizacion y sus respuestas moleculares, activando asi cascadas de sefalizacion en
la glia (Newman y Reichenbach, 1996b). Las células gliales son capaces de modificar el
microambiente retiniano, particularmente la GM actia como amortiguador en la
homeostasis de iones como el K* extracelular, gracias a sus canales i6nicos (Puro y
Stuenkel, 1995) (Figura 18). En condiciones fisiologicas, el agua se acumula en el
tejido extracelular gracias a la actividad neuronal, debido a la sintesis de ATP y como
resultado de la actividad metabdlica (captura de glucosa y otros metabolitos) (Marmor,
1999). Aparte de la regulacion y homeostasis i6nica en la retina, la GM puede regular el
equilibrio hidrico en la retina interna gracias a la expresion de canales especificos para
el transporte membranal de agua, denominadas acuaporinas (AQP), que en su caso
son las AQP-1y 4 (Bringmann et al., 2004; Nagelhus et al., 1998, 1999). Lo que hace la
glia de Miuller es capturar los excesos iGnicos y acuosos por medio de los canales
arriba mencionados, expulsandolos hacia el EPR y hacia la MLI para sacarlos de la
retina (Giaume et al., 2007).

La GM expresa canales Kir (canales que permanecen abiertos incluso con
potencial de reposo), asi como receptores a glutamato y poliaminas (necesarias para la
regulacion funcional de sus proteinas de membrana) (Biedermann et al, 1998; Nichols y
Lopatin, 1997; Sontheimer, 1994; Steinhauser y Gallo, 1996). La expresion de
poliaminas como la espermidina se ha observado en mamiferos exclusivamente en la

GM mediante inmunoreactividad (Biedermann et al., 1998; Skatchkov et al., 2000).
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Figura 18.- La GM regula el K' extracelular en la retina. (A) indica el incremento de la corriente
extracelular de K* en la retina inducida por estimulo luminoso, y como ésta se triplica cuando se bloquean
los canales Kir de la GM tras la administracién de Ba®". (B) el bloqueo de los canales Kir de la GM
provoca un decremento notable en la misma corriente en el espacio sub-retiniano y el vitreo, indicando la
homeostasis del ion dentro de la retina neural. Duracién del estimulo 4 s. Modificado de Frishman et al.,
1992,

En un sistema como la retina donde es el principal NT excitatorio (Rauen y
Wiessner, 2000), donde interactia con diferentes receptores en las células post-
sinapticas (tipo N-metil-D-aspartado, NMDA y Amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol de acido
propionico/Kainato, AMPA), donde es liberado continuamente por los fotorreceptores y
las células bipolares en la oscuridad, y donde su liberacion es controlada tonicamente
por la accion de la luz (Copenhagen y Jahr, 1989; Massey y Miller, 1990) y debido a
gue acarrea la sefial visual; el glutamato requiere una regulacibn muy precisa para
evitar condiciones de excitotoxicidad. Para tal efecto es necesaria la participacion de
transportadores, enzimas y receptores (Nicholls y Attwell, 1990; Rauen et al, 1998). Los
transportadores como GLAST-1 y el transportador de aminoacidos excitatorios tipo 5
(EAATS5) y enzimas como la glutamina sintetasa (GS, enzima que convierte el glutamato
en glutamina) mantienen el balance entre la fisiologia y el dafio por exceso de
glutamato, y se encuentran ampliamente expresados en la GM y son regulados por
glucocorticoides, (Bringmann et al., 2006, 2009; Derouiche y Rauen, 1995; Eliasof et al.,
1998; Giaume et al., 2007; Rauen et al, 1998; Rauen y Wiessner, 2000; Reichenbach et
al., 2002; Riepe y Norenberg, 1977; Rothstein et al., 1994) (Figura 19).
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Figura 19.- Inmunoblot comparativo de la expresién de GS y GLAST-1 (izquierda) en cultivos de GM de
rata, (-) = cultivo control, (+) = adicién de cortisol; 15 ug de muestra. Micrografia de fluorescencia que
muestra la localizacién de GLAST-1 en la retina de rata desde la MLE hasta MLI en la GM vy astrocitos.
Modificado de Rauen y Wiessner, 2000.

A partir del siglo XXI se enfatiz6 el estudio de las relaciones entre la GM y los
vasos sanguineos de la retina interna, sin embargo no fue sino hasta los afios 90's
cuando se comprobd que la GM estaba en contacto directo con la vasculatura (Distler y
Dreher, 1996; Hollander et al.,, 1991). Ademas de ello, la GM estd intimamente
relacionada por medio de uniones de tipo hendidura con los astrocitos perivasculares e
intervasculares (con mayor preferencia hacia estos Uultimos), realizando una
comunicaciéon mediante el flujo de glucosa y metabolitos a través de las uniones
comunicantes (Zhas y Wu, 2001). La GM ha sido ampliamente utilizada para estudiar la
comunicacion de células gliales mediante uniones tipo hendidura (Zahs et al., 2003).
Los ensayos que se han realizado para identificar la localizaciéon de las uniones tipo
hendidura al menos en la retina emplean la biotina y sus derivados (neurobiotina y
biocitina) como marcadores (Newman y Zahs, 1997; Robinson et al., 1993). Mas a
detalle se demostré que este tipo de interacciones celulares estan basadas en la
expresion de diversas conexinas (proteinas de membrana, involucradas en la
adherencia celular) dependientes de voltaje; principalmente conexinas 43 y 45, que
forman las conexiones GM-astrocitos (Newman y Zahs, 1997; Zahs et al., 2003).

Otra funcion importante de la GM es la secrecion de factores neurotroficos como:
el factor neurotréfico derivado del cerebro (BNDF), el factor neurotréfico ciliar (CNTF), el
factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF); y el factor derivado del epitelio

pigmentario (PEDF) los cuales entre muchas funciones, promueven la sobrevivencia de
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los fotorreceptores, células amacrinas y ganglionares en retinas de mamiferos (Giaume
et al., 2007; Kirsch et al., 1995; Matthes et al., 1995; Wabhlin et al., 2000) (Figura 20).

BDNF bFGF

Figura 20.- Evidencia experimental de la expresion de factores neurotréficos en la GM. Se observa la
localizacion del bFGF (verde, nucleo) y el CNTF (rojo, citoplasma) en los somas de la GM de rata
(izquierda), modificado de Walsh et al., 2001. En el panel derecho se observa la co-localizacién de BDNF,
bFGF y CNTF con la proteina CRALBP en la GM de retinas de raton. Modificado de Wahlin et al., 2000.

Por otra parte, existe una minuciosa regulacion del metabolismo de glutamato y
lactato en la GM gque es orquestada por el balance de la concentracion extracelular e
intracelular del ion amonio y viceversa (Barbour et al., 1993; Poitry et al., 2000). Dichos
flujos y movimientos metabdlicos de amonio involucran no solo la participacion de la
glia si no que forman una red de comunicacidon con las neuronas retinianas y son
necesarios en el mantenimiento homeostatico de ambos tipos celulares (Grant et al.,
1999; Marcaggi y Coles, 2001). La neuroproteccion constitutiva contra la excitotoxicidad
por glutamato ejercida por la GM en la retina en condiciones fisioldgicas, es promovida
por factores secretados por estas células (Newman y Reichenbach, 1996b; Newman,
1988; Ripps y Witkovsky, 1985). Como se ha venido explicando, la GM es capaz de
secretar diferentes factores troficos, ademas de los ya mencionados anteriormente,
también secreta: el factor de crecimiento neuronal (NGF), neurotrofinas 3 y 4, el factor
neurotrofico derivado de la glia (GDNF) y el factor de crecimiento epidermal (EGF) entre
otros, ademas de expresar sus receptores (Kido et al., 2000; Rocha et al., 1999; Taylor
et al., 2003). La secrecion y accidbn de estos factores en la promocion de la
sobrevivencia y crecimiento neuronal en la retina se ven incrementadas en la GM
debido al aumento en las concentraciones del glutamato en el espacio extracelular
(Taylor et al., 2003).
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La GM puede inhibir sinapticamente a las neuronas de la retina, en otras
palabras, pude controlar la excitabilidad debida a la fototransduccién a nivel de la CPI
(capa sinaptica de las céls. ganglionares) (Araque et al., 1998; Cuhna, 2001; Newman y
Zahs, 1997; Newman, 2003). Esta inhibicion fue evaluada in vivo a nivel presinaptico y
se da mediante la liberacion de glutamato y/o ATP mediada a su vez por la propagacion
de ondas de Ca?" en la zona de la sinapsis (Newman y Zahs, 1998; Newman, 2001,

2003) (Figura 21).
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Figura 21.- Medicion electroquimica del efecto inhibitorio neuronal del glutamato y/o ATP secretados por
la GM. (a) representa la pipeta de registro de la actividad de la célula ganglionar, (b) representa la pipeta
de injeccion del agonista de cada inhibidor secretado por la GM y (c) el sitio de registro de actividad
neuronal. Modificado de Newman 2003.

Siguiendo un poco con el tema de las sefiales de comunicacion que exhibe la
GM en la fisiologia de la retina, se puede resumir a grandes rasgos gque existen tres
tipos de comunicacion en la retina que involucran a esta clase de macroglia:
interacciones glia-glia; neuronas-glia y glia-neuronas (Newman, 2004). Dichas
comunicaciones son principalmente electroquimicas y dependen en su mayoria del
movimiento de iones a través de las membranas en todas las células (Ceelen et al.,
2001; Newman y Zahs, 1998). Por ejemplo las comunicaciones glia-glia se basan en el
movimiento y la propagacién de Ca?" a través de la liberacién de mensajeros
extracelulares como el ATP, activado por un aumento en la concentracion del Ca®*, que
a su vez activo la liberacién de glutamato (Newman y Zahs, 1997; Newman, 2001,

2004). En el caso de la sefalizacion neuronas-GM, se trata de la activacion de las
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ondas de Ca*" en la glia, mediadas por la liberacién de glutamato, resultado de la
cascada de activacion en la fototransduccion a todos los niveles del eje primario y en
ocasiones modulaciones en el eje horizontal (Newman, 2004). La interaccion GM-
neuronas, es modulada por una serie de procesos que incluyen: la liberacion de
glutamato y D-serina (co-agonista de los receptores N-metil-D-aspartato, NMDA), la
recaptura de glutamato en la GM en receptores metabotrdpicos, lo que a su vez
provoca la liberacion de ATP Ca?*-independiente y la futura conversién de éste en
adenosina activandose los receptores Al. Esto ultimo conduce a la apertura de canales
de K' y CI' y la consecuente salida de éstos de la GM, manteniendo la homeostasis
ibnica y osmotica. Asi la adenosina y el glutamato glial son capaces de activar los
receptores A1 y AMPA/KA neuronales, resultando en estimulacion e inhibicion de la
actividad neuronal, respectivamente (Lecca et al., 2012; Newman, 2004).

Dicho sea de esta manera, estd comprobado que la GM participa activamente
monitoreando y respondiendo a la actividad neuronal, propagandola a distancias largas
mediante ondas de Ca®*" (Keirstead y Miller, 1995, 1997; Lynne et al., 2001).
Notablemente se ha considerado a la GM como un modelo ideal para el estudio de la
biologia de propagacién de ondas de Ca*, principalmente por la morfologia de sus
procesos (Newman y Zahs, 1997). Estudios mas recientes realizados in vitro e in situ
demostraron que la GM posee una excitabilidad dependiente de ATP a través del
movimiento del Ca** como cualquier célula glial del SNC (Newman y Zahs, 1997). Lo
anterior refuerza la idea de que estas células modulan la sefalizaciéon autocrina,
interneuronal y entre diferentes células gliales (Lynne et al., 2001). Dentro de la funcién
de sefalizacion glia-neuronas en la retina, recientemente se comprobdé que la GM
secreta numerosas moléculas aparte de las ya conocidas (ATP, glutamina, D-serina)
gue actian modulando la actividad neuronal (Reichenbach y Bringmann, 2013). Esta
sefalizacion gliotransmisora se compone de la liberacion de la proteina de union a
acetil coenzima A, GABA, acido retinoico y oxido nitrico (Reichenbach y Bringmann,
2010); lo cual sirve para la modulacion de la transmision GABAergica de las células
amacrinas hacia las ganglionares; participando en el reciclaje de los componentes de

los pigmentos visuales, y modulando la vasoconstriccion de los capilares retinianos
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internos, respectivamente (Barmack et al., 2004; Metea y Newman, 2006; Mishra y
Newman, 2010; Qian et al., 2008; Yanase et al., 2002).

Se realizé un estudio muy interesante en conejos que fue capaz de evidenciar la
capacidad de la GM de permanecer viable estructural y funcionalmente en transplantes
de secciones de neuroretina en etapas embrionarias en sujetos sanos (Ghosh et al.,
1999; Ghosh, 2002). EI periodo post-operatorio, mostr6 al principio una
inmunoreactividad positiva para GFAP en la GM debida al procedimiento quirurgico, la
cual fue desapareciendo conforme paso el tiempo de recuperacion (Ghosh y Wassélius,
2002; Ghosh, 2002). Después, se demostré bajo el mismo protocolo quirdrgico, la
eficiencia y eficacia de transplantes de tejido adulto en huéspedes adultos sanos, donde
ademas de la estabilidad estructural y funcional de la retina y la GM, no existia
evidencia de separacion entre el transplante y la retina huésped, sugiriendo que este
altimo procedimiento es aun mas estable que aquel realizado en embriones (Ghosh y
Wassélius, 2002).

Es evidente la expresion de VEGF en la GM en retina de humano, en
condiciones normales, lo cual, ademas de evidencias en otros mamiferos, comprueba el
importante papel que desempefian estas células no solo en el desarrollo de la retina
sino también en la comunicacion GM-vasos sanguineos, para proveer constituyentes
energéticos y metabdlicos para las neuronas (Famiglietti et al., 2003).

Por si fueran pocas las funciones de la GM, también se ha visto que estas
células son capaces de proteger a las neuronas retinianas mediante defensas
antioxidantes enddgenas de caracter proteico como son: el glutation (mayor defensa
antioxidante en la retina), la metalotioneina, la hemooxigenasa-1 (HO-1) y el piruvato
entre otros (Bringmann et al., 2006, 2009; Bringmann y Wiedermann, 2012; Garcia y
Vecino, 2003; Sacca et al., 2013; Shutte y Werner, 1998). La GM ademas es capaz de
producir citosinas anti-inflamatorias como la proteina quimioatrayente de monocitos-1
(MCP-1), siendo de gran eficiencia para atraer monocitos, macréfagos y microglia
(Bringmann y Wiedermann, 2012). Se le considera una célula presentadora de
antigenos junto con las células endoteliales y el EPR (Sarthy y Ripps, 2001) a través del
complejo mayor de histocompatibilidad-2 (Garcia y Vecino, 2003; Roberge et al., 1985,
1988; Romeike et al., 1998).
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Recientemente se encontré que la GM localizada en las zonas periféricas de la
retina aledafias a la févea, puede actuar como fibra dptica al guiar el viaje foténico a
través de la retina interna hasta los fotorreceptores para reducir la divergencia y el
esparcimiento de la luz (Franze et al.,, 2007; Gucke et al.,, 2001; Reichenbach y
Bringmann, 2013). La GM esta relacionada con la resistencia y regulacién de las
fuerzas mecanicas espaciales que suceden en la retina, debidas principalmente a la
actividad sinaptica glutamatérgica neuronal; donde la glia cambia su morfologia
extendiendo o encogiendo sus procesos internos (Uckermann et al., 2004). Lo anterior
resulta en la entrada masiva de NaCl en las neuronas, asociada al flujo de agua; y por
tanto en el hinchamiento de somas, procesos sinpticos y el engrosamiento de la retina
interna (Reichenbach y Bringmann, 2013; Uckermann et al., 2004; Wurm et al., 2008).
El mecanismo conocido por medio del cual la GM sensa los cambios mecénicos en la
retina (receptores mecénicos) es dependiente de Ca?*, lo que induce la activacién de
vias de sefializacién que involucran ERK1/2, c-Fos y la expresion de bFGF (Bringmann
et al., 2006, 2000; Lindgvist et al., 2010). Ademas de las fuerzas neuronales glutamato-
inducidas, en la retina la GM recibe y resiste las fuerzas traccionales que ejerce el
cuero vitreo en la MLI; lo cual sustenta la propuesta de la elasticidad y viscosidad de la
GM, haciendo a estas células mas flexibles que las neuronas (Lu et al., 2006;
Reichenbach y Bringmann, 2013; Schubert, 1989).

11.4.2. Astrocitos

Los astrocitos retinianos son exclusivos de las retinas vascularizadas, tal es el caso de
los humanos, los roedores, los primates (Schnitzer J, 1988). Asi mismo dentro de las
especies que los poseen, dichas células estan confinadas a las zonas vascularizadas
de la retina, es decir, regiones periféricas (Ling y Stone, 1988; Chan-Ling, 2000;
Schnitzer, 1988; Stone y Dreher, 1987; Watanabe y Raff, 1988). Como se menciona en
apartados anteriores, los astrocitos retinianos descritos por primera vez por Cajal en el
siglo XIX; representan una de las dos clases de macroglia en la retina (Giaume et al.,
2007).
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Los astrocitos en el cerebro desempefian una gran variedad de funciones que
incluyen: la homeostasis de iones y agua, el transporte de nutrientes y metabolitos
desde la sangre hacia las neuronas, entre otras (Giaume et al., 2007; Magistretti, 2006;
Oberheit et al., 2006; Zonta et al., 2003). A diferencia de esto, en la retina, los astrocitos
estan limitados en funciones debido a la presencia de la GM, la cual desempefia la gran
parte de las funciones necesarias para la integridad de la fisiologia retiniana (E.
Newman & Reichenbach, 1996a). No obstante, la participacién astrocitica es importante
y necesaria para el desarrollo y la funcion retiniana (Coorey et al., 2012) a pesar de su
limitada presencia y distribucion en este tejido. Lo anterior explica de alguna manera el
reducido namero de estudios relacionados a la funcién de los astrocitos en la retina
(Schnitzer J, 1988). Entre los primeros estudios bien documentados de estas células, se
encuentran las descripciones de Stone y colaboradores, donde se menciona que los
astrocitos migran desde el nervio 6ptico hacia la retina periférica de forma centrifuga
(Vinores, 1995). Después de estos trabajos, el grupo de Schnitzer presenta una revision
de la localizacién y descripcion morfologica de los astrocitos en diversas especies de
mamiferos (Karschin et al., 1986; Schnitzer, 1985; Stone y Dreher, 1987) (Figura 22).

Figura 22.- Micrografia que muestra astrocitos retinianos marcados con GFAP. En el panel izquierdo se
muestra el contacto de un astrocito (flecha larga) contactando un capilar de la CFNO (flechas cortas). En
el panel derecho se muestra un capilar de la CPE, el cual no es contactado por astrocitos. Barra de
escala= 100 um. Tomado de Schnitzer. 1987.

Al principio se creia que los astrocitos en la retina estaban configurados de esa

manera para poder atender directamente las necesidades de las células ganglionares,
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pero se vio después en retina de conejo que era posible la extension de los axones de
las células ganglionares sin necesidad de la envoltura astroglial y sin afectar la
transmision del potencial de accion (Karschin et al., 1986; Michaelson, 1954; Schnitzer
y Karshin, 1986; Schnitzer, 1985). Después de que se estudidé la migracién de los
astrocitos, se vio que dicho proceso ocurria a la par del patrén de distribuciéon de los
vasos sanguineos y por eso se plantea la sefalizacidon bidireccional para el desarrollo
de la vasculatura retiniana (Tout et al., 1993; Vinores, 1995). Dicha organizaciéon y guia
molecular para la formacion de los vasos sanguineos, estd dada en gran parte por la
accion del VEGF expresado en los astrocitos (Dorrell et al., 2002a; Stone et al., 1995;
Wiedemann et al.,, 2010) (Figura 23). Al principio se creia que la comunicacion
astrocito-vaso sanguineo se debia a un contacto celular directo (Brightman, 1989;
Tontsch y Bauer, 1991), y después se propuso gque habia un factor vascular endotelial
liberado por los astrocitos el cual era el responsable de la interaccion (Neuhaus et al.,
1991; Shivers et al.,, 1988). Otros estudios buscaron entender si los astrocitos eran
indispensables para la integridad de la BHR y el grupo de Chang-Ling encontré que
efectivamente los astrocitos son necesarios para mantener las propiedades de la
barrera (Chan-Ling y Stone, 1992; Coorey et al., 2012; Vinores, 1995). Los astrocitos
sirven como andamiaje para la migracién de las células endoteliales para que puedan
estas ultimas formar los plexos sanguineos. Lo anterior sucede gracias a la expresion
del receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas en el astrocito y la

expresion del ligando por las células ganglionares (Fruttiger, 2007; Mudhar et al., 1993).

48



VEGF

Figura 23.- Micrografia que muestra la expresion de VEGF en astrocitos de la retina de ratén. En el panel
superior se muestra el dia post-natal 7 donde se observa una menor fluorescencia, mientras que en la
parte inferior se muestra el periodo adulto donde la sefial es mucho mayor. Modificado de Wiedemann et
al., 2010.

La comunicacion entre células astrogliales se da mediante la propagacion de
ondas de Ca** (liberacién de ATP), lo cual permite la integracion de la hemodinamia con
la actividad neuronal (Newman, 2004) (Figura 24). De manera similar, los astrocitos
perivasculares e intervasculares contactan a la GM (por medio de ondas de Ca®") para
interactuar con los vasos sanguineos manteniendo la funcionalidad de la BHR (Giaume
et al, 1997; Newman y Zahs, 1997, 1998; Tabernero et al, 1996; Zahs et al., 2003; Zhas
y Wu, 2001). Se sabe que la astroglia participa en la neurodinamia mediante la
liberaciébn de ATP o a través de la liberacién de segundos mensajeros que se mueven
mediante las uniones comunicantes (P3l, inositol tri-fosfato) entre las células (Araque et
al., 1999; Oliet et al., 2001). Las interacciones entre astrocitos, se dan por uniones tipo
hendidura y complejos proteicos de conexinas (Cnhx 26, 30, 40, 45 y 46) que sirven
como anclaje a las células vecinas (Contreras et al., 2004; Giaume et al, 1997; Volterra
y Meldolesi, 2005).
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Figura 24.- Imagen de fluorescencia que muestra la propagacién de ondas de Ca** en astrocitos. En
presencia de 100 pM de suramina (agonista de receptores purinérgicos), la estimulacion de un astrocito
(asterisco) produce ondas de ca” que se propagan a otros astrocitos para comunicarse. Modificado de
Newman, 2004.

La astroglia al igual que la GM también expresa los canales idnicos y poliaminas
como la espermidina, los cuales mantienen la integridad de su membrana y regulan las
concentraciones de iones dentro de ellos. Expresan canales Kir que en conjunto con
receptores-canal a acetilcolina (presentes solo en astrocitos, no en GM), les ayudan a
mantener sus funciones y su estabilidad intracelular (Laube y Veh, 1997; Skatchkov et
al, 2000; Sontheimer, 1994). Las células de la astroglia son capaces de modificar y
regular la actividad de las células ganglionares al poseer los mecanismos de recaptura
y conversion del glutamato, mediante la expresion del transportador GLAST-1 y la GS
(Derouiche y Rauen, 1995; Rauen et al., 1998; Rauen y Wiessner, 2000) (Figura 25).
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Figura 25.- Inmunolocalizacién de GLAST-1 en la retina de rata. La sefial aparece a lo largo de la
morfologia de la GM y en la CCG debido a la presencia también de astrocitos en esta zona. Modificado
de Rauen y Wiessner, 2000.

Una de las formas mas utilizada para identificar a los astrocitos compartida con la
GM, es la inmunolocalizacion de GFAP la cual se expresa de forma constitutiva en los
procesos de los astrocitos (Bjorklund y Dahl, 1985; Grosche et al., 1995; Lewis et al.,
1995; Stone y Dreher, 1987). Lo anterior puede parecer muy obvio, pero este marcaje
de astrocitos, ha ayudado a descifrar sus funciones y asegurar su presencia y
localizacion en la retina; mas alla de ello, gracias a la GFAP se han podido elucidar los
mecanismos de gliosis o reactividad glial en la retina (Huxlin et al., 1995; Karschin et al.,
1986; Lewis et al., 1995). Unas de las moléculas que en exceso afectan mas la
integridad de los astrocitos (resultados obtenidos al menos in vitro) son las sustancias
de caracter acido (por ejemplo el ion amonio y el acido glutdmico) (Brooks et al., 1989;
Kanamori y Ross, 1997; Marcaggi y Coles, 2001), ya que el pH bajo o cambios bruscos
en sus valores conlleva a la pérdida del balance i6nico en las células gliales generando
un cambio de volumen celular (Kanamori y Ross, 1997; Marcaggi y Coles, 2001).
Debido a su funcion glial de recaptura de glutamato y la produccion de glutamina para
eliminar el exceso de este aminoacido, dependientes del flujo del ion amonio (Grant et
al., 1999), se concluye que estos cambios en los niveles de amonio son mas drasticos y
frecuentes en células gliales que en neuronas en la retina (Marcaggi y Coles, 2001)
(Figura 26).
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Figura 26.- Esquema que muestra el flujo de glutamato/glutamina entre los astrocitos hacia las neuronas
implicando una transferencia neta de nitrégeno, en su forma mas probable, el ibn amonio. Modificado de
Marcaggi y Coles, 2001.

11.4.3. Microglia

El tercer tipo de célula glial presente en la retina de los vertebrados y mas aun los
mamiferos, es la microglia, que en nimero representa la menor proporcion de células
gliales en este tejido (Medina, 1996). La distribucion de las células de la microglia
retiniana fue estudiada por primera vez mediante la tincibn con carbonato de plata
(Ling, 1982), posteriormente se utilizaron técnicas de histoquimica enzimatica (lectina
conjugada con peroxidasa) (Ashwell, 1989) vy finalmente inmunohistoquimmica
(anticuerpos para los complejos principales de histocompatibilidad, MHC-I, MHC-II y
complejo de diferenciaciébn nimero 45, CD45) (Diaz-Araya et al., 1995; Hume et al.,
1983; Provis et al., 1996). Como se dijo en secciones anteriores, la microglia se localiza
s6lo en la retina interna en condiciones fisioldgicas (CFNO, CCG, CPI y CNI); aunque
recientemente se detecto la presencia de unas cuantas células en la CPE (Zeng et al.,
2000) (Figura 27). La localizacion exacta de la microglia en la retina adulta no se ha
elucidado completamente, sin embargo existen estudios en donde se demostrd que las
células microgliales quiescentes estan distribuidas a través de la retina formando una
red de células inmunoefectoras (Chen et al.,, 2002). Estas propiedades efectoras

incluyen: la defensa contra microorganismos, inmunorregulacion y reparacion de tejidos
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(fagocitosis de residuos celulares) (Provis et al., 1996). Se ha considerado ultimamente
a la microglia como el principal componente del sistema inmune innato en la retina
(Chen et al., 2002).

Figura 27.- Microfotografia confocal que muestra a la microglia retiniana en ratas. Tras la inyeccién del
marcador isotiocianato de rodamina, se observan a las células de la microglia sefialadas en los diferentes
estratos de la retina. (a) coroides, (b) CPE, (c) CNI, (d) CPl y (e) CCG. Barra de escala =25 um.
Modificado de Zeng et al., 2000.

La microglia es capaz de expresar constitutivamente las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad-Il, asociadas con la presentacion de antigenos y la
promocién de la respuesta inmune en la retina (Chen et al., 2002; Gehrmann et al.,
1993; Penfold et al., 1993).

Ademés se han utilizado anticuerpos acoplados a rodamina (fluor6foro), que
reconocen proteinas de membrana presentes en la microglia como el complemento tipo
3 y al antigeno de macréfagos (OX-42 y ED-1, respectivamente), entre otros
anticuerpos (Zeng et al., 2000). Una tincién con lectina acoplada a biotina, también
puede marcar a la microglia y evidenciar su localizacion y activacion en la retina, en

cultivos primarios de estas células (Mertsch et al., 2001) (Figura 28).
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Figura 28.- Cuantificacion de la densidad de células de microglia retiniana de rata Wistar de 8 dias de
nacimiento, tras la identificacion de la isoforma lectina IB4. Se observa un aumento en la concentracion
celular en la segunda division. Modificado de Mertsch et al., 2001.

Como en los otros tipos celulares gliales de la retina, en la microglia también
estan presentes los mecanismos de acciébn de los nucleétidos y nucledsidos;
involucrados a su vez en la modulacion de la actividad neuronal (Karlstetter et al., 2010;
Streit, 1993). De la mano con lo anterior se sabe que existe una regulacidén purinérgica
muy importante de la funcionalidad microglial, al menos en otras regiones del SNC, no
seria sorprendente encontrar dicho efecto dentro de la retina (Lecca et al., 2012). Se
sabe que el ATP es capaz de inducir procesos de quimioatraccion de la microglia,
inducir el potencial fagocitico de estas células, incrementar la proliferacion celular e
inducir la produccién de citocinas (Karlstetter et al., 2010). Mientras que la adenosina es
capaz de regular la contraccion y elongacion de sus procesos y controlar la liberacion y
el flujo de citocinas (Lecca et al., 2012). La microglia puede expresar ambas clases de
receptores purinérgicos P1 y P2, mas aun expresa los subtipos P2X (ionotrépicos,
dependientes de Ca®") y metabotrépicos (P2Y), teniendo asf la posibilidad de controlar
sus concentraciones de ATP y adenosina principalmente; haciendo a estas células un
modelo muy utilizado en el estudio de la sefializacion celular purinérgica (Davalos et al.,
2005; Hanisch y Kettenmann, 2007; Melani et al., 2005; Wang et al., 2007).

[1.4.4. Epitelio pigmentario retiniano (EPR)

El EPR descubierto hace ya mas de 100 afios en la retina, ha sido ampliamente

estudiado desde diversos ambitos para entender su funcion (Springfield, 1972; Wolff,
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1938). Una de las primeras funciones del EPR que empez6 a estudiarse es su
participacion en la formacion y mantenimiento de la BHR externa (Cunha-Vaz, 1976;
Raviola, 1977). Esta porcion de la barrera, esta regulada en gran parte gracias a las
uniones estrechas entre las células del EPR, uniones mas resistentes a la accion del
estrés ionico; pero mas susceptibles al estés osmotico que otras uniones intercelulares
(Laties y Rapport, 1976). Este tipo de uniones se forman gracias a la accion de factores
liberados en la retina neural (Rizzolo y Li, 1993). Actualmente se sabe gracias a
estudios en roedores, que uno de los principales factores reguladores de la resistencia
celular del EPR en la funcionalidad de la BHR es el VEGF (factor de crecimiento
vascular endotelial; factor pro-angiogénico e inductor de vasopermeabilidad) (Harnett et
al., 2003; Neufeld et al.,, 1999; Zech et al.,, 1998). Los efectos del VEGF fueron
evaluados en dos especies de mamiferos in vivo (retina porcina) e in vitro (células del
EPR humano). En dicho trabajo se verifico que tras la administracién de 502 pg/mL en
células ARPE-19 (Amy Aotaki Keen Retinal Pigment Epithelium-19) y 251 pg/mL en
células porcinas después de 5 horas; el VEGF, mediante su receptor tipo 2 (solamente
encontrado en la zona apical del EPR), reduce considerablemente la resistencia
transepitelial del EPR provocando por tanto un fallo en la BHR externa (Ablonczy y
Crosson, 2007; Miyamoto et al., 2007) (Figura 29).
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Figura 29.- Efecto del VEGF en la regulacion de la permeabilidad del EPR. En A y B se observan las
cuantificaciones de la resistencia transepitelial del EPR en células ARPE-19 y cultivos primarios de EPR
de cerdo, respectivamente. Se observa claramente un decremento en la resistencia celular en ambos
casos conforme avanza el cultivo. En C se observa una fotografia de la co-inmunolocalizacion del
receptor de VEGF tipo 2 (rojo) y la proteina de oclusion epitelial zonula ocludens-1 (ZO-1) (verde), en
cultivos de EPR de cerdo. Modificado de Ablonczy y Crosson, 2007.

El desarrollo experimental actual ha llevado incluso a hallazgos muy importantes
in vitro acerca de la funcionalidad del EPR en la composicion de la BHR externa. Dunn
y colaboradores en 1996 reportaron que la linea ARPE-19 es capaz de mostrar todas
las propiedades presentes en la BHR externa in vivo. El experimento consistio en
cultivos primarios de EPR humano que exhibian un alto potencial de crecimiento
uniforme en forma de monocapa en placa; ademas expresaron algunos marcadores de
EPR como: la proteina de union a retinaldehido celular (CRALBP) y la proteina
especifica del EPR (RPEG65), verificados por técnica de Northern blot. Gracias a

trabajos como este y a muchas otras evidencias; estas células se han convertido en un
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modelo de estudio de la funcién del EPR (Dunn et al., 1996; Mannermaa et al., 2010)
(Figura 30).
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Figura 30.- Evidencias experimentales que muestran la versatilidad de las células ARPE-19 como modelo
de estudio del EPR. En (A) se muestra la cuantificacion de expresion de genes presentes normalmente
en las células del EPR, la comparacion se realizd en cultivos de ARPE-19 filtrados (mayor grado de
purezay limpieza) con respecto a cultivos en placa. En (B) se observa la expresion positiva de la proteina
CRALBP en cultivos de células ARPE-19 (carril 1), la expresion negativa de células que no la expresan
(carril 2) y la proteina pura (carril 3). En (C) se muestra una fotografia de un cultivo de 6 semanas en
placa de células ARPE-19, barra de escala= 100 um. En (D) se observa una micrografia por transmisién
de electrones de las microvellosidades producidas por una monocapa de células APRE-19 en cultivo,
barra de escala= 2 uym. En (E) se observa una micrografia de luz de la habilidad de formacion de
monocapas de las células ARPE-19 [A] en cultivo sobre un filtro de soporte [F] y una matriz de gel [M],
barra de escala= 50 um. (A) tomado de Mannermaa et al., 2010; (C-E) tomados de Dunn et al., 1996.

Desde hace mas de dos décadas se evidencid la expresién de proteinas

participantes en la formacién de uniones de oclusion interepitelial en el EPR; ejemplos
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de ellas son la y-glutamil-transpeptidasa y el transportador de glucosa-1 (GLUT-1)
(Krause et al., 1988; Takagi et al., 1994) (Figura 31).
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Figura 31.- Imagen de microscopia el

trénica ue uestra la eficiencia e integridad de la BHR externa.
El lantano coloidal se utiliz6 como trazador para evaluar la permeabilidad del EPR. Se observa el
colorante en la superficie de una union estrecha interepitelial pero no penetra hacia la retina (flecha); mas
aln se observa el lantano de manera abundante en la Membrana de Bruch (parte inferior). Tomado de
Vinores, 1995.

A partir de los hallazgos anteriores, se empezé una incansable busqueda de
evidencias que mostraran la versatilidad del EPR, tanto en condiciones normales como
patolégicas. Se encontrdé que este epitelio es capaz de absorber el exceso de luz que
entra en la retina, al formar una especie de recubrimiento oscuro en el fondo de la
misma (Strauss, 2005). Es tal la cantidad de fotones que penetran en la retina, que
puede ocurrir con frecuencia que muchos de ellos no logren acoplarse a la rodopsina
neural para excitarla, por tanto son capaces de formar especies reactivas de oxigeno al
entrar en contacto con biomoléculas presentes en el espacio extracelular (Bok, 1993).
El EPR se encarga de la proteccién oxidativa al menos de tres maneras: 1) la primera
es la absorcion de luz difusa mediante la presencia de pigmentos especializados (v.qg,
melanina) (Beatty et al., 2000; Boulton, 1998). Los melanosomas absorben
aproximadamente el 60 % de la luz que no es absorbida en los fotorreceptores,
mientras que el resto es absorbido por la lipofuscina que se encuentra en el EPR (Delori
et al.,, 2001; Weiter et al., 1986). 2) la segunda es la accion de antioxidantes, el EPR

contiene antioxidante enzimaticos como la superdxido dismutasa y la catalasa. También

58



posee defensas antioxidantes no enzimaticas como los carotenoides, luteina,
ascorbato, tocoferol, melanina y glutation (Beatty et al., 2001, 2000; Frank et al., 1999;
Miceli et al., 1994; Newsome et al., 1990, 1994; Strauss, 2005). 3) la tercera defensa es
la capacidad de regenerar el acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas y lipidos de los
fotorreceptores (Strauss, 2005).

El EPR posee una gran resistencia paracelular con respecto a la transcelular
(diez veces mayor), haciendo este epitelio extremadamente estrecho (Miller y
Steinberg, 1977a, 1977b). El EPR se encarga de la remocion de agua de la retina
externa gracias a la presencia de AQP-1 y puede regular el transporte de iones y
nutrientes desde los capilares coroidales hacia los fotorreceptores, ya que como se
menciona anteriormente existe una gran acumulacion de agua en la retina debida
principalmente a la actividad neuronal y a la presion intraocular que ejerce el vitreo
sobre la MLI (Marmor, 1990, 1999). El transporte de agua se regula principalmente por
el flujo de los iones CI'y K™ (Blaug et al., 2003; Botchkin y Matthews, 1993; Dornonvile
de la Cour, 1993; Frambach et al., 1989) y ademas el EPR posee una ATPasa de Na'y
K" del lado apical (Gundersen et al., 1991; Marmorstein et al., 1998b; Marmorstein,
2001). Como se explico antes, el EPR se encarga de nutrir a los fotorreceptores desde
la sangre coroidal, mediante el paso de glucosa a través de transportadores (GLUT-1y
GLUT-3) (Kim et al., 2007); pero también se encarga proveer el retinol, asegurando asi
la concentracion de retinal necesaria en los SE. El EPR es capaz de modular la
homeostasis metabdlica en el espacio subrretiniano por flujo transepitelial, ya que
puede compensar los cambios rapidos que ocurren en la composicién iénica en esta
zona (Steinberg, 1985).

Recordemos que existe un gran flujo de iones K* y Na* hacia dentro de los
fotorreceptores durante la cascada de fototransduccion, provocando una caida
considerable en la concentracion de K™ en el espacio subrretiniano (Ebrey y Koutalos,
2001). El EPR es el encargado de amortiguar dichos cambios ionicos y lo hace de la
siguiente manera: la caida brusca de la concentracion de K" provoca la
hiperpolarizacion de la membrana apical del EPR, lo que causa la activacion de los
canales Kir, que responden a los cambios de voltaje (Baylor, 1996; Dornonvile de la
Cour, 1993). Una vez activados, son capaces de compensar la pérdida de K* en el
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espacio subrretiniano, donde en condiciones normales la conductancia de este ion es
menor; por tanto si hay mayor cantidad de K* en la zona apical, tendera a transportarse
al lado basal para equilibrar (Baylor, 1996; Hughes y Takahira, 1996; La Cour, 1985;
Segawa y Hughes, 1994; Strauss, 2005).

Con esto ultimo se hace mencion de que el EPR forma parte del ciclo visual, al
realizar la reisomerizacion del all-trans-retinal a 11-cis-retinal para que pueda ser
utilizado nuevamente por los fotorreceptores y realizar la fototransduccion (Baehr et al.,
2003; Sparrow et al., 2010). ElI EPR posee la enzima necesaria para lograr esto, la cual
Se conoce como cis-trans-isomerasa, la cual no puede producirse en los fotorreceptores
(Baehr et al., 2003).

Por otro lado, las células del EPR estan involucradas en la fagocitosis y
renovacion de los residuos de los SE en la retina neural (Sparrow et al., 2010). Estos
residuos se generan debido a la constancia del estimulo visual en los SE y provoca que
se vayan desgastando los componentes de las membranas de los discos induciendo la
acumulacion de sustancias toxicas (Beatty et al., 2000). Por lo anterior es necesaria una
renovacion de las puntas de los fotorreceptores, y esta funcion la realiza el EPR
fagocitandolas y reenviando las moléculas que son necesarias para los fotorreceptores
(v.g retinal y 4cido docosahexanoico) , y lo hace de manera similar al ciclo visual al
englobar el material de desecho y aportar nuevamente nutrientes (Bibb y Young, 1974;
Bok, 1993).

De manera muy similar a la glia retiniana, el EPR es capaz de secretar factores
troficos hacia la retina neural. Por lo que se sugiere que la interaccion EPR-neuronas no
puede estar limitada s6lo a la comunicacién de receptores complementarios como las
integrinas de membrana, sino que también existe una neurotransmisiéon y una
intersefalizacion quimica (McKay et al.,, 1997; Rizzolo, 1997; Strauss, 2005).
Evidencias experimentales dicen que el EPR puede secretar factores esenciales para la
integridad de la retina, como la metaloproteasa de matriz inhibidora de tejidos, el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento transformante 8 (TGF-(), el
factor de crecimiento similar a insulina (IGF-1), CNTF, factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), VEGF vy el factor de crecimiento derivado del epitelio del cristalino
(LEDGF) (solo en condiciones patologicas) (Ahuja et al., 2001; Bost et al., 1992; Cao et
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al., 1997, 1999; Della et al., 1996; Eichler et al., 2002; Martin et al., 1992; Strauss et al.,
1996; Tanihara et al., 1993; Yamaguchi et al., 2001). Mas aun el EPR es capaz de
liberar el PEDF en la retina sana, el cual sirve para mantener tanto la estructura
retiniana como la adecuada funcién coroidal (al prevenir la angiogénesis) (Dawson et
al., 1999; King y Suzuma, 2000; Ogata et al., 2002).

lll. Papel de la glia retiniana y del epitelio pigmentario retiniano en condiciones

patoldgicas

De la misma manera que la glia y el EPR son células esenciales para que la retina sea
un tejido funcional e integral, también suelen tener una participacion crucial en la
patologia de la retina. En muchas patologias retinianas, las funciones normales de
estos dos tipos celulares se ven afectadas y en muchos casos son ellas mismas las que
inducen acciones que desencadenan en la patogénesis (Bringmann et al., 2006; Delori
et al., 2001; Langmann, 2007; Reichenbach y Bringmann, 2010; Sparrow et al., 2010).

lll.1. Patologias de laretina

Los padecimientos que afectan a la retina son muy diversos, sin embargo muchos de
ellos tienen semejanzas y comparten factores comunes gque permiten su asociacion y
clasificacion (Bernas-Pierce et al., 1998; Marc et al., 2003). Una de las clasificaciones
mas aceptadas y completas de las enfermedades retinianas, comprende dos tipos de
padecimientos: 1) patologias con retina de apariencia normal (No progresivas); v.g.
amaurosis congeénita, distrofias de conos, acromatopsia, ceguera nocturna congénita. 2)
patologias con retina de apariencia anormal (Progresivas); v.g. infecciones,
anormalidades estructurales congénitas y adquiridas como la retinitis pigmentosa, el
retinoblastoma, la retinopatia del prematuro, las retinopatias vasculares (isquemia
retiniana, la retinopatia diabética, la retinopatia hepatica), las retinopatias maculares (el
edema macular diabético, la degeneracion macular asociada a la edad, la telangiectasia
macular) (Bernas-Pierce et al., 1998; Jan et al., 1983; Spalton et al., 1955). En otra
clasificacion aceptada a nivel de salud publica y que parece mas adecuada para tratar
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en este trabajo, las patologias de la retina se pueden dividir en cuatro clases: a)
enfermedades vasculares, b) enfermedades maculares, c) distrofias retinianas y d)
tumores retinianos (Jan et al., 1983).

Para fines practicos de la explicacion en esta monografia, solo se van a
mencionar algunos de los principales padecimientos retinianos, con particular atencion
hacia aquellos que se relacionan con la participacion glial y del EPR.

Del inciso a) se mencionan:

- La retinopatia diabética (RD).- se puede definir como una microangiopatia progresiva
caracterizada por lesiones y oclusion de los vasos pequefios. La causa de las lesiones
vasculares es la hiperglucemia crénica, estas alteraciones dan lugar a un
engrosamiento de la membrana basal del capilar y a una pérdida de pericitos. Al
afectarse la pared vascular se produce un aumento de la permeabilidad lo cual
ocasiona edema de retina, exudados duros (por deposito de lipidos y lipoproteinas
extracelulares) y el flujo sanguineo se disminuye (Antonetti et al., 2006; Gittinger y
Asdourian, 1999; Tolentino, 2009). La RD tiene tres subclasificaciones: 1) pre-
retinopatia diabética, 2) RD no proliferativa (focalizada), 3) RD proliferativa (extension a
toda la retina).

- Oclusiones venosas de la retina.- son la afeccién vascular méas frecuente después de
la retinopatia diabética. Ocurren en la edad adulta, con una frecuencia igual en ambos
sexos. Generalmente son unilaterales, aunque en un pequefio nimero de casos
pueden ser bilaterales. Puede haber de dos tipos: oclusion de vena central de la retina y
oclusiéon de rama venosa de la retina. Se produce por alguna de las siguientes causas:
1) por aumento de la viscosidad sanguinea. 2) por alteracién de la pared venosa y 3)
por aumento de la presion externa. Pueden presentarse: disminucion progresiva de la
agudeza visual, hemorragias, tortuosidad y dilataciéon venosa, edema retiniano. Las
complicaciones mas importantes son: edema macular e isquemia con la consiguiente
neovascularizacion (Gittinger y Asdourian, 1999).

- Retinopatia del prematuro (ROP).- es una retinopatia vasoproliferativa (debido a la
isquemia) que constituye una importante causa de desprendimiento de retina en niios y
adultos jovenes. Los factores de riesgo son: bajo peso al nacer (muy frecuente en nifios

con peso menor de 1300 gr), prematuridad, horas excesivas de ventilacion en
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incubadoras (altos niveles de oxigeno) y fototoxicidad. La retina permanece avascular
hasta el cuarto mes de gestacion. La retina temporal es la Ultima en vascularizarse; este
proceso se completa en el momento del nacimiento. Cuando se interrumpe la
vascularizacion normal de la retina (por la prematurez) comienzan a producirse una
serie de fases que determinan los estadios de la enfermedad. Donde hasta los ultimos
estadios se presenta el desprendimiento de la retina (Bernas-Pierce et al., 1998;
Gittinger y Asdourian, 1999).
Del inciso b) se mencionan:

- Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE).- es un proceso degenerativo y
progresivo del epitelio pigmentario retiniano, membrana de Bruch y coroides. Se
presenta en pacientes a partir de los 50 o 60 afios de edad y es una causa importante
de ceguera (Bhutto y Lutty, 2010; Gittinger y Asdourian, 1999; Treumer et al., 2006). Se
presenta en dos formas: seca o atréfica y hUumeda o exudativa (Beatty et al., 2000;
Zayit-Soudry et al., 1989). Tiene varios factores de riesgo ademas de la edad
incluyendo: la hipertension arterial, el tabaquismo y la fototoxicidad. A la lesion que
indica el inicio de la enfermedad se le denomina “drusa” (depdsitos hialinos situados
entre el epitelio pigmentario retiniano y la membrana de Bruch) (Jan et al.,, 1983;
Tolentino, 2009; Zayit-Soudry et al., 1989). La forma seca da lugar a una atrofia
mientras que la exudativa puede originar una membrana neovascular subretiniana. No
existe ningun tratamiento efectivo en la forma seca y en las formas exudativas se puede
realizar tratamiento con laser siempre cuando la situacion sea parafoveal (Beatty et al.,
2000; Jan et al., 1983).

- Coroidopatia serosa central.- se trata de un desprendimiento seroso de la retina
limitado al area macular, debido a un defecto del epitelio pigmentario y como
consecuencia de ello se produce un escape de liquido de los coriocapilares que se
acumula focalmente. Ocurre mas frecuentemente en varones jovenes o de edad
madura y suele estar relacionado con estrés. Los sintomas son: vision borrosa,
metamorfopsia y escotoma central. La agudeza visual no suele estar muy disminuida
(Gittinger y Asdourian, 1999).
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Del inciso c¢) se mencionan:
- Retinitis pigmentaria (RP).- es una enfermedad hereditaria, de caracter autosémico
recesivo en la mayoria de los casos, aunque también puede ser autosomica dominante
o ligada al cromosoma X; cuyos signos y sintomas suelen aparecer en la edad adulta.
Se caracteriza por: degeneracion pigmentaria en retina periférica, estrechamiento de las
arteriolas retinianas y papila cérea. La lesion histoldégica consiste en la pérdida de
fotorreceptores, atrofia del epitelio pigmentario de la retina y de coriocapilares. Sus
sintomas son: ceguera nocturna y disminucion progresiva de la vision periférica. La
afectacion ocular es bilateral y simétrica (Bernas-Pierce et al., 1998; Gittinger y
Asdourian, 1999; Jan et al., 1983).
- Distrofia de conos.- es una enfermedad hereditaria autosémica dominante limitada al
area macular, afectando a los conos y ocasionando defectos de la visién de color y
pérdida de la agudeza visual. En la angiografia aparece la lesibn que se conoce como
ojo de buey (un anillo de despigmentacion rodeando a una zona central pigmentada).
La despigmentacion es debida a la ausencia de fotorreceptores (Cho et al.,, 2013;
Hamel, 2007; Jan et al., 1983).

Del inciso d) se mencionan ambos padecimientos; Se pueden clasificar en:
- Benignos (angioma retiniano y hamartoma astrocitico).- los angiomas retinianos
capilares son formaciones de color rosado, bilaterales. Se pueden asociar con
hemangioblastoma cerebeloso, carcinoma renal y feocromocitoma, también con quistes
renales. La agudeza visual se puede afectar por hemorragia o exudacion de los vasos.
Los hamartomas astrociticos son tumores blanquecinos retinianos y de la papila 6ptica
poco frecuentes. Se relacionan con la esclerosis tuberosa y con la neurofibromatosis.
Son congénitos, pueden aumentar de tamafio y calcificarse. En general cursan
asintomaticos y no hay ningun tratamiento (Jan et al., 1983).
- Malignos (retinoblastoma).- el tumor pasa inadvertido hasta que avanza lo suficiente
para producir una pupila blanca, que se denomina leucocoria y en estos casos hay que
hacer el diagndstico diferencial con otras enfermedades como son: ROP, persistencia

del vitreo primario y catarata (Dimara et al., 2012; Jan et al., 1983).
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l1l.2. La glia en la patologia de la retina

A continuacion se describiran las evidencias experimentales mas relevantes que se han
documentado acerca de la participacion de la GM en condiciones patologicas de la
retina.

Asi como se ha venido estudiando a lo largo de los afios la funcién de la GM en
la retina, también se ha buscado revelar su papel en ciertos procesos moleculares
implicados en la patogenia de la retina en enfermedades como la RD, RP, ROP y
DMAE (Bringmann y Wiedermann, 2012; Reichenbach y Bringmann, 2010, 2013). Los
primeros ensayos experimentales datan de 1955 con los resultados de Wolter y
colaboradores, quienes encontraron una activacion de células gliales retinianas en la
degeneracion de este tejido (enfermedades vasculares de la retina), incluyendo a la GM
en humanos sanos y pacientes (Wolter, 1955). Después en aves, se evidencié la
reactividad glial de la GM, medida por GFAP, que ocurre tras un dafio en la regulacion
del flujo coroidal (Nucleo de Edinger-Westphal) (Fitzgerald et al., 1990). Afios mas tarde
en un modelo in vivo en rata de ROP, se evidencié nuevamente la reactividad glial por
GFAP donde sugirieron la participacion de la GM en la patogénesis de esta enfermedad
(Calogero y Ricci, 1994). Relacionando la funcion de la GM en la regulacién y
amortiguamiento de iones y NT's en la retina, sugiriendo una neuroproteccion en
condiciones fisiolégicas, un grupo de trabajo encontré6 que la disfuncion de los
transportadores de glutamato (GLAST-1 y EAAT5) y el desbalance de las
concentraciones de amonio estaba involucrada en la degeneracion isquémica en la
retina del mono (Ottersen et al., 1996). Contrario a lo anterior, igualmente en la década
de los 90°s, se concluydé que el dafio por excitotoxicidad en condiciones de trauma e
isquemia (caracteristicos de DMAE, RD, etc) es atenuado por la accidbn metabdlica de la
GM in vitro (Gorovits et al., 1997). A finales de los 90°s en un modelo in vitro con GM de
rata lo que se hizo fue inducir estrés oxidativo con t-butilhidroperoxido y se midio la
viabilidad celular después de administrar glutation al cultivo. Se concluyé que el
glutation producido y capturado por la GM provee proteccion contra el estrés oxidativo

(v.g. peréxido de hidrégeno) que se produce en enfermedades como la DMAE, ROP y
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glaucoma (enfermedad que causa la pérdida de las fibras del nervio éptico, debido al
aumento de presion intraocular), entre otras. (Kannan et al., 1999) (Figura 32).

Porcentaje de viabilidad
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GSH (mM)

Figura 32.- Cuantificacién del efecto de la administracion de diferentes concentraciones de glutation
exégeno en la viabilidad celular de un cultivo de GM de rata, en presencia de un peroxido (150 uM).
Modificado de Kannan et al., 1999.

Dentro del problema del estrés oxidativo, se ha visto que la GM es capaz de
incrementar su produccion de HO-1 (proteina atrapadora de moléculas oxidantes), en
condiciones de dafio oxidativo presentes en patologias como la RD y ROP; atenuando

los efectos del dafio en la retina (Ulyanova et al., 2001) (Figura 33).
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Figura 33.- Criosecciones de secciones retinianas exhibiendo la expresiéon de HO-1 (GM) después de 18
horas de incubacion con arseniato de sodio: b) 10 uM, ¢) 50 uM y d) 250 uM; 6 peroxido de hidrégeno e)
10 uM y f) 1000 uM. a) es el control y g) es una magnificacion del panel d. Tomado de Ulyanova et al.,
2001.

Se ha visto en otras patologias como la vitreorretinopatia (enfermedad en la cual
ocurre una neovascularizacion en la retina interna periférica, caracterizada por
hemorragias, edema, isquemia y desprendimiento de la retina) que los canales Kir

expresados en la GM en cultivos de células humanas, tienen una participacion
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importante al mantener la integridad del potencial de membrana de las mismas para
evitar la pérdida de flexibilidad y elasticidad de las mismas (ver apartado de fisiologia) y
su posterior degeneracion (Pannicke et al.,, 2000). La GM, como se explico
previamente, tiene la funcién esencial de mantener la homeostasis ionica e hidrica en la
retina (Bringmann y Wiedermann, 2012). En un trabajo de Bringmann y colaboradores
se mostré que en condiciones patologicas como en el edema macular o un evento
isquémico, los somas de la GM se hinchan debido a la disfuncién de los sistemas de
equilibrio (disfuncion de los receptores idnicos de glutamato, lo que causa un aumento
en el flujo intracelular de Ca®*, induciendo a su vez la activacién de la maquinaria de
apoptosis), decayendo asi las corrientes de K en la parte extracelular, conllevando a la
pérdida de su potencial de membrana y por tanto a la pérdida de sus funciones vitales
(Bringmann et al., 2005, 2006). El trabajo arriba mencionado se baso en el empleo de
un modelo de isquemia-reperfusion en rebanadas de retina de rata, donde se midieron
las corrientes de K* como marcador de viabilidad de la GM en periodo post-isquémico y

en reperfusion para evaluar el decaimiento de las mismas (Figura 34).
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Figura 34.- Efecto del proceso de isquemia en la homeostasis de iones en la GM, particularmente K*. En
(A) se muestra el incremento del volumen del soma de la GM en un periodo post-isquémico de 6 minutos.
En (B) se muestra la corriente normal de los Kir, en comparacion con el periodo post-isquémico
(izquierda); y la cuantificacion del decremento significativo de estas corrientes a lo largo de la reperfusion
(derecha). Modificado de Bringmann et al., 2005.

Totalmente contrario a sus funciones de neuroproteccion en condiciones
fisiolégicas, la GM es capaz de proliferar anormalmente y migrar para formar las
conocidas membranas epi-retinianas en la region interna, disminuyendo asi la visién en
zonas focalizadas (Fletcher et al., 2008; Guidry, 2005). Esto ocurre durante las ultimas
etapas de la patogénesis de las enfermedades vasculares de la retina debido a la
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formacion de una cicatriz en las células gliales, que incluye un cambio en el fenotipo y
una expresion de proteinas contractiles como GFAP y microfilamentos (Guidry, 2005).
En cuanto al control del volumen de agua en la retina, recordemos que la GM es capaz
de expresar las AQP, y se ha visto que cuando existe una defecto o una disfuncion en
la expresion de estas proteinas, se conduce a la formacion de edema retiniano que se
asocia con RD y DMAE (Fukuda et al., 2010; Qin et al., 2009).

Como se ha estado revisando, la GM es capaz de activarse bajo diversas
condiciones en ciertas patologias, sin embargo el rol de estas células sigue aun sin
comprenderse en el curso de la RP (Zhao et al., 2010). Tratando de describir este
proceso, el grupo de Zhao y colaboradores encontré6 que en un modelo clasico de RP
en ratas, la GM se activaba en las etapas tempranas, debido al proceso de
degeneracion retiniana (Zhao et al., 2010). Después de la activacion, la glia prolifera y
se vuelve hipertrofica; mientras que en etapas tardias forman también membranas epi-
retinianas, e incrementan su actividad metabdlica debido a los factores difusibles de la
retina en degeneracion (Zhao et al., 2010). Lo anterior solo sugiere una evidencia en la
gue se muestra que la GM se activa en respuesta al dafio (como un proceso
secundario); en vez de ser la causa de la patogénesis como se pensaba anteriormente
(Zhao et al., 2010).

Hallazgos muy recientes muestran la reactividad glial, en un modelo de
degeneracion retiniana de RP en rata. Lo que se hizo fue evaluar la inmunoreactividad
de la nestina a diferentes dias post-natales y se vio mediante Western blot y expresion
génica, que soélo hasta el dia post-natal 30 habia una re-expresion de nestina de
manera simultanea con la reactividad glial en los animales distréficos. Con ello se
evidencio la respuesta de la GM aunada a la re-expresion de la proteina nestina
(proteina de filamentos intermedios, mayormente encontrada en las células
progenitoras neuronales/gliales en etapas tempranas del desarrollo) en etapas adultas
para inducir regeneracion y recuperacion del tejido dafiado teniendo éxito (Valamanesh
et al., 2013; Xue et al., 2010) (Figura 35).
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Figura 35.- Expresion de la nestina en retinas de ratas controles (A) y con retina distrofica (B) en el dia
post-natal 40. Las cabezas de flecha indican la sefial de la proteina en las diferentes capas de la retina.
El panel (C) indica la co-localizacién de la nestina con GS en ratas control. D1 y D2 indican dicha sefial
pero en retinas distroficas, siendo D2 una magnificacién de D1. Las flechas dobles indican la mayor
intensidad obtenida de la sefial en D2. Tomado de Valamanesh et al., 2013.

Una evidencia muestra que mediante la secrecién de factores troficos como el
GDNF por parte de la GM, tras la inyeccion intravitreal de adenovirus que induce dicha
secrecion en un modelo de rata, se puede producir un reversién del dafio neuronal que
atenua la progresiéon de la RP por cinco meses. Lo anterior puede funcionar como un
blanco potencial para realizar tratamiento génico en diversas condiciones
neurodegenerativas (Dalkara et al., 2011).

De igual forma en el 2011, se reconocio, que al igual que la microglia, la GM
funge un papel esencial en la modulacion de procesos inflamatorios en la retina, lo cual
forma parte del sistema inmune innato en dicho tejido (Shamsuddin y Kumar, 2011). Y
mientras que el sistema endocanabinoide juega un papel central en la modulacién de la

respuesta inmune en el SNC, se encontré recientemente que la exposicion de cultivos
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primarios de GM a este tipo de moléculas enddgenas, conduce a la liberacion de
citocinas anti-inflamatorias como la interleucina-1 e inhibe la liberacién de aquellas pro-

inflamatorias como el factor nuclear-kappa B (NF-kB) (Krishnan y Chatterjee, 2012).

De forma contraria a su rol fisioldgico neuroprotector, la expresion de netrina-4
en la GM (una molécula que sirve como guia del crecimiento axonal neuronal), en
condiciones de hipoxia/isquemia, es capaz de inducir el proceso de angiogénesis
conduciendo a neovascularizacion coroidal en patologias como la DMAE. Por tanto el
entender la via de sefializacion por medio de la cual actia esta molécula en este
determinado periodo, puede ayudar a entender la modulacién que realiza sobre la

patogénesis y asi poder reducirlo o eliminarlo (Lange et al., 2012).

Aungue ya se tratd en secciones anteriores la funcion de los astrocitos en la
retina, cabe recordar que este tipo celular tiene un niamero considerablemente menor
de roles en este tejido. Ahora se mencionaran los principales aspectos moleculares y
bioldgicos de su participacion en algunos de los eventos patologicos en la retina. De
igual manera que la GM, los astrocitos se activan cuando existe un proceso de
degeneracion en la retina, esto se concluyé mediante trabajos que muestran la
inmunoreactividad de la proteina GFAP. Encontraron que no solo ocurre una activacion;
si no estas células participan de manera notable en el desprendimiento de la retina, en
patologias que involucran un dafio traccional (Mishima et al., 1989; Wolter, 1955). En la
retina de gato se encontré que los astrocitos son capaces de responder activamente
mediante el aumento de su metabolismo, lo anterior se comprobd en los 80°s en un
modelo de dafio al nervio Optico por fotocoagulacion (Karschin et al.,, 1986).
Posteriormente, se determind el papel de los astrocitos en un modelo de ROP (hipoxia),
en el cual estas células degeneran. Esta degeneracion conduce a la pérdida de
funcionalidad de la BHR interna, pero de manera interesantee se da una re-colonizacion
de astrocitos y la barrera se reestablece (Chan-Ling y Stone, 1992; Morcos y Chan-
Ling, 2000).

Un resultado que mostro la capacidad de los astrocitos para proteger a las
neuronas retinianas del dafio por estrés oxidativo, fue el obtenido por Desagher y
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colaboradores en un modelo de dafio por peréxido de hidrogeno en rata. Donde se
encontré6 una clara recuperacion de la viabilidad celular tras la activacion de los
complejos enziméticos antioxidantes que es capaz de expresar esta ceélula glial
(Desagher et al., 1996). Estos datos se obtuvieron al incubar neuronas con peréxido de
hidrégeno a diversas concentraciones (10-100 uM), se midié su viabilidad (por métodos
enzimaticos) 24 h después de la administracion, observandose una clara disminucién.
Dicha disminucion fue notablemente atenuado cuando estas células se co-incubaron
con astrocitos.

Gracias a su capacidad de ayudar a mantener la homeostasis de
neurotransmisores y a que posee los mecanismos para formar parte del ciclo de vida
del glutamato por ejemplo, el astrocito retiniano es también capaz de atenuar el dafio
por excitotoxicidad causado por un evento traumatico o isquémico. El mecanismo de
accion por el cual sucede esto, es mediante la accion de la GS estimulada por los
glucocorticoides que intervienen en su regulacién (Gorovits et al., 1997). La astroglia en
la retina también posee numerosos canales idnicos para mantener el equilibrio idnico de
su microambiente (Pannicke et al., 2000; Sontheimer, 1994; Verkhratsky et al., 1991).
Entre ellos se encuentran los canales Kir, pero también posee canales de K de
rectificacion saliente en sus membranas, los cuales se ha especulado que tienen la
misma funcion homeostatica (Sontheimer, 1994). En el 2008, el grupo de Fletcher et al.,
observd que los astrocitos son capaces de expresar la proteina ciclooxigenasa-2, la
cual se conoce como un inductor de angiogénesis en el SNC y otros tejidos (Leahy et
al., 2002; Tsuijii et al., 1998). De hecho la sobre-expresion de esta enzima se ha visto
activa dentro de procesos de diabetes y de ROP, relacionandose asi fuertemente con la
patogénesis de estas entidades al provocar la formacion de nuevos vasos sanguineos
permeables y deficientes (Fletcher et al., 2008; Sennlaub et al., 2003; Wilkinson-Berka
et al., 2003).

De manera contraria, se describio la participacion que ejercen los astrocitos
retinianos en modelos experimentales de dafio al nervio Optico por axotomia (Garcia y
Koke, 2009). En dichas condiciones, estas células gliales son capaces de participar
activamente en la regeneracion del tejido dafiado, al menos en vertebrados inferiores

(Cho y Chen, 2008; Cho et al., 2005). Y hasta hace unos afios existia una controversia
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referente a que los astrocitos presentan un obstaculo para permitir la regeneracion
(Garcia y Koke, 2009). Pero gracias a evidencias experimentales recientes se
comprobd que estas células gliales son capaces de ayudar a regenerar el tejido
dafiado, particularmente la capa de células ganglionares (CCG), las células endoteliales
y la capa de fibras del nervio éptico (CFNO); el mecanismo de accion conocido hasta el
momento es gracias a la accion del factor neurotréfico ciliar (CNTF) liberado por los
astrocitos (Garcia y Koke, 2009; Miotke et al., 2007; Muller et al., 2007; Wang et al.,
2008) (Figura 36).
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Figura 36.- Sobre-expresion del CNTF en astrocitos retinianos. En (A) se observa un experimento de RT-
PCR para CNTF, donde se observa una gran expresion de este factor en las muestras de retina control y
retina de sujetos con lesidn en el lente, las demas cargas son controles. En (B) se presenta un ensayo de
western blot representativo donde se muestra el aumento dosis-dependiente de la expresion de CNTF en
retinas expuestas a zimosan (agente que induce la expresion de CNTF) y proteinas derivadas del lente
(arriba) y expuestas a albumina sérica bovina (abajo). N6tese que solo en las retinas inducidas con lesion
(arriba) hay un aumento de expresion. En (C) se muestra la inmunorreactividad para astrocitos de la
CFNO positivos para anti-CNTF (rojo). Barra de escala= 50 ym. Modificado de Miiller et al., 2007.

Un hallazgo reciente, muestra que existe una poblacion de astrocitos presente en
la CCG y en la zona de la cabeza del nervio Optico, la cual es capaz de mantener la
expresion del factor Pax-2 (factor de transcripcion esencial en el desarrollo del sistema

visual en todos los vertebrados e involucrado en los procesos de neurogénesis (Goode
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y Elgar, 2009; Macdonald y Wilson, 1996; Morcillo et al., 2006)). En este trabajo se vio
gue Pax-2 se activa en los astrocitos durante la regeneracion del nervio Optico y las
células ganglionares tras un dafio por axotomia en un modelo de pez dorado (Parrila et
al., 2013) (Figura 37).
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Figura 37.- Evidencias que muestran la expresion de Pax-2 en la retina de pez dorado. A la izquierda se
muestra una co-inmunolocalizacion de GFAP (astrocitos) con este factor en la region de la cabeza del
nervio optico a los 7 dias post-lesion del mismo. Barra de escala= 100 ym. A la derecha se muestra la
expresion relativa del 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) del factor de transcripcién en la retina, en
diferentes dias después de la lesion. Modificado de Parrila et al., 2013.

El tercer tipo de glia en la retina es la microglia, la cual tiene menos funciones
perfectamente descritas en comparacién con la macroglia retiniana. Es un tipo celular
qgue ha sido un poco olvidado, por las razones arriba mencionadas. Pero hay ciertas
evidencias de que no solo esta involucrado en la respuesta inmune o fagocitica en la
retina. A continuacion describiré algunos de los trabajos mas relevantes donde han
estudiado a la microglia y su relacion con la patologia de la retina.

Los estudios documentados del rol microglial en la disfuncion de la retina inician
a principios de la década de los 70°s donde se describié la participacion de la microglia
en la patogenia del glaucoma y el melanoblastoma coroidal (Cammermeyer, 1967;
Vrabec, 1973, 1975) (Figura 38).
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Figura 38.- Micrografia que muestra la microglia de la retina tefiida en negro por el método de Hortega.
La microglia se encuentra rodeando los vasos sanguineos y los microaneurismas en una muestra de
retinopatia diabética central humana. El microaneurisma se encuentra abajo a la izquierda y el vaso
sanguineo a la derecha. Tomado de Vrabec, 1975.

Estudios posteriores acerca de la microglia sefialan que estas células fagocitan
los remanentes celulares en las capas CNE y CCG en un modelo de degeneracion
retiniana hereditario (con degeneracion de fotorreceptores) en rata (Thanos, 1992).
Existen otras evidencias contradictorias que afirman que la microglia es capaz de
producir sustancias neurotéxicas como Oxido nitrico (ON) en exceso, acido aspartico y
glutdmico en exceso, ante procesos de degeneracion traumatica como la transeccién o
axotomia del nervio Optico o glaucoma (Moore y Thanos, 1996; Salvador-Silva et al.,
2000; Stoll y Jander, 1999). En fin, como se puede observar son suficientes las
evidencias que involucran el papel de la microglia en la regeneracion retiniana o su
participacion en las lesiones del nervio éptico. En un estudio realizado en el 2007, se
vio a través de una técnica de histoquimica enziméatica, que una transeccion del nervio
optico induce la activacion de la microglia, ademas de un incremento en la densidad de
células microgliales en la capas: CFNO, CPl y CCG. Vieron también que la
administracion de inyecciones intravitreales de factores tréficos induce cambios en la
microglia retiniana; una inyeccion con BDNF por ejemplo, retrasé la activacion de la
microglia tal vez por la neuroproteccion ejercida en las células ganglionares, y en el
caso de la inyeccién de NT3 (neurotrofina 3) hubo una inhibicion parcial en la activacion
de la microglia de la capa CFNO (Lorber et al., 2008; Sobrado-Calvo et al., 2007).

Ya entrada la primera década del siglo XXI existen experimentos como los de
Caicedo et al., que proponen un panorama de la participacion de la microglia en la
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DMAE. En ese trabajo se explicé que la microglia y los macrofagos provenientes del
torrente sanguineo, contribuyen a la neurodegeneracion. Lo hacen mediante la
expresion y secrecion de moléculas pro-inflamatorias que tienen la capacidad de activar
a la GM, y teniendo como consecuencia final la induccién de una neovascularizacion
coroidal, caracteristica de diversos problemas patolégicos como al DMAE, la RD, el
edema macular y la ROP (Caicedo et al., 2005) (Figura 39). Estudios enfocados en
patologias que presentan neovascularizacion en la retina han demostrado que la
microglia puede participar en la liberacion de agentes angiogénicos, que actuando en
conjunto con el VEGF, estimulan a las células endoteliales (Zeng et al., 2000). Se vio
que la microglia se acumula en regiones donde ocurre un dafio vascular, como son
venas dilatadas, microaneurismas, hemorragias intraretinianas, y donde se presenta
neovascularizacion retiniana y vitrea (Zeng et al., 2000). Ademas este tipo de glia
ejerce un papel protector en la DMAE al englobar y fagocitar material de desecho, como
la lipofuscina (constituyente del drusen), y al migrar al area del espacio sub-retiniano
(Gupta et al., 2003). De forma controversial, estudios realizados en ratones albinos
homocigotos para el receptor de quimiocina tipo 1, CX3C y la MCP-1 incubados en
condiciones de luz, observaron que se puede iniciar la patogénesis de la DMAE debido
a la acumulacion de microglia (inhibe su proceso normal de migracion) y drusen en el
espacio sub-retiniano, la degeneracion del EPR, la neovascularizacion coroidal y la
atrofia de los fotoreceptores. Dichos resultados fueron comparados contra aquellos de
animales criados en oscuridad en los cuales no se observaron los signos (Combadiere
et al., 2007; Tuo et al., 2007).
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Figura 39.- Iméagenes de fluorescencia que muestran la activacion glial en un modelo de
neovascularizacién coroidal en ratones. En el panel A se observan células de la microglia reactivos con
un marcador para macréfagos, acoplado a la GFP en diversas capas de la retina. Barra de escala= 50
um. En B y C se muestra la co-localizacién de la sefial de GM activa y macrofagos circulantes
(incluyendo microglia), tras un dafio retiniano. Barra de escala= 20 ym. Tomado de Caicedo et al., 2005.

Se vio en el apartado anterior que la microglia actia en la respuesta innata del
sistema inmune, pero sabemos que en algunas condiciones patoldgicas su funcién se
modifica. Por ejemplo, en enfermedades autoimnunes la microglia actda activando la
patogenia de la uveoretinitis y, aunado a esto, delimitando la subsecuente inflamacion
(Chen et al.,, 2002). En diversos estudios, se encontrd6 que la microglia retiniana
participa con patologias como son la vitreoretinopatia, retinopatia diabética, glaucoma y
degeneracion macular asociada a la edad (Chen et al., 2002). En el individuo adulto la
microglia se encuentra en estado quiescente, pero se ha visto en diversos estudios que
en procesos patolégicos (inflamacion, axotomia del nervio Optico, etc.) se activa
teniendo un papel importante en estas condiciones (Chen et al., 2002).

Existen datos de la intervencién de la microglia en la retinopatia diabética en la
rata; en ellos se demuestra que la densidad de microglia activa se incrementa
significativamente después de 4 semanas de diabetes inducida (Rungger-Brandle et al.,
2000). El efecto de la microglia activa puede contribuir al desarrollo de la neuropatia en
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la retina diabética (Krady et al., 2005; Rungger-Bréandle et al., 2000). Ademas, se ha
visto que la sobre-regulacion de MCP-1 en las neuronas retinianas en un modelo de
roedor con retinopatia diabética activa a la microglia, lo cual se exacerba por la
exposicion a productos con glucosidacion avanzada (Dong et al., 2012). Otro dato
importante generado por el grupo de Krady es que la minociclina (agente neuroprotector
y anti-inflamatorio) inhibe la liberacion de citotoxinas por parte de la microglia, lo que
reduce significativamente la actividad de la caspasa-3 dentro de la retina por tanto se
reducen las posibilidades de induccion de muerte celular (Krady et al., 2005).
Finalmente en el 2013 se realiz6 un estudio para observar el efecto que tenia la
vitrectomia (cirugia comunmente practicada en oftalmologia para remover el vitreo para
reducir las fuerzas traccionales y opacidad en la retina) en la microglia retiniana de
conejo. Se practicO una vitrectomia parcial en los conejos y se evalué por medio de
inmunohistoquimica y técnica de patch-clamp la reactividad microglial después de la
operacion. Se encontrd que la vitrectomia parcial induce una respuesta masiva de la
microglia a los 7 dias después de la operacion, caracterizada por cambios morfolégicos,
migracion intraretiniana y sefales autocrinas de proliferaciéon. De manera interesante la
reactividad de la microglia no estuvo asociada a la reactividad de la GM (medida por la
expresion de GFAP o la disminucion de sus corrientes entrantes) o a la pérdida de

células neuronales (Ulbricht et al., 2013) (Figura 40).
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2 dias despues de la vitrectomia

2 dias despues de la vitrectomia

Figura 40.- Evidencia de la activacion de las células de la microglia retiniana. En los paneles superiores
se observa en secciones verticales de retina de conejo, la reactividad y cambios morfolégicos (rojo) de
las células microgliales en la retina interna tras la cirugia. Mientras que en el los paneles inferiores se
observan también células de microglia en migracién hacia las capas de la retina externa en el mismo
periodo. Tomado de Ulbricht et al., 2013.

l11.3. El epitelio pigmentario retiniano en la patologia de la retina

El estudio del EPR en la retina es un tema complejo, y desgraciadamente no podemos
compararlo ni morfolégicamente ni estructuralmente con la glia de la retina. Sin
embargo, gracias a los componentes etiolégicos comunes de muchos de los
padecimientos que aquejan a la retina, es que podemos relacionar estos dos tipos
celulares, para estudiar sus interrelaciones en la patologia retiniana o bien su

participacion individual.

Son muchos los estudios que han evidenciado el papel del EPR en la patologia

de la retina, es por eso que en la presente revisién solo me limitaré a mostrar algunos
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de ellos partiendo de la documentacion de los afios 90°s. En el afio de 1992 se
describid por primera vez la participacion del EPR, encontrando que provocaba
incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos coroidales, provocando asi la
neovascularizacion en modelos animales de degeneracion retiniana de los
fotorreceptores. Lo anterior se planteé como una analogia de la biologia que ocurre en
el desarrollo de enfermedades como la DMAE y RD (Burns y Hartz, 1992). Después el
grupo de Casaroli-Marano observé que las células del EPR humanas eran capaces de
de-diferenciarse tanto in vivo como in vitro para dar lugar a la formacion de membranas
epi-retinianas de estirpe mesenquimal en patologias proliferativas (vitreorretinopatias)
(Casaroli-Marano et al., 1999).

Ya en el afio 2001, un grupo de trabajo en sus experimentos en la retina de
Xenopus laevis, se dio cuenta de que el PEDF secretado por las células del EPR en un
modelo de RD, era necesario para mantener la integridad de la retina y fungia como
factor neuroprotector de células gliales. Y mas alla de ello mostraron que la retina
presentaba una disfuncion tanto morfolégica como funcional cuando se removia el EPR
(Jablonski et al., 2001) (Figura 41).
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Figura 41.- Morfologia retiniana en varias condiciones de cultivo. En A se observa la retina normal con
EPR, en B se observa una desorganizacion histolégica debido a la remocion del EPR. En C se adiciond
PEDF exdgeno y se observa una recuperacion de la organizacion celular, en D se bloqueé la accion del
PEDF y se obtiene un patrén similar de desorganizacién que en B. En E se adicion6 un suero no-inmune
que no fue capaz de bloquear la accion del PEDF. Barra de escala= 10 ym. Tomado de Jablonski et al.,
2001.

Cuando la produccion de ON en el EPR supera los mecanismos de su

eliminicacion, se produce su acumulacion y dafio en la retina en modelos in vitro que
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asemejan diversas patologias como las retinopatias que involucran un proceso
isquémico (DMAE, ROP, RD, edema) y el glaucoma (Koga et al., 2003). Durante el
mismo afo, otro articulo mostro la sefializacion e interaccion entre el EPR y las células
endoteliales via accion del VEGF, era capaz de conducir a una degeneracion de la BHR
externa y la posterior neovascularizacion coroidal (Ablonczy et al., 2009; Ablonczy y
Crosson, 2007).

Existe mucha informacion acerca de las patologias que aquejan directamente la
funcionalidad e integridad del EPR, unas de estas patologias son la DMAE y la RD (las
cuales ademés de todo son en conjunto las principales causas de pérdida de la visién
en adultos mayores, alrededor del mundo). La caracteristica comun de estas patologias
y del conjunto de eventos que provocan la disfuncidon del EPR es la neovascularizacion
coroidal, en la cual los vasos sanguineos recién formados son disfuncionales y tienen
una alta permeabilidad, permitiendo la acumulacion de agua y metabolitos en la retina,
entre otras complicaciones (Zayit-Soudry et al., 1989, 2007). La produccion de
moléculas como la apolipoproteina-1 (involucradas en el metabolismo de eliminacion de
lipidos) por el EPR en condiciones de RD, puede convertirse en un factor preventivo en
etapas tempranas de dicha enfermedad evitando la rapida progresion de la misma
(Sim6 et al., 2010) (Figura 42). La patogenia de enfermedades como la RD involucra la
acumulacion de agua y metabolitos (entre ellos sustancias de cardcter lipidico) que
provocan la pérdida de la funcién del EPR debido a la separacion de éste con la

coroides o debido a la neovascularizacion.
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Figura 42.- Resultados que muestran el contenido de la proteina apolipoproteina-1 en el EPR. En el panel
de la izquierda se muestra un inmunoblot donde las muestras de pacientes diabéticos tienen niveles de
expresién mucho mayores de la proteina, lo cual promueve proteccion mediante el aceleramiento de los
mecanismos de eliminacion de lipidos. A la derecha se encuentra la inmunolocalizacion de la proteina en
las células ARPE-19. Tomado de Sim¢ et al., 2010.

Dentro de los estudios relacionados con la DMAE, esta el realizado por Pons y
colaboradores en 2011, quienes estudiaron el efecto que tenian los componentes del
cigarro en exacerbar la patologia en su subclase seca o atréfica. El interés por realizar
este trabajo surgio debido a la alta frecuencia con la cual las personas tienen el habito
de fumar. Uno de los componentes del cigarro es la hidroquinona (un potente oxidante)
es capaz de inhibir la produccion de enzimas anti-inflamatorias o moléculas necesarias
en procesos de inflamacién en el EPR como factores tréficos (PEDF y VEGF) y MCP-1.
Lo anterior conlleva a que los macréfagos, microglia y células inmunes no respondan
de manera eficiente y suficiente para eliminar los restos celulares pro-inflamatorios y
que las mismas células fagociticas no salgan del tejido, conduciendo a la

neovascularizacion y progresion de la DMAE (Pons et al., 2011) (Figura 43).
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Figura 43.- Niveles de expresion de la proteina PEDF secretada por el EPR, en condiciones control y en
muestras de ratones inducidos con un modelo de DMAE. Tomado de Pons et al., 2011.
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La DMAE provoca en las células del EPR: cambios de pigmentacion, reduccién
de melanosomas, disminucién en la densidad celular, incremento en los granulos de
lipofuscina. Lo anterior conlleva a una degeneracion del epitelio, haciéndolo cada vez
mas vulnerable a la progresion de la enfermedad y provocando asi la

neovascularizacion (Bhutto y Lutty, 2010) (Figura 44).
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Figura 44.- Se observan la participacion del EPR en la patologia de DMAE en sus dos clases. A la
izquierda se observa la retina normal con su EPR (arriba), la DMAE seca donde hay pérdida total del
EPR y los coriocapilares son escasos, mientras que los vasos mayores de la corides permanecen pero
estan constrifiidos (medio). Se observa la DMAE humeda donde el EPR permanece pero hay
neovascularizacién (morado), los coriocapilares se han destruido (abajo). A la derecha se muestra una
angiografia donde se muestra la neovasularizacién en forma de una mancha en el centro. Modificado de
Bhutto y Lutty, 2012.

El estrés oxidativo cronico es el factor primario de numerosas enfermedades
degenerativas de la retina, como es la DMAE, de acuerdo a los datos clinicos y
experimentales (Plafker et al., 2012). En ojos obtenidos de pacientes fallecidos con
DMAE se encontré que habia un dafio extensivo en las células del EPR. Ademas, en
modelos de raton con estrés oxidativo cronico se ha visto que desarrollan
caracteristicas tipicas de la DMAE (Plafker et al., 2012). Se ha visto que el dafio al ADN
mitocondrial por el estrés oxidativo debido a la DMAE correlaciona con la severidad de

la enfermedad. En otros estudios donde se analizaron ojos de personas que padecian
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DMAE se demostré que existia una acumulacién de modificaciones y mutaciones en el
ADN mitocondrial de células EPR, lo cual era atribuido a radicales libres generados por
estrés (Lin et al., 2011). Estos efectos tienen un origen tanto citoplasmatico como
mitocondrial, culminando en cambios irreversibles en el ADN mitocondrial (mutaciones),
produccioén de radicales libres, disminucion de la cadena respiratoria e incremento de la
autofagia para disponer de las mitocondrias defectuosas (Feher et al., 2006;
Karunadharma et al., 2010; Plafker et al., 2012).

En un estudio realizado por el grupo de Zhao, en el 2011, detectaron el
desarrollo de los signos caracteristicos de la DMAE humana debido al estrés oxidativo
cronico. Empleando un modelo de ratén knockout para el factor relacionado al factor
nuclear tipo 2 (Nrf-2) encontraron que desarrollaron depdsitos similares a drusen,
acumulacion de lipofuscina, depdsitos subretinianos de proteinas inflamatorias y
neovascularizacion coroidal. Por medio de microscopia electrénica, el grupo de Zhao
pudo ademas revelar que células de EPR en el modelo de ratén deficiente en Nrf2
presentaban caracteristicas semejantes a pacientes con DMAE, como son acumulacion
de segmentos externos de fotorreceptores fagocitados, autofagosomas,
autofagolisosomas entre otros (Plafker et al., 2012; Wang et al., 2009; Zhao et al.,
2011).

Recientemente se ha demostrado que hay una regulacién a la baja de GLUT-1
en células ARPE-19 por la activacion de la via de sefializacion la proteina cinasa clase
B (Akt) en respuesta a estrés en condiciones de alta glucosa (Kim et al., 2007). En el
caso de condiciones de hiperglucemia existe un transporte inadecuado del &cido
ascorbico lo que limita el efecto antioxidante del EPR (Minamizono et al., 2066; Salceda
y Contreras-Cubas, 2007). Ademas, se vio en pacientes diabéticos que hay una
alteracion del transporte de retinol debido a una regulacién a la baja de la proteina
intersticial de union a retinol (IRBP) (Simo et al., 2010).

En células ARPE-19 (tres semanas de cultivo) se evalu6 la permeabilidad del
EPR en condiciones dehiperglucemia (25 mM), que provoca una reduccion de este
pardmetro y este efecto no ocurre como consecuencia de cambios en la expresion de
proteinas que forman las uniones estrechas como la zonula occludens, la ocludina y la

Claudina-1 (Villarroel et al., 2009). Otro estudio realizado en cultivos de celulares de
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EPR bovino logré demostrar que la hiperglucemia induce una pérdida en la funcién de
la ATPasa Na+/K+ lo que equivale a una pérdida en la homeostasis i6nica en la retina
externa y disfuncién de la BHR externa (Crider et al., 1997). Los datos anteriores
revelan la existencia de una relacion entre la pérdida de homeostasis i6nica-hidrica en
el espacio subretiniano y los capilares coroidales y el estado de hiperglucemia, lo que
puede llevar al desarrollo del edema macular diabético (Simé et al., 2010).

Una estrategia empleada actualmente para recuperar la estructura y funcion
normal de la retina como tratamiento de enfermedades retinianas es el trasplante del
EPR (Da Cruz et al., 2007). Como se menciond anteriormente, el EPR secreta factores
troficos relacionados a la angiogénesis como el PEDF y el VEGF (Cai et al., 2006; Zhao
et al., 2006), ademas de sintetizar elementos de la matriz extracelular. Estas
caracteristicas del EPR para modular el medio extracelular, lo catalogan como un
candidato Optimo para tratar patologias que afectan las condiciones fisioldgicas de la
retina (Da Cruz et al., 2007).

En el caso de la DMAE tipo seca una manifestacion del proceso degenerativo es
la pérdida del EPR; por lo que el trasplante de EPR puede ser empleado en condiciones
especificas donde exista dafio a fotorreceptores y el EPR o también en enfermedades
que involucren lesiones de la retina externa y coroides (Da Cruz et al., 2007).

Ademas se han realizado trasplantes de EPR en casos de DMAE atrdfica, los
cuales presentan generalmente atrofia geografica central (Joussen et al., 2006;
Treumer et al., 2006). Ademas se estan realizando trasplantes en casos de distrofia
macular heredada (Da Cruz et al., 2007).
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Conclusiones

El tratar de explicar la funcionalidad glial en la retina acota un tanto las posibilidades de
documentar la informacién, sin embargo, sigue siendo un tema de gran controversia.
Con el presente escrito podemos darnos una idea de cuan importantes son las células
gliales para la funcion retiniana, ya que estan involucradas en practicamente todos los
procesos que en ella se llevan a cabo, yendo desde el mantenimiento de la
homeostasis neuronal hasta la modulacién sinaptica de la sefial de la fototransduccion y
la inmunidad.

La glia es sin lugar a dudas un componente esencial de la estructura retiniana en
los vertebrados y mas especificamente en los mamiferos; y esta importancia funcional,
morfologica y estructural debe ser considerada a la par de las neuronas.

En cuanto a los estudios patolégicos, se puede decir, que los tres tipos gliales
presentes en el tejido retiniano en mamiferos son miembros activos de la serie de
procesos biolégicos y moleculares que estan implicados en un buen numero de
padecimientos retinianos. Incluso podemos decir que simplemente un tejido retiniano
sin glia no seria funcional y se consideraria ya una condicion degenerativa; en otras

palabras no hay retina sin glia.

Por otra parte, pero no menos importante, el epitelio pigmentario retiniano,
constituye (como lo mencionan diversos autores) un componente versatil en la funcién
visual. Esto puede afirmarse, ya que se encuentra activamente participando desde
previo a la llegada del fotdn a la retina hasta la salida de la informacion a través del
nervio optico. Yéndonos a cuestiones que involucran el desarrollo embrionario en los
mamiferos (principalmente), se sabe que sin este epitelio la retina no tendria una
configuracion organizada ni estratificada y mas aun no habria células lo suficientemente
diferenciadas para llevar a cabo sus roles en la funcion de la retina. En relacion a los
hallazgos que comprometen la participacion de estas células en la degeneracion
retiniana, son de igual asombro con respecto a la glia, los procesos que pueden realizar

para sobrellevar el dafio, o por el contrario promoverlo. Conformando parte funcional y
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estructural de la retina era de suponerse que haya tantas implicaciones que se han

comprobado experimentalmente acerca de su participacion en el dafio retiniano.

Como aseveracion y conclusion ultima puedo concordar con la mayoria de
autores, que han dedicado su estudio hacia cualquiera de estos tipos celulares, que la
glia de la retina (como toda célula glial del organismo) y el EPR son imprescindibles
para el funcionamiento de las neuronas en cualquier momento y condicion bajo la que
se encuentre el tejido retinal ya sea para beneficio y/o proteccidon o para perjuicio y/o

degeneracion.
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