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RESUMEN

La retina es un tejido sensible a la luz que recubre la superficie interna del ojo. La complejidad
estructural y funcional de la retina hacen de este tejido uno de los mas vulnerables a
alteraciones provocadas por todo tipo de lesion o enfermedad. Las enfermedades del sistema
visual conllevan para los sujetos afectados una mengua en la calidad de vida. Entre las
enfermedades degenerativas de tipo genético del sistema visual, la retinosis pigmentaria (RP)
es una de las mas importantes por incidencia y porque al dia de hoy no existe terapia curativa
efectiva.

La RP comprende un conjunto de enfermedades neurodegenerativas de la retina que afectan
principalmente a los fotorreceptores, produciendo una pérdida gradual de la vision y
desembocando paulatinamente en ceguera. Sin embargo, son varias las alternativas
terapéuticas que se estan investigando en la actualidad con el fin curar la enfermedad. La
terapia génica, las células encapsuladas, la optogenética, el trasplante de células madre y, por
ultimo, los chips electrénicos, son estrategias con un futuro esperanzador en la curaciéon de la
enfermedad. Mientras tanto, con el objetivo de retardar la evolucion de la enfermedad y la
degeneracion del sistema visual, se ha planteado estudiar otros posibles tratamientos que
puedan retrasar la evolucion de la RP y mejorar la calidad de vida de los sujetos afectados. La
investigacion en los ultimos 20 afios, gracias a las nuevas tecnologias disponibles, ha
demostrado que las sustancias antiapoptoticas, antioxidantes, factores troficos vy
neuroprotectores influencian la degeneracion retiniana. El presente trabajo persigue estudiar
2 sustancias, una de origen natural y otra sintética, con el objetivo de encontrar agentes
capaces de enlentecer el decurso degenerativo de la retina en el modelo murino de retinosis
pigmentaria P23H, siempre teniendo en cuenta la inquietud de encontrar un tratamiento
terapéutico aplicable a seres humanos en el futuro. El objetivo de este trabajo es determinar el
posible potencial terapéutico, en tratamiento crénico, de las sustancias elegidas.

El Cannabinoide sintético HU210 podria retrasar o prevenir la degeneracién y la muerte de
los fotorreceptores y del entramado sindptico de la retina. En anteriores estudios publicados,
HU210 protege las células neuronales en varias enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y el estrés isquémico. Ademas, se han
descrito efectos sobre la reduccion de la presién intraocular en relacion con el glaucoma.

La nicotina podria retrasar o prevenir la degeneraciéon y la muerte de los fotorreceptores y

otras neuronas de la retina, actuando sobre los receptores nicotinicos. En este caso la



bibliografia es un poco mas escasa y ambigua, pero quisimos comprobar si la suministracion
cronica de nicotina podria tener algun efecto positivo sobre el transcurso de la enfermedad
retiniana.

La eficacia de los tratamientos fue evaluada mediante registros electrorretinograficos, con
objeto de medir la actividad funcional de la retina.

También se utilizaron métodos de inmunohistoquimica con el objetivo de caracterizar los
efectos de HU210 sobre la morfologia y conectividad sinaptica de la retina. A la vez,
evaluamos eventuales efectos de HU210 sobre el peso, apetito y consumo de agua de los
animales objeto de investigacion.

Se espera con estos estudios esclarecer el posible potencial terapéutico de estas sustancias.
Este trabajo se ha realizado sobre ratas de la linea P23H-3, pero todos los resultados

esperamos sean, con el tiempo necesario, aplicables a seres humanos afectados por la RP.



1. INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL SISTEMA VISUAL

Los sentidos son el mecanismo fisioldgico de la percepcion, y permiten detectar lo que esta a
nuestro alrededor, asi como determinados estados internos del organismo. Los receptores
sensoriales son los encargados de captar los estimulos externos e internos. El estudio y
clasificacion de los sentidos se lleva cabo por muchas ciencias como la neurociencia, la
psicologia cognitiva y la filosofia de la percepcién. Hay muchas clasificaciones de los sentidos,
tradicionalmente se dividen en 5 sentidos, aunque no hay univocidad en la comunidad
cientifica. La vision es uno de los sentidos que la evoluciéon ha desarrollado para permitir al
organismo adaptarse continuamente a su entorno. Existen especies de mamiferos donde este
sentido es complementario a otros mas utilizados. En el ser humano, la visiéon es de suma
trascendencia, quizas el sentido mas utilizado, y la degeneracion de sus estructuras conlleva
un deterioro importante de la calidad de vida de los individuos.

La vision, o sentido de la vista, es una funcién compleja, en la que intervienen numerosas
estructuras. Para las personas en general, ojos y visidon son sinénimos. Pero este concepto es
erroneo, ya que los ojos son sélo la parte visible de un amplio sistema que se extiende hasta la
porcion mas posterior del cerebro. Es decir, que el ojo es simplemente la primera etapa de un
sistema complejo y maravilloso.

El sistema visual es parte del sistema nervioso central (SNC) y permite detectar estimulos
luminosos e interpretarlos con el fin de construir una representacion del entorno. La visién se
caracteriza por cumplir diferentes y complementarias funciones que incluyen: la percepcion
de la luz y del movimiento, la percepcion e identificacion de objetos, la percepciéon de la
distancia a través la binocularidad, etc. Ademas, el sistema visual influencia de manera
importante procesos fisiolégicos como ritmos circadianos, emociones y comportamiento
(Carlson 2012).

El sistema visual estd formado por diferentes partes y cada una desempeia su funcion
especifica. Principalmente se compone del ojo, el nervio dptico, el quiasma 6éptico, el tracto
visual, el ndcleo geniculado lateral y la corteza visual (Figura 1). El ojo funciona como una
camara que proyecta imagenes sobre la retina, y basicamente se compone de la cornea, la
pupila, una cadmara anterior con humor acuoso, el iris, una camara posterior con humor
acuoso, el musculo y cuerpo ciliar, el cristalino, el humor vitreo, la retina, el coroides y la

esclera. Todas las estructuras enumeradas son importantes, pero la fina capa de tejido
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nervioso llamada retina es la estructura del ojo que capta los estimulos luminicos e imagenes
del mundo exterior y los convierte en informaciones eléctricas interpretables por el SNC (Kolb
H. etal. 2013),

En humanos el globo ocular u ojo es una estructura esférica de aproximadamente 2,5 cm de
didmetro. La parte exterior, denominada cubierta, se compone de varias capas de tejido: la
capa mas externa o esclera tiene una funciéon protectora y un color caracteristico blanco,
cubre unos cinco sextos de la superficie ocular total y se diferencia y prolonga en la parte
anterior con la cérnea (Figura 1A).

La cérnea es una membrana transparente a través de la cual la luz penetra en el interior del
ojo. Tiene un espesor medio de 550 um. La cornea estd compuesta por 5 o 6 capas, segin
interpretaciones. Las capas constan de: la pelicula lagrimal, que se puede considerar una parte
mas de la cornea, porque en un ojo normal y sano siempre hay una capa de lagrima cubriendo,
lubricando y protegiendo el epitelio. El epitelio, que estd compuesto de varias capas de
células, en condiciones normales es totalmente transparente y estd constantemente
humedecido por la pelicula lagrimal. La membrana de Bowman, que actia de membrana basal
del epitelio y entre otras tiene la funcion de unir el epitelio corneal al estroma. El estroma, que
forma la mayor porciéon del espesor corneal y esta compuesto basicamente de fibras de
colageno. La membrana de Descemet, que es la membrana que une el estroma con la capa
celular mas profunda de la cérnea. El endotelio, que forma la capa mas interna de la cérnea en
contacto con el humor acuoso. A diferencia del epitelio, esa estructura sélo consta de una capa
de células, y su capacidad de regeneracion es practicamente nula. Por detras, hay una cAmara
llena de un fluido claro (el humor acuoso) que separa la cérnea de la lente del cristalino. La
lente esta conectada con el musculo ciliar mediante unos ligamentos que la rodean.

La capa media, o Uvea, tiene a su vez tres partes diferenciadas: una parte posterior, la coroides
o sistema vascular, que reviste las tres quintas partes posteriores del globo ocular. Esta
estructura continua en una estructura anterior formada por el cuerpo ciliar y, a continuacion,
el iris, que se extiende por la parte frontal del ojo. El musculo ciliar y los tejidos circundantes
forman el cuerpo ciliar, y esta estructura modula la concavidad de la lente, cambiando su
longitud focal.

El iris es una estructura pigmentada, maravillosamente coloreada, suspendida entre la cérnea
y el cristalino, y tiene una abertura circular en el centro, la pupila. El tamafio de la pupila
depende de musculo radial y circular, que aumenta o disminuye el didmetro. Asi se controla la

cantidad de luz que entra en el ojo. Por detras de la lente, el cuerpo principal del ojo esta lleno



de una sustancia transparente y gelatinosa, el humor vitreo, encerrado en un saco delgado que
recibe el nombre de membrana hialoidea. La presidon del humor vitreo mantiene distendido el
globo ocular. La lente del cristalino permite el paso de la luz y la formacion en la retina de una
imagen invertida de los objetos que enfoca, y la retina puede cumplir su funcion de
transduccion y transmision de la informacion eléctrica. Toda la informacion transducida por
los fotorreceptores de la retina llega a través de una red neural a las células ganglionares de la
retina, y los axones de estas células se unen formando haces que a su vez forman el nervio
optico.

El nervio O6ptico, o par craneal II, es un nervio sensitivo encargado de transmitir la
informacion visual desde la retina hasta el quiasma dptico. Se origina en la capa de células
ganglionares de la retina, mide aproximadamente 4 cm de longitud, y se orienta en sentido
anteroposterior. Su descripcién incluye 4 segmentos: un segmento intraocular, en el cual los
axones de las células ganglionares de la retina se organizan en haces y convergen en la
invaginacién del nervio 6ptico o papila éptica, que sale del globo ocular atravesando la lamina
cribosa escleral. Un segundo segmento intraorbitario, en el cual el nervio queda comprendido
en un cono formado por los musculos rectos del ojo y se sumerge en la grasa retroocular, que
confiere proteccidon y aislamiento eléctrico. Un tercer segmento intracanalicular, donde el
nervio Optico atraviesa el foramen éptico acompanado por la arteria oftalmica. Un cuarto
segmento intracraneal, el cual mide aproximadamente 1 cm y estd comprendido entre el
foramen oOptico y el quiasma optico. En el quiasma 6ptico, las fibras provenientes de las
hemiretinas temporales se mantienen en las cintillas dpticas ipsilaterales, mientras que las
fibras de las hemiretinas nasales cruzan a la cintilla 6ptica contralateral correspondiente.
Ambas cintillas se dirigen a través del haz visual al nucleo geniculado lateral, localizado en la
cara posterior del talamo, y se reinen nuevamente en el haz geniculocalcarino, el cual se

dirige hacia la corteza visual, localizada en el l16bulo occipital (Figura 1B).
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Figura 1. Esquema del ojo humano y estructura general del sistema visual

A) Seccion sagital del ojo humano tomado de (Kolb H. et al. 2013). B) Estructura general del sistema visual,
tomado de: Via visual, apuntes, Neuroanatomia UFRO (http://www.med.ufro.cl).

En su recorrido, algunas fibras del nervio 6ptico se ramifican inervando varias zonas
cerebrales, en particular en direccién al nicleo supraquiasmatico del hipotdlamo, donde se

regulan los ritmos biolégicos (Carlson 2012).

1.1.1 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA RETINA

La retina es un tejido neural especializado. Es parte del sistema nervioso central y, como otras
partes del SNC, deriva del tubo neural, en concreto del neuroectodermo. En el desarrollo
embrionario, la retina procede de una evaginacion bilateral del prosencéfalo llamada vesicula
Optica primaria que, tras una invaginacion local, se transforma en la vesicula Optica
secundaria con forma de copa. Cada copa Optica permanece conectada con el cerebro
mediante un tallo, el futuro nervio déptico. La retina es un tejido muy fino, de un espesor
aproximado de 0.5 mm y un area circular total de 30-40 mm de diametro (Kolb 1991),
localizado en el interior del globo ocular, que permite la fundamental etapa de la
fototransducciéon en el proceso visual. La retina tiene una microestructura compleja
compuesta principalmente por células nerviosas que forman la red neural. Tiene una
estructura laminar donde se alternan capas de somas celulares y capas de neuropilo,
constituidas por los procesos de las numerosas poblaciones neuronales. Las capas y tipos
celulares estan bien definidos después de muchos afios de investigacidn (Figura 2). Las células

fotorreceptoras sensibles a la luz se encuentran en su superficie exterior, por debajo de una
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capa celular llamada epitelio pigmentario de la retina (EPR). Todas las retinas de vertebrados
tienen EPR y parte neural o neuroretina. Esta tltima se caracteriza por encontrarse en la parte
mas interna del ojo, donde la luz filtra a través de todas sus estructuras. Situada detras de la
pupila, la retina tiene una pequefia mancha de color amarillo, denominada macula litea que
aloja en su centro la févea central. Esta zona de la févea tiene mayor agudeza visual y tiene
una poblacién celular de fotorreceptores exclusivamente compuesta por conos, mientras que
alrededor de ella se encuentran poblaciones mixtas de células con conos y bastones.
Alejandose paulatinamente la poblacion celular de conos se vuelve mas escasa y aumenta la
de bastones. En los bordes exteriores de la retina sélo existen las células de la poblacién de
bastones. Dentro de la retina de mamiferos, con un criterio amplio, se pueden distinguir

microscépicamente las capas laminares celulares que se estructuran de la siguiente manera:

- Epitelio pigmentario de la retina: Esta capa no se considera parte de la retina neural y
separa esta ultima del sistema vascular retiniano, la coroides. El EPR se constituye por
células epiteliales pigmentadas ricas en melanina.

- Segmentos externos (OS, outer segments): Contienen los discos membranosos en los
que se localizan las opsinas de las células fotorreceptoras de la retina.

- Segmentos internos (IS, inner segments): Constituida por los elipsoides de las células
fotorreceptoras de la retina.

- Capa nuclear externa (ONL, outer nuclear layer): Formada por los somas de las células
fotorreceptoras.

- Capa plexiforme externa (OPL, outer plexiform layer): Constituye la region donde se
establecen las conexiones sinapticas y formada por los axones de los fotorreceptores y
las dendritas de las células bipolares y horizontales.

- Capa nuclear interna (INL, inner nuclear layer): Formada por los somas de células
bipolares, horizontales, interplexiformes y amacrinas, asi como por los cuerpos de las
células de Miiller.

- Capa plexiforme interna (IPL, inner plexiform layer): Esta compuesta por los axones de
las células bipolares, y por las dendritas de las células ganglionares y amacrinas. Es la
capa en la que células bipolares, amacrinas y ganglionares establecen sinapsis. A este
nivel encontramos numerosas prolongaciones de las células amacrinas, que modulan

la informacion luego transmitida a las células ganglionares. La IPL se divide en 2



sublaminas, la sublamina superior contacta e interacciona con la INL. La sublamina
inferior contacta e interacciona con la capa de las células ganglionares.

- Capa de las células ganglionares (GCL, ganglion cell layer): En esta capa se ubican los
cuerpos celulares de las células ganglionares y de algunas células amacrinas
desplazadas. Estas células neuronales desempefian el papel de transmitir al cerebro la
informacion que reciben de las células bipolares y amacrinas.

- Capa de fibras del nervio éptico (NFL, nerve fiber layer): Formada por los axones de
las células ganglionares que constituyen una serie de haces axdnicos que salen de la
retina formando el nervio oOptico (ON, optic nerve). En esta capa también se
encuentran astrocitos, los cuales se encargan de aspectos basicos de mantenimiento

de la estructura y funcién neuronal.
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Figura 2. Capas de la retina

Microscopia dptica de seccion vertical de retina de humano con detalles de las capas (Kolb H. et al. 2013).



Algunos autores también detallan unas estructuras de la retina denominadas membranas
limitantes externa e interna. La membrana limitante externa (OLM, outer limiting membrane),
aunque se denomina asi, no es una membrana, sino una serie de uniones intercelulares del
tipo zonula adherente formadas entre las células de Miiller y los segmentos internos de los
fotorreceptores. La membrana limitante interna (ILM, inner limiting membrane) define el
limite entre la retina y el humor vitreo, y esta formada por los pies de las células de Miiller,
astrocitos y la membrana basal.

La retina, como toda estructura bioldgica, necesita un suministro de nutrientes y oxigeno. El
sistema vascular tiene un papel sistémico importante para la retina, aporta agua,
macronutrientes y micronutrientes; participa indirectamente en la regulaciéon de la presiéon
intraocular, elimina los desechos del metabolismo celular retiniano, entre otras cosas. Existen
dos fuentes de suministro sanguineo en la retina de los mamiferos: los vasos sanguineos
coroideos y la arteria retinal central. Los vasos coroideos son esenciales para el
mantenimiento de la retina externa y en particular de los fotorreceptores, llevan entre el 65-
85% del flujo sanguineo de la retina (Henkind, Hansen et al. 1979). Las arterias coroideas
penetran en la esclera alrededor del nervio dptico y se diseminan para formar las tres capas
vasculares de la coroides: la capa mas externa o escleral, y las capas medial e interna, cercanas
a la membrana de Bruch del EPR. El resto del flujo sanguineo es llevado por la arteria retinal
central, que nutre las capas internas de la retina. Como todos los sistemas vasculares de
mamiferos, ademas de arterias estan presentes las venas. Los l6bulos venosos drenan en
vénulas y venas que discurren hacia el ecuador del globo ocular para constituir las venas que
drenan cada uno de los cuatro cuadrantes del globo ocular. Las venas vortice penetran en la
esclera y se fusionan para constituir la vena oftalmica que lleva fuera del globo ocular la
sangre venosa desoxigenada. Su funcién es drenar la sangre de los capilares venosos hacia
venas mayores fuera del ojo.

El EPR en todos los vertebrados se encuentra entre el segmento externo de los
fotorreceptores y la coroides, que suministra flujo sanguineo, y se compone de una capa de
células epiteliales cubicas empaquetadas. El EPR interacciona con la capa de fotorreceptores,
existiendo una interdependencia con ellos. El EPR es una capa de células pigmentadas, ricas
en pigmentos melaninicos. El pigmento melaninico absorbe el exceso de luz, impidiendo asi
que se produzcan reflejos luminicos que perjudicarian a la formacién correcta de la imagen
(Geneser 2000). Ademas, estas células cumplen otras funciones especializadas como el

almacenamiento, transporte y conversion del retinol, transporte glucosa, modulaciéon de la



respuesta inmune local y fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores
apoptéticos. Ademas, transportan agua y son selectivamente permeables a iones, nutrientes y
metabolitos. En este sentido el EPR forma parte de la barrera hemato-retiniana.

Existen evidencias de que el EPR juega un papel en la etiologia de numerosas distrofias
retinianas. En la retinosis pigmentaria la histopatologia se caracteriza por la migracién de
células del EPR a regiones perivasculares dentro de la retina interna tras la muerte de los

fotorreceptores.

1.1.1.1 CAPAS Y TIPOS CELULARES DE LA RETINA

En la retina se encuentran seis tipos de células neuronales distribuidos en las distintas capas:
los fotorreceptores, que a su vez se componen de conos y bastones, células horizontales,
interplexiformes, bipolares, amacrinas y ganglionares (Figura 3). Cabe mencionar otros tipos
de células que ayudan a las funciones de las células neuronales. Son células que suministran
soporte estructural, de organizacién y mantenimiento de funciones. Destacan los astrocitos,
células de Miiller y microglia. Las células de Miiller constituyen un tipo de glia especifica de la
retina.

De acuerdo con su funciodn, las células neurales de la retina se pueden clasificar en: células
fotorreceptoras: conos y bastones; células nerviosas de segundo orden o neuronas
secundarias, que comprenden todas las células que forman la red sinaptica, incluidas células
bipolares, horizontales, amacrinas, e interplexiformes; y las células neuronales de proyeccion,
las células ganglionares, que con sus axones forman los haces constitutivos del nervio 6ptico.
Como se ha mencionado, las células fotorreceptoras son de dos tipos: bastones y conos. Se
estima que la retina humana contiene unos 6.5 millones de células tipo cono y unos 120
millones de células tipo baston. Las células tipo cono expresan un fotopigmento llamado
opsina de cono o conopsina. Este pigmento se puede dividir en tres subtipos de pigmentos
sensibles respectivamente a la luz azul (cianopsina, A ~ 435 nm), verde (cloropsina, A ~ 535
nm) y roja (eritropsina, A ~ 565 nm). Los conos estan concentrados en la region central o
foveal de la retina, y son responsables de la agudeza visual y la vision diurna o fotdpica. Los
tipos de opsinas en conjunto constituyen la base para la discriminacion y la percepcion del
color. Los fotorreceptores de tipo cono, los cuales son la poblacién mas numerosa de la févea,
presentan un segmento externo afilado y corto, y un segmento interno con un didmetro entre

2y 5 um, dependiendo de la excentricidad del cono en la retina.
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Figura 3.  Células neuronales de la retina de mamiferos

A) Microscopia confocal de retina de mono. Tomada de N. Cuenca, http://www.retinalmicroscopy.com. B)
Distribucion esquemadtica de los tipos de células neuronales de la retina (Kolb H. et al. 2013).

Los fotorreceptores tipo bastén son la poblacién mas numerosa de la retina. Se caracterizan
por presentar un segmento externo de forma cilindrica mucho mas largo que el de conos, y un
segmento interno con un didmetro aproximado de 6 a 10 um. El pigmento de los bastones se
llama rodopsina, y su sensibilidad maxima se fija a una longitud de onda (A) de 500 nm. Los
bastones son responsables de la vision con luz tenue. Por ende, estas células son muy
sensibles, capaces de detectar la energia de un solo fotdn, y son las responsables, por tanto, de
que sea posible la vision en condiciones de escasa luminosidad o escotdpicas. Normalmente,
son los primeros fotorreceptores afectados por el desarrollo de la retinosis pigmentaria. Cada
uno de los fotoreceptores esta formado por: segmento externo, segmento interno, cuerpo
celular, ax6n y terminal sinaptico. El segmento externo esta constituido por una serie de

membranas o discos membranosos que contienen los pigmentos sensibles a la luz (Figura 4).
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Figura 4. Fotorreceptores de la retina

Imdgenes de microscopia confocal (4, C) y dibujo esquemadtico (B) de una célula tipo baston (izquierda) y cono
(derecha). Se muestran las principales partes que componen la célula fotosensible. El inmunomarcaje con
anticuerpo para recoverina (verde) fue utilizado para marcar células de conos y bastones. El inmunomarcaje
para a-sinucleina se utilizé para marcar los segmentos externos y los terminales axénicos. Imagen tomada y
modificada de Cuenca y cols. (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014).

El segmento interno contiene toda la maquinaria “productiva” de las células: mitocondrias
para la produccién de energia, ribosomas para la produccién proteica, ademas de estructuras
membranosas donde se ensamblan las moléculas de opsina. El cuerpo celular de los
fotorreceptores o soma celular ubica el nucleo de la célula. El ax6n y terminal sinaptico son
aquellas estructuras encargadas de transmitir la informacién a las neuronas de segundo

orden que componen la red sindptica de la retina. La terminal sinaptica de los conos se

10



denomina pediculo, mientras que en el caso de los bastones se denomina esférula, y ambos se
encuentran en la OPL. Ambas terminales sinapticas son de tipo glutamanérgico.

Las células horizontales son interneuronas. El alcance de sus prolongaciones permite vias de
comunicacién neuronal de tipo local y entre capas. Tienen su cuerpo celular en la INL, e
interconectan a través de sus prolongaciones entre si y con los fotorreceptores a nivel de la
OPL. Se caracterizan principalmente por conexiones de resolucion horizontal, y por sus
conexiones de insercion lateral con los fotorreceptores. En la retina de vertebrados, se suelen
dividir en 2 grandes grupos: tipo A, sin axon, y tipo B, con axdn. La retina de la rata posee solo
células horizontales de tipo B. En la retina de humanos, las células horizontales se suelen
subdividir en tres subtipos de acuerdo con su morfologifa: H1, H2 y H3 (Kolb H. et al. 2013).
Las células horizontales liberan en sus sinapsis con los fotorreceptores un solo tipo de
neurotransmisor, el acido y-aminobutirico (GABA). Las células horizontales H1 no poseen
axon, son de tipo A, y se caracterizan por sus terminales dendriticos, que finalizan como
elementos laterales de sinapsis en cinta con los pediculos de los conos rojos y verdes.
Contactan también con bastones. Los conos azules practicamente no reciben contactos de
estas dendritas. Las células horizontales H2 poseen ax6n, que parece contactar
exclusivamente con los pediculos de los conos azules, y se caracterizan por una profunda
inervacidn, aunque con sus dendritas contactan también con conos rojos y verdes. Las células
horizontales H3 parecen caracterizarse por eludir totalmente a los conos azules, y ser
complementarias a las células H1, caracterizdndose por un arbol dendritico mucho mayor,
hasta 3 veces mas grande que el resto de células horizontales, sobre todo en zonas periféricas
de la retina, ricas en bastones.

Las células bipolares se caracterizan por ser la via de comunicacion mas directa entre
fotorreceptores y células ganglionares. Las células bipolares presentan una morfologia
caracteristica, conforme al tipo de conexiones que llevan a cabo. Su morfologia presenta dos
ramificaciones, que parten en direcciones opuestas desde el cuerpo celular ubicado en la INL;
las ramificaciones son postsinapticas a los fotorreceptores y presinapticas a las células
ganglionares y amacrinas. La ramificacion externa, de caracter dendritico, se dirige hacia la
OPL, donde interaccionan con las terminaciones sindpticas de los fotorreceptores. La
ramificacion interna, de caracter axénico, mas larga, interacciona a nivel de la IPL y contacta
con las células ganglionares y células amacrinas. Las células bipolares en primates se
subdividen en 11 subtipos diferentes, y se clasifican en base a su morfologia, patrén de

dendritas, y ndmero y tipo de células con las que contactan. Diez subtipos hacen sinapsis con
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los conos y uno con los bastones (Boycott, Wassle 1991, Chan, Martin et al. 2001). Dado que
en la retina de mamiferos, salvo en la zona foveal, predominan los bastones, el nimero total
de neuronas bipolares de bastones es mayor que el de bipolares de conos. Las células
bipolares que contactan con los conos hacen conexiones directamente con las células
ganglionares, mientras que las células bipolares que contactan con bastones conectan con
células amacrinas. Con mas detalle, las dendritas de las células bipolares de bastones se
ramifican en la OPL, y cada una de éstas tiene un arbol dendritico que conecta con 15-20
bastones en la retina central. En la retina periférica, siendo los bastones mucho mas
abundantes, el arbol dendritico es mayor, unos 30 um, y puede contactar con hasta 40-50
bastones (Hopkins, Boycott 1995). De entre las células bipolares de conos se distinguen las
“células bipolares de conos difusas”, de las que encontramos de 7 subtipos diferentes, con la
funciéon de integrar la sefial de varios conos, principalmente rojos y verdes. Hay algunas
células bipolares de conos difusas que tienen un arbol dendritico enorme, de hasta 100 pum.
No hay muchas informaciones sobre su papel fisiolégico pero, teniendo en cuenta el tamafio
del arbol dendritico, se podrian considerar como “centros de actividad” sinapticos de conos,
aunque ulteriores investigaciones son necesarias de cara a esclarecer el motivo de tal tamafio.
Las restantes células bipolares de conos establecen sinapsis con un tnico cono azul, y se
denominan “células bipolares enanas planas o especificas de conos azules”. Todas las células
bipolares se caracterizan por responder al neurotransmisor glutamato (Glu) en sus terminales
presinapticas (Kolb H. et al. 2013, Hopkins, Boycott 1995).

Las células amacrinas poseen morfologia y funciones propias. Desde los albores de la
investigacion en neurologia por los prestigiosos anatomistas Ramén y Cajal y Dogiel, se
pensaba que las células amacrinas carecian totalmente de prolongaciones axoénicas. En las
ultimas décadas, se ha descubierto que algunos tipos de células amacrinas presentan largos
procesos que pueden actuar como axones. Estas neuronas contactan a nivel de la IPL con los
axones de las células bipolares, mayoritariamente de bastones, y las dendritas de las células
ganglionares procedentes de la GCL. Existen al menos 25 subtipos de células amacrinas
identificadas, pero algunos autores han llegado a identificar mas de 40 subtipos. En linea
general, se clasifican en base a sus caracteristicas morfologicas, tales como el tamafio de su
arbol dendritico, tipo de ramificacién y estratificacion en la IPL (Mariani 1990). Estas células
también se pueden clasificar en base al neurotransmisor que segregan, el cual puede ser
glicina (Gly), GABA, dopamina, éxido nitrico (NO), sustancia P, acetilcolina y/o serotonina

(Kolb H. et al. 2013). Entre estas, las células amacrinas dopaminérgicas corresponden a las

12



células amacrinas de tipo A18. Su densidad en la retina de mamiferos es bastante baja, de 10 a
100 células/mm?, y sus dendritas se ramifican de manera extensa y practicamente exclusiva
en el estrato superior de la IPL, donde forman una plana y densa red neuronal.

Las neuronas dopaminérgicas de la retina participan en la adaptaciéon de la vision a la
luminosidad del entorno, tanto a nivel de la IPL como de la OPL, favoreciendo la transicién de
la via de transmision de los bastones hacia la de los conos. En la OPL, la dopamina actda
principalmente sobre las células horizontales, favoreciendo un aumento de la sensibilidad al
contraste espacial (Xin, Bloomfield 1999). En la IPL las neuronas dopaminérgicas modulan
principalmente la actividad de las células amacrinas All. La dopamina reduce el acoplamiento
eléctrico entre estas células amacrinas mediante activacién de receptores D1. Adicionalmente,
la activacion de los contactos sindpticos GABAérgicos entre células dopaminérgicas y All
reduce la respuesta de estas ultimas ante un estimulo evocado por luz. Por tanto, las neuronas
dopaminérgicas de la retina intervienen en la modulacién de la transmision de la sefal visual
tanto por la via de los bastones como por la de los conos, y la dopamina juega un papel crucial
como mensajero quimico en la adaptaciéon de la vision a la luminosidad del entorno. Las
células interplexiformes de la retina se consideran como un tipo especial de células
amacrinas. Tienen un papel interneuronal e integrador de la informacién sinaptica. Su cuerpo
celular se localiza en la INL y de éste parten una serie de propagaciones que interconectan las
estructuras de la INL, extendiéndose hasta la IPL. Estructuralmente se caracterizan por las
ramificaciones, que son bastante largas y salen del propio soma celular o desde una de las
ramificaciones primarias.

Las células ganglionares son el ultimo “eslabon” neuronal en las rutas de transmision de la
sefial visual en la retina. Las células ganglionares poseen un soma celular voluminoso ubicado
mayoritariamente en la GCL. Sin duda, de todas las células neuronales de la retina son las de
mayor tamafio. Sus ramificaciones dendriticas forman sinapsis en la IPL con las terminaciones
de las células bipolares y amacrinas, como se ha descrito anteriormente. Los millones de
axones de las células ganglionares se van uniendo formando haces que constituyen el nervio
optico, el cual lleva al encéfalo, en forma de potenciales de accién, toda la informacién recibida
y transducida por la retina. Se han descrito unos 25 subtipos morfoldgicos de células o
neuronas ganglionares en la retina humana, clasificados en base a criterios similares a los
utilizados para las células amacrinas (arbol dendritico, soma celular y ubicacién). Las células
ganglionares humanas presentan un patréon de distribucion parecido a la capa de

fotorreceptores, con un cambio desde la fovea a la periferia; o sea, las células ganglionares
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cambian su morfologia y subtipo segun su excentricidad. La extension del arbol dendritico es
el signo caracteristico de la diferente morfologia de las células ganglionares. De acuerdo con el
tamafio del arbol dendritico se pueden clasificar en: células ganglionares grandes, difusas
pequefias y enanas. También, las células ganglionares se han clasificado por la complexidad
del arbol dendritico (Jelinek, Ristanovic et al. 2011), pero mas interesante es la clasificacion
en base a las proyecciones hacia al encéfalo. Se distinguen células ganglionares pequefias o
“células de tipo P”, que proyectan hacia las capas parvocelulares del cuerpo geniculado lateral,
y células ganglionares grandes o “células de tipo M”, que proyectan hacia las capas
magnocelulares del cuerpo geniculado lateral. Se ha descrito una posible tercera via visual
ganglionar. Esta se refiere a proyecciones hacia las células koniocelulares, o “células de tipo
K”, del ntcleo geniculado lateral. Las células tipo K son neuroquimicamente diferentes a las M
y P (Casagrande 1994). El rol del sistema koniocelular dentro de la percepcion visual no esta
del todo claro, sin embargo, se ha ligado con la integracion de la informacién somatosensorial
sistematica y proprioceptiva con la percepcién visual, y posiblemente esta involucrada en la
percepcion de los colores. En el ratén, se han descrito tres tipos principales de células
ganglionares en funciéon de la estratificacion en la GCL, tamafio del soma y del campo
dendritico. Se subdividen en células tipo I, con somas y campos dendriticos de gran tamafio,
células tipo II, con somas pequefios o0 medianos y campos dendriticos pequeios y tipo III, con
somas pequefios o medianos y grandes campos dendriticos. Un subgrupo de células
ganglionares sintetiza melanopsina, un fotopigmento que les permite transformar la luz en un
impulso nervioso de manera homoéloga a los fotorreceptores. Se conoce a estas células con
melanopsina como células ganglionares fotorreceptoras o intrinsecamente fotosensibles
(ipRGC). Se conoce aun poco sobre las posibles interacciones celulares de las ipRGCs, pero se
conoce su importante papel en la sincronizacion de los ritmos circadianos (Lucas, Freedman
et al. 1999, Perez-Leon, Warren et al. 2006, Esquiva, Lax et al. 2013, Berson, Dunn et al. 2002,
Berson 2007). El descubrimiento de las ipRGCs y de su participacién en las funciones
extravisuales de la retina ha generado una nueva linea de investigacion en la fisiologia
retiniana. En la retina de los mamiferos, pueden identificarse tres tipos de células gliales: las
células de Miiller, los astrocitos y las células de microglia. Las células de Miiller son unas
células muy especializadas de la retina. El cuerpo celular de estas células se sitda en la INL y

tiene procesos dirigidos a ambos extremos de la retina (Figura 5y 6).
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Rana Carpa Lagarto Pollo Buey

Figura 5. Células de Miiller

Células de Miiller con tincién de Golgi en diferentes especies. Muestra la amplia diferenciacién morfolégica de
estas células. Modificado de Ramon y Cajal, 1892.

Figura 6. Células de Miiller en retina de rata

Imagen de microscopia confocal de células de Miiller de retina rata marcadas para vimentina, barra de escala
20 um. Tomada y modificada de N. Cuenca, http://www.retinalmicroscopy.com.

Segun las capas retinales que vayan atravesando los procesos, se comportan de manera
diferente. En las capas plexiformes envuelven los procesos neuronales, lo que podria indicar

una integracion con la red sindptica, mientras que en las capas nucleares se intercalan entre
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los somas de las neuronas. Siendo células muy especializadas, han adquirido variaciones
morfologicas importantes en funcién de las especies (Kolb H. et al. 2013). En mamiferos, las
células de Miiller constituyen los limites de la retina y forman con sus procesos las
membranas limitantes externa e interna. Tienen rol de soporte en la arquitectura de la retina,
contienen glucégeno y suministran nutrientes a las neuronas de primer y segundo orden,
mantienen la homeostasis iénica actuando en el secuestro de ion K* tienen un papel
neuroprotector contra excitotoxicidad por glutamato y drenan residuos metabdlicos de origen
aminoacidico. Los astrocitos, o astroglia, son un tipo glial que en la retina se encuentra casi
exclusivamente a nivel de la capa de fibras del nervio éptico (Figura 7). Se caracterizan por su
cuerpo aplanado y un abanico de procesos radiales muy pronunciados. En humanos, su
morfologia y nimero se modifica segin la excentricidad de la retina. En la retina periférica
adquieren forma estrellada y son una poblacién menos numerosa, mientras que cerca de la
invaginacién del nervio 6ptico aparecen con forma alargada y son muy numerosas. Los
astrocitos en la retina humana no estan presentes en la fovea avascular ni en la ora serrata,
sea temporal o nasal (Kolb H. et al. 2013), de manera que su densidad esta relacionada con la
del sistema vascular. Estas células se disponen casi en forma de vaina sobre los haces
nerviosos de las células ganglionares. Las funciones de los astrocitos son multiples: protegen
los haces nerviosos de las células ganglionares, nutren y mantienen las fibras nerviosas,
aseguran la homeostasis idnica, y regulan en parte el metabolismo de la neurotransmisiéon y/o
del metabolismo energético (Kolb H. et al. 2013). De acuerdo con el papel protector de los
astrocitos, éstos poseen un alto contenido en sistemas antioxidantes enzimaticos y no-
enzimaticos y pueden regenerar metabolitos antioxidantes como glutatién o ascorbato. En
varias patologias retinianas, se han detectado cambios en los astrocitos. En muchos casos son
mas numerosos, de forma inusual, mas grandes, con intensa actividad fagocitica y ocupan
otras capas retinianas donde normalmente no aparecen (Ramirez, Ramirez et al. 2001).

Las células de microglia tienen un origen embrionario diferente a la mayoria de poblaciones
celulares retininanas. No derivan del neuroectodermo, sino que derivan de células
precursoras de la médula ésea y entran en el sistema nervioso central a través de los vasos
sanguineos durante las primeras fases de la embriogénesis (Grossmann, Stence et al. 2002). El
término microglia es atribuido al doctor Rio-Hortega, un discipulo de Santiago Ramén y Cajal
que acufié el término “microglia” alrededor de 1920.

El SNC es inmuno-privilegiado debido a la barrera hematoencefalica. La defensa inmunitaria

del SNC esta representada principalmente por las células gliales, entre las cuales la microglia

16



representa un 20%. La microglia se caracteriza por tener una actividad intensa y una vida
media bastante corta. Debido a su particular funcién, no son reemplazadas constantemente,
sino que se mantienen quiescentes hasta su activacion, y luego proliferan (Figura 8) (Aloisi
2001).

o

< <V
Rat retina (SD) ' Reaf-3 (P120)

AT,

Rat retind.(SD) P23 (P120)

Figura 7. Astrocitos de la retina de rata

Se muestran cambios morfoldgicos en los astrocitos durante el proceso de degeneracion retinianana. (4, B)
imdgenes de una retina de ratas SD y P23H-3 marcadas con anticuerpo para GFAP (rojo). Los vasos sanguineos
son marcados con Griffonia simplicifolia lectin (verde). Las imdgenes C y D son magnificaciones
respectivamente de las imdgenes A y B. Los niicleos son marcados para TO-PRO3. Se puede notar como los
astrocitos activados, en la rata P23H, se vuelven menos ramificados e hipertréficos (D), barra escala (4, B) 40
um; (C,D) 10 um. Imagen tomada y modificada de Cuenca y cols. (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014).

En la retina, la microglia se sitia principalmente alrededor del sistema vascular retiniano,
utiliza mecanismos de fagocitosis y excitotoxicidad para destruir sustancias indeseadas. Las
células de la microglia son muy sensibles a variaciones de la homeostasis y responden de

manera brusca y violenta con migraciones e instauracidn, incluso, de procesos neuro-
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inflamatorios. En esta situacion, la microglia cambia de forma y se denominada microglia

reactiva (Kolb H. et al. 2013).

GCL

retina (SD) —— |P23H-3 (P120)

Figura 8. Microglia de la retina

Imdgenes de microscopio confocal de secciones verticales de retinas de una rata SD (A) y P23H (B). Las células
de la microglia son tefiidas con anticuerpo para IBA-1 (verde). El anticuerpo para MHC class-1IRT1B marca
microglia reactivas (rojo). Los niticleos son tefiidos con TO-PRO 3. En la foto (B) se nota el aumento de microglia
reactiva y los cambios morfoldgicos. Imagen tomada y modificada de Cuenca y cols. (Cuenca, Fernandez-
Sanchez et al. 2014).

La respuesta de la microglia tiene consecuencias duales. Si, por un lado libera factores
neurotréficos como GDNF (Glial-derived neurotrophic factor) y CNTF (Ciliary-derived
neurotrophic factor) (McGee Sanftner, Abel et al. 2001), los cuales pertenecen a una familia de
factores de crecimiento que mantienen y potencian la supervivencia de los fotorreceptores.
Por otro lado, puede inducir o secretar moléculas con efectos adversos sobre la supervivencia
de las células fotorreceptoras, como NO, ROS (especies reactivas de oxigeno, reactive oxygen

species), citoquinas proinflamatorias y proteasas.
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1.1.1.2 ENTRAMADO SINAPTICO VISUAL

Para esclarecer cémo se desarrolla el proceso visual es fundamental conocer el rol y la red
sinaptica de las neuronas de segundo orden de la retina. Todas estas neuronas postsinapticas
a los fotorreceptores no se limitan a ser meras vias eferentes o aferentes de conduccién de
estimulos nerviosos sino, combinando vias de transmision verticales con vias de transmision
horizontales, modulan, integran, elaboran y afinan la informacién visual. Como anteriormente
descrito, estas células estan interconectadas entre si y entre capas en un entramado de
conexiones, el cual permite el paso modulado de la informaciéon nerviosa. En las vias
verticales, mas directas y rapidas, la informacién visual pasa de los fotorreceptores por las
células bipolares y de éstas a las células ganglionares, cuyos axones se juntan en el nervio
optico, que lleva el mensaje eléctrico al encéfalo. A la vez, toda esta informaciéon desde los
fotorreceptores hasta las células ganglionares estd modulada por las vias horizontales,
compuestas por la interacciéon de los fotorreceptores con las células bipolares, las células
horizontales, amacrinas e interplexiformes (Figura 9).

Dependiendo de las condiciones de los estimulos luminicos, el proceso visual pasa por rutas
de transmision fotonerviosas diferentes. La operatividad de las rutas depende de los
fotorreceptores estimulados. En la vision fotopica predomina la ruta de los conos, mientras
que en la visidn escotopica predomina la ruta de los bastones, cuya sefial eléctrica atraviesa
mas elementos sinapticos y se considera mas articulada (Figura 10) (Kolb H. et al. 2013). La
ruta fotopica, a partir de la excitacion del fotorreceptor cono, utiliza sinapsis principalmente
con células bipolares de conos, las cuales directamente transmiten a las células ganglionares
de conos, es decir, una via directa y mas rapida. La ruta escotdpica, a través de la cual se
procesa la sefial de los bastones, parece tener una interaccion eléctrica horizontal de mayor
importancia. A partir de la excitacidn del fotorreceptor bastdn se realizan sinapsis con células

bipolares de bastones y con las células amacrinas All y A17.
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VIAS HORIZONTALES VIA VERTICAL

Fotorreceptores
Células horizontales . SRS e — l
\ (
Células interplexiformes p— S RSN )
" g o= Células bipolares
Jr S
Células amacrinas —_— l
Célula ganglionar (3 s

Figura 9. Esquema de las vias visuales

La sefial eléctrica producida por los fotorreceptores recorre la llamada via vertical. Durante el recorrido se
produce la modulacién de la sefial a través de las neuronas secundarias, en lo que se conocen como vias
horizontales del procesamiento de la sefial visual. Cortesia de Julidn Esteve Rudd: Tesis doctoral “Alteraciones
moleculares y celulares en la retina de animales modelo dela enfermedad de Parkinson”.

Las células amacrinas A17, neuronas gabaergicas, establecen sinapsis reciprocas con las
células bipolares, mientras que las neuronas amacrinas AIl contactan en la IPL
postsinapticamente con las células dopaminérgicas (no descritas) y con las bipolares de
bastdén de tipo ON, que a su vez establecen contactos sinapticos glutamatérgicos excitatorios
con las All. Estas ultimas responden a un estimulo evocado por luz mediante una
despolarizacion, la cual se transmite a las bipolares de cono ON de subtipo CB5, a través de
uniones en hendidura (gap junctions) constituidas por la proteina denominada conexina-36.
Estas células bipolares de cono excitan a células ganglionares de tipo ON, permitiéndoles
procesar informacién proveniente de la via de los bastones. Por otra parte, las células
amacrinas All establecen sinapsis glicinérgicas inhibitorias con células ganglionares de tipo
OFF. La importancia de las células amacrinas All radica, por tanto, en que constituyen un
componente integral de la via de transmision de las sefiales procedentes de los bastones.

Ambas rutas, aun con importantes diferencias, integran informaciones verticales y

horizontales en continua elaboracién. Las informaciones nerviosas denominadas “de primera
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sinapsis” son determinadas por las células bipolares, mientras que las interacciones
horizontales, denominadas de segunda sinapsis, son determinadas por la interaccion entre las
células bipolares y el resto de neuronas de segundo orden.

Las células bipolares se subdividen en bipolares ON y OFF y, entre ellas, existen muchos
subtipos. Su diversidad se relaciona con el tipo de neurotransmisor segregado y conexion
sindptica que realizan con los fotorreceptores y con las diferentes neuronas postsinapticas.
Ademas, se pueden observar diversidades morfoldgicas y fisioldgicas de axones y dendritas
entre ellas. Algunas células bipolares son postsindpticas sélo de conos, otras s6lo de bastones

y algunas reciben informacién nerviosa de bastones y conos.

A B
Ruta fotdpica Ruta escotoépica

Cono Baston

Bipolar de cono i —Bipolar de

Amacrina All

Ganglionar Ganglionar

—

—

Figura 10. Esquemas de las rutas fotdpica y escotdpica

A) Esquema de la via de transmision visual fotépica o de los conos. B) Esquema de la via de transmisién visual
escotdpica o de los bastones. Cortesia de Julidn Esteve Rudd: Tesis doctoral “Alteraciones moleculares y
celulares en la retina de animales modelo dela enfermedad de Parkinson”.

Entre las células bipolares selectivas de conos, ademas podemos encontrar diferentes
morfologias e inervaciones para los subtipos de conos con opsina azul, verde o roja; y cada
subtipo expresa diferentes receptores. Hay también algunas células bipolares no selectivas, o
también llamadas “difusas”, que realizan conexiones con todos los tipos de fotorreceptor y

presentan una arborizacion mayor. Las diferencias de estratificaciéon en la INL y de
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arborizacion en la IPL sugiere diferentes tipos de inervaciones con células amacrinas y
ganglionares.

En las sinapsis de la OPL entre fotorreceptores y sus células postsinapticas, sean bipolares u
horizontales, se observan estructuras electrodensas al microscopio electrénico denominadas
cintillas sinapticas (synaptic ribbons) o sinapsis en cinta. La primera interaccion ocurre a nivel
de pediculos y esférulas, donde cada elemento alarga procesos laterales intercelulares
denominados telodendrias para formar sinapsis eléctricas horizontales entre pediculos y
esférulas y entre ellos, formandose uniones en hendidura.

Cada pediculo de los conos forma aproximadamente 30 sinapsis en cinta (Ahnelt, Keri et al.
1990), mientras que las esférulas de los bastones Unicamente forman 2 sinapsis. En las
sinapsis en cinta de los conos se organizan estructuras denominadas triadas, compuestas por
dos terminaciones dendriticas laterales de células horizontales y una terminacién dendritica
central de una célula bipolar. En las cintillas sinapticas de los bastones se forman diadas,
compuestas por una terminacién dendritica de una célula horizontal y de una célula bipolar.
Una vez que el fotorreceptor, en respuesta a la luz, se hiperpolariza cesa la liberacion de
glutamato. A esta condicién las células bipolares responden de dos formas, con una
hiperpolarizaciéon o con una despolarizaciéon de su membrana. La célula bipolar que se
hiperpolariza al cesar la liberacion de glutamato por parte de los fotorreceptorres se
denomina célula bipolar OFF, que da lugar a lo que se conoce como via OFF. Gracias a este
mecanismo se detectan imagenes oscuras sobre fondos claros. La célula bipolar que se
despolariza en respuesta al cese de la liberacion de Glu se denomina célula bipolar ON, y como
respuesta libera Glu, que da lugar a lo que se conoce como via ON, mediante la cual se
detectan las imagenes claras sobre fondos oscuros y se caracteriza también por un aumento
de conductancia debido a la liberacion de Glu (Kolb H. et al. 2013). Normalmente, los
receptores de Glu en células bipolares tipo OFF son ionotropicos (iGluR) y los mas frecuentes
son del tipo glutamatérgico de AMPA (acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propionico), mientras que en células bipolares tipo ON los receptores son metabotrépicos
(mGIuR) con transportadores vesiculares especificos.

Las células horizontales responden a la estimulacién por la luz con una hiperpolarizacion,
reciben sinapsis de fotorreceptores a nivel de OPL y envian informacién de retorno. Estas
sinapsis son generalmente denominadas “elementos laterales”, postsinapticos a las cintilas
sindpticas. Las células horizontales establecen un extenso y frondoso entramado en la OPL,

acoplado entre si a través de aéreas especializadas de “gap junctions” muy extensas. Este
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entramado esta compuesto por interacciones selectivas entre dendritas, interacciones entre
axones y, ocasionalmente, con cuerpos celulares; y es fuertemente especializado en la
transmisidn sinaptica. La “gap junction” esta formada por la interaccion de membranas de
procesos de células horizontales. A pesar de la complejidad, la “gap junction” se comporta de
manera muy selectiva, y los entramados interconectan células horizontales del mismo tipo
(H1 con H1, etc.). Todo este entramado y continuo intercambio de informacién nerviosa
horizontal permite integrar los estimulos nerviosos y, por consiguiente, la organizacion
centro-periferia de los campos receptores de las células ganglionares. Las células horizontales
influencian sinapticamente, como es de esperar, las células bipolares, lo cual favorece el
contraste de las imagenes y potencia el contraste cromatico. No es completamente conocido el
papel funcional de las sinapsis entre células horizontales y bastones.

Los terminales axdnicos de las neuronas bipolares establecen contactos sindpticos en la IPL
con los diferentes subtipos de células amacrinas y con dendritas de células ganglionares. Para
permitir todo este entramado hay una estratificacién espacial funcional de las sinapsis. De
igual manera que en la OPL, en esta capa las neuronas de segundo orden establecen sinapsis
para formar el entramado que permite afinar la modulacion de la sefial nerviosa. Las células
amacrinas no reciben inervaciones directas de los fotorreceptores, sino que establecen
sinapsis reciprocas con las células bipolares, ademas de contactos sinapticos entre si y con las
células ganglionares. Asi, las células amacrinas también participan, al igual que las células
horizontales, en la organizacion centro-periférica de los campos receptores de las células
ganglionares. En la retina de los vertebrados, la mayoria de las células amacrinas son
neuronas inhibitorias y contienen como neurotransmisores GABA o glicina. Estos
neurotransmisores son normalmente utilizados en potenciales inhibitorios en todo el sistema
nervioso central, en este caso inhiben a las células ganglionares. Un 50% de las células
amacrinas son glicinergicas, un 40% segregan GABA, y pequefas poblaciones segregan un
segundo neurotransmisor como, dopamina, serotonina, acetilcolina o sustancia P. El GABA es

un neurotransmisor muy comun en las sinapsis inhibitorias de la retina de mamiferos.

1.1.1.3 TRANSDUCCION VISUAL

La transduccion visual o fototransduccion es el proceso mediante el cual un fotén genera una
respuesta nerviosa en los fotorreceptores y luego, a través de la red sinaptica y del nervio
Optico, ésta informacion llega al cerebro. En resumen la luz penetra en el globo ocular a través

de la cornea y, tras atravesar la camara anterior, el cristalino y el humor vitreo, llega a la
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retina. Debe entonces atravesar todas sus capas antes de interaccionar con los
fotorreceptores, donde tiene lugar la fototransduccion o conversion de la sefial luminosa en
impulsos eléctricos. Este proceso se produce de forma muy similar en ambos tipos de
fotorreceptores (Figura 11).

El sistema visual es el unico sentido en el cual el mecanismo de transduccién implica en la
membrana plasmatica una hiperpolarizaciéon en vez de una despolarizacion, lo que significa
que su potencial de membrana se vuelve mas negativo, entre -70 y -80 mV (Baylor 1987).

Los fotorreceptores, en condiciones de oscuridad escotépica se encuentran parcialmente
despolarizados y liberan ténicamente Glu en sus terminales axénicos. En estas condiciones, la
concentracion citopldsmica de guanosinmonofosfato ciclico (GMPc) es elevada, lo cual
permite mantener abiertos los canales idnicos de entrada de Na* y Ca2* y, por consiguiente, la
célula se encuentra en estado despolarizado, aproximadamente entre -30 y -40 mV. El GMPc
es una molécula central en la transduccién visual que actiia como segundo mensajero y su
balance, continuamente modulado, permite el cambio de potencial de membrana, es decir la
respuesta nerviosa. La proteina encargada de la produccién constante de GMPc es el enzima
guanilatociclasa. La despolarizaciéon de los fotorreceptores respecto al potencial de membrana
en reposo de una neurona tipica (-65 mV) esta causada principalmente por el flujo de entrada
constante del ion Na* a través de los canales de la membrana del segmento externo.

La respuesta a la luz se inicia por la absorcién de la radiaciéon electromagnética por el
fotopigmento (opsina) en la membrana de los segmentos externos. Cuando un fotén alcanza el
segmento externo de un fotorreceptor (cono o bastén) se produce un cambio de conformacion
en el retinal, este cambio activa a la opsina (fenémeno conocido también como
“blanqueamiento”). En los conos, el cromo6foro 11-cis-retinal, unido covalentemente a la
opsina presente en los discos membranosos, se fotoisomeriza a todo-trans-retinal. En los
bastones, en cambio, la fotoisomerizacion produce un cambio conformacional de la rodopsina
a metarrodopsina II, la cual es inestable y se disocia en todo-trans-retinal y opsina. Esta tltima
activa a la proteina G heterotrimérica reguladora denominada transducina que intercambia
GDP por GTP, el cual disocia la subunidad o de las otras subunidades, y la subunidad a
disociada activa la fosfodiesterasa PDE6 de GMPc. Esta enzima cataliza la conversién de GMPc
a 5’-GMP, por consiguiente la concentracion intracelular de GMPc disminuye y se desactiva la
corriente oscura. La desactivaciéon produce un cambio en el potencial de membrana debido al

cierre de los canales de Na* dependientes de GMPc.
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La célula fotorreceptora se hiperpolariza en respuesta a la luz y asi cesa la liberacién axdnica
de Glu.

La cascada catalitica activada por la luz debe estar compensada por una reacciéon de
inactivacién, con el fin de devolver el fotorreceptor a su estado de reposo. Este tiempo,
denominado de recuperacidn, es esencial para que el fotorreceptor pueda generar respuestas
ante nuevos estimulos luminosos. Eso conlleva una serie de reacciones que conducen a la
reactivacion de la corriente oscura. La reactivacion de la corriente oscura ocurre debido a la
recuperacion de los niveles de GMPc intracelulares. La desactivacién del proceso de la cascada
de transduccién visual y la recuperacién de los niveles de GMPc requeridos para la liberaciéon
de Glu se produce mediante diferentes mecanismos moleculares. La subunidad a de la
transducina hidroliza el GTP a GDP gracias a su actividad GTPasa intrinseca, eso conduce a la
inhibicién de la isoenzima fosfodiesterasa PDEG6, y con ello se revierte la concentracién de
GDP. A la vez, el cierre de los canales de Na* dependientes de GMPc también impide la entrada
de Ca?*, por lo que la concentracién en el citosol de este cation clave también disminuye. Esto
desencadena una cascada de sefiales, se activa la proteina activadora de la guanilato ciclasa
(GCAP), la cual es dependiente de Ca2*, que a su vez activa a la guanilato ciclasa, la cual
cataliza la conversiéon de GTP a GMPc y, por tanto, permite la recuperaciéon de los niveles
normales de GMPc, asi como la apertura de los canales de Na* controlados por GMPc.

En la fototrasduccién de conos se produce la desactivacion de la metarrodopsina Il mediante
su fosforilacion por la rodopsina quinasa. La recoverina, que en presencia de Ca2* mantiene
inactiva a la rodopsina quinasa, se disocia de ella cuando los niveles de Ca2* intracelulares
disminuyen. Cuando la recoverina se disocia de la rodopsina quinasa, esta enzima fosforila a
la metarrodopsina II, lo cual disminuye su afinidad por la transducina.

Finalmente, la S-arrestina se une a la metarrodopsina II fosforilada, inactivandola por
completo y, con ello, la cascada de la fototransduccidn, restaurandose la “corriente oscura” y
la liberacién de Glu en los terminales axdnicos. Este mecanismo de fosforilaciéon e inactivacion
de la metarrodopsina Il participa en la adaptacién a la oscuridad tras estimulos luminosos de

intensidad muy elevada.
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Figura 11. Esquema de la fototransduccién

Las flechas rojas indican el sentido de los distintos eventos que ocurren en el interior del segmento externo
durante la fototransduccion tras un estimulo luminoso (fotdn). Las flechas azules corresponden a los procesos
conducentes a su desactivacién y a la recuperacion de los niveles normales de GMPc en oscuridad. Abreviaturas:
GC, guanilato ciclasa GCAP, proteina activadora de la guanilato ciclasa; PDE6B, fosfodiesterasa de GMPc 6B; R,
rodopsina; R* rodopsinafotoactivada; R*-P, rodopsina fotoactivada fosforilada; Rec, recoverina; RK, rodopsina
quinasa; SArr, S-arrestina; TD, transducina. Esquema modificado (Kolb H. et al. 2013, Randall, Burggren et al.
1998).

Para cerrar el circulo de la transduccidén visual el todo-trans-retinal es reducido a todo-trans-
retinol y transportado a las células del EPR, donde la enzima denominada RPE65 lo isomeriza
a 11-cis-retinol, seguidamente se oxida a 11-cis-retinal, el cual es transportado de vuelta a los
segmentos externos de los fotorreceptores para incorporarse a la opsina, volver a excitarse, y

enviar respuestas nerviosas visuales.
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1.2. ENFERMEDADES DEGENERATIVAS DE LA RETINA

La estructura y la complejidad funcional de la retina rinden este tejido vulnerable a muchos
tipos de patologias y/o lesiones. Dejando a un lado las lesiones de tipo traumatico, la etiologia
de las enfermedades degenerativas es variada.

El paso del tiempo es un factor de riesgo importante. No podemos clasificar lo que conlleva
morfo-fisiolégicamente la edad como una enfermedad, sin embargo, el avance de la edad
comporta un deterioro de la estructura y funcionalidad de la retina. La enfermedad que mas
se vincula con la edad es la degeneracion macular asociada a la edad (age-related macular
degeneration, AMD). Esta conlleva un proceso degenerativo que afecta principalmente la
vision central. La degeneracién macular perjudica la macula, la parte del ojo que permite ver
los detalles pequefios, y es la causa principal de la pérdida de visién en los mayores de 60
anos.

El glaucoma es un grupo de enfermedades que llevan a ceguera. Se caracteriza por la
degeneracion de las células ganglionares y, sucesivamente, del nervio 6ptico. Suele estar
asociado a aumentos de la presion intraocular. Es la enfermedad donde mas se han
investigado los efectos de los cannabinoides que trataremos mas adelante.

La retinopatia diabética (diabetic retinopaty, DR) se refiere a un grupo de manifestaciones
patoldgicas y problemas funcionales del ojo relacionados con la diabetes. Se caracteriza por
alteraciones en el sistema vascular que desembocan en pérdida funcional del tejido neural
retiniano.

La retinosis pigmentaria (retinitis pigmentosa, RP) es un grupo de enfermedades de origen
genético que causa la degeneracion paulatina retinal. Las formas mas comunes de retinosis se
caracterizan por afectar prioritariamente a los bastones, llegando a afectar a los conos s6lo en
fases degenerativas avanzadas. Dado que los bastones estan concentrados en la zona
periférica de la retina, la RP se caracteriza por manifestaciones sintomaticas tipicas que
incluyen: progresivas dificultades de adaptacion a la oscuridad (visién o ceguera nocturna) a
la que sigue una pérdida progresiva de campo visual de tipo concéntrico que dibuja a lo largo
del tiempo un esquema degenerativo de tunel que, en algunos casos, lleva a una ceguera total.

Es interesante destacar que todo este conjunto de enfermedades degenerativas cursa con
algunos patrones de respuesta patologica celular comunes. Los patrones comunes son la
respuesta inflamatoria, el estrés oxidativo y la activacion de las vias apoptoticas (Cuenca,

Fernandez-Sanchez et al. 2014).
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Todas estas manifestaciones patoldgicas se caracterizan por tener efectos de remodelacion de
la retina, con cambios morfolégicos y funcionales adaptativos a los procesos degenerativos.
Los fendmenos de remodelacion incluyen: alteraciones en la vascularizacion, en la estructura
retiniana y alteraciones en la respuesta celular.

Muchas sustancias neuroprotectoras del sistema nervioso central podrian ser utiles como
terapias en patologias degenerativas retinianas. Por consiguiente, se han desarrollado y se
estan desarrollando toda una serie de investigaciones sobre la neuroproteccion,
potencialmente aplicables a los fendmenos neurodegenerativos de la retina, aunque las
enfermedades difieran en etiologia, signos y sintomas.

En general, las enfermedades neurodegenerativas son de dificil curacién, y la degeneracion
retiniana, al dia de hoy, es incurable y una vez empezada es irreversible. Las terapias
utilizadas en el tratamiento de las distrofias retinianas logran retrasar el avance de la
degeneracion, pero no hay terapias disponibles para recuperar las células perdidas y
restaurar la visiéon. La investigacidon cientifica ha estimulado el desarrollo de un amplio
numero de modelos animales que reproducen los diferentes modelos de patologias retinianas
humanas; se han definido lineas de cultivo celular retiniano, importantes de cara al
conocimiento de las vias celulares involucradas, que deberian ser atin mas potenciadas.
Actualmente los esfuerzos investigadores para encontrar un remedio contra la degeneracién
retiniana se orientan sobre tres principales lineas de accién. La primera se centra en la
buisqueda de estrategias preventivas para contrarrestar los mecanismos que subyacen a la
enfermedad. La linea de accién se basa en el uso de compuestos farmacolégicos,
silenciamientos o sustituciones de caracter genético. La segunda linea se basa en la obtencion
y administracion de antiapoptéticos, antiinflamatorios y factores neurotroficos que puedan
retrasar los efectos de la degeneracion. La tercera linea se basa en sustituir y/o reponer
células retinianas por células madre o por células retinianas en diferentes estados de
desarrollo (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014). En los ultimos afios se ha implementado
la investigacion con otras estrategias como la ontogénesis y los chips visuales. A pesar de este
esfuerzo cientifico, el conocimiento actual de estas enfermedades necesita ser implementado
para llegar a terapias eficaces y resolutorias. El futuro pasa, de momento, por implementar
todas las facetas terapéuticas, y el tratamiento de las enfermedades retinianas se orienta hacia
la combinaciéon de varias lineas de accién. En mi modesta opinidn la integraciéon entre

tecnologia y biologia es la via mas esperanzadora.
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1.2.1 RETINOSIS PIGMENTARIA: CARACTERISTICAS Y ETIOLOGIA

Como ya se ha mencionado, se denomina retinosis pigmentaria a un conjunto de
degeneraciones retinianas progresivas de origen hereditario que afectan, en primera
instancia, a las funciones de las células fotorreceptoras. El primer término documentado
referente a esta enfermedad fue acufiado por el Doctor Donders en 1857 en una carta a H. Von
Helmholz, un pionero en la investigacion del sistema visual, en la que describia fenémenos
degenerativos de la retina como retinitis. Al igual que otras denominaciones antiguas de
enfermedades, es un nombre incorrecto, ya que el término -itis presupone un estado
inflamatorio o componente infeccioso de la enfermedad.

La RP es una de las causas de degeneracion mas frecuente de la retina (Tabla 1). Existen
distintas anomalias genéticas subyacentes a los trastornos clasificados como RP. La
clasificacion de la RP segin su modalidad de herencia es la siguiente: autosémica recesiva
(20-30% de los casos), autosdmica dominante (15-20%), la ligada al cromosoma X. Esa dltima
fue puesta de manifiesto por primera vez en el 1985 (Bhattacharya, Clayton et al. 1985), tiene
una incidencia menor (6-10%), es mas rara y menos estudiada. En general la mayoria de los
casos de RP son monogénicos, aunque se han identificado casos de RP multigénicas. Hasta la
fecha, se han mapeado e identificado muchos genes y loci que causan la patologia. El gen
(RHO) rodopsina puede causar hasta un 25% de la retinosis pigmentaria autosémica
dominante (RPad), el gen USHAZA puede causar hasta un 20% de la retinosis pigmentaria
autosomica recesiva (RPar) y el gen RPGR causa alrededor del 70% de la retinosis
pigmentaria relacionada con el cromosoma X. En conjunto, estos 3 genes pueden llegar a
predeterminar alrededor del 30% de los casos de RP (Tabla 2) (Hartong, Berson et al. 2006) .
En este contexto, es necesario mencionar la amplia diversidad de funciones que las proteinas
implicadas desempefan. Algunas codifican la expresion de proteinas implicadas en la
fototransduccioén, incluyendo la rodopsina, las subunidades o y [ de la fosfodiesterasa
dependiente del GMPc, la arrestina, etc. Otras intervienen en el ciclo de la vitamina A y estan
involucradas en los procesos de transporte e isomerizacién del 11-cis-retinal a todo-trans-
retinal, bien en el interior del fotorreceptor o bien en el EPR. Otras participan en los procesos
de fagocitosis etc.

Otra clasificacion usada es la que distingue la RP en: retinosis tipica y atipica; ambas se
caracterizan por limitar sus manifestaciones clinicas al 6rgano visual. En la RP tipica el
proceso degenerativo afecta in primis a la zona periférica de la retina, en concreto a los

fotorreceptores tipo baston. Esta degeneracion conlleva la pérdida de vision a partir de la
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periferia y, paulatinamente, se manifiesta como vision denominada “en tinel”. La RP atipica se
caracteriza por afectar in primis a los fotorreceptores tipo cono. En este caso, siendo la
posicion de los conos foveal en la retina, la pérdida de vision es central y los sujetos afectados
para ver los objetos utilizan la retina periférica.

La tercera categoria de RP se denomina sindrémica, abarca mas de 30 sindromes diferentes y
se denomina asi porque las manifestaciones clinicas son de caracter visual y extra-visuales. Se
estima que afecta a un 20-30% de los pacientes con RP y la calidad de vida y esperanza de los
sujetos afectados es menor. En el Sindrome de Usher, la RP estd acompafiada de
manifestaciones clinicas como defectos en el sistema auditivo y disfunciones vestibulares (EI-
Amraoui, Petit 2014, Bernal, Ayuso et al. 2003, Hartong, Berson et al. 2006). En el sindrome de
Bardet-Bied]l, sindrome con caricter marcadamente multisistémico, la RP cursa desde los
primeros estadios de la enfermedad con cuadros clinicos de obesidad, polidactilia post-axial,
disfunciones renales asociadas a cuadro poliquistico, hipogenitalismo y problemas neuronales
relacionados con el aprendizaje (Kute, Vanikar et al. 2013, Hartong, Berson et al. 2006).
Existen otras formas sindrémicas: el sindrome de Bassen-Kornzweig caracterizado por

abetalipoproteinaemia, y otras ain mas raras.

Pais Proporcion de poblacion afectada
Espaia 1/4.000
China 1/4.016
EE.UU. 1/3.700
[srael 1/4.500
Noruega 1/4.400
Suiza 1/7.000
Tabla 1. Prevalencia de la RP

La tabla muestra la prevalencia de la RP en algunos paises de diferentes continentes. Tabla tomada y
modificada de Flores-Rodriguez y cols. (Flores-Rodriguez, Loma Serrano et al. 2013).
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La prevalencia media de RP es de entre 1/3.000 y 1/5.000 aproximadamente, se calcula que
existen alrededor de 1.5 millones de personas afectadas por esta enfermedad en el mundo,
siendo mas frecuente en hombres que en mujeres. En su mayoria la RP se manifiesta de forma
bilateral y simétrica en ambos ojos.

En Espafia, una de cada 80 personas es portadora de genes de la RP, y, en total, existen 15.000
afectados por esta enfermedad. La RP es la cuarta causa mas frecuente de ceguera en el
mundo (Flores-Rodriguez, Loma Serrano et al. 2013). En Jap6n es la mayor causa de handicap
visual o ceguera, con una incidencia del 25% de los pacientes (Hata, Yonezawa et al. 2003). En
Kuwait esta patologia encabeza la clasificacion de las enfermedades que causan problemas
visuales en personas de menos de 60 afos (Al-Merjan, Pandova et al. 2005). En Dinamarca la
RP y neuropatias 6pticas encabezan con el 29% las causas de ceguera en personas entre 20 y
64 anos (Hartong, Berson et al. 2006, Buch, Vinding et al. 2004).

La RP tiene manifestaciones clinicas muy variables que pueden manifestarse en edades
tempranas o permanecer asintomaticas hasta la edad adulta. Independientemente del
momento de aparicion de los sintomas, se sabe que la RP cursa con el proceso degenerativo
del sistema visual ya desde la infancia. El curso tipico de la RP es la pérdida paulatina del
campo visual, de la agudeza visual y de la actividad electroretinografica a lo largo del tiempo;
la funcion central de la retina disminuye mas lentamente que la de la retina periférica y, de la
misma manera, la agudeza visual se deteriora mas lentamente que la pérdida del campo
visual. La evolucién del campo visual, agudeza visual y actividad electroretinografica esta
relacionada con los fotorreceptores afectados. Los bastones, los cuales normalmente son de
las primeras células afectadas, estan presentes sobre todo en la zona periférica de la retina. De
ahi que los individuos afectados cursan con la vision en tunel y la progresiva muerte celular
reduce paulatinamente el campo visual. La pérdida de respuesta electroretinografica depende
de la muerte de estas células, que ya no producen potencial eléctrico. La presencia de lesiones
maculares en la presentacion inicial se asocia con una mayor pérdida de la agudeza visual
(Delgado-Pelayo 2012).

Las técnicas de modificacion genética han permitido crear animales genéticamente
modificados con genes asociados a la RP, con el fin de estudiar los efectos y las
manifestaciones de las mutaciones asociadas a dicha enfermedad. Con una reparticién
diferente de los recursos cientificos, podrian abrirse nuevas vias de investigacion sin animales
en el futuro, pero al dia de hoy la realidad es que estos modelos son utiles en determinar los

procesos neurodegenerativos asociados a la RP.
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Mapa Locus/I

Categoria . .
enfermedad . .(1.10 Mapa y genes identificados
identificados)
Retinitis
pigmentosa, X- RP6, RP24, RP34 OFD1, RP2, RPGR
cromosoma
Retinitis ABCA4, ARL2BP, BEST1, C20rf71, C8orf37, CERKL, CLRN1, CNGA1,
iomentosa RP22 RP29 CNGB1, CRB1, DHDDS, DHX38, EMC1, EYS, FAM161A, GPR125, IDH3B,
I:uigtosémica’ RP”32 ! IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK, MERTK, MVK, NEK2, NR2E3, NRL,
recesiva PDE6A, PDE6B, PDE6G, PRCD, PROM1, RBP3, RGR, RHO, RLBP1, RP1,
RPE65, SAG, SLC7A14, SPATA7, TTC8, TULP1, USH2A, ZNF513
iRrent;rr’:ttéssa BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, IMPDH1, KLHL7, NR2E3, NRL,
I:uigtosémica’ RP63 PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, PRPH2, RDH12, RHO, ROM1,
. RP1, RP9, RPE65, SEMA4A, SNRNP200, TOPORS
dominante
Tabla 2. Locus y genes identificados

La tabla muestra

https://sph.uth.edu/retnet.

los loci y genes identificados. La tabla ha sido tomada y modificada de

1.2.1.1 ALTERACIONES FUNCIONALES Y CELULARES DE LA RETINA
ASOCIADAS A LA RETINOSIS PIGMENTARIA

Los mecanismos celulares y moleculares patolégicos subyacentes a la RP guardan parecido

con otras enfermedades de caracter neurodegenerativo. Cada patologia degenerativa tiene sus

propias caracteristicas y etiologia, las cuales sin embargo no impiden buscar modelos

comunes de degeneracién que puedan favorecer el entendimiento de los mecanismos

celulares y moleculares comunes que subyacen en la degeneracion de las células de la retina.

La variedad de los sintomas y signos clinicos en la RP depende de la combinacién de dos

factores; la heterogeneidad genética de la enfermedad y la complejidad del tejido afectado. En

cuanto al desarrollo de la enfermedad, la RP se caracteriza por tener un amplia variabilidad

tanto de los signos y sintomas en el tiempo como de un sujeto a otro. Las manifestaciones

clinicas visuales se relacionan fundamentalmente con los dos tipos de fotorreceptores
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mayoritarios presentes en la retina, los bastones y los conos. Cerca del 90% de las proteinas
presentes en el segmento externo de los fotorreceptores son opsinas, localizadas en los discos
membranosos y en la zona plasmatica circunstante (Ferrari, Di lorio et al. 2011).

La retina, debido a su complejidad, requiere una fina modulacién de los procesos de
proliferacién, diferenciacién, funcionalidad y apoptosis. Los defectos morfolégicos pueden
derivar de lesiones mecdanicas, de la incorrecta expresiéon genética, o de los procesos
inflamatorios u oxidativos que destruyen las estructuras de la retina a lo largo del tiempo.
Cualquier incidencia en estos procesos conlleva problemas a nivel celular.

Las mutaciones genéticas inciden en los fotorreceptores provocando la incorrecta expresion
proteica y la sucesiva falta de correcta funcionalidad. Las alteraciones de las vias apoptéticas
impiden el control de la tasa de muerte celular programada, los procesos inflamatorios u
oxidativos impiden el correcto funcionamiento celular y en todos estos casos el estado de
estrés celular conlleva que el fotorreceptor no puede llevar a cabo su funcién transductora.
En la RP los fotorreceptores son las células mas afectadas, pierden sus caracteristicas
morfoldgicas y la funcionalidad mengua paulatinamente. En general, los fotorreceptores no
puede reemplazar correctamente las opsinas, los discos membranosos pierden la alineacion
con la membrana del segmento externo, y morfolégicamente el fotorreceptor se vuelve mas
corto y sus segmentos no son bien reconocibles al microscopio. A menudo, se observa la
pérdida de la conexion sinaptica entre fotorreceptores y neuronas secundarias. Esta pérdida
de conexion puede derivar de dismorfia o de muerte del fotorreceptor y de las neuronas
secundarias (bipolares, horizontales, amacrinas etc.). Los fotorreceptores degenerados
normalmente cambian a formas menos regulares, y a nivel de capa se observa pérdida del
empaquetamiento ordenado de los segmentos externos. Las restantes células “sanas” intentan
compensar con cambios reorganizativos que se manifiestan a través de la extension de sus
prolongaciones o bien con brotes de neuritas. Esta adaptacion no se observa en la zona
macular (Vugler 2010). Los neo-neuroprocesos se dirigen a la OPL e INL, este fendmeno se
observa también en AMD (Gupta, Brown et al. 2003). El numero de filas empaquetadas de
nucleos de fotorreceptores de la ONL disminuye notablemente y la capa pierde tanto en
espesor como en linealidad.

Cualquier proceso degenerativo conlleva importantes cambios en la estructura general de la
retina, en la barrera hematoretiniana y en el sistema vascular. Un patrén muy comun a nivel
celular, el cual se repite en la mayoria de enfermedades retinianas, se manifiesta con la

pérdida de regularidad de las formas celulares y en el empaquetamiento de sus estructuras.
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Aunque algunos estudios indican que no siempre la degeneracion de un tipo celular afecta a la
arquitectura de la retina y de las demas neuronas (Cuenca, Pinilla et al. 2010, Gregory-Evans,
Wallace et al. 2013, Hoon, Okawa et al. 2014).

Cada proceso patolégico pone en marcha sistemas adaptativos que conllevan una intensa
actividad metabdlica. A nivel de fotorreceptores, esta intensa actividad metabdlica conlleva
estrés oxidativo, con produccion de agentes oxidantes, los cuales no sélo afectan a la salud del
fotorreceptor, sino que desencadenan también efectos devastadores a nivel local. Estos
efectos locales se cree que ocurren gracias a sefiales que se transmiten por las “gap junctions”.
En general, el estrés oxidativo lleva a la muerte celular por disfunciones derivadas de la
oxidacion de proteinas, lipidos y DNA (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014). En algunos
casos, se ha observado que el sistema visual compensa la muerte de bastén favoreciendo la
proliferacién de conos o viceversa. Para explicar dicha proliferacién, se barajan dos hipétesis:
que la senal pase por las “gap junctions” de una célula a otra y desencadene el proceso
adaptativo, o que este efecto sea predeterminado genéticamente (Saade, Alvarez-Delfin et al.
2013, Mohand-Said, Deudon-Combe et al. 1998).

En estados patolégicos, se han observado ademas procesos de neurogénesis. Las células de
Miiller son, no soélo el principal tipo de célula glial en la retina, sino que, en condiciones
patoldgicas, pueden des-diferenciarse a un fenotipo neuronal de células madre o progenitoras
latentes y podrian regenerar neuronas perdidas en la retina. Varias vias de transduccion de
sefiales podrian inducir esta des-diferenciacion de las células de Miiller maduras. Una
sustancia que estimula este fendmeno es el glutamato. Asi la excitotoxicidad por glutamato
podria retroalimentar la recuperacion de nuevas neuronas. Ademas, la retina tiene células
madre presentes en la pars plana y en la pars plicata, pudiendo ser las encargadas del proceso
de renovacion neuroepitelial (Coles, Angenieux et al. 2004).

A nivel de OPL se forma una estructura muy especializada denominada cintilla sinaptica, la
cual, observada al microscopio electrénico de transmisién, tiene una estructura electrodensa
(Sterling, Matthews 2005). En la retina de ratas y ratones con RP se ha observado la alteracién
en el nimero y en la estructura de las cintillas sinapticas. Esto se manifiesta con un
acortamiento de los procesos de los fotorreceptores, que llegan a perder las sinapsis con las
neuronas secundarias (bipolares y horizontales) (Fariss, Li et al. 2000, Sullivan, Woldemussie
et al. 2007a, Regus-Leidig, Fuchs et al. 2014). Estas manifestaciones patologicas en los tipos
celulares las encontramos también en AMD, glaucoma, en retinas con problemas isquémicos y

en el caso de desprendimiento de retina, con algunas diferencias. Una proteina muy
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importante en las sinapsis es el Bassoon. El Bassoon es una proteina presinaptica que se
localiza en la terminal de los fotorreceptores. Se caracteriza por no expresarse
postsinapticamente en células bipolares (Brandstatter, Fletcher et al. 1999). La disminucién
de esta proteina presinaptica confirma la merma de las conexiones a causa de la degeneracion
en las ratas del modelo P23H.

Las distrofias asociadas a los fotorreceptores afectan a la sefal en cascada de la
fototransduccién y, posteriormente, a la retina interna. La afectaciéon de la cascada puede
derivar de la muerte de los fotorreceptores o de la red neuronal secundaria. En las células
bipolares de conos se han observado cambios en las dendritas de la OPL, cambios
morfoldégicos en los axones, y reducciones del nimero de sinapsis, fundamentalmente con
fotorreceptores en la OPL y células amacrinas All en la IPL del modelo P23H. En ratones
afectos de RP, las células bipolares ON de bastones pierden capacidad de respuesta al
glutamato. Este fallo se debe a la pérdida de fotorreceptores y a la disminucién paulatina de la
expresion de mGluR6 en células bipolares, que conlleva la desensibilizacién al glutamato
(Puthussery, Gayet-Primo et al. 2009). Este receptor metabotropico es crucial en la
hiperpolarizacion de la célula bipolar ON, y conlleva el cierre del canal regulado por Ca2*
intracelular (Nawy 2000), de manera que la variaciéon de expresion de los receptores de
glutamato (mGIuR e iGluR) podria estar enlazada con el mantenimiento de la actividad
sindptica.

En varios modelos animales, durante la degeneracién, se ha observado que la retina intenta
crear vias aberrantes a través de brotes de neodendritas secundarias o extensiones hacia la
ONL de células bipolares y amacrinas (Cuenca, Pinilla et al. 2005). En el modelo animal P23H,
no se ha observado hasta ahora este efecto adaptativo. El motivo de tal diferencia sigue
desconocido, aunque el prof. N. Cuenca hipotetiza que en tal modelo la falta de brotes
aberrantes puede ser determinada genéticamente o impedido por la velocidad de la
degeneracion (Cuenca, Pinilla et al. 2004).

Las células horizontales también se ven afectadas por los procesos degenerativos. A partir de
un grado de degeneracién, aparece retraccion de dendritas y desensibilizacién, a pesar de que
los somas celulares siguen poco alterados y con normal densidad. Las células horizontales
tienen un comportamiento parecido a las células bipolares, ya que en presencia de pérdida de
conexiones se puede observar la reorganizacién de la red sinaptica horizontal, para intentar
mantener la modulacion de la cascada de senales transductoras, y se observan neodendritas

con nuevas conexiones (Cuenca, Pinilla et al. 2004, Cuenca, Pinilla et al. 2005).
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La pérdida de conexiones acarrea la perdida de sensibilidad por parte de las células. Esta
menor sensibilidad, a veces se traduce en alteraciones de la percepcién del movimiento y,
probablemente, es debido a un excesivo acoplamiento lateral de caracter adaptativo,
establecido mediante “gap junctions” entre células horizontales en la OPL, aunque podria
relacionarse también con la reorganizacion de las conexiones via “gap junction” entre células
amacrinas All en la IPL (Pierelli, Stanzione et al. 1988, Djamgoz, Hankins et al. 1997, Bodis-
Wollner 1990). Las células amacrinas evidencian cambios morfoldgicos en las ratas P23H y
ratones rd10, mostrando pérdida de apéndices lobulares en la IPL con el avance del proceso
degenerativo (Barhoum, Martinez-Navarrete et al. 2008, Cuenca, Pinilla et al. 2004).

La ultima capa neuronal de la retina interna es la capa de las células ganglionares. El proceso
que lleva a la muerte y pérdida de las células ganglionares, por norma general, empieza por
cambios axoénicos seguidos de retracciones dendriticas y cambios morfoldgicos, hasta llegar a
la muerte celular. Se ha observado ademas, que pérdida de conexiones a nivel de células
ganglionares afectan también a la retina externa, y que hay una relacién entre pérdida de
conexiones entre ganglionares y células bipolares y cambios en las conexiones entre las
células bipolares y los fotorreceptores en un modelo murino de glaucoma (Hoon, Okawa et al.
2014). Aunque la degeneracion retinal de las células ganglionares no presente alteraciones
morfologicas visibles, si que algunos estudios han evidenciado alteraciones en la

funcionalidad de las conexiones (Sekirnjak, Jepson et al. 2011, Stasheff, Shankar et al. 2011).
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1.3. EL MODELO P23H: CARACTERISTICAS

En el ambito cientifico se utilizan modelos animales para la investigacién. Aunque las
implicaciones éticas de esta utilizacién no seran objeto de esta tesis, son un nudo significativo
que la ciencia debe tener en cuenta para buscar, de cara al futuro, alternativas viables al dolor
de otros seres vivos, con el objetivo ultimo de adquirir y transferir conocimiento, el mismo

objetivo que tiene el DNA de una célula.

“Una vez que aceptamos que una criatura viva siente dolor, si deliberadamente la hacemos
sufrir, somos igual de culpables. Sea humana o animal, nos embrutecemos a nosotros mismos.”

Jane Goodall
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Figura 12. Tasa de degeneracion de las ratas P23H y comparacidn entre rata albina y pigmentada

Imagen tomada y modificada de http://www.ucsfeye.net/mlavailRDratmodels.shtml.

Una de las estrategias mas utilizadas en investigacién para estudiar la RP en humanos, es
utilizar modelos animales con un patrén de degeneracion funcional y estructural parecido a

los seres humanos. Existen diferentes modelos animales de enfermedades retinianas, en los
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cuales la tasa de pérdida de los fotorreceptores varia considerablemente (Figura 12) (Berson
1990, Humphries, Rancourt et al. 1997, D'Cruz, Yasumura et al. 2000, Machida, Kondo et al.
2000a). Los diversos modelos animales utilizados actualmente han sido objeto de numerosos
estudios pormenorizados.

Estos animales poseen una mutacion dominante que corresponde a un cambio entre
nucleétidos de una citosina por una adenina (CCC a CAC), en el codéon 23 de la secuencia
codificante del gen de la rodopsina. Eso implica la sustitucién del aminoacido prolina por
histidina en el residuo 23 de la secuencia de la proteina. Es importante resaltar que la prolina
en esa posicion se encuentra por lo general altamente conservada (Figura 13).

Aunque el primer modelo transgénico de roedor portador de esta mutacién fue desarrollado
en ratén y expresaba la rodopsina humana P23H, el modelo transgénico P23H mas utilizado
actualmente ha sido desarrollado en ratas albinas. Este modelo es portador del alelo P23H de

la rodopsina de ratén y fue desarrollado mediante inyecciéon pronuclear (Steinberg, Flannery

etal. 1996).

TABLE I: CONSERVATION OF RHODOPSIN AMINO ACID 23 AMONG OPSINS

AMINO ACID*

OPSINS 17 18 19 20 21 2 n % 25 2% b4 28 2

Human rhodopsin Thr Gly Val Val Arg Ser Pro Phe GClu Tyr Pro Cln Tyr
Bovine rhodopsin Thr Gly Val Val Arg Ser Pro Phe Clu Ala Pro GCln Tyr
Human blue cone opsin Ser Ser Val — == Gly Pro Trp Asp GCGly Pro Gln Tyr
Human red cone opsin Ser Asn Ser Thr Arg Cly Pro Phe CGlu Cly Pro Asn Tyr
Human green cone opsin Ser Asn Ser Thr Arg CGly Pro Phe GClu Gly Pro Asn Tyr
Drosophila R1-6 rhodopsin Met Ala His Leu Ile Ser Pro Tyr Trp Asn Gln Phe Pro
Drosophila R8 rhodopsin Met Ala His Leu Val Asn Pro Tyr Trp Ser Arg Phe Ala

*The codon numbers for amino acids are for the normal human rhodopsin protein.

Figura 13. Conservacién Prolina (Pro) en el codon 23

La imagen muestra la conservacién en el codén 23 del gen de la rodopsina del aminodcido prolina en varias
especies (Bersol 1990).

La mutacion P23H en el gen de la rodopsina es la causa mas frecuente de RP, representando
aproximadamente el 12% de los casos de RP autosémica dominante en Estados Unidos(Dryja,
McGee et al. 1990, Dryja, McEvoy et al. 2000). La mutacién produce un plegamiento anormal
de la proteina, la cual se acumula en el reticulo endoplasmatico rugoso. Se ha demostrado que
esta proteina mal plegada interactia de manera incorrecta con el sistema proteosoma-
ubicuitina impidiendo su reciclaje. La ubicuitina es una pequefia proteina modificadora
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involucrada en la homeostasis celular, cuya funcion es la de marcar otras proteinas para su
degradacidn. La ubicuitina se une covalentemente al sustrato proteico, formando cadenas
oligoméricas de poliubicuitina que actiian como una etiqueta.

En el modelo P23H se han caracterizado 3 cepas animales albinas
(http://www.ucsfeye.net/mlavailRDratmodels.shtml). El nombre oficial otorgado a estas
cepas por el Instituto de investigacion de animales de laboratorio (ILAR) responde a
Tg(P23H)1Lav, Tg(P23H)2Lav y Tg(P23H)3Lav, aunque convencionalmente se usan las
abreviaturas P23H Linea 1 o P23H-1, P23H Linea 2 o P23H-2, P23H Linea 3 o P23H-3 (Figura
12). El modelo P23H se caracteriza por afectar en su estado inicial a los bastones con pérdida
de la vision periférica y nocturna, y posteriormente a los conos con pérdida de vision central.
El modelo animal utilizado en esta Tesis doctoral fue la linea albina P23H linea 3 (P23H-3),
derivada de las ratas albinas Sprague-Dawley. Se eligi6 este modelo porque el proceso
degenerativo de la RP es parecido al de los humanos.

A nivel histolégico, la retina de las ratas del modelo P23H se caracteriza por una pérdida
temprana y progresiva de los fotorreceptores tipo baston. Los fotorreceptores sufren mayor
afectacion en las zonas periféricas de la retina. La merma de fotorreceptores acarrea una

pérdida de regularidad, de espesor y, de empaquetamiento de la ONL.
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1.4. LOS CANNABINOIDES

Los cannabinoides son un grupo de sustancias bien conservadas en el mundo vegetal y animal,
los cuales determinan multiples efectos moduladores en el organismo. Estos efectos incluyen
analgesia, modulacién del apetito y nausea, efecto neuroprotector, efecto antiinflamatorio,
ademas de sus conocidos efectos psicotropicos. Actualmente, se consideran tres tipos
generales de cannabinoides: los cannabinoides herbarios, o fitocannabinoides, sintetizados
naturalmente por las plantas del genero Cannabis; los cannabinoides endoégenos, o
endocannabinoides (eCBs), producidos por mamiferos animales y humanos; y los
cannabinoides sintéticos, compuestos similares generados en laboratorio.

Cannabis sativa, popularmente conocida como cannabis o marihuana, ha sido cultivado
durante miles de afios en muchas zonas geograficas del mundo. A partir de la mitad del siglo
XIX, esta planta estaba presente geograficamente en todos los continentes, debido a su gran
capacidad de adaptacién climatica. Debido a su amplia versatilidad, ha sido utilizada como
producto de manufactura (cahamo), comida (semillas) o elemento recreacional, debido a sus
efectos psicotropicos. Su uso en ambito médico también se remonta a tiempos lejanos. En
Europa y Asia se utilizaba como remedio paliativo contra el dolor, por sus efectos
antiinflamatorios y sedantes. A inicios del siglo XX, en el mundo occidental adquirié una
connotacion negativa de droga peligrosa. En el 1924 fue declarado un narcético, en 1941 se
retird de la farmacopea de Estados Unidos de América y en 1971 la divisidon de narcdticos de
la ONU declar6 el cannabis una sustancia de alto potencial de abuso y sin efectos terapéuticos.
Esta declaracion y sus efectos psicotrépicos dificultaron y siguen parcialmente dificultando la
investigacion de los CBs, a pesar de que su potencial e interés terapéutico parece interesante.
La postura de caracter politico, con toda probabilidad, limit6 el conocimiento del sistema
endocannabinoide y el desarrollo cientifico de posibles programas terapéuticos asociados a
estas sustancias durante muchas décadas. A pesar de que la planta y sus efectos fueran
conocidos antes del desarrollo de la ciencia moderna, fue solo en el 1964 que empez6 la
investigacion moderna sobre los CBs. En 1964 fue aislado el componente psicoactivo de
Cannabis sativa, el A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC), por el Prof. Mechoulam, sin duda el
padre de la investigacion sobre CBs (Mechoulam, Gaoni 1965).

Los CBs son acidos grasos derivados de terpenofenoles, bien conservados en el mundo
vegetal. Todos los mamiferos estan provistos de un extenso sistema endocannabinoide y, por
tanto, tiene una importancia filogenética y evolutiva. Los indicios y las investigaciones

llevadas a cabo hasta ahora indican que este grupo de sustancias tiene un papel sistémico en
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el organismo, importantes efectos terapéuticos relacionados con el sistema eCB, y efectos
directos no mediados.

Cannabis sativa contiene mas de 460 compuestos quimicos, de los cuales aproximadamente
60 se recogen y se clasifican quimicamente como CBs, aunque los ultimos datos los amplian a
525 compuestos quimicos distintos sintetizados por esta planta, 70 de ellos clasificados como
CBs (Brenneisen 2007), y los datos estan en continua evolucidn.

Los cannabinoides endégenos, o endocannabinoides, se sintetizan a través de enzimas
principalmente relacionadas con el metabolismo lipidico como: N-acetiltransferasa,
fosfolipasas A, C y D, y diacilglicerolipasa, las cuales, a partir de lipidos de membrana como
fosfaditiletanolaminas, fosfaditilcolina, o diacilglicerol, sintetizan el eCB correspondiente. Es
un proceso dependiente de calcio y normalmente la sintesis responde a la demanda fisiologica
del compuesto en cada momento. Es decir, que los eCBs se sintetizan cuando el organismo los
pide. Existen evidencias de la sintesis de eCB a nivel neuronal, que ocurre en el soma
neuronal y dendritas (Egertova, Giang et al. 1998, Levenes, Daniel et al. 1998). Aunque,
ultimamente, algunas investigaciones indican la posibilidad de un fendmeno de parcial
almacenamiento lipidico residual de eCBs.

Los CBs exdgenos son un grupo de sustancias con caracteristicas farmacolégicas, y posible
eficacia terapéutica. Los exocannabinoides de origen botanico mas relevantes son: los
tetrahidrocannabinoles (THCs), los cannabidioles (CBDs), los cannabinoles (CBNs), los
cannabigeroles (CBGs), los cannabicromenos (CBCs) y los cannabinodioles (CBNDs) (Figura
14).

El continuo desarrollo de procesos de sintesis artificial ha permitido sintetizar compuestos
analogos a los CBs de varios tipos, como el HU210, utilizado en nuestra investigacion, ademas
de analogos biciclicos y triciclicos del THC que carecen de anillo pirano como el CP55.940
(Qureshi, Saady et al. 1998). Otros compuestos sintéticos son el levonantradol y
desacetilevonantradol. También se han sintetizado compuestos cannabimiméticos como los
aminoalquilindoles, cuyo principal representante es el WIN 55.212-2. Su estructura proviene
de la pravadolina y difiere de los compuestos antes mencionados. Los ultimos avances estan
encaminados a la sintesis de analogos de compuestos eCBs.

Todos estos compuestos, endégenos, naturales o analogos de diferente origen comparten la
caracteristica de tener efectos en el organismo mediados por los receptores de cannabinoides

(CBrs).
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Figura 14. Estructura quimica de los principales cannabinoides

Los efectos moduladores de los CBs son mayoritariamente mediados a través de receptores
metabotrdpicos. Se conocen principalmente dos tipos de receptores de CBs en el organismo, el
receptor CB1 (también CB1r) descubierto por Devane en 1988 (Devane, Dysarz et al. 1988) y
el receptor CB2 (también CB2r) identificado por Munro en 1993 (Munro, Thomas et al. 1993).
Estos receptores estan distribuidos en todo el sistema nervioso central, sistema inmunitario y
en los organos periféricos. La variabilidad y la densidad de la distribucion espacial de los
receptores responden a exigencias funcionales.

En las ultimas décadas, la investigacion cientifica ha centrado su atencién en los CBs y en el
sistema endocannabinoide por su importante papel sistémico-fisiologico. Debido a su amplia
versatilidad de funciones, se han desarrollado importantes investigaciones en el campo del
dolor, del cancer y antiemesis, del apetito, de la obesidad, de la osteoporosis, de la fertilidad,
de las enfermedades neurodegenerativas, del desarrollo embrionario, del control motor y, en

los ultimos afios, el sistema visual. Durante estos aflos se han evidenciado similitudes entre
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los cannabinoides exégenos y los endocannabinoides (Salzet, Breton et al. 2000). Estas
incluyen efectos neuromoduladores, a través de los cuales los CBs influyen en el
comportamiento motor, la memoria, el aprendizaje y las respuestas neuroendocrinas. Los CBs
también se relacionan con hipotension, bradicardia, con la inhibicion del crecimiento celular,
afectan el metabolismo de la energia, y modulan las respuestas inmunes e inflamatorias
(Onaivi, Chakrabarti et al. 1996, Martin, Mechoulam et al. 1999, Salzet, Breton et al. 2000,
Sugiura, Waku 2000). Los CBs, a dia de hoy, se sabe que poseen interesantes efectos
terapéuticos como antiemético, estimulador del apetito en enfermedades debilitadoras como
cancer y SIDA y son actualmente utilizados en el tratamiento de la esclerosis multiple,
lesiones a la medula espinal, sindrome de Tourette, epilepsia y glaucoma. En este sentido
segln una revision realizada por cientificos de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Washington (EE.UU) existen suficientes datos cientificos para respaldar la realizaciéon de
ensayos clinicos con cannabis en la esclerosis lateral amiotroéfica. Sefialan que "los datos
preclinicos indican importantes efectos antioxidantes, antiinflamatorios y neuroprotectoros

del cannabis" (Carter, Abood et al. 2010).

1.4.1 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE Y SU FUNCION

El sistema endocannabinoide comprende los receptores cannabinoides, sus ligandos
enddgenos y las enzimas necesarias para su biosintesis y degradacion (Howlett, Barth et al.
2002, Onaivi, Chakrabarti et al. 1996). El sistema endocannabinoide esta restringido en su
distribucién filogenética. Al dia de hoy, su existencia s6lo se ha establecido en especies de
vertebrados (Elphick 2012, Elphick, Egertova 2001). En una primera etapa, debido a la alta
liposolubilidad del THC y otros fitoCBs, se pensé que sus propiedades farmacoldgicas
derivaban de interacciones inespecificas con lipidos de membrana. Después del
descubrimiento de los CBs, el conocimiento del sistema enddgeno de cannabinoides se
completd con la demostracion de la existencia de ligandos endoégenos, denominados
endocannabinoides, y la identificacion de los receptores cannabinoides (Devane, Dysarz et al.
1988, Devane, Hanus et al. 1992, Munro, Thomas et al. 1993). El conocimiento sobre el
sistema eCB fue ampliado por estudios detallados de relacién estructura-actividad, por el cual
se mostraban mecanismos mediados por el receptor unido a los cannabinoides (Seltzman
1999). El conocimiento de la biologia de los cannabinoides ha avanzado de manera
importante en las ultimas décadas con la caracterizacion de los receptores cannabinoides en

una gran variedad de tejidos.
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La mayoria de las acciones farmacologicas producidas por los cannabinoides se deben a su
interaccidon con dos tipos diferentes de proteinas especificas, pertenecientes a la familia de
receptores acoplados a proteinas G. Estos receptores de cannabinoides se caracterizan por un
dominio aminoterminal extracelular, un dominio carboxi-terminal intracelular y siete
dominios transmembrana altamente conservados (Figura 15). En los ultimos afios, se ha
demostrado que los ligandos cannabinoides son capaces de interaccionar con otros tipos de
receptores como el “transient receptor potential vanilloid 1” (TRPV1) y el “G protein coupled
receptor 55” (GPR55), entre otros. La distribuciéon de los CBr se encuentra en estrecha

relacion con los efectos fisioldgicos que producen.

N-terminal

N-terminal

A C—terminal

Figura 15. Estructura 3D de los receptores de cannabinoides

A) Estructura del receptor CB1. B) Estructura del receptor CB2, (Montero, Campillo et al. 2005).

La estructura molecular de los CBr se ha caracterizado en humanos y ratas (Gerard, Mollereau
et al. 1991, Matsuda, Lolait et al. 1990). Ademas, se han descrito en primates, cerdos, perros y
ratones. En general, se sugiere que estén presentes en todos los mamiferos terrestres y en un
amplio abanico de drganos. El receptor CB1 es un polipéptido de 475-476 aminoacidos, se
expresa principalmente en el SNC y su distribucion es heterogénea (Figura 15A) (Matsuda,
Lolait et al. 1990, Egertova, Elphick 2000, Herkenham, Lynn et al. 1991, Montero, Campillo et
al. 2005). Este receptor ha sido clonado en ratas, ratones y humanos. En el SNC muestra un
97-99% de coincidencia en la secuencia aminoacidica entre varias especies. En general, se

expresa a nivel presindptico, modula la actividad neuronal, y protege de fenémenos de
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excitotoxicidad por sobre-estimulacion o por sobre-inhibicion. EI CB1lr interfiere en la
liberaciéon de neurotransmisores como serotonina, GABA, acetilcolina (ACh), dopamina,
histamina, glutamato y algunas catecolaminas. Es el responsable de los efectos psicotrdpicos y
de adiccion, y participa entre otras funciones en la nocicepcién, el movimiento y procesos
cognitivos complejos. La expresion del CB1r se asocia principalmente con la coordinaciéon
motora y el movimiento, y se expresa en particular en zonas como el cerebelo, los ganglios
basales y la sustancia negra. También se relaciona con la atencién y funciones cognitivas, el
aprendizaje, la memoria y las emociones, y se expresa en particular en zonas como la
amigdala e hipocampo (Biegon, Kerman 2001, Glass, Faull et al. 1997). Ademas, se ha
localizado en un gran niimero de tejidos periféricos como el tracto gastrointestinal, el sistema
cardiovascular, el sistema reproductor, el sistema ventilatorio y otros 6rganos (Croci, Manara
et al. 1998, Giacoppo, Mandolino et al. 2014). El CB1r se relaciona también con la producciéon
de 6xido nitrico a través de la activacion de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS). Esta
activacion podria explicar en parte los efectos de los CBs en el sistema vascular del ojo. El
CB2r, es un polipéptido de 360 aminoacidos y muestra una homologia del 44% en su
secuencia de aminodacidos con el receptor CB1r (Figura 15B) (Munro, Thomas et al. 1993),
porcentaje que aumenta hasta el 68% en los segmentos transmembrana (Lutz 2002). El CB2r
se expresa principalmente a nivel periférico. Se ha localizado en bazo, amigdalas y en
diferentes células del sistema inmune como: leucocitos, células mieloides, macroéfagos y
monocitos, y en tejidos hematopoyéticos (Munro, Thomas et al. 1993, Giacoppo, Mandolino et
al. 2014, Berdyshev 2000). Este receptor también se ha detectado en células gliales del SNC,
aunque en bajas concentraciones (Van Sickle, Duncan et al. 2005, Carlisle, Marciano-Cabral et
al. 2002), y en otros sitios del SNC, pero su papel en estas células aun no ha sido bien
establecido (Onaivi, Ishiguro et al. 2008). También se encuentra implicado en el control de la
proliferacidn, diferenciacion y supervivencia de células (Fernandez-Ruiz, Romero et al. 2007).
El CB2r se asocia con las respuestas a fenomenos de neuroinflamacion y liberacion de
citoquinas, con la migracion celular, y en respuesta a condiciones hipdxicas e isquémicas
(Maresz, Carrier et al. 2005, Ashton, Rahman et al. 2007, Lunn, Fine et al. 2006).

Ambos receptores, CB1r y CB2r, a nivel celular, regulan la enzima adenilatociclasa. Esta
enzima cataliza la conversiéon de ATP a cAMP, que es un importante mensajero secundario.
Como resultado final, inhiben canales de Ca2* y activan canales de K* (Mackie 2008). Este
efecto ocasiona una hiperpolarizacién de la célula y disminucién de la liberaciéon de

neurotransmisores de las terminaciones pre-sindpticas. Estos efectos conducen a una menor
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excitabilidad en poblaciones neuronales. La adenilato ciclasa activa ademas la cascada de
activacion de MAPK (MAP quinasas o proteinas activadas por mitégenos), que activa la c-JUN
amino terminal kinasa, que regula, entre otras funciones, la respuesta a estimulos de estrés, y
estd involucrada en procesos apoptdticos. Los CBs producen efectos también a nivel
endocrino. En el pancreas la activacion de CBrs produce una inhibicién de las oscilaciones de
Ca2+ intracelular reduciendo la liberacién de hormonas (Nakata, Yada 2008). El sistema
endocannabinoide estd muy difundido en el organismo. Pese a su importante presencia, los
eCB se encuentran en muy escasa cantidad en los fluidos del cuerpo como suero sanguineo o
liquido cerebroespinal. Esto porque el sistema eCB metaboliza las sustancias en el mismo
tejido donde las sintetiza “on demand”, y el mecanismo de accidn es local, de caracter celular o
paracelular, y no de caracter hormonal.

Se han propuesto dos posibles nuevos receptores cannabinoides: receptor “CB2-like” y “No-
CB1/No-CB2”. Estos nuevos receptores podrian estar implicados en la modulaciéon de la
transmision sinaptica (Di Marzo, Goparaju et al. 2001, Breivogel, Griffin et al. 2001).

Por ultimo, algunos estudios evidencian que los CBs podrian unirse a otros receptores afines
NoCBr. Algunos estudios confirman la posibilidad de actividad cannabinoide no mediada por
CB1r/CB2r (Di Marzo, Breivogel et al. 2000). Ademas, algunas acciones de los cannabinoides
parecen estar mediadas por otros receptores: TPRV1, y algunos receptores huérfanos de la
familia G como GPR55, GPR118, GPR119 y otros como 5-HT1A, y PPAR. (Cristino, de
Petrocellis et al. 2006, Mezey, Téth et al. 2000, Brown 2007, O'Sullivan 2007).

Resumiendo, el sistema eCB asume un papel primordial en el SNC, y esta presente en el
sistema inmune y en 6rganos periféricos (Jarai, Wagner et al. 1999). La activacion del sistema
eCB, en general, responde a situaciones de alteracion de la homeostasis por dafios de varios
origenes. Su accidn fisiolégica asume cada vez mas un papel modulador mas importante. Sus
posibilidades terapéuticas parecen muy interesantes, y la sintesis de sustancias afines a CBr

amplia la posibilidad de estudiar dianas terapéuticas efectivas.
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1.4.1.1 SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN LA RETINA

Los CBs tienen efectos sobre el sistema visual, lo cual no es un concepto nuevo. En Jamaica,
entre los pescadores, los efectos de los CBs sobre la visiéon escotdpica durante la pesca
nocturna son conocidos desde hace mucho tiempo. Los primeros investigadores conocidos
que hicieron propia, a fines cientificos, esta observacién fueron el Dr. West y el Dr. Reese,
ambos en el 1991 (West 1991, Reese 1991). En la correspondencia de West en la revista
Nature se afirmaba que los pescadores jamaicanos utilizaban una mezcla de alcohol y
cannabis, a través de la cual mejoraban sensiblemente su visiéon nocturna y la navegacidn, por
lo cual la pesca resultaba mas provechosa. Sucesivamente, este efecto fue estudiado por otros
cientificos. Los profesores Abderraman Merzouki, de la Universidad de Tetuan, y Joaquin
Molero, de la Universidad de Granada, evidenciaron que varios pescadores del norte de
Marruecos aseguraban ver mejor por la noche tras haber fumado 'kif' (Russo, Merzouki et al.
2004, Merzouki, Molero Mesa 1999). Un relato en una noche de verano sobre pescadores,
cannabis y visién nocturna con unos amigos de vuelta de un viaje a Jamaica, me llevé a
reflexionar y proponer los CBs como posible grupo de sustancias con efectos terapéuticos en
la patologia de la retinosis pigmentaria.

La presencia del sistema eCB en la retina de muchas especies evidencia la posibilidad de un
sistema de sefializacidon filogenéticamente conservado entre las especies (Straiker, Stella et al.
1999, Bouskila, Burke et al. 2012). Ademas, la presencia de los CBr en la retina ha sido
demostrada en varias especies, y parece tener influencia en muchos de los pasos de
procesamiento de la transduccion retinal (Straiker, Stella et al. 1999, Hu, Arnold et al. 2010,
Zabouri, Bouchard et al. 2011, Yazulla 2008). En primates y humanos la informacién es escasa
(Straiker, Stella et al. 1999, Bouskila, Burke et al. 2012, Bouskila, Javadi et al. 2013a, Bouskila,
Javadi et al. 2013b).

En roedores, los CBrs se expresan en fotoreceptores tipo cono y tipo bastén (Straiker, Stella et
al. 1999, Cecyre, Zabouri et al. 2013), células bipolares (Yazulla, Studholme et al. 1999),
células amacrinas (Yazulla, Studholme et al. 1999, Warrier, Wilson 2007a), células
horizontales (Cecyre, Zabouri et al. 2013), células de Miiller (Bouskila, Javadi et al. 2013b,
Bouskila, Javadi et al. 2013a) y células ganglionares (Figura 16) (Yazulla 2008, Yazulla,
Studholme et al. 1999, Straiker, Stella et al. 1999).
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Figura 16. Expresion de CBrs en la retina

El sistema eCB estd presente en conos (C), bastones (R), células horizontales (H),células bipolares de bastones
(RB), células bipolares de conos (CB), células amacrinas (A), células ganglionares (G) y células de Miiller (M).
Esquema tomado y modificado de Bouskila y cols. (Bouskila, Javadi et al. 2013a).

En las células retinianas de primates la produccion de eCB bioactivos y la expresion de los
CBrs es confirmada, entre otras cosas, por la presencia de la enzima hidrolasa de amidas y
acidos grasos (FAAH) y de otras enzimas catalizadoras de eCBs (Hu, Arnold et al. 2010). Esta
enzima es la encargada de la degradacion de la anandamida y, en algunos casos, de 2-
Araquidonilglicerol (2AG) (Deutsch, Chin 1993, Cravatt, Demarest et al. 2001).

Varios estudios han intentado aclarar las capacidades neuroprotectoras de los eCBs
producidos fisiologicamente (Panikashvili, Simeonidou et al. 2001, Xu, Chen 2015) y algunos
estudios muestran el rol neuroprotector de los eCB en la retina (Yazulla, Studholme et al.
1999, Yazulla 2008, Krishnan, Chatterjee 2015). El sistema eCB asocia sus efectos a la
modulacién de la secrecién de neurotransmisores en los fotorreceptores, células bipolares,
células horizontales, células amacrinas y células de Miiller (Fan, Yazulla 2003). Existen

evidencias de que el sistema eCB esta asociado a otros efectos moduladores en la retina, por
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ejemplo, los agonistas del CBlr estimulan la monoamina oxidasa en la retina bovina
(Gawienowski, Chatterjee et al. 1982), inhiben la liberaciéon de dopamina (Schlicker, Timm et
al. 1996) y regulan el trafico idnico de entrada y salida de las células retinianas (Straiker,
Sullivan 2003).

A pesar de los estudios llevados a cabo hasta ahora, el conocimiento sobre los efectos de los
CBs en la retina es limitado y sigue siendo un amplio campo que necesita investigaciones. En
este sentido no tenemos conocimiento de estudios sobre efectos terapéuticos de CBs en

retinas afectadas por la retinosis pigmentaria, ni en el modelo murino P23H.

1.4.2 HU210: CARACTERISTICAS

Los cannabinoides sintéticos son compuestos con caracteristicas similares a los
fitocannabinoides. HU210 es un compuesto de la familia de cannabinoides sintéticos
denominados clasicos. Se denominan clasicos en cuanto su estructura triciclica terpénica es
igual al cannabinoide mas conocido, el THC. La férmula quimica de HU210 es: [(-)3 - (1,1-
dimethylheptyl)-(-) 11-hydroxy-_8-tetrahydrocannabinol] y fue sintetizado en los
laboratorios de la Universidad Hebrea en el 1988 por el grupo del Profesor R. Mechoulam.
Como otros cannabinoides clasicos, presenta una estructura fundamental triciclica, y es
derivado del benzopireno. HU210 es una sustancia lipofilica; gracias a esta caracteristica
atraviesa facilmente las barreras hematoencefalica y también la hematoretiniana (Figura 17)
(El-Remessy, Al-Shabrawey et al. 2006). HU210 es un potente agonista de receptores de
cannabinoides, se estima que sea desde 100 hasta 800 veces mas potente que el THC. HU210
tiene caracteristicas terapéuticas importantes, y se caracteriza por una alta afinidad por los
CBrs. Respecto a su isémero HU211, no psicotrépico, parece tener capacidades terapéuticas
mas efectivas. A nivel celular, HU210 ejerce una actividad inhibitoria sobre la adenilato ciclasa

y la acumulacidn intracelular de cAMP unas 1000 veces superior a su enantiomero.
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Figura 17. Estructura del cannabinoide sintético HU210

Su afinidad por el CB1r es 1500 veces superior. Anteriores estudios parecen apuntar que la
enantioselectividad de los CBr condiciona la actividad cannabimimetica (Mechoulam,
Feigenbaum et al. 1988). Los hallazgos indican que un residuo de lisina cerca del sitio de
uniéon del CBr, permite el reconocimiento y la unién de este compuesto. El mismo residuo
parece ser crucial también para otros cannabinoides como el CP 55,940. La magnitud del
efecto parece estar relacionada con la conformacion que adquiere el CBr después de la unién
con el CB.

Varios estudios han demostrado que HU210 comparte con otros CBs la capacidad de modular
el fluyjo de Ca2* intracelular, el cual es un importante regulador de la actividad enzimatica
(Ottani, Giuliani 2001, Nakata, Yada 2008). HU210, como otros CBs, incrementa el
metabolismo de la glucosa en los astrocitos, los cuales se encargan del mantenimiento de la
funcién neuronal.

Los CBs ejercen una accion estimulante sobre la produccién de 6xido nitrico, aunque el
mecanismo de accidn a nivel neuronal no esta aclarado (Hillard, Muthian et al. 1999). Los CBs
se asocian a hipotension, la cual provoca aumento de la frecuencia cardiaca y se asocia a
vasodilatacion periférica. Este efecto se observa también cuando los CBs son administrados
por via intravenosa (Hillard 2000). Hoy en dia se sabe que los mecanismos que median en los
efectos vasculares de los cannabinoides son complejos, y los resultados obtenidos dependen
de las condiciones experimentales, de la especie animal y de la zona vascular que se estudie
(Randall, Alexander et al. 1996, Crandall, Matragoon et al. 2007, Hillard 2000). Un estudio

reciente con HU210 demuestra que sus efectos cardioprotectores se asocian a canales KATP y
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proteina kinasa C (Maslov, Lasukova et al. 2012, Maslov, Krylatov et al. 2014). HU210 ha sido
investigado también en relacién a sus efectos hipotérmicos, antipiréticos, antiinflamatorios
(Ovadia, Wohlman et al. 1995).

En el ambito del SNC, los efectos neuroprotectores de HU210 y los demas CBs han sido
investigados en referencia a la atenuacion de dafios por lesiones de varios tipos (Dagon,
Avraham et al. 2007a, Fernandez-Ruiz, Garcia et al. 2010, Pertwee 2012). También ha sido
investigado el papel del sistema eCB en el sistema visual. Los CBs han sido investigados y
utilizados terapéuticamente principalmente en la reducciéon de la presién ocular en la
patologia del glaucoma. Numerosos trabajos sugieren que la administracién, tanto de
agonistas cannabinoides enddégenos como sintéticos, son capaces de reducir la presion
intraocular a través de las acciones sobre el receptor CB1r (Crandall, Matragoon et al. 2007,
Naveh, Weissman et al. 2000). Ulteriores investigaciones han puesto de manifiesto la
presencia difundida del sistema eCB en varias dreas oculares como musculo ciliar, epitelio
pigmentado ciliar, retina, conducto de Schlemm, etc. (Porcella, Maxia et al. 2000, Stamer,
Golightly et al. 2001, Lograno, Romano 2004). Sin embargo, la neuro-retino-proteccién ha sido
poco investigada (Yazulla 2008, El-Remessy, Rajesh et al. 2011, El-Remessy, Al-Shabrawey et
al. 2006, El-Remessy, Khalil et al. 2003a).

HU210 hasta ahora no ha sido estudiado en retina. HU210 no se ha investigado en relacion
con la retinosis pigmentaria en los modelos experimentales P23H. Nuestro grupo de
investigacion, en base los prometedores indicios, ha puesto en marcha una primera

investigacion de esta sustancia y sus posible efectos sobre la retinosis pigmentaria.
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1.5. EFECTOS DE LOS CANNABINOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA,
CONSUMO DE ALIMENTO, CONSUMO DE AGUA Y PESO CORPORAL

El sistema endocannabinoide influye a nivel de SNC en la ingesta de alimentos, principalmente
a través del hipotalamo y el sistema limbico. El hipotalamo modula la alimentacion a través de
la regulacion de sefales de saciedad y la mejora de sefiales orexigenas. Ademas, a través de las
interacciones con las vias mesolimbicas implicadas en los mecanismos de recompensa, los
eCB parecen aumentar la motivaciéon por los alimentos, a través de un refuerzo del valor
hedénico de estos (Li, Schmidt et al. 2013, André, Gonthier 2010a, Li, Jones et al. 2011a,
Bermudez-Silva, Viveros et al. 2010a, Tam, Vemuri et al. 2010a, Akbas, Gasteyger et al. 2009,
Wang, Liu et al. 2003). El sistema endocannabinoide también regula el gasto de energia en los
organos periféricos (Li, Jones et al. 2011a). La mayoria de los agonistas de los CBr pueden
producir efectos estimulantes del apetito (Kim, Li et al. 2011, Mackie 2008). Desde un punto
de vista filogenetico, la funcién primordial del sistema eCB parece ser conducir el balance
energético hacia la acumulacidn y el establecimiento de reservas energéticas (Piazza, Lafontan
et al. 2007), en pocas palabras, estimular el apetito para acumular grasa. Sin embargo, hay
estudios que han observado que el THC y algunos cannabinoides pueden producir un efecto
anoréxico (Giuliani, Ottani et al. 2000). HU210 es un potente agonista de los CBrs, y produce
pérdida de peso corporal en los animales tratados. Este efecto estd mediado por el CB1r
(Giuliani, Ottani et al. 2000, Mechoulam, Feigenbaum et al. 1988). La magnitud del efecto
dependeria de la dosis administrada y del tiempo de exposicidon. Una dosis aguda de HU210
(2100 pg/Kg) produce efectos visibles, incluso 24 h después de la inyeccion (Giuliani, Ottani
et al. 2000). Algunos estudios apuntan a una posible aparicion de trastornos
gastrointestinales y lesiones intraperitoneales inducidas por HU210, lo que podria contribuir
a reducir la ingesta y disminuir el peso corporal (Giuliani, Ottani et al. 2000). Otros asocian el
efecto anorexigénico a la reduccion del transito intestinal y el vaciamiento gastrico con altas
dosis de cannabinoides. Tras la administracién i.p. de altas dosis de cannabinoides (100
ug/Kg) se ha observado un malestar visible en los animales, caracterizado por una posicion
encorvada, presencia de manifestaciones diarreicas y vocalizaciéon anémala (Zimmer, Zimmer
et al. 1999, Giuliani, Ottani et al. 2000). No se puede olvidar que la pérdida de peso corporal y
disminucién de la ingesta puede deberse también al factor de estrés, producido por las
inyecciones i.p. Este factor también podria afectar a la actividad locomotora. En el campo de
los CBs y su utilizacion farmacolégica en el control peso, hay un caso que salié en la prensa. El

Rimonabant (conocido también como SR141716), antagonista de CB1r, fue comercializado al
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publico y retirado poco después del mercado. Este retiro se debe a que sus efectos
secundarios, relacionados sobre todo con la depresion, se hallaron prevalentes en
comparacién a los beneficios sobre la salud (Sam, Salem et al. 2011). La necesidad de los
“mercados” de encontrar terapias eficientes para la pérdida de peso, y la presion y recursos
dedicados a este fin es enorme. Se cred un cortocircuito que desembocdé en una investigacion
dirigida e insuficiente sobre el compuesto antagonista de los CB. La rapida comercializacion
de farmacos no sustentados por la investigacidn, por exigencias temporales del mercado,
evidencia un problema de falta de investigacién de base, y acentiia el empuje hacia una
investigacion funcional, y la produccién y comercializaciéon privada con fines de lucro en el
sector farmacéutico; y no al conocimiento y mejora de la vida de seres vivos.En general, los
estudios indican que la actividad locomotora baja con la administracion de CBs. En otros
estudios, la administracién de CBs, aunque disminuye la actividad locomotora total, aumenta
la actividad caracterizada por patrones de inquietud, que se manifiesta con locomocién en
circulos acompafada de vocalizacién anémala (Dalton, Wang et al. 2009, Ferrari, Ottani et al.
1999a). Todos los efectos parecen relacionarse con la dosis. Algunos estudios muestran que
altas dosis de CBs suprimen la actividad motora (Polissidis, Chouliara et al. 2010, Smirnov,
Kiyatkin 2008, Katsidoni, Kastellakis et al. 2013), mientras que bajas dosis resultan
incrementar tal actividad (Sanudo-Pena, Romero et al. 2000, Katsidoni, Kastellakis et al.
2013). El rol del sistema eCB en la funcién fisiologica y fisiopatoldgica de caracter hepatico se
establecié hace menos de una década y ha sido poco investigada. La expresion de los CBrs en
el higado hasta el dia de hoy estd localizada principalmente en algunas células: los
hepatocitos, células endoteliales y células de Kupffer. Estudios indican que los receptores de
CBs se sobreexpresan durante enfermedades cronicas hepaticas de varia etiologia y en varios
estadios de la enfermedad. Se ha encontrado sobreactivacion del sistema eCB por lesiones de
hepatocitos, procesos inflamatorios, esteatosis alcohodlica y no alcohdlica, fibrogénesis,
hipertension portal y encefalopatia hepatica (Batkai, Osei-Hyiaman et al. 2007, Mallat,
Lotersztajn 2008, Mallat, Lotersztajn 2010). La accién de los CBrs no esta tan clara en la
fibrosis, donde la activacién del CB1r y del CB2r parece tener efectos opuestos.

La sobreexpresion durante manifestaciones patologicas hepaticas podria indicar un intento

del sistema eCB de mantener o restablecer la homeostasis.
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1.6. LANICOTINA Y LOS RECEPTORES NICOTINICOS

La adiccién al tabaco es uno de los problemas socio-econémicos y sanitarios mas importantes
de los paises desarrollados y en vias de desarrollo. Segtin la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), mas de 1.000 millones de personas fuman tabaco en todo el mundo, y su consumo
produce mdas de 5 millones de muertes cada afo. Fumar es la causa del 35% de las muertes
por enfermedades respiratorias y, de éstas, el 29% de las muertes son causadas

por manifestaciones  cancerigenas (http://www.dejardefumarya.com.mx/enfermedades-

respiratorias-por-tabaquismo). El 80% de las muertes por enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (EPOC) son originadas por el tabaquismo. La EPOC, que en 1990 era la quinta causa de
muerte en el mundo, paso a ser la cuarta causa en 2000 y se estima que en 2020 ocupara la
tercera posicion (Mathers, Loncar 2006). Hay que tener en cuenta, ademas, que es una
patologia infradiagnosticada y, hasta hace pocos afios, con escasas opciones terapéuticas
(Pena, Miravitlles et al. 2000). Segiin la OMS, el consumo de tabaco constituye un factor de
riesgo para 6 de las 8 principales causas de mortalidad en el mundo.

La nicotina es un compuesto organico, un alcaloide (Figura 18) que se encuentra en los
vegetales, principalmente en la planta del tabaco (Nicotiana tabacum y Nicotiana rustica), con
alta concentracion en sus hojas (constituye cerca del 5% del peso de la planta y del 3% del
peso del tabaco seco), estando también presente en otras plantas de la familia solanacea. En
cantidades marginales, ha sido encontrado en otras plantas. La nicotina es el principal
componente psicoactivo del tabaco y la responsable de la adiccion al mismo.

La nicotina debe su nombre a Jean Nicot, quien introdujo el tabaco en la corte real de Francia
en 1559. La nicotina se aislé por primera vez de la planta en 1828 por los quimicos alemanes
Posselt y Reimann. La nicotina es un agonista colinérgico, el cual se mueve a través del flujo
sanguineo y pasa muy rapidamente por las membranas celulares. Se caracteriza por ser una
sustancia que atraviesa la barrera hematoencefalica (Benowitz 1996), la barrera placentaria
(Lambers, Clark 1996) y la barrera hematoretiniana (Evereklioglu, Alasehirli et al. 2004).

La nicotina actda sobre el SNC. Es una sustancia que interviene a nivel pre- y post-sinaptico, y
un agonista de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) (Araujo, Lapchak et al.
1988). Algunos estudios relacionan la nicotina con efectos neuroprotectores, con la
recuperacion de la memoria en modelos humanos y animales, y con un efecto beneficioso en
la enfermedad de Alzheimer y la alerta a los estimulos visuales (Iwamoto, Mata et al. 2013,
Quik, Perez et al. 2012, Sieber 2012, Iwamoto, Birkholz et al. 2014, Hijioka Masanori, Katsuki

etal. 2011).
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Figura 18. Estructura de la nicotina

Actualmente, existe una gran controversia sobre el posible efecto neuroprotector de la
nicotina, debido a que las pruebas no son concluyentes.

Los receptores nAChR forman parte de la superfamilia de receptores ionotrépicos activados
por ligando. Los receptores nAChR son pentamericos, compuestos por combinaciones homo o
heteroméricas de diferentes subunidades (a, 3, y, §). Cada receptor posee un dominio
extracelular aminoterminal hidrofilico, cuatro dominios transmembrana (que forman la
clasica estructura 3+1) y un dominio citoplasmico de tamafio variable (Figura 19) (Le Novere,
Zoli et al. 1996). Se han identificado y diferenciado 10 subunidades «a (a1-a10), 3 subunidades
B (B2-B4), una y y otra 8. Cada combinacion estequiométrica de estas subunidades conlleva
diferentes perfiles de respuesta y efecto. En el SNC estos receptores estan compuestos por las
subunidades heteropentaméricas a (aZ2-al0) y B (B2-f4) o por la combinacién de las 5
subunidades a formando un receptor homopentamérico. Estas subunidades se agrupan
alrededor de un poro central permeable a cationes (Na*, K*, Ca2+). Esta region esta compuesta
por aminoacidos cargados negativamente, que facilitan el paso de cationes a través del poro.
Estos receptores pertenecen al sistema colinérgico, de suma importancia en el SNC (Witten,
Lin et al. 2010, Cragg 2006, Albuquerque, Pereira et al. 2009), y su desequilibrio en la
expresion o funcionamiento se relaciona con neuropatologias como sindrome de Alzheimer,
sindrome de Parkinson y esquizofrenia (Albuquerque, Pereira et al. 1995, Albuquerque,

Pereira et al. 2009).
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Figura 19. Estructura bdsica del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR).

Dibujo de un receptor nAChr. Se muestran los 3+1 dominios transmembrana, con un largo dominio extracelular
y un dominio citoplasmdtico variable entre los dominios 3 y 4. Se muestra el sitio de union de la ACh. Imagen
toma ay modificada de http://www.wikiwand.com/it/Recettore nicotinico.

Los nAChRs se encuentran en el sistema nervioso central y periférico, musculo esquelético,
tejido linfoide, macroéfagos, keratinocitos de la piel, pulmdn, tejido vascular, sistema digestivo,
células cromafines de la médula adrenal, y 6rganos sensoriales. Ademas, se localizan en los
ganglios autonomos, tanto simpaticos como parasimpaticos. Los nAChRs presentan una
amplia distribuciéon de acuerdo con la extensa localizacion de las vias colinérgicas en el SNC
(Gotti, Clementi 2004). Los nAChR estan localizados preferentemente a nivel presinaptico,
donde modulan la liberaciéon de distintos neurotransmisores. Con menor frecuencia se
encuentran en cuerpos celulares o dendritas y zonas cercanas a la terminal axdnica, en
disposiciéon postsinaptica (Gotti, Clementi 2004, Albuquerque, Pereira et al. 2009). La
estimulacion de las neuronas postsindpticas posibilita la apertura no selectiva de canales de
Na*, permitiendo la despolarizacién de la célula, con la activacién de canales de CaZ*
dependiente de voltaje. Estos mecanismos modulan la secrecion de neurotransmisores,
plasticidad sinaptica, viabilidad, diferenciaciéon y migraciéon neuronal (Albuquerque, Pereira et
al. 2009). En modelos animales se ha demostrado que la acetilcolina tiene un papel muy activo

en el desarrollo del cerebro y que es responsable de la proliferacién, maduracién y
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diferenciacion de multiples tipos de células cerebrales (Kolb 1989, Pugh, Margiotta 2000).
Esto podria justificar sus efectos a determinados niveles sobre la memoria, atencion y
respuesta a estimulos visuales. Es igualmente conocido que el uso créonico de agentes ligandos
de nAChR como la nicotina pueden acarrear problemas y desajustes indeseados de las
funciones fisioldgicas. Los receptores de nAChR son muy importantes a nivel cerebral, tanto
en estado de desarrollo como en los sucesivos. Se ha demostrado en estudios anteriores que la
exposicion a nicotina en estado embrionario en ratas produce cambios morfolégicos y en el
comportamiento (Khalki, Khalki et al. 2012). Ademas, puede provocar consecuencias a largo
plazo en el funcionamiento del sistema visual en individuos expuestos a nicotina, en particular
con exposicion durante el desarrollo (Yan, Zhao et al. 2006). La nicotina se asocia a efectos

sobre el apetito y el comportamiento, se cree debido a su efecto adictivo.

1.6.1 EFECTOS MODULADORES DE LOS RECEPTORES NICOTINICOS EN LA
RETINA

La alta densidad de receptores nicotinicos en el coliculo superior y en el niucleo geniculado
lateral talamico sugieren que estos receptores juegan un papel importante en el sistema visual
de los mamiferos. En ratas, la administracién subcutanea de nicotina produce un aumento de
la actividad en estas areas, asi como en la corteza visual (London, Connolly et al. 1988,
Marenco, Bernstein et al. 2000, Schrock, Kuschinsky 1991). Los receptores nicotinicos se
expresan en varios tipos de células retinianas, como ganglionares, fotorreceptores y algin
subtipo de célula amacrina. Su expresion esta presente también en condiciones
fisiopatolégicas (Smith, Souza et al. 2014). Los receptores nicotinicos en el sistema visual
participan en la modulacion, organizacion y funcionamiento normal. Los receptores nAChR
podrian tener efectos moduladores no relacionados con el tradicional sistema colinérgico
neuronal, sino con el sistema colinérgico no neuronal (Miwa, Freedman et al. 2011, Maneu,
Gerona et al. 2010).

Los receptores de nACh parecen tener un efecto neuroprotector en células ganglionares
retinianas (Wehrwein, Thompson et al. 2004). En particular, el receptor homomerico a7 se
asocia a neuroproteccién y con efectos moduladores sobre epitelio pigmentario, células
ganglionares, células amacrinas, y fotorreceptores tipo cono en retina, y contra la
excitotoxicidad por glutamato (Maneu, Gerona et al. 2010, Smith, Souza et al. 2014, Mosinger,
Price et al. 1991). La administracion de nicotina puede dar lugar a cambios en el

funcionamiento del sistema visual, aumentando la actividad de los receptores NMDA
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relacionados con el neurotransmisor retiniano mas importante, el glutamato. En células
ganglionares de ratas, algunos estudios indican que la excitoxicidad podria involucrar
receptores NMDA y no NMDA (Mosinger, Price et al. 1991). En otros estudios se ha indicado
que la induccién de exitotoxicidad por glutamato es debida a receptores no NMDA (Otori, Wei
et al. 1998). Ademas la nicotina podria tener efectos terapéuticos contra dafios neuronales
isquémicos incluso podria suprimir la activaciéon proinflamatoria de la microglia (Hijioka
Masanori, Katsuki et al. 2011).

La nicotina afecta a la organizacion y actividad de las terminales de las células ganglionares de
la retina y puede provocar consecuencias en el sistema visual en individuos que estan
expuestos a nicotina durante el desarrollo (Yan, Zhao et al. 2006). En los animales tratados
con dosis altas de nicotina, la capa de las células ganglionares retinianas y el espesor global de
la retina se reduce en comparacion con retinas controles. En estudios histopatolégicos, se han
demostrado dafios en la retina de animales recién nacidos causados por consumo materno de
nicotina durante la gestacién (Moyano, Porteros et al. 2013). Ademads, se han observado
cambios degenerativos selectivos en la capa plexiforme interna, caracteristicos de atrofia
isquémica retiniana (Evereklioglu, Alasehirli et al. 2004). Estos hallazgos histolégicos
encuentran confirmaciéon en ensayos electrorretinograficos con nicotina en humano y
animales. Varios estudios han puesto en evidencia los efectos a nivel funcional de la nicotina
sobre la retina y el sistema vascular retiniano (Junemann, Damaske 1968, Gundogan,

Erdurman et al. 2007, Moyano, Porteros et al. 2013, Varghese, Reid et al. 2011).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

Como se menciona en la introduccion, la retinosis pigmentaria es una causa importante de
ceguera en el mundo. Todavia no existe un tratamiento eficaz para esta enfermedad, aunque
se estan investigando estrategias prometedoras. Para ensayar estas estrategias, la via mas
recorrida es la utilizacion de modelos animales. La mayoria de los datos obtenidos a través de
registros funcionales en humanos y/o directamente del procesamiento histolégico de ojos
procedentes de autopsias de pacientes afectados de retinosis pigmentaria son de una utilidad
de indudable valor. Sin embargo, la mayoria de este material procede de individuos de edad
mas o menos avanzada, cuando la degeneracion de la retina y la pérdida de funcién visual son
acusadas, por lo que es dificil caracterizar los estadios tempranos y el progreso inicial de las
alteraciones de la retina.

La RP es una enfermedad que afecta a la retina en su conjunto. Esta posee una serie de capas
bien definidas, y sus tipos celulares estan ampliamente caracterizados, asi como las rutas de
transmision de la informacion visual, lo cual facilita su estudio. La retina esti constantemente
sometida a distintas fuentes de estrés (oxidativo, por luz, metabdlico etc.) que pueden dafiar a
las proteinas y otros componentes celulares, por lo que en dicho tejido tan fino y complejo los
sistemas que aseguran la homeostasis son necesarios. La retina es un tejido metabdlicamente
muy activo, continuamente estimulado, por lo que su demanda energética es elevada. Esta
intensa actividad metabolica conlleva una intensa actividad celular, y cualquier alteracion a
nivel molecular conlleva un estado de estrés de las diferentes células neuronales presentes en
la retina. Por todo ello, es importante determinar cuales sustancias pueden aportar efectos
neuroprotectores sobre la patogénesis neurodegenerativa de la retinosis pigmentaria.

Los efectos bioldgicos de la nicotina son fundamentalmente resultado de su accién sobre
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), cuya funcién principal es mediar la
transmision sindptica. La nicotina se ha relacionado con posibles efectos neuroprotectores y
con la recuperaciéon de la memoria en modelos humanos y animales. Algunos estudios han
evidenciado un efecto protector de la de nicotina contra la enfermedad de Alzheimer y en la
respuesta a estimulos visuales (Sieber 2012, Iwamoto, Birkholz et al. 2014, Iwamoto, Mata et
al. 2013, Hijioka Masanori, Katsuki et al. 2011). Actualmente, existe una gran controversia
sobre el posible efecto neuroprotector de la nicotina y la dosis necesaria. Existen pocos

estudios al respecto y los resultados no son univocos.
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En las ultimas décadas ha aumentado el interés de la comunidad cientifica en estudiar los
efectos fisioldgicos y farmacolégicos de los cannabinoides. Los cannabinoides son un grupo de
sustancias con importantes potencial farmacolégico. Cada dia se identifican nuevos
cannabinoides enddgenos, se sintetizan nuevos derivados y se identifican nuevas acciones
fisioldgicas, por lo que podemos decir que éste es un grupo de sustancia en continua evolucion
con un amplio campo de investigacidn.

En el SNC, los efectos neuroprotectores de los CBs han sido investigados en referencia a la
atenuacién de dafios por lesiones al sistema nervioso central de varios tipos (Dagon, Avraham
et al. 2007b, Fernandez-Ruiz, Romero et al. 2007, van der Stelt, Di Marzo 2005, van der Stelt,
Veldhuis et al. 2002, Zogopoulos, Vasileiou et al. 2013). Ademas, algunas investigaciones han
puesto de manifiesto la presencia difundida del sistema eCB en varias areas oculares como
musculo ciliar, epitelio pigmentado ciliar, retina, conducto de Schlemm, etc. (Porcella, Maxia et
al. 2000, Stamer, Golightly et al. 2001, Lograno, Romano 2004). La capacidad de
neuroretinoproteccion de los CBs ha sido parcialmente investigada (Yazulla 2008, El-
Remessy, Khalil et al. 2003b, El-Remessy, Rajesh et al. 2011). HU210 tiene caracteristicas
terapéuticas potencialmente importantes, y se caracteriza por una alta afinidad a los CBrs.
HU210, siendo un agonista muy potente de los CBrs y no habiéndose estudiado en relacion
con la retinosis pigmentaria en el modelo murino P23H, nos pareci6 un 6ptimo candidato para

esta investigacion.
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2.2. OBJETIVOS

En base a las consideraciones del apartado 2.1, los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido

los siguientes:

Objetivo n.1. Analizar los posibles cambios funcionales en la retina, tras la exposicién crénica

al cannabinoide HU210 en ratas P23H.

Objetivo n.2. Analizar los posibles cambios celulares en la retina tras la exposicién crénica al

cannabinoide HU210 en ratas P23H.

Objetivo n.3. Analizar los efectos de la administracién crénica del cannabinoide HU210, sobre

la actividad motora, peso, apetito y consumo de agua de ratas P23H.

Objetivo n.4. Analizar los posibles cambios funcionales en la retina, tras la exposicion crénica

a diferentes concentraciones de nicotina en ratas P23H.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES Y TRATAMIENTOS

El manejo de todos los animales utilizados en esos estudios y su sacrificio se llevaron a cabo
de acuerdo con la normativa que regula el manejo de animales de experimentacion
establecida por el National Institute of Health (NIH, United States of America) y por la
Directiva Europea que disciplina la materia (2010/63/UE).

Para estos estudios utilizamos ratas transgénicas albinas homocigotas P23H-3, obtenidas por

el Dr. LaVail (UCSF School of Medicine; http://www.ucsfeye.net/mlavailRDratmodels.shtml).

Como ya se ha tratado en el apartado 1.3., este modelo de degeneracidn retiniana es debido a
una sustitucién aminoacidica de una prolina por una histidina en el codén 23 del gen que
codifica la rodopsina. Todos los animales nacieron en la colonia del animalario de la
Universidad de Alicante y fueron destetados en el periodo correspondiente. Como animal de
referencia utilizamos ratas Sprague Dawley (SD; base genética de las P23H) de la misma edad
procedentes de una colonia mantenida en el animalario de la Universidad de Alicante.

A partir del dia del destete (P21) se iniciaron los experimentos; todos los animales se
mantuvieron en una habitacién aislada, bajo temperatura controlada de + 23 °C, en jaulas
individuales Tecniplast modelo 2154F con ventilacién adecuada, humedad del 60% y un ciclo
de fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad (Figura 20). La luz en la habitacién era
emitida por 2 lamparas fluorescente estandares con una intensidad medida a nivel de las
jaulas entre 350 y 400 lux. Se realizaron también medidas en zonas posteriores de las jaulas,
que suministraron valores medios de intensidad 14.5 lux. La intensidad fue medida con un
luxdmetro marca GOSSEN modelo MAVOLUX 5032B. Todos los animales se alimentaron con
comida seca Teklad 2014 y agua ad libitum.

El compuesto HU210, al ser un cannabinoide, tiene una estricta legislacion, también en
términos de investigacidn cientifica. Para la importaciéon del compuesto con fines cientificos,
se solicit6 una autorizacién, previa redaccién de una memoria informativa, a la Agencia
Espafiola de Medicamientos y Productos Sanitarios, en concreto al drea de Estupefacientes, en
el respeto de la legislacion nacional y del convenio sobre sustancias psicotrépicas del 1971.
Ademas, siendo una sustancia clasificada como psicotropa, se tiene que respetar la normativa
del 2001 sobre el uso final de la sustancia. A tal fin, se redactaron solicitudes relativas a su uso

cientifico a R&D System, Tocris Bioscience, para la importacion de la sustancia en Espafia.

62


http://www.ucsfeye.net/mlavailRDratmodels.shtml

El compuesto HU210 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) fue disuelto en etanol (5 mg/ml). Para su
correcto almacenamiento fue refrigerado a -20 °C. En este estudio se utilizaron 11 ratas P23H,
todas de sexo masculino, divididas en dos grupos de manera aleatoria, un grupo control (no
tratado) formado por 5 animales a los cuales se les inyectaba 100 pug/Kg (i.p.) de solucién
salina (0.9% de NaCl) 3 veces por semana, y un grupo tratado con HU210 formado por 6
animales a los que se administr6 HU210 disuelto en solucion salina 3 veces por semana a la
dosis de 100 pg/Kg (i.p.) durante 67 dias, de P24 hasta P90. Ambos grupos recibieron las
administraciones i.p. los mismos dias y horas a lo largo de todo el tratamiento. Con el fin de
ajustar la dosis establecida al crecimiento de los animales, los animales se pesaban antes de
cada administracion.

En el experimento con nicotina se utilizaron 19 ratas P23H, todas de sexo masculino,
divididas aleatoriamente en 3 grupos experimentales: un grupo control con administracion
oral de vehiculo (etanol) (n = 7), un grupo con administraciéon oral de nicotina disuelta en
etanol a razén de 10 mg/ml (n = 6), y un tercer grupo con administracién oral de nicotina
disuelta en etanol a razén de 50 mg/ml (n = 6). La administracién final de nicotina (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) era respectivamente de 1 mg/Kg/dia y de 5 mg/Kg/dia.
Tanto la nicotina como el vehiculo fueron administrados a través del agua de bebida. Para
evitar la oxidacion y deterioro de la nicotina disuelta, la mezcla fue preparada y reemplazada
3 veces por semana. Con el fin de ajustar la dosis de nicotina al crecimiento de los animales y
la ingesta de agua, los animales se pesaban 3 veces por semana y la ingesta de agua se
estimaba cada 15 dias. La ingesta de alimento también fue evaluada cada 15 dias. La dosis de
etanol administrado fue proporcional al peso de los animales y no superd el valor de 1.5 ml/L
de agua. Se estima que la dosis de etanol administrada no super6 los 0.1 ml/Kg/dia. En este
estudio el tratamiento fue administrado durante 91 dias, de P30 hasta P120.

Al finalizar el tratamiento en ambas investigaciones, las ratas se sacrificaron mediante
procedimiento bien establecido y aprobado internacionalmente (inhalaciéon de CO:; y
dislocacion cervical). Las ratas se sacrificaron por la mafiana con el Unico propdsito de esta
investigacion y, a parte de los ojos e higados, no se utilizaron otros 6rganos para estudios
adicionales. Los cadaveres, una vez quitados los 6rganos necesarios para la investigacion, se
incineraron.

Seguidamente a la muerte, se marc6 la parte superior del limbo esclerocorneal con hilo de
sutura y se extrajeron los globos oculares destinados a ser analizados mediante microscopia.

Con ese fin se realiz6 un pequeio corte en el limbo esclerocorneal para permitir que el fijador
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penetre facilmente en el interior. Los ojos se fijaron en paraformaldehido 4% en PB 0.1 M pH
7.4 durante 1 h a temperatura ambiente. Para un correcto almacenamiento en el laboratorio,
los ojos se lavaron con PB 0.1 M pH7.4 y seguidamente se procedi6 a crioproteger los tejidos
con soluciones de sacarosa crecientes en PB 0.1 M pH 7.4 (15% durante 1 h, 20% durante 1 h
y 30% a 4 °C durante toda la noche) segtin procedimiento bien establecido (Cuenca, Pinilla et
al. 2005). Finalmente, se almacenaron a -80 °C para su futuro uso. Los higados fueron

pesados, congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C.

Figura 20. Imagen de una de las ratas albinas P23H-3 utilizadas en los estudios
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3.2. MICROSCOPIA DE INMUNOFLUORESCENCIA
3.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPIA

3.2.1.1 SECCIONES VERTICALES DE RETINA

Los ojos se descongelaron a temperatura ambiente y se diseccionaron. Para proceder a la
diseccidn, se utilizaron herramientas de microcirugia siguiendo el siguiente procedimiento: se
cortd el ojo a lo largo del limbo esclerocorneal con tijeras de diseccién microquirurgicas para
separar iris y cornea, eliminandose estas estructuras junto con el cristalino, el humor vitreo y
eventuales residuos de sacarosa sobrante, con mucha atencién para no dafiar el tejido objeto
de estudio, la retina con su epitelio pigmentario. Se procedié a recubrir los ojos con solucion
de inclusién para criostato Tissue-Tek® O.C.T. (Sakura Finetek Europe; Zoeterwoude,
Holland) y fueron congelados en nitrogeno liquido. Con el fin de permitir la obtencién de
secciones con buena orientacion de cara a la observacién microscopica, incluimos los ojos en
mas 0.C.T. y se atemperaron a -25 °C en el interior del criostato y marcamos la parte superior
y el lado temporal para permitir una correcta orientacidn. Se cortaron las secciones con
grosor de 16 um para la observaciéon microscopica. Para los cortes de precision se utilizé un
criostato LEICA CM 1900 (Wetzlar, Deutchland). Las secciones obtenidas se depositaron en
portaobjetos clase 1.5, 24 mm, Superfrost® Plus (Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Germany) y se almacenaron a -20 °C. Antes de cualquier utilizacion de las secciones obtenidas
se lavaron 3 veces en PB 0.1 M pH 7.4 y luego se trataron con solucion bloqueadora
compuesta por 10% suero de mono estandar en PB mas 0.5% Triton x-100 durante 1 h al fin

de evitar unidn inespecifica de anticuerpos a determinantes antigénicos del tejido.

3.2.2 INCUBACION CON ANTICUERPOS

La secciones se lavaron 3 veces durante 5 min con PB 0.1 M pH 7.4 y se incubaron durante 16
h, en camara himeda y oscuridad, con los anticuerpos primarios correspondientes diluidos en

PBX (Triton X -100 al 1% en PB).
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ANTICUERPO ANTIGENO ORIGEN CASA COMERCIAL
Ratén (monoclonal)
Bassoon (Cuenca, Pinilla et al stressgen
uenca, Pinilla et al. 1:1000
2004)
Conej liclonal
" jo(policlonal) Swant
Calbindina D-28K(CB) (Cuenca, Pinilla et al. 1:500

2004)

Proteina quinasa C, subunidad a (PKC-a)

Conejo (policlonal)

(Cuenca, Pinilla et al.
2004)

Santa Cruz Biotecnology
1:100

Ratén (monoclonal)

J.F. McGinnis U. of Oklahoma

Recoverina (Cuenca, Pinilla et al. 1:2000
2004)
Primario Ratén (monoclonal) .
. Chemicon
Rodopsina (Pinilla, Cuenca et al. 1:200
2007)
Ratén clon SY38 .
. - Chemicon
Sinaptofisina (Fernandez-Sanchez, 1:500
Lax et al. 2011)
Conejo (policlonal
. o (p ) Cytosignal
Y-Transducina (Cuenca, Pinilla et al. 1:200
2004)
Conejo (policlonal)
GNB3 (Fernandez-Bueno, SllG-i;\/(I)A
Fernandez-Sanchez )
et al. 2012)
16G de conejo Asno Molecular Prlc?fgg Eugene, OR
Secundario
16G de raton Asno Molecular Prlc?i)gg Eugene, OR
Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios

La primera columna indica el tipo de anticuerpo; la segunda columna indica la proteina antigeno; la tercera
columna indica la especie de origen y la bibliografia de referencia; la cuarta columna indica la casa comercial
de adquisicion y la dilucién.

Todos los anticuerpos primarios fueron previamente probados para comprobar su
inmunoreactividad (Tabla 3). Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min en PB 0.1 M
pH 7.4. A continuacién, se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes
diluidos en PBX conjugados a un fluoroforo Alexa Fluor® de Molecular Probes con una A de
excitacion de 488 y 555 nm durante 1 h, en camara himeda, a temperatura ambiente y en
oscuridad. Finalmente, las secciones se lavaron 3 veces durante 5 min con PB 0.1M pH 7.4, se

montaron en medio con glicerina CITIFLUOR (Citifluor Ltd; London, UK) y se sellaron con
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esmalte. Para su correcto almacenamiento se conservaron a 4 °C en oscuridad hasta su

visualizaciéon mediante microscopia 6ptica y/o confocal.

3.2.2.1 TINCION DE NUCLEOS

En referencia al estudio sobre el cannabinoide HU210, con el fin de visualizar los ntcleos de
las células mediante microscopia electronica confocal, se realizaron marcajes con ioduro de
TO-PRO-3 (Molecular Probes) a una concentracion de 1 uM con el relativo anticuerpo
secundario y se incubé durante una hora en oscuridad, en cdmara hiimeda y a temperatura
ambiente. El proceso de preparacion de las muestras para microscopio se describe en el
apartado 3.2.2.

Por otro lado, se llevé a cabo también el marcaje de ndcleos con Hoechst (Sigma, Milwaukee,
WI) (diluciéon 1:10000), con el fin de cuantificar el grosor y el numero de filas de
fotorreceptores de la capa nuclear externa (ONL) con el microscopio dptico (Figura 24 y 25).
Este compuesto produce una fluorescencia azul (emisién maxima a 460 nm) cuando se une al
surco menor del DNA y se excita a una longitud de onda cercana a 350 nm. En este caso, el
procedimiento de observaciéon fue parecido al descripto en el apartado 3.2.2., matizando
alguna diferencia. El medio utilizado para el reactivo de fluorescencia fue el VECTASHIELD. La
observacion de los nucleos marcados con Hoechst se llevé a cabo con microscopia dptica en
nuestro laboratorio. El microscopio o6ptico de fluorescencia utilizado fue el Leica DMR
(Wetzlar, Alemania), dotado de la fotocarama Leica DC500. El programa utilizado para la toma
de fotos y almacenamiento fue Leica Image Manager 50 (escala 20X x 1.6X resolucion

3900x3090, 36 fotos).

3.2.2.2 OBSERVACION MEDIANTE MICROSCOPIO CONFOCAL

La preparacion de las muestras se realizd como se ha descrito en el apartado 3.2.2., y se
procedi6 a la observacidon microscépica. La fluorescencia de las muestras se detecté mediante
un microscopio confocal espectral invertido Leica TCS SP2, equipado con 3 fuentes de laser: 1)
laser azul de Ar, con una A de excitacién de 450-490 nm, utilizado para aquellas muestras en
las que se emplearon anticuerpos secundarios marcados con el fluor6foro AF488 (Molecular
Probes), el cual emitia fluorescencia a una A de 515 nm (verde); 2) laser verde de He-Ne, con
una A de excitacion de 515-560 nm, utilizado en los casos de anticuerpos secundarios

marcados con AF555, los cuales emitian a una A de 590 nm (rojo); y 3) laser rojo de He-Ne,
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con una A de excitacion de 633 nm, utilizado en los casos en los que se empleé TO-PRO-3, el
cual emite a una A de 661 nm (rojo lejano, pseudocoloreado en azul en este trabajo). En los
casos en los que se visualizaron dos o mas fluor6foros sobre la misma muestra, éstos fueron
excitados secuencialmente y no simultaneamente, para evitar interferencias entre los canales
de emision. Los objetivos utilizados fueron Leitz Plan-Apocromaticos. Dos de ellos eran secos,
de 10x y 20x, y tres de inmersion en aceite mineral, de 40x, 63x y 100x. La platina del
microscopio era galvanométrica de alta precision y alta velocidad para controlar el eje Z. Las
imagenes que posteriormente iban a ser comparadas entre si se adquirieron sin alterar los
pardmetros de captura de imagen. Las fotografias obtenidas se almacenaron en formato TIFF
y se procesaron mediante el programa Adobe CS4 Master Collection (Adobe) para su posterior
analisis. En su caso, las imagenes se utilizaron para el andlisis cualitativo y cuantitativo de

datos.
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3.3. ELECTRORETINOGRAMAS (ERGS)

3.3.1 PREPARACION DE LOS ANIMALES PARA LOS ERGs

Previamente a poner en marcha el procedimiento de registro electrorretinografico, las ratas,
en su propia jaula individual, fueron puestas en cubiculos en total oscuridad durante una
noche entera, aisladas de ruidos y con recirculaciéon de aire, con el motivo de permitir una
correcta adaptacion a la oscuridad. El mismo proceso de preparacion de los animales a los
ERGs fue realizado para ambos estudios de esta tesis, el estudio con nicotina y con el
cannabinoide HU210. La mafiana siguiente, bajo una luz roja muy tenue, las ratas fueron
anestesiadas mediante una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de ketamina (100
mg/Kg) y xilacina (4 mg/Kg). Una vez anestesiadas, inmediatamente antes de proceder a los
registros se les dilataron las pupilas con la aplicacién tépica del colirio midriatico Colicusi
(Alcon Cusi; El Masnou, Barcelona, Espafia) con principio activo tropicamida (1%). Con el fin
de minimizar la deshidratacién y optimizar la transmisién eléctrica desde la cérnea al
electrodo de registro, se aplicé un gel Vicotears (Novartis, Barcelona, Espafa) con principio
activo acido poli-acrilico carbomero (0.2%). El proceso de preparaciéon de los animales
anestesiados se realiz6 sobre una camita a medida, recubierta de aluminio y derivada a tierra,
dotada de una manta homeotérmica con temperatura constante de 38 °C. El electrodo de
referencia, consistente en una aguja de platino subdérmica, se colocé en la linea media del
craneo, a la altura de las orejas. Los electrodos de registro se situaron en el centro de la cérnea
de cada ojo de la rata. Este paso resulta ser crucial a la hora de obtener un registro limpio (sin
ruido eléctrico) y fiable. Los electrodos de registro eran DTL X-Static de nylon recubierto de
plata (Saquoit Industries, Stanton PA) conectados con los aparatos descritos en el apartado

3.3.2.

3.3.2 REGISTROS ELECTRORETINOGRAFICOS

Los ERGs se realizaron a partir de las 24 h sucesivas a la udltima administracion del
tratamiento en el estudio con HU210, mientras que en el estudio con nicotina la
administracion no se interrumpié, siendo integrada en la hidratacién diaria del animal.

Todos los registros electrorretinograficos fueron bilaterales, o sea se obtuvieron registros de

ambos ojos. En el estudio referente a HU210 se realizaron registros a P30, P60 y P90. En el
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estudio referente a la nicotina se realizaron registros a P30 y P120. Para ambos estudios se
decidié realizar solo registros escotdpicos en total oscuridad.

El dispositivo para la realizacion de los registros de ERGs se componia de una cadmara o globo
“ganzfeld” con 24 diodos electroluminiscentes de luz blanca, distribuidos uniformemente con
la funcion de inducir las respuestas electrorretinograficas (Figura 21). Con el fin de minimizar
ruidos eléctricos ambientales, la camara “ganzfeld” estaba situaba en una jaula de Faraday.
Los ERGs obtenidos se amplificaron y se filtraron entre 1-1000 Hz, mediante 2 amplificadores
marca World Precision Instruments (Aston, UK) modelo DAM 50, se digitalizaron a 4 kHz,
mediante un sistema Power Lab 4/20T marca ADInstruments (Oxfordshire, UK), y fueron
monitorizados en tiempo real a través de un ordenador PC 300GL marca IBM (Armonk, USA).
Se registraron las respuestas escotdpicas promediadas de 3 a 10 impulsos luminicos simples
a estimulos de 10 ms para cada una de las 11 intensidades luminicas aplicadas de forma
creciente desde -5.2 hasta 0 log cd-s/m2. Los estimulos luminicos se emitieron en intervalos
de 10 s para los estimulos de menor intensidad, entre -5.2 hasta -1.4 log cd-s/m?2. Con el fin de
minimizar la desensibilizacion de los fotorreceptores, sobretodo de los bastones, los estimulos
luminicos de mayor intensidad, entre 0.8 hasta 0 log cd-s/m?2 se emitieron con intervalos de
20 s Los registros se analizaron offline y los resultados obtenidos en los registros se

cuantificaron y evaluaron estadisticamente.
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Figura 21. Imdgenesy esquema de registro de ERG

A) Dispositivo para la emisién de estimulos y el registro de respuestas visuales. 1, jaula de Faraday; 2, cdmara
de ganzfeld, 3, diodos electroluminiscentes de luz blanca; 4, amplificadores. B) Electrodos aplicados sobre el
animal: 1, electrodos de registro DTL; 2, electrodo de tierra de oro; 3, electrodo de referencia de platino. C)
Esquema circuito de los electrorretinogramas: 1, el PC activa el protocolo de registro; 2, el alimentador
suministra la sefial eléctrica a los diodos; 3, Los diodos emiten el estimulo luminico; 4, La rata recibe y
transforma el estimulo luminico en estimulo eléctrico (fototransduccion); 5, Los electrodos detectan el estimulo
eléctrico y lo transmiten a los amplificadores; 6, Los amplificadores filtran y el sistema power lab digitaliza el
estimulo; 7, el PC almacena los datos digitalizados.

71



3.4. REGISTRO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

Con el fin de determinar si el tratamiento cronico de los animales P23H con HU210 afecta o no
la activi

dad motora respeto a los animales P23H tratados con vehiculo, se registré la actividad de cada
animal durante los dltimos 7 dias de tratamiento. No se registr6 la actividad motora en la
investigacion con nicotina.

Para el registro, se coloco en cada jaula un sensor eléctrico de rayos infrarrojos (OMROM E3S-
AD62; OMROM Corporation, Kioto, Japén), sensible a la deambulacién del animal en la jaula
(Figura 22 y 23). Las fotocélulas se colocaron a unos 5 cm de altura, en el lateral de la jaula,
justo donde se localiza el comedero. Cuando una rata cruzaba el haz de luz infrarroja, se
contabilizaba un evento, y los datos quedaban registrados en el ordenador. Los valores de
actividad global de las ratas se expresaron como nimero de eventos/intervalo de 10 min. Los

resultados obtenidos se procesaron para su evaluacién estadistica.

Figura 22. Jaula individual con fotosensor eléctrico (fotocélula) de rayos infrarrojos
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Figura 23. Jaulas con fotocélulas durante el registro de la actividad locomotora
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3.5. MEDIDAS DE INGESTA, HIDRATACION Y PESO CORPORAL

Con el fin de determinar si la administraciéon del compuesto cannabinoide HU210 influencia
el apetito, la hidratacién y la regulacién del peso corporal, durante todo el tratamiento, de
P24 a P90, se registraron, en cada uno de los animales, los valores de peso corporal y cantidad
de alimento y agua ingerida. Estos datos no fueron recogidos en referencia al estudio con
nicotina. La ingesta de alimento se evalu6 cada 2 semanas (14 dias), pesando la comida del
comedero de cada animal con un intervalo de 3 dias, que coincidieron con los dias de
administracion del tratamiento. El mismo procedimiento se realizé para valorar el consumo
de agua, con la diferencia que se pesaban los biberones. El peso de las ratas fue registrado al
inicio del estudio (P24), y actualizado 3 veces por semana, correspondientes a los dias de
administracion del tratamiento. Los pesos de los animales, comida y agua fueron medidos con

una balanza electrénica modelo PB1501 S (Mettler Toledo, Zirch, Switzerland).
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3.6. ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS RESULTADOS
3.6.1 ANALISIS MORFOMETRICO

3.6.1.1 MEDICION DEL ESPESOR DE LAS CAPAS Y DEL NUMERO DE FILAS
DE FOTORECEPTORES

Se midid el espesor de la ONL y se contabilizé el nimero de filas de fotorreceptores en
secciones de retina de 5 animales P23H tratados con vehiculo y 5 tratados con HU210 (Figura
24). Con el fin de reducir los errores de medida, se analizaron y promediaron 4 secciones de
retina de cada animal. Las imagenes utilizadas para el andlisis se obtuvieron con un
microscopio 6ptico Leica DMR dotado de fotocdmara, y se procesaron digitalmente mediante
el programa Adobe CS4 Master Collection (Adobe) para su posterior andlisis. El nimero de
filas de fotorreceptores se midié en cada corte cada 0.5 mm, empezando por la zona del nervio
optico hacia la ora serrata de cada hemirretina nasal y temporal, con un total de 18 puntos de
medida por cada retina (Figura 25). En cada punto de medida se promediaron los valores de 3
medidas repetidas. Con el fin de medir el espesor de la ONL, las imagenes de cada retina se
analizaron mediante el programa Image] 1.46r (http://imagej.nih.gov/ij, W. Rasband, NYH,

USA). Las mediciones fueron realizadas con doble ciego para evitar sesgo de medida.

3.6.1.2 CUANTIFICACION DE LA LONGITUD DE LOS CONOS

Para evaluar el estado de preservaciéon de los conos en secciones de retina, se midi6 la
longitud de estas células en secciones de retina de 5 animales P23H no tratados y 5 animales
tratados con HU210, marcados con anticuerpos para j-transducina. La medicion se realizo
mediante el programa Image] 1.46r. Se midio la longitud de al menos 5 conos en cada animal,
a partir de imagenes tomadas de la zona central de la retina, cerca del nervio éptico. Se
promediaron los valores de longitud obtenidos para cada animal, y se contrastaron
estadisticamente las diferencias entre los dos grupos (P23H no tratado y tratado con HU210)

mediante el test estadistico t-Student.
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Figura 24. Imagen de microscopia dptica de fluorescencia de hemiretina

Imagen de microscopia dptica de una hemiretina de una rata P23H marcada con Hoechts, para evidenciar los
nticleos de los fotorreceptores en la ONL.

Figura 25. Imagen de microscopia dptica de fluorescencia

Imagen en detalle de una retina de rata P23H con tincién Hoechst. Las flechas amarillas indican la capa de la
ONL con los niicleos de los fotorreceptores marcados en azul brillante.
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3.6.1.3 CUANTIFICACION DE LA INMUNOREACTIVIDAD

Para cuantificar la integridad de las células bipolares, se cuantificaron los niveles de
inmunoreactividad para PKC-a en secciones de retina mediante el programa Image] 1.46r (W.
Rasband, NYH, USA). Se utilizaron las secciones de la retina de 5 ratas P23H tratadas con
vehiculo y 5 ratas tratadas con HU210. Para ello, se convirtieron las imagenes a escala de
grises en un rango de 0-255 de forma automatica a 8 bit, obteniéndose imagenes equivalentes
a las originales, pero con diferentes tonalidades de gris: del negro (nivel 0) al blanco (nivel
255). Se obtuvo el perfil de inmunorreactividad de cada fotografia, se identificaron los picos
de intensidad correspondientes a las capas de interés de la retina, y se calcularon las areas de
dichos picos. Se cuantificé la inmunorreactividad para la PKC-a a partir de un minimo de 3
cortes no consecutivos de la retina de cada animal tratado con vehiculo o tratado con HU210.
Se promediaron los valores de inmunorreactividad obtenidos para cada animal, y se
contrastaron estadisticamente las diferencias en los niveles de inmunorreactividad entre los
dos grupos (tratado con vehiculo y tratado con HU210). Para comprobar la preservacion de
los terminales pre-sinapticos, utilizamos anticuerpos contra sinaptofisina, una glicoproteina
presente en las vesiculas presinapticas. Se realiz6 el proceso de medicion del drea (um2) de la
OPL marcada con sinaptofisina, respecto de la longitud de cada retina analizada (mm),
mediante el programa Image] (W. Rasband, NYH, USA). Se promediaron los valores obtenidos
en cada animal (minimo de 3 cortes no consecutivos analizados por animal), y se contrastaron
estadisticamente las diferencias en término de area entre los dos grupos (tratado con
vehiculo y tratado con HU210).El nimero medio de terminales sinapticas en la OPL fue
cuantificado mediante el recuento del numero de cintillas sindpticas marcadas con
anticuerpos contra Bassoon, una proteina especifica de las cintillas sinapticas. Se postula que
Bassoon es una de las proteinas esenciales para el buen funcionamiento de las cintillas
sindpticas en la retina de las ratas (Dick, tom Dieck et al. 2003). Se cuantificaron los niveles de
inmunoreactividad en 5 animales tratados con vehiculo y 5 animales tratados con HU210. El
recuento de las cintillas se realiz6 sobre 2 secciones no consecutivas de retina de cada animal
y el recuento se hizo en la zona del nervio éptico y en zonas respectivamente a 2 y 4 mm del
nervio Optico hacia las oras serratas (temporales y nasales). El recuento se realizé mediante el
programa Adobe CS4 Master Collection (Adobe). Se promediaron los valores obtenidos de
cada animal y se contrastaron estadisticamente las diferencias entre los dos grupos (tratado

con vehiculo y tratado con HU210) mediante el test estadistico t de Student.
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3.7. ANALISIS DE LOS ELECTRORETINOGRAMAS (ERGs)

3.7.1 CURVA DOSIS-RESPUESTA

Se analizaron los datos brutos obtenidos a partir de los registros electroretinograficos de
ratas P23H tratadas con vehiculo y tratadas con HU210 o nicotina mediante el programa
Scope v.3.8.5 (ADInstruments; Oxfordshire, Reino Unido). Se midié la amplitud de las ondas a
y b para cada respuesta registrada a las diferentes intensidades de estimulo aplicadas en
condiciones escotdpicas. La amplitud de la onda a se midié desde la linea base del registro
hasta el pico inferior de la misma, y la amplitud de la onda b se midié desde el pico inferior de
la onda a hasta el pico maximo de la onda b (Figura 26).

Para cada intensidad de estimulo, se promediaron las amplitudes de las ondas a o b de los
animales P23H tratados con vehiculo por una parte y de los animales tratados con sustancia
experimental por otra. La significancia de las diferencias entre animales tratados con vehiculo
y tratados con sustancia experimental se evalu6 mediante el test t de Student. Los valores
promediados de la amplitud de la respuesta (1V) se representaron graficamente en funcion de
la luminancia (log cd-s/m?). También se determiné la latencia media (también denominado:
tiempo implicito) de la onda a y b. Para ello, se midi6 el tiempo transcurrido entre la
aplicacién del estimulo y la apariciéon del pico maximo de la onda respectiva (Figura 26).
Ademas, se determind el umbral de sensibilidad, definido como el estimulo luminico minimo
requerido por obtener la respuesta de 10uV, calculado a partir de la curva de luminancia-

respuesta.
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Figura 26. Medicion de la amplitud de las ondas ay b en los ERGs

Se muestra un registro ERG representativo de una rata Sprague-Dawley, obtenido en condiciones escotopicas.
Abreviaturas: e, estimulo luminoso; a - b, amplitudes de las ondas a y b, respectivamente; ta y tb, tiempos
implicitos de las ondas a y b, respectivamente; 1-4, picos de potenciales oscilatorios. Cortesia de Julidn Esteve
Rudd, Tesis doctoral “Alteraciones moleculares y celulares en la retina de animales modelo de la enfermedad de
Parkinson”.
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3.8. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

Los valores de actividad locomotora se expresaron como numero de eventos / intervalo de 10
min. Los datos correspondientes a la semana de registro se procesaron mediante el programa
Microsoft® Excel® version 14.0.0. Se promediaron los valores obtenidos para cada animal, y
se contrastaron estadisticamente las diferencias entre los dos grupos (P23H tratado con

vehiculo y P23H tratado con HU210) mediante el test estadistico t de Student.

3.8.1 ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE HU210 SOBRE EL APETITO, LA
INGESTA DEAGUA Y EL PESO CORPORAL.

La ingesta de alimento, la ingesta de agua y el peso corporal de los animales objeto de la
investigacion fueron procesados mediante el programa Microsoft® Excel® version 14.0.0. Se
promediaron los valores obtenidos para cada animal, y se contrastaron estadisticamente las
diferencias entre los dos grupos (P23H tratado con vehiculo y P23H tratado con HU210)
mediante el test estadistico t de Student. Los valores de crecimiento, ingesta de alimento e

ingesta de agua se expresaron como gr/dia y gr/Kg/dia.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos de caracter numérico se procesaron mediante el programa Microsoft Excel®
version 14.0.0. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS
(IBM,Armok, NY, USA). Los resultados de los ERGs se compararon mediante un analisis
multifactoral de la varianza o MANOVA (por su nombre en inglés, Multivariate analysis of
variance). Se contrastaron las diferencias entre los resultados obtenidos por cada tratamiento
mediante analisis comparativo post hoc-test de Bonferroni, segin necesidades estadisticas,
con un intervalo de confianza de 0.95. La diferencia entre tratamientos se estimo significativa
cuando p < 0.05, considerandose como hipotesis nula que las diferencias observadas se
debieran al azar. Los parametros morfométricos obtenidos los comparamos con el test
estadistico no paramétrico t de Student con un intervalo de confianza de 0.95. La diferencia
entre tratamientos se estimd significativa cuando p < 0.05, considerandose como hipotesis
nula que las diferencias observadas se debieran al azar. En las graficas se representa la media

aritmética, y los segmentos verticales corresponden al error estandar de la media (EEM).
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4. RESULTADOS

4.1. CAMBIOS EN LA RESPUESTA VISUAL DE LAS RATAS P23H

Para los experimentos llevados a cabo en este estudio se ha utilizado el modelo de ratas
albinas transgénicas P23H linea 3, cuya retina degenera de forma similar a la de los pacientes
de RP con esta mutacién. El desarrollo de la degeneracién se ha analizado en animales
tratados con vehiculo entre las edades P24 y P90. Se obtuvieron los registros ERGs de 5 ratas
P23H en condiciones escotdpicas a las edades P30, P60 y P90 (Figura 27). Los resultados
obtenidos se compararon con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio en ratas SD
de 120 dias de edad (Figura 27) (Esteve-Rudd, Fernandez-Sanchez et al. 2011). Las ratas SD
no muestran cambios significativos en la amplitud y/o morfologia de los ERG, a edades

comprendidas entre P30 y P120.
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Figura 27.  Electrorretinogramas de ratas SD y P23H

El panel muestra registros electrorretinogrdficos representativos en condiciones escotdpicas de una rata
control SD registrada a P120 y de una rata P23H registrada a P30, P60 y P90. A la izquierda del grdfico se
indica la intensidad del estimulo en log cd s m™.
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En los ERGs realizados en las ratas P23H se observo una caida progresiva dependiente de la
edad en la amplitud de las ondas a y b escotopicas registradas (P30 > P60 > P90; ANOVA, test
de Bonferroni, p < 0.001 en todos los casos) (Figura 27, Tabla 4). Los valores obtenidos
resultaron menores que los observados en ratas SD de 120 dias de edad (onda a: 245.1 + 9.9
uV, onda b: 584.1 + 22.8 pV). La ratio entre onda b y a aumentd progresivamente con la edad
del animal en las ratas P23H (P30 < P60 < P90; ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.001 en todos
los casos) (Tabla 4). Los valores obtenidos resultaron mayores que los observados en ratas SD

de 120 dias de edad (ratio b/a 2.38).

ERG Escotopico Escotdpico
Onda a b
Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90
P23H 36+5.3 124+1.1 69+19 371.2+195 205.1+15.3 77.5+9.6
Ratio b/a 12.03 + 1.49 17.63 £2.43 20.56 + 5.4
Tabla 4. Amplitud mdxima promediada de las ondas a y b de ratas P23H a diferentes edades.

Se indica la amplitud mdxima + EEM (uV) promediada de las ondas a y b de 5 ratas P23H en condiciones
escotdpicasy la ratio b/a.

La onda a refleja la actividad de los fotorreceptores, mientras la onda b tiene un origen
postsinaptico a los fotorreceptores, se relaciona con la retina interna y la interaccion entre los
componentes neuronales secundarios como bipolares, amacrinas, horizontales, etc. En

condiciones escotdpicas, los ERG reflejan la actividad tanto de los bastones como de los conos.
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Dado que los fotorreceptores de la retina de las ratas son mayoritariamente bastones,
podemos deducir que, con el avance de la edad, esta degenerando una poblacién importante
de estos fotorreceptores. El aumento progresivo en la ratio b/a indica que la degeneracion
afecta de forma mas marcada a la retina externa que a la interna. Anteriores estudios
demuestran que a partir de tempranas edades la perdida de fotorreceptores en ratas P23H es
considerable y es detectable a través de los ERGs (Machida, Kondo et al. 2000b, Fernandez-
Sanchez, Lax et al. 2012b, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012a).

El umbral de sensibilidad de la onda a y b en los animales P23H aumentaron progresivamente
con la edad: P30 < P60 y P30 < P90 (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.05 en todos los casos)
(Tabla 5). Esto implica que, a mayor edad, se necesitan estimulos de mayor intensidad para

producir la misma respuesta.

ERG Escotdpico Escotdpico
Onda a b
Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90

P23H -2.08+0.13 -085%0.25 -0.25%0.16 -5+x09 -43+0.2 -49+%0.3

Tabla 5. Umbrales de sensibilidad de las onda a y b escotépicas mdximas registradas a diferentes edades de
ratas P23H.

Se indica el umbral de sensibilidad + EEM (log cd s m<) promedio de las ondas a y b mdximas registradas de 5
ratas P23H. Se puede notar cémo el umbral de sensibilidad aumenta con el avance de la edad.

Asimismo, se observé un aumento progresivo en el tiempo implicito (también llamado
latencia media) en las ratas P23H (Tabla 6). Los valores obtenidos resultaron mayores que los
observados en las ondas a y b de ratas SD de 120 dias de edad (11.9 £ 0.2 ms y 58.4 + 1.0 ms,

respectivamente).
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ERG Escotdpico Escotdpico

Onda a b

Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90

P23H 245+ 0.4 299+1.3 29.7+2.1 57.6 1.3 664+12 71.9+3.2

Tabla 6. Tiempo implicito (ms) de las ondas a y b escotdpicas mdximas registradas a diferentes edades en
ratas P23H.

Se indica el tiempo implicito + EEM (ms) promedio de las ondas a y b mdximas registradas de 5 ratas P23H. Se
puede notar cémo el tiempo implicito aumenta con el avance de la edad.
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4.2. ALTERACIONES CELULARES EN LAS RATAS P23H

Dado que los resultados observados con los ERGs de las ratas P23H mostraron la perdida de
respuesta visual, y esto podria indicar la perdida fotorreceptores y alteraciones en la retina
interna, quisimos comprobar la estructura de las capas y poblaciones celulares retinianas,
mediante el marcaje de cortes de retina, y posterior observacién con microscopia confocal.
Los resultados obtenidos se compararon con los de ratas SD de la misma edad.

Cuantificamos el nimero de filas de fotorreceptores a P90 en cortes verticales de retina de 5
ratas P23H tratadas con vehiculo. Pudimos observar que las ratas P23H sufrian una reduccién
en el espesor de la ONL en todas las zonas de la retina estudiadas, en relacién con lo
observado en ratas SD. La ONL mostraba pocas filas de fotorreceptores. Encontramos los
signos tipicos del proceso degenerativo, en particular en las zonas periféricas de la retina,
hacia la ora serrata, donde encontramos incluso zonas desprovistas de fotorreceptores. A P90
el nimero medio de filas de fotorreceptores en las ratas P23H fue de 1.8 + 0.2. Normalmente,
una rata SD a esta edad cuenta con una media de 10-12 filas de fotorreceptores en la ONL.
Posteriormente, se procedi6 a evaluar la posible correlacién entre la amplitud de la onda b y
el nimero de filas de fotorreceptores en la ONL. Para ello, se analizé la correlacién, para cada
rata P23H tratada con vehiculo, entre el nimero de filas de fotorreceptores de la ONL y a la
amplitud maxima registrada para la onda b. Anteriores estudios han demostrado la
proporcionalidad entre el nimero de filas de la ONL y la amplitud onda a y b (Fernandez-
Sanchez, Lax et al. 2012b). En nuestros resultados, el numero de filas de fotorreceptores se
correlaciona positivamente con la maxima amplitud de las ondas b obtenidas por los ERGs de

cada animal a P90 (coeficiente de Pearson R, p < 0.01, R = 0.70) (Figura 28).
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Figura 28. Correlacién entre el nimero de filas y la amplitud de las ondas b escotdépicas mdximas en la retina
de ratas P23H.

La correlacidn se evalué mediante el cdlculo del coeficiente de Pearson R, p < 0.01.

Asi, los animales P23H tratados con vehiculo cuyas ondas b escotépicas mostraban una
amplitud maxima menor eran también aquellas cuyo nimero de filas de la ONL era menor.
Asimismo, las ratas tratadas cuyos valores de onda b escotopicas eran maximos también
correspondian a aquellas cuyo nimero de filas de la ONL en la retina era mayor. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en otros estudios (Machida, Kondo et al. 2000b, Garcia-Ayuso,
Ortin-Martinez et al. 2013, Fernandez-Sanchez, de Sevilla Muller et al. 2014), e indican que la
mutacién P23H conlleva la degeneraciéon de la ONL desde las primeras semanas de vida.

Vistos los resultados funcionales y de analisis del numero de filas fotorreceptores, quisimos
evaluar el estado morfolégico de los fotorreceptores supervivientes. Con este fin marcamos el
tejido con anticuerpos contra recoverina, el cual es un marcador para conos, bastones y
algunas células bipolares. Los bastones los marcamos con anticuerpos para la rodopsina. Los
anticuerpos para y-transducina permitieron el marcaje de conos y células bipolares de conos

(Figura 29.) (Pinilla, Cuenca et al. 2007, Cuenca, Pinilla et al. 2004).
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Figura 29. Morfologia de la retina de ratas SD y P23H

Se muestran secciones verticales a P90 de retinas de ratas SD (A, C, E) y P23H (B, D, F). (4, B) Conos y bastones
marcados con recoverina (rojo) y segmentos externos de bastones marcados con rodopsina (verde) de una rata
SD (A) y una P23H (B). Se aprecia el avanzado estado de degeneracién de la retina de la rata P23H (B) en
comparacién con la retina de la rata SD (A). El inmunomarcaje con recoverina muestra también algunas
células bipolares ON tipo 2 y tipo 8 (flechas y puntas de flecha, respectivamente). El inmunomarcaje con y-
transducina, muestra las células tipo cono, se aprecia el segmento externo mds corto e irregular en las ratas
P23H en comparacién con las ratas SD. Los nticleos estdn marcados con TO-PRO-3. Las imdgenes E y F
muestran magnificaciones de C y D, respectivamente, mostrando el estado de los segmentos externos e internos,
la estructura axénica y los pediculos de los conos (puntas de flecha). Todas las imdgenes son de retina central
tomadas cerca del nervio dptico. OS, segmento externo; IS, segmento interno; ONL, capa nuclear externa; OPL,
capa plexiforme externa, INL, capa nuclear interna; IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa células
ganglionares; ONF, fibras del nervio dptico. Barra de escala, 20 um.
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Todos estos inmumarcajes mostraron en las ratas P23H un reducido numero de
fotorreceptores, los cuales eran morfolégicamente irregulares y mal orientados. Se aprecid la
desestructuracion de la ONL de la retina. La morfologia tipica de los conos, visible en las
imagenes de las SD, muestra un axdn con estructura pedicular terminal. En el grupo de ratas
P23H tratadas con vehiculo los segmentos externos de los conos se mostraban pequefios,
cortos y, morfologicamente irregulares y protuberantes. Pudimos observar que los axones
estaban ausentes y las estructuras pediculares de los conos salian directamente del cuerpo
celular. Este resultado confirma la bibliografia existente sobre el estado de los conos en estado
avanzado de degeneracion de la retina en roedores (Lin, Masland et al. 2009). Es conocido que
la degeneracion de los conos en la RP normalmente ocurre posteriormente a la de los
bastones (Chrysostomou, Valter et al. 2009, Chrysostomou, Stone et al. 2009).

Para poder cuantificar la conservacion de los conos medimos en la zona central de la retina la
longitud de las células marcadas para y-transducina de las ratas P23H y las comparamos con
las mediciones de las células tipo cono de las ratas SD. La longitud media de los conos de ratas
SD resulto ser 72.38 um, frente a los 19.13 um de las P23H (test t de Student, p < 0.001)
(Figura 30).
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Figura 30. Longitud de los conos de ratas SD y P23H

Longitud media de los fotorreceptores tipo cono en la zona central de la retina, cerca del nervio dptico, de 5
ratas SD y 5 ratas P23H. ***Test t de Student, p < 0.001.
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4.2.1 ALTERACIONES LAS  TERMINALES AXONICAS DE LOS
FOTORRECEPTORES Y SUS CONTACTOS SINAPTICOS CON LAS CELULAS
BIPOLARES Y HORIZONTALES EN LAS RATAS P23H.

Dado el estado de degeneracion de conos y bastones, quisimos comprobar si los
fotorreceptores supervivientes preservaban la conectividad sinaptica en la OPL. Con este fin
utilizamos un anticuerpo contra Bassoon, utilizado en anteriores investigaciones de nuestro
grupo (Cuenca, Pinilla et al. 2004). En la retina de los vertebrados se ha encontrado una
intensa inmunorreactividad a Bassoon en ambas capas plexiformes (Brandstatter, Fletcher et
al. 1999). En la OPL el Bassoon se localiza en las sinapsis “en cinta”, formadas por conos o
bastones y las neuronas secundarias (Cuenca, Pinilla et al. 2004). En las ratas P23H se aprecié
una menor densidad de contactos sindpticos marcados con Bassoon, en comparaciéon a lo
observado en ratas SD (Figura 31.). En las ratas P23H, la distribucién de las sinapsis marcadas
es irregular y desorganizada, incluso se apreciaron zonas de la retina, sobre todo periféricas,

que carecian de sinapsis.

Figura 31.  Sinapsis de los fotorreceptores con sus neuronas secundarias en de ratas SD y P23H

Se muestra el marcaje para Bassoon en cortes de retina de una rata SD (A) y P23H (B). Los niicleos estdn
marcados con TO-PRO-3. Se aprecia la mayor cantidad de cintillas sindpticas positivas para Bassoon (flechas)
en la rata SD. Barra de escala, 10 um.

Con el fin de comprobar el estado de las terminaciones axoénicas de los fotorreceptores de las
ratas P23H y el de sus contactos con células postsinapticas, llevamos a cabo un marcaje para
sinaptofisina y GNB3. La sinaptofisina (SYP) es un marcador de las vesiculas presinapticas

presentes en los pediculos de conos y esférulas de bastones (Fernandez-Sanchez, Lax et al.
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2011). EI GNB3 (Guanine nucleotide-binding protein 3) es un marcador de las células
bipolares ON (Fernandez-Bueno, Fernandez-Sanchez et al. 2012). A P90, las ratas P23H
tratadas con vehiculo muestran puntos aislados de inmunotincién para SYP, en comparaciéon
con lo observado en ratas SD, donde el marcaje es mucho mas denso (Figura 32, flechas). La
capa OPL de los animales P23H mostré un aspecto plexiforme discontinuo. La pérdida de
vesiculas sinapticas indica una pérdida de funcionalidad de los axones de los fotorreceptores.
En los conos remanentes de la retina periférica, encontramos marcaje deslocalizado de SYP a
lo largo de toda la célula fotorreceptora, desde el ax6n hasta el segmento externo, este tipo de
marcaje indica la desestructuracion de la zona axonica del fotorreceptor (Figura 32, puntas de

flecha).

Synaptophysin Synaptophysin
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Figura 32. Terminales presindpticas de los fotorreceptores de ratas SD y P23H

Se muestran las secciones verticales de retina central (A, B) y periférica (C, D) a P90 de ratas SD (A, C) y de
ratas P23H (B, D). El marcaje para GNB3 muestra células bipolares ON (rojo), mientras el marcaje para SYP
muestra las vesiculas presindpticas de conos y bastones (verde, flechas). Los niicleos estdn marcados con
Hoescth (azul). Se aprecia cdmo los contactos sindpticos entre fotorreceptores y células bipolares estdn mucho
mds deteriorados en las ratas P23H. En las ratas P23H encontramos también marcaje deslocalizado de SYP en
los somas celulares de los conos (puntas de flecha). Barra de escala, 20 um.
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Con el fin de cuantificar los efectos de la mutacion P23H sobre los las terminales axdnicas de
los fotoreceptores, medimos el area marcada con SYP (superficie inmunopositiva SYP /mm de
seccion retinal) en la OPL de ratas P23H y SD, y encontramos que el area fue
significativamente mas pequefia en las ratas P23H, en comparacion con las ratas SD (test t de

Student, p < 0.001) (Figura 33).
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Figura 33. Area relativa de inmunomarcaje para SYP en la OPL de ratas SD y P23H

Se muestra el drea relativa en los terminales axonicos de la OPL, expresado como superficie
inmunopositiva/mm de seccion retinal de ratas SD (negro) y P23H (gris). ***Test t de Student, p < 0.001.

Dado el estado de degeneracion de los fotorreceptores y sus terminales axo6nicas en las ratas
P23H, analizamos la estructura y densidad de células bipolares de la retina de estos animales,
en comparacion con lo observado en ratas SD. Las células bipolares de bastén se marcan con
anticuerpos contra la isoforma a de proteina kinasa C (PKC-a) (Cuenca, Pinilla et al. 2004).
Estas células se caracterizan por establecer conexiones con las esférulas de bastones en la
OPL a través de un largo amplio arbol dendritico. Sus axones corren hasta la IPL, donde

acaban en una terminal axénica bulbosa en el estrato S5 (Figura 34).
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Figura 34. Terminaciones sindpticas de células bipolares tipo ON de ratas SD y P23H

Las secciones verticales de retina central (A, B) y periférica (C, D) con inmunolocalizacién para PKC-a
evidencian las células bipolares tipo ON en SD a P120 (4, C) y P23H (B, D) En alto a la derecha de cada imagen
una magnificacién del drbol dendritico de una célula bipolar en el OPL. Los niicleos estdn marcados en azul con
TO-PRO-3. Se aprecia el cuerpo celular y las dendritas en mejor estado en las ratas SD (puntas de flecha), tanto
en zonas centrales como periféricas de la retina. Barra de escala, 20 umy 10 um en las magnificaciones.

En las ratas P23H, las células bipolares de baston muestran menos cuerpos celulares y una
retraccion de sus dendritas. Las ramas dendriticas eran escasas y algunas células
practicamente no presentan dendritas. Los cuerpos celulares no estaban alineados, y las
terminales ax6nicas mostraban baja inmunoreactividad. Las células bipolares de las ratas SD

mostraron una compleja arborizacion, con dendritas uniformemente repartidas por la OPL.
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Los somas celulares de ratas SD estaban mejor alineados, con terminales axdénicas mas
grandes, con varicosidades terminales laterales propias de estas células (Figura 34).

La intensidad de la inmunoreactividad observada en las ratas P23H result6 significativamente
menor que la medida en las ratas SD (test t de Student, p < 0.01) (Figura 35). Estos resultados
histologicos concuerdan con las diferencias en la amplitud de la onda b encontradas entre

ratas P23H y ratas SD.
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Figura 35. Inmunoreactividad relativa a PKC-a en la retina de ratas SD y P23H

Se muestra la inmunoreactividad relativa a PKC-a de las células bipolares de bastones en la retina central de
ratas SD (negro) y P23H (gris). **Test t de Student, p < 0.01.

Dada la pérdida de integridad de las células bipolares ON de bastén en ratas P23H, también
analizamos la estructura de las células horizontales y su conectividad con los fotorreceptores
de ratas P23H y SD. Los somas de las células horizontales se localizan en la INL, y establecen
conexiones con conos y bastones. Las células horizontales de la retina de rata pueden ser
identificadas usando anticuerpos contra calbindina (Peichl, Gonzalez-Soriano 1994). A
diferencia de otros mamiferos, en la retina de rata se ha descrito un subtipo (denominado B)
de célula horizontal, cuyas dendritas establecen contactos sindpticos con los pediculos de los

conos y cuyas terminales ax6nicas contactan con las esférulas de los bastones (Kolb 1991,
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Kolb H. et al. 2013). En las ratas SD, la inmunotincién punteada para calbindina marca el arbol
dendritico de las horizontales, el cual tipicamente protruye desde el cuerpo celular (Figura 36,
flechas). En las imagenes de retinas de ratas SD bien conservadas se puede distinguir el arbol
dendritico que llega a conectar con los axones de los conos. Ademas se muestra la elongacion
axonica tangencial hacia la OPL que acaba conectando con los bastones. De esta manera las
células horizontales forman un puente sinaptico indirecto entre conos y bastones, el cual
permite interacciones relacionadas con el contraste de colores (Kolb H. et al. 2013).

A P90 las ratas del grupo P23H tratadas con vehiculo muestran pérdida y/o retraccién de las
terminales sinapticas de las células horizontales, concomitante con el descenso en el nimero

de filas de fotorreceptores (Figura 36).

Figura 36. Inmunolocalizacién para calbindina y Bassoon en la retina de rats SD y P23H.

Se muestran secciones verticales de retina de rata SD (A, C, E) y P23H (B, D, F), con las células horizontales
marcadas con anticuerpo para calbindina, y las cintillas sindpticas de los fotorreceptores marcadas con
Bassoon. Los niticleos estdn marcados con TO-PRO-3. Se aprecia un mayor nimero de contactos sindpticos
(flechas) entre células horizontales y fotorreceptores en las ratas SD. Todas las imagines son tomadas de retina
central, cerca del nervio dptico. Barra de escala, 10 um.
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Con el fin de averiguar si la degeneracion en la arborizacion de las células horizontales se
correlacionaba con la degeneracion de la conectividad sinaptica en la OPL, realizamos un
doble marcaje para calbindina y Bassoon. En las ratas SD se pudieron observar las tipicas
manchas de Bassoon con forma de herradura, que corresponden a las esférulas de bastones,
asociadas a las terminales dendriticas de las células horizontales marcadas para calbindina.

En las ratas P23H, las imagenes obtenidas ponen en evidencia el menor niimero de sinapsis
entre fotorreceptores y células horizontales, en comparacion lo observado en ratas SD (Figura
36). Esta observacidon indica que a la perdida de fotorreceptores sigue la pérdida de células

horizontales, de sus dendritas y de las conexiones sinapticas entre estos dos tipos celulares.
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4.3. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE HU210 SOBRE LAS RATAS P23H.

Neuroprotective effects of the cannabinoid agonist HU210 on retinal

degeneration.

Pedro Lax, Gema Esquiva, Cesare Altavilla, Nicolas Cuenca

Experimental Eye Research 120 (2014) 175-185,
http://dx.doi.org/10.1016/j.exer.2014.01.019.

4.3.1 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE HU210 SOBRE LA RESPUESTA
VISUAL DE LAS RATAS P23H

Con el fin de evaluar el posible efecto neuroprotector del cannabinoide sintético HU210 sobre
la funcién de la retina de ratas P23H, se obtuvieron los registros electrorretinograficos de
ratas P23H tratadas con HU210 de P24 hasta P90 (n = 6), y se compararon con los resultados
obtenidos con el grupo P23H tratado con vehiculo (n = 5). Todos los registros fueron llevados
a cabo en condiciones escotdpicas a las edades de P30, P60 y P90.

Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 37, a través de los registros
electrorretinograficos representativos de una rata P23H tratada con vehiculo y de una rata
P23H tratada con HU210 (panel A). Los paneles B, C y D muestran las curvas estimulo-
respuesta resultantes de la cuantificacién de la amplitud de las ondas a y b frente a estimulos
de intensidad creciente en las ratas de P23H tratadas con vehiculo y en las tratadas con
HU210.

Como se muestra en la (Figura 37, panel A), la respuesta electrorretinografica fue menos
deteriorada en las ratas P23H tratadas con HU210, en comparaciéon con las ratas P23H
tratadas con vehiculo. En los ERGs realizados a P30, con una semana de tratamiento en los
animales tratados con HU210, se observé una mayor amplitud en la onda b registrada en
condiciones escotdpicas (427 * 19 uV), en comparacion con lo observado en las ratas P23H
tratadas con vehiculo (371.2 + 19.5 pV) (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.001), mientras que

la onda a permaneci6 practicamente sin variaciones (Tabla 7).
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Figura 37.  Electrorretinogramasy curvas estimulo-respuesta de ratas P23H

A) ERGs representativos registrados en condiciones escotdpicas en una rata P23H tratada con vehiculo (P23H)
y otra tratada con HU210 (P23H + HU210) a P30, P60y P90. (B-D) Curvas estimulo-respuesta de la amplitud de
las ondas a y b en funcién de la luminancia aplicada en condiciones escotdpicas en ratas P23H tratadas con
vehiculo (n = 5) y P23H tratadas con HU210 (n = 6). (B) corresponde a P30, (C) corresponde a P60 y (D)

corresponde a P90. ANOVA, test de Bonferroni, *p < 0.05 **p < 0.01.
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A P60, en las ratas P23H tratadas con HU210 se observé una mejora significativa en la
amplitud de las ondas a (15 + 1.1 pV) y b (248.1 + 14.4 pV) en comparacion con las ratas P23H
tratadas con vehiculo (onda a: 12.4 * 1.1 pV y onda b: 205.1 = 15.3uV) (ANOVA, test de
Bonferroni, p < 0.001) (Figura 37, Tabla 7).

ERG Escotopico Escotopico
Onda a b
Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90

HU210 363+53 15%1.1 125+2 427+19 248.1+144 1321157

P23H 36+5.3 124+11 69+19 371.2+19.5 205.1x153 77.5%9.6

Tabla 7. Amplitud mdxima de la onda a y b de los ERGs registrados en condiciones escotopicas de ratas
P23H tratadas con vehiculo y ratas tratadas con HU210

Se indica el promedio de la amplitud mdxima * EEM (uV) de la onda ay b de 5 ratas P23H tratadas con
vehiculo y de 6 ratas tratadas con HU210.

A P90, en las ratas P23H tratadas con HU210 se observé una mayor amplitud de las ondas a
(125 £ 2 pV) y b (132.1 £ 15.7 pV) en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo
(ondaa: 6.9 £ 1.9 uV yonda b: 77.5 £ 9.6 uV) (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.001).

La amplitud maxima registrada en las ondas a obtenidas bajo condiciones escotépicas a P60 y
P90 fue mayor en los animales P23H tratados con HU210 en comparacién con la registrada en
los animales P23H tratados con vehiculo (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0,05 en ambos
casos) (Figura 37. A, C, D). Ademas, la amplitud maxima registrada en las ondas b fue mayor
en ratas P23H tratadas con HU210, en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo,
a P30, P60 y P90 (ANOVA, test Bonferroni, p < 0,001 en todos los casos; Figura 37 A, B, Cy D).
Las mayores diferencias en la amplitud de la onda a y b entre el grupo HU210 y el grupo P23H
tratado con vehiculo se observaron a P90, cuando la diferencia de amplitud registrada del

grupo HU210 en términos de porcentaje de la onda a (maxima) y onda b (maxima) resultaron,
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respectivamente, un 71% y 70% superior a las registradas en los animales P23H tratados con
vehiculo.

La RP en humanos muestra tipicamente la reduccion de las ondas a y b (Cuenca, Pinilla et al.
2004, Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014). Nuestros resultados indican que HUZ210
protege y conserva la funcién de las vias de transmision de la fototransduccién a nivel
retiniano.

Los umbrales de sensibilidad a la luz en los animales P23H tratados con HU210, en
comparaciéon con las ratas P23H tratadas con vehiculo, fueron menores para la onda b en
condiciones escotopicas a P60 y a P90 (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.05) en comparacion
con los resultados del grupo tratado con vehiculo. En cuanto a la onda a no fueron detectables

diferencias significativas de umbrales de sensibilidad (Tabla 8).

ERG Escotopico Escotdpico
Onda a b

Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90
P23H -2.08+0.13 -0.85+0.25 -0.25+0.16 -5+0.9 -43+0.2 -49+0.3

-1.9+ = + = + - + = + - +
HU210 1.9+ 0.15 1.4+0.2 0.8+0.2 4.89 +0.19 4.8 +0.2 5.37+0.22

Tabla 8. Umbrales de sensibilidad de las onda a y b escotdpicas a diferentes edades de ratas P23H

Se indica el umbral de sensibilidad + EEM (log cd s m*2) promedio de las ondas a y b de 5 ratas P23H tratadas
con vehiculo y 6 ratas tratadas con HU210. Se puede notar cémo el umbral de sensibilidad aumenta con el
avance de la edad.

El tiempo implicito o, también, latencia media de la onda a y onda b fue menor a P60 en las
ratas tratadas con HU210, en comparacion con las ratas del grupo de P23H tratado con
vehiculo (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.01 en ambos casos). Los resultados fueron los
siguientes: en el grupo tratado con HU210 el tiempo implicito de la onda a resultd ser 26.0 +

0,6 ms en comparacién con los 29.9 + 1.3 ms del grupo tratado con vehiculo, y el tiempo
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implicito de la onda b en el grupo tratado con HU210 resulté6 ser 61.3 + 1.5 ms en
comparacion con los 66.4 + 1.2 ms del grupo tratado con vehiculo. A P90, las diferencias en el
tiempo implicito se confirmaron (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.01 en ambos casos). El
tiempo implicito de la onda a en el grupo tratado con HU210 result6 ser de 23.0 + 1.0 ms en
comparacién con los 29.7 + 2.1 ms del grupo tratado con vehiculo. El tiempo implicito de la
onda b resultoé ser en el grupo tratado con HU210 de 64.2 + 3.0 ms en comparacion con los

71.9 * 3.2 ms del grupo tratado con vehiculo (Tabla 9).

ERG Escotopico Escotopico
Onda a b
Tiempo P30 P60 P90 P30 P60 P90

HU210 245+04 26.0x0.6 23.0+1.0 57.8%0.7 61.3+15 64.2 + 3.0

P23H 249+04 299%13 29.7+21 576+13 66.4 1.2 71.9 £ 3.2

Tabla 9. Tiempo implicito o latencia media (ms) de la onda a y b escotdpicas en ratas P23H tratadas con
vehiculo y tratadas con HU210

Se indica el tiempo implicito + EEM promedio de la onda ay b de 5 ratas P23H tratadas con vehiculo y 6 ratas
tratadas con HU210.

El tiempo implicito con el que se disparan las ondas de los ERGs refleja el estado morfologico
y funcional de las vias de fototransduccion a nivel retiniano. En los pacientes con RP las ondas
que componen el ERG se reducen a la vez que aumenta el tiempo implicito, debido al surgir de
problemas sinapticos de transmision de la sefal. Nuestros resultados muestran una mejora en
el tiempo implicito de las ondas a y b de los ERGs registrados en animales P23H tratados con
HU210, lo que podria indicar una accién protectora y de preservacion de las células retinianas

y de las conexiones sinapticas.
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4.3.2 HU210 RALENTIZA LA DEGENERACION DE LOS FOTORRECEPTORES.

NERVIO OPTICO

NERVIO OPTICO

TEMPORAL

1 mm
B P23H + HU210

TEMPORAL

Figura 38. Estructura de la retina de ratas P23H tratadas con vehiculoy con HU210

Secciones verticales de hemiretina con magnificacion de las capas retinales en ratas P23H tratadas con
vehiculo (A) y ratas P23H tratadas con HU210 (B) a P90. El marcaje para GNB3 pone de manifiesto las células
bipolares ON (rojo), el marcaje para sinaptofisina evidencia las vesiculas de las terminales pre-sindptica en IPL
y OPL (verde). El marcaje con TO-PRO-3 evidencia los niticleos celulares (azul). Barra de escala, Imm para las
hemiretinas y 50 um para las magnificaciones.
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Dado que los resultados obtenidos en los ERGs de las ratas tratadas con HU210 podrian
indicar la preservacion de los fotorreceptores, se procedié a analizar mediante técnicas de
inmunohistoquimica y microscopia confocal si el tratamiento con HU210 habia preservado la
estructura de las capas mas externas de la retina. Con este fin, analizamos a P90 el espesor de
la ONL de 5 ratas P23H tratadas con HU210 y 5 tratadas con vehiculo (Figura 39).

En términos generales, pudimos observar que, en todas las zonas estudiadas, las ratas
tratadas con HU210 mostraron un espesor en la ONL mayor que las ratas P23H tratadas con
vehiculo (Figura 39), y que el nimero de filas de fotorreceptores en la ONL fue también mayor
(Figura 40) (test t de Student, p < 0.01 en ambos casos). Tanto en el grupo de ratas P23H
tratado con HU210 como en el tratado con vehiculo encontramos los signos tipicos del
proceso degenerativo de la mutacién P23H, pero el avance de la degeneracién se mostré

sensiblemente menor en las ratas tratadas con HU210.
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Figura 39. Espesor de la ONL de la retina de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Representacion grdfica espesor medio de la ONL en animales P23H tratados con vehiculo (gris) y con HU210
(blanco) a P90. ** Test t de Student, p < 0.01.

Puesto que el proceso degenerativo no es homogéneo a lo largo de la retina (Garcia-Ayuso,
Ortin-Martinez et al. 2013, Fernandez-Sanchez, de Sevilla Muller et al. 2014) medimos los
efectos del tratamiento con HU210 en diferentes zonas de la retina desde la ora serrata de la
zona temporal hasta la ora serrata de la zona nasal, pasando por el nervio éptico. Los

resultados indican que el nimero medio de filas de fotorreceptores en las ratas tratadas con
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HU210 era un 40% mayor respeto a las ratas de P23H tratadas con vehiculo (2.6 * 0.2 filas

grupo HU210 en comparacion con 1.8 + 0.2 filas del grupo tratado con vehiculo).

—e— P23H
5 - —— P23H + HU210 *
*

N. FILAS

0

0S ON 0S
TEMPORAL DISTANCIA NERVIO OPTICO (mm) NASAL

Figura 40. Nimero medio de filas de fotorreceptores en ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

El niimero medio de filas de fotorreceptores a P90 en las ratas P23H tratadas con HU210 (cuadrados blanco)
fue un 40% mds alto que en las tratadas con vehiculo (circulos negros). *Test t de Student, p < 0.05.

El nimero de filas de fotorreceptores de las ratas P23H tratadas con HU210 y las tratadas con
vehiculo se relacionaron con los resultados obtenidos en los ERGs de cada animal a P90.
Encontramos una correlacion positiva que demuestra que a mas filas de fotorreceptores en la
ONL mayor amplitud maxima de la onda b; la correlacion se evalu6 mediante el calculo del
coeficiente de Pearson R (p < 0.01, R = 0.86). Esta correlacion positiva ha sido demostrada en
anteriores estudios (Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012b). Ademas, se ha demostrado
previamente que existe una correlacién positiva también entre el espesor de la retina y las
ondas a y b escotopicas (Esteve-Rudd, Fernandez-Sanchez et al. 2011). Por tanto, se procedid
a estudiar la posible correlacion entre la amplitud de la onda b registrada a P90 y el espesor
de la ONL. Para ello, se represento la correlacion, entre el espesor de la ONL y la amplitud de
las ondas b maximas escotdpicas registradas (5 P23H tratadas con HU210 y 5 P23H tratadas

con vehiculo).
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Figura 41. Correlacion entre el niimero de filas de fotorreceptores y la amplitud mdxima de la onda b
escotdpica de ratas P23H

Representacion grdfica del niimero de filas de la ONL en funcion de la amplitud mdxima de las ondas b a P90
registradas en condiciones escotdpicas en 5 ratas P23H tratadas con vehiculo y las 5 tratadas con HU210. La
correlacién se evaluo mediante el cdlculo del coeficiente de Pearson R, p < 0.01.

Se observo que, efectivamente, existia una correlacion positiva entre el espesor de la ONL de
la retina y la amplitud de las ondas b (Coeficiente de Pearson R; p < 0.01, R = 0.847). Los
resultados indican que las ratas P23H tratadas con vehiculo poseen ondas b escotépicas
menores y ONL mas delgadas que las ratas P23H tratadas con HU210. Dada la preservacién
del espesor de la ONL observada en las ratas P23H tratadas con HU210, y viendo los buenos
resultados funcionales que nos suministraron los ERGs, quisimos comprobar si la
supervivencia de los fotorreceptores se acompafiaba de la preservacién de la conectividad
sinaptica en la OPL. Para eso, realizamos un marcaje con un anticuerpo para el Bassoon.

El Bassoon es una proteina que tiene un rol en la disposicion del citoesqueleto en el lugar de
liberacion del neurotransmisor (Dick, tom Dieck et al. 2003, tom Dieck, Altrock et al. 2005,
Winter, tom Dieck et al. 1999). Este inmunomarcaje se ha utilizado en anteriores
investigaciones de nuestro grupo y muestra inmunorreactividad al Bassoon en ambas capas
plexiformes en la retina de rata (Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012b, Fernandez-Sanchez, Lax

etal. 2012a, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2011).
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Figura 42.  Correlaciéon entre el espesor de la ONL y la amplitud de la onda b escotdpica mdxima en la retina
de ratas P23H tratadas con vehiculo y tratadas con HU210

Representacion grdfica del espesor de la capa nuclear externa (ONL) en funcién de la amplitud mdxima de las
ondas b registradas en condiciones escotdpicas. La correlacién se evalué mediante el cdlculo del coeficiente de
Pearson R, p < 0.01.

En la OPL, el Bassoon se localiza en las sinapsis “en cinta” formadas por los axones de los
fotorreceptores y las neuronas secundarias: células horizontales y bipolares (Figura 43,
flechas).

A nivel general, en las ratas P23H tratadas con HU210 se apreci6 una mayor organizacion y un
aumento del nimero de contactos sindpticos en comparacion con las ratas P23H tratadas con
vehiculo. Como ya mencionamos, dado que el proceso degenerativo no es homogéneo a lo
largo de la retina, comprobamos el nimero de sinapsis immunopositivas al Bassoon en
diferentes zonas de la misma. Las ratas P23H tratadas con HU210 mostraron un 25% mas de
contactos, en comparacion con las P23H tratadas con vehiculo (test t de Student, p < 0.01).

Los resultados cuantitativos obtenidos de 5 ratas de cada grupo fueron 32.5 *+ 2.6 sinapsis
(promedio) marcadas con Bassoon/100 um de retina en el grupo tratado con HU210, en
comparacion con 26.0 * 2.3 sinapsis (promedio) marcadas con Bassoon/100 um de retina del
grupo P23H tratado con vehiculo (test t de Student, p < 0.05). Este resultado indica que los
elementos que forman la sinapsis entre los fotorreceptores y las células bipolares y

horizontales se encontraban preservados en las ratas tratadas con HU210.
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Figura 43. Inmunomarcaje con anticuerpo contra Bassoon de las cintillas sindpticas de los fotorreceptores de
ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Secciones verticales de retina de rata P23H tratada con vehiculo (A) y P23H tratada con HU210 (B).
Inmunomarcaje con Bassoon de las sinapsis de los fotorreceptores. Se muestra la pérdida consistente de sinapsis
por el proceso degenerativo de las ratas del grupo no tratado. En la figura B se muestra la capacidad de de-
preservacion del HU210, con un aumento notable de las sinapsis (flechas). Barra de escala, 10um.
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Figura 44. Cuantificacion de cintillas sindpticas marcadas con Bassoon (synaptic ribbons/100um) de ratas
P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestra el niimero medio de cintillas sindpticas inmunopositivas al marcaje para Bassoon de 5 ratas P23H
tratadas con vehiculo y 5 ratas P23H tratadas con HU210. * Test t de Student, p < 0.05.
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4.3.2.1 HU210 PRESERVA LA MORFOLOGIA DE LOS FOTORRECEPTORES.

Quisimos evaluar también si el tratamiento con HU210 en el modelo P23H era capaz de
preservar la morfologia de los fotorreceptores. Con este fin inmunomarcamos el tejido con
anticuerpos para recoverina, una proteina que se expresa en los conos, bastones y algunas
células bipolares: las células bipolares ON tipo 8 y las OFF tipo 2 (Cuenca, Pinilla et al. 2004).
También marcamos con anticuerpos para rodopsina, la cual se encuentra en el segmento
externo de los bastones (Pinilla, Cuenca et al. 2007), y para y-transducina, una proteina
utilizada como marcador de conos (Martinez-Navarrete, Seiler et al. 2011, Cuenca, Pinilla et al.
2004).

En general, en las ratas P23H tratadas con HU210 se aprecié una mayor regularidad en la
forma de los fotorreceptores, acompafiada de una mejor orientacién de los mismos y, por
consiguiente, una mejor organizacion de la OPL. A P90, en las ratas P23H tratadas con HU210
se aprecia un cierto grado de degeneracién, sin embargo los fotoreceptores estaban mejor
preservados, en comparacion con los de las ratas P23H tratadas con vehiculo. El segmento
interno y externo de los bastones existentes se mostr6 mas largo y con morfologia tipica y
regular en comparacion con los de las ratas P23H (Figura 45).

Se observo que el estado de conservacion de los conos era sensiblemente mejor en las retinas
tratadas con HU210 en comparacion con las tratadas con vehiculo, en las cuales encontramos
un estado de degeneracion avanzado con afectacion incluso del numero de conos. La
degeneracion de los conos normalmente ocurre cuando el estado degenerativo de los
bastones esta avanzado.

En las ratas P23H tratadas con HU210 el proceso degenerativo se halla ralentizado en
comparaciéon con los animales tratados con vehiculo, y aun se podian observar conos con
estructura tipica, dotados de sus segmentos externos e internos (Figura 45, flechas). Ademas,
se podia reconocer la estructura axonica, y el pediculo presentaba su morfologia tipica (Figura

45, puntas de flecha).
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Figura 45. Morfologia de los fotorreceptores de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestran secciones verticales a P90 de retinas de ratas P23H tratadas con vehiculo (4, C, E) y P23H tratadas
con HU210 (B, D, F). (A, B) Se muestran los conos y bastones marcados con recoverina (rojo) y los segmentos
externos de bastones marcados con rodopsina (verde) de una rataP23H tratada con vehiculo y con HU210. El
inmunomarcaje para recoverina muestra también algunas células bipolares tipo 2 y tipo 8 que se evidencian
con el marcaje con recoverina flechas y puntas de flecha, respectivamente. Se aprecia el avanzado estado de
degeneracion de la retina de la rata P23H en comparacién con la retina de la rata P23H tratada con HU210. (C-
F) Imdgenes representativas de la ratina de ratas P23H tratadas con vehiculo y con HU210 inmunomarcadas
con y-transducina, mostrando las células tipo conos de tamafio menor, con segmento externo mds cortos e
irregulares en las ratas P23H en comparacién con las ratas SD. Los nticleos estdn marcados con TO-PRO-3. Las
magnificaciones muestran la mejor preservacién de los segmentos externos (flechas) e internos de los conos y el
mantenimiento de la estructura axonica y de la morfologia del pediculo (puntas de flecha) en las ratas P23H
tratadas con HU210 en comparacion con las tratadas con vehiculo (E, F). Todas las imdgenes son de retina
central, cerca del nervio dptico. Barra de escala, 20 um.
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En base a nuestros resultados, HU210 desempefia un importante papel neuro-protector sobre
la morfologia de los fotorreceptores en el modelo murino de degeneracion retiniana P23H.
Con el fin de cuantificar la efectividad de la neuro-preservacion de HU210 en los conos,
comparamos la longitud de los mismos del grupo de ratas P23H tratado con HU210 con el
grupo de ratas P23H tratado con vehiculo. La longitud de los conos del grupo tratado con
HU210 fue, a P90, significativamente superior en comparacion con el grupo tratado con
vehiculo (test t de Student, p < 0.05). Las ratas del grupo tratado con HU210 mostraron un
46.6 % mas de longitud de sus conos en comparacion con las ratas P23H del grupo tratado
con vehiculo (test t de Student, p < 0.05). La longitud media de los conos de las ratas P23H
tratadas con HU210 resulté ser de 28,6 = 3.13 um, frente alos 19,13 + 2.28 um de las P23H no
tratadas (Figura 46).
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Figura 46. Longitud de los conos de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Longitud media de las células tipo cono en la zona central de la retina cerca del nervio éptico de 5 ratas P23H
tratadas con HU210y 5 ratas P23H tratadas con vehiculo. * Test t de Student, p < 0.05.
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4.3.2.2 HU210 PRESERVA LAS TERMINALES AXONICAS DE LOS
FOTORRECEPTORES Y SUS CONTACTOS SINAPTICOS

Ademas de la preservacién de la morfologia de los fotorreceptores, quisimos comprobar si las
terminales axdnicas resultaban preservadas por el tratamiento con HU210. Con este fin
llevamos a cabo un inmunomarcaje combinado para SYP y para GNB3. El doble marcaje para
SYP y GNB3 evidencia los contactos sinapticos entre las esférulas de bastones, marcadas con
SYP (Figura 47, flechas) y las terminaciones dendriticas de las células bipolares de bastones
ON marcadas con GNB3. Con estas inmunolocalizaciones podemos comprobar el estado
estructural y funcional de la sinapsis. En las ratas del grupo HU210 se observa un mayor
numero de contactos sindpticos en comparaciéon con las ratas del grupo P23H tratado con
vehiculo (Figura 47). En las ratas tratadas con HU210 los fotorreceptores aparecen en mejor
estado y muestran un marcado continuo de la terminacién axénica. Por el contrario, en las
retinas de las ratas P23H tratadas con vehiculo encontramos puntos aislados de
inmunotincién para SYP, y también inmunopositividad en zonas atipicas (Figura 47, puntas de
flecha). La tincion erratica indica que el fotorreceptor ha perdido su estructura tipica y la
integridad de las membranas y, por consiguiente, la funcionalidad.

Para cuantificar los efectos de HU210 sobre las terminaciones axdnicas de los fotoreceptores
en la OPL, medimos el darea marcada con SYP en cada seccion de retina (superficie
inmunopositiva /mm de seccién retinal). Encontramos que el area marcada con SYP en las
ratas P23H tratadas con HU210 fue significativamente mayor (test t de Student, p < 0.05) que

el obtenido en las ratas P23H tratadas con vehiculo.
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Figura 47. Terminales pre-sindpticas de los fotorreceptores de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestran las imdgenes de cortes de retina central (A, B) y periférica (C, D) de una rata P23H tratada con
vehiculo (4, C) y otra tratada con HU210 (B, D). El marcaje para GNB3 muestra las células bipolares ON (rojo),
mientras el marcaje para SYP muestra las vesiculas pre-sindpticas de conos y bastones (verde, flechas). Los
nticleos estdn marcados con tincion Hoechst (azul). Se aprecia cémo los contactos sindpticos entre
fotorreceptores y células bipolares estdn mucho mds deteriorados en las ratas P23H tratadas con vehiculo, en la
zona central y periférica de la retina. En las ratas P23H tratadas con vehiculo encontramos marcaje errdtico de
SYP en los somas celulares de los conos de la retina periférica (C, puntas de flecha), mientras no encontramos
marcaje errdtico en las ratas tratadas con HU210 (D). Se aprecia la mejor organizacion de las capas en las
ratas tratadas con HU210, y la diferencia de filas de fotorreceptores en la ONL. Barra de escala, 20 pm.

El area de la OPL marcada con SYP en las ratas tratadas con HU210 fue de 522 £+ 70.5 um?/mm
frente a 215.6 £ 32.26 pm?/mm de las ratas P23H tratadas con vehiculo. En términos
relativos, las ratas P23H tratadas con vehiculo mostraron un area que apenas alcanz6 el

41.3% del area evidenciada en las ratas tratadas con HU210 (Figura 48).
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Figura 48. Area relativa de inmunomarcaje para SYP en la OPL de ratas P23H tratadas con vehiculo o con
HU210

Se muestra el drea relativa en los terminales axdnicos de la OPL (superficie positiva/mm de seccion retinal) de
ratas P23H tratada con HU210 (blanco) y ratas P23H tratada con vehiculo (negro). *** Test t de Student, p <
0.001.

4.3.2.3 HU210 PRESERVA LAS CELULAS BIPOLARES Y SUS CONTACTOS
SINAPTICOS EN AMBAS CAPAS PLEXIFORMES.

Dado el estado de preservacion morfolégica y funcional de los fotorreceptores de las ratas
P23H tratadas con HU210, con el fin de comprobar el estado de conservaciéon de las células
bipolares, realizamos inmunomarcaje para la isoforma a de la proteina kinasa C. A P90, en las
ratas del grupo tratado con HU210 el inmunomarcaje para PKC-a resulté ser mas intenso en

comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo (test t de Student, p < 0.05) (Figura 49).
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Figura 49. Terminales sindpticas de células bipolares tipo ON en la retina de ratas P23H tratadas con
vehiculo o con HU210

Se muestran secciones verticales de retina central (4, B) y periférica (C, D) con inmunolocalizacién de PKC-«
que evidencia las células bipolares tipo ON en ratas P23H tratadas con vehiculo (A, C) y en P23H tratadas con
HUZ210 (B, D). En alto a la derecha de cada imagen una magnificacién del drbol dendritico de una célula bipolar
en la OPL. Los niicleos estdn marcados en azul. Se aprecia el cuerpo celular y dendritas (puntas de flecha) mejor
preservadas en las ratas P23H tratadas con HU210 en zonas centrales y periféricas. Barra de escala, 20 um, y
10 um en las magnificaciones.

En el grupo de ratas HU210 en general encontramos las células bipolares mejor alineadas y
los axones mas largos en la IPL, en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo, ya
sea en zonas centrales de la retina como en periféricas. Las imagenes muestran los cuerpos

celulares de las células bipolares de bastén con su morfologia tipica. Los somas de estas
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células se muestran mejor preservados a lo largo de la retina, y la pérdida de cuerpos
celulares es mas contenida. Ademas, no se evidencias fendmenos de agrupacion de las células
bipolares que encontramos en las ratas P23H (Figura 49 B, E).

Para cuantificar la integridad de las células bipolares de baston medimos, en la parte central
de cada retina, la intensidad relativa de la inmunoreactividad para PKC-a. El grupo de
animales tratado con HU210, a pesar de mostrar una inmunointensidad menor que las ratas
SD (dicha diferencia no fue significativa), con un porcentaje de inmunoreactividad del 72.6%
respecto de las SD (test t de Student, p < 0.001), result6 tener una inmunoreactividad para

PKC-a un 29% mas alta que la obtenida en el grupo P23H tratado con vehiculo (Figura 50).
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Figura 50. Inmunoreactividad relativa para PKC-a de las células bipolares tipo ON en ratas SD (gris), P23H
tratadas con vehiculo (negro) y P23H tratadas con HU210 (blanco). *** Test t de Student, p < 0.001.

4.3.2.4 HU210 PREVIENE LA PERDIDA DE CELULAS HORIZONTALES, DE
SUS DENDRITAS Y CONTACTOS SINAPTICOS CON LOS
FOTORRECEPTORES

Dado que HU210 preserva fotorreceptores y células bipolares de la retina, con el fin de
evidenciar su posible efecto sobre células horizontales de la retina, marcamos los tejidos

retinianos con un anticuerpo para calbindina, un marcador de células horizontales, amacrinas
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y ganglionares. La inmunotincién para CB marca el arbol dendritico de las células
horizontales, el cual protruye desde el cuerpo celular. El grupo de ratas P23H tratado con
HU210 muestra un mayor nimero de cuerpos de células horizontales y mas dendritas en
comparacion con el grupo P23H tratado con vehiculo (Figura 51).

Con el fin de averiguar si las dendritas de las células horizontales siguen siendo funcionales y
se preservan la actividad sinapticas entre células horizontales y fotorreceptores, realizamos
inmunotincion combinada para calbindina y Bassoon. Las imdagenes muestran
cualitativamente el mayor nimero de conexiones entre fotorreceptores y células horizontales
en la retina de ratas tratadas con HU210 en comparacién con la retina de ratas P23H tratadas
con vehiculo (Figura 51, flechas).

Los resultados indican que HU210 previene la pérdida de células horizontales y de sus
dendritas, a la vez que posibilita la preservacién de las conexiones sindpticas con los
fotorreceptores y el mantenimiento de las interacciones horizontales a nivel de OPL en la rata

P23H.
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Figura 51.  Células horizontales y sus contactos con los fotorreceptores en ratas P23H tratadas con vehiculo o
con HU210

Se muestran secciones verticales de las células horizontales y sus contactos sindpticos con los fotorreceptores en
ratas P23H tratadas con vehiculo (A, C, E) y ratas P23H tratadas con HU210 (B, D, F). Los niicleos estdn
marcados en azul Las células horizontales son marcadas con anticuerpo para calbindina, mientras el
anticuerpo para el Bassoon inmunolocaliza la cintilla sindptica de los fotorreceptores Se aprecia el mayor
numero de contactos sindpticos (flechas) entre células horizontales y fotorreceptores en las ratas P23H
tratadas con HU210. Todas las imdgenes son tomadas de retina central, cerca del nervio dptico. Barra de
escala, 10 um.
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4.4. CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA POR LA ADMINISTRACION DE
HUZ210.

El sistema endocannabinoide estd ampliamente difundido en el SNC. Su presencia ha
impulsado una consistente investigacion sobre su papel en varios comportamientos y
conductas incluidas la actividad locomotora. El tratamiento crénico con HU210 nos
proporciond una valiosa posibilidad de comprobar si la administraciéon de este cannabinoide
sintético influye sobre la actividad motora de las ratas P23H.

Durante la dltima semana de tratamiento se realizaron registros de la actividad locomotora de
ratas P23H tratadas vehiculo y tratadas con HU210, con el fin de evaluar las posibles
alteraciones de la misma causadas por el cannabinoide. Se registraron 5 ratas P23H tratadas
con vehiculo y 6 ratas P23H tratadas con HU210.

A nivel general, se observé que la actividad diaria de las ratas P23H de ambos grupos
respondia a un patroén circadiano, mostrando una mayor actividad en las horas de oscuridad
que en las de luz. Sin embargo, las ratas tratadas con HU210 tenian mayor actividad
locomotora media en comparaciéon con las ratas del grupo P23H tratadas con vehiculo,
aunque las diferencias no resultaron significativas (Figura 52). Estas diferencias estaban
presentes tanto los dias de administracion del tratamiento (3 veces por semana), como los
dias de no administracién, aunque en medida menor (datos no mostrados). Hay que tener en
cuenta que la administraciéon intraperitoneal (i.p.) durante largos periodos de tiempo
determina un estado de estrés cronico en las ratas. Nuestro resultado no concuerda con la
mayoria de la bibliografia consultada (Martin-Calderon, Munoz et al. 1998, Bosier, Sarre et al.
2010). Estudios anteriores han demostrado que los CBs producen, entre otros efectos agudos,
catalepsia, que aparece a los 20 min tras la administracion (Martin-Calderon, Munoz et al.
1998, Little, Compton et al. 1989a). Quisimos comprobar en nuestros animales los efectos
agudos de la inyeccion de HU210 y tomamos los datos referentes a la primera hora sucesiva a
la administracion i.p. Nuestros resultados muestran que las ratas tratadas con HU210 tienen
menor actividad motora tras la administracién (-49,2%), en comparacién con las ratas del

grupo tratado con vehiculo (test t de Student, p < 0.001) (Figura 53).
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Figura 52.  Actividad locomotora media en ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestra la actividad locomotora media de 5 ratas P23H tratadas con vehiculo y de 6 ratas P23H tratadas
con HU210, registrada durante una semana. Cada barra representa el niimero medio de eventos registrados:
numero de activaciones de la fotocélula/10 min.

Estos resultados muestran que tras mas de 2 meses de tratamiento, existe el efecto de
catalepsia aguda provocado por la administracion del cannabinoide HU210. Las diferencias
intragrupales podrian derivar del efecto en cada animal de factores genéticos y ambientales.
Los resultados muestran que la primera hora después de la administracion i.p. las ratas
entraban en estado de catalepsia, con menor actividad motora. Este resultado confirma los
datos de la bibliografia existente (Katsidoni, Kastellakis et al. 2013, Bosier, Sarre et al. 2010).
Por otro lado, pudimos observar un cambio en la actividad motora también los dias de no
administracion. En ausencia de estimulos externos, en los horarios que coinciden con la
administracion i.p. (alrededor de las 10:00 de la mafiana), registramos una mayor actividad
motora de las ratas de ambos grupos (datos no mostrados). No registramos actividad motora
caracterizada por patrones de inquietud ni vocalizaciones anémalas. Sin embargo, durante las
ultimas semanas de tratamiento, observamos algtin episodio epiléptico en las ratas tratadas

con HU210.
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Figura 53. Actividad locomotora durante la primera hora post-inyeccion en ratas P23H tratadas con vehiculo
ocon HU210

Se muestra la actividad locomotora de las ratas P23H tratadas con vehiculo y tratadas con HU210 registrada
durante la primera hora tras la inyeccién ip. (nimero de activaciones de la fotocélula/10 min). Se puede
evidencia la menor actividad motora inducida por la administracién de HU210. La actividad motora estd
contabilizada en eventos. *** Test t de Student, p < 0.001.

Los episodios ocurrian entorno de la hora de la inyeccion. A pesar de la observacidon no
tenemos datos suficientes para explicar por qué se dan estos episodios. No podemos descartar
ulteriores crisis durante todo el tratamiento, si bien, no encontramos exceso de viruta en el
suelo, signo tipico de actividad anormal de las ratas. No se registraron crisis epilépticas en los
animales no tratados en los horarios cercanos a la inyeccién.

Las crisis epilépticas podrian estar relacionadas con el estrés debido a la inyeccion (Seyle
1936). No hemos encontrado bibliografia que asocie positivamente eventos epilépticos, CBs y
tratamientos crénicos en esta especie animal. La bibliografia mas reciente relaciona los CBs
con un rol antiepiléptico y no concuerda con los eventos observados (Citraro, Russo et al.

2013, Rizzo, Carletti et al. 2014, Di Maio, Cannon et al. 2015).
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4.5. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON HU210 SOBRE LA INGESTA Y EL PESO.

El sistema eCB esta involucrado en la regulacién de la ingesta alimenticia y modulacion del
peso (Higgs, Barber et al. 2005, Lipina, Irving et al. 2014). Nuestro disefio experimental nos
permitié comprobar los eventuales efectos de la administracién i.p. de HU210 sobre la ingesta
de alimento, el consumo de agua y el peso corporal de cada animal durante los 67 dias de

tratamiento.

4.5.1 CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL DE LAS RATAS TRATADAS CON
HUZ210

Nuestros resultados muestran que las ratas a las que se les ha inyectado HU210 presentaron
un peso inferior en comparacion con las ratas P23H durante y al final del tratamiento (Figura
54).

*xk %
B01 e P23 *xx

—e— P23H+HU210

400

350

300 -

250 -

Peso (gr)

200 -

150

100 -

50 T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Dias

Figura 54. Peso corporal de las ratas P23H tratadas con vehiculo y tratadas con HU210

Se muestra el efecto del tratamiento sobre el peso corporal de 5 animales P23H tratados con vehiculo y 6
animales tratados con HU210. La administracién de HU210 conllevé en los animales una diferencia de peso
significativa a partir de la primera administracidn, la cual se mantiene durante todo el tratamiento. Test t de
Student, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Es interesante notar que la diferencia de peso entre los dos grupos se manifestd6 nada mas

empezar la administracién i.p. Nuestros resultados indican que entre la primera y la segunda

administracion hay una caida del peso de las ratas tratadas con HU210 del 15% en

comparacién con las ratas P23H tratadas con vehiculo. Esta diferencia de peso se mantuvo a

lo largo de todo el tratamiento. Las ratas del grupo tratado con HU210 alcanzaron a partir del

4° dia de tratamiento un peso significativamente menor (test t de Student, p < 0.002) que las

ratas tratadas con vehiculo. A P120, las ratas tratadas con HU210 alcanzan una media de peso

del 82.13% respecto a las ratas P23H tratada con vehiculo (Figura 55).
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Se muestra el efecto del tratamiento sobre el peso corporal de las ratas P23H tratadas con HU210 de P24 a
P120, en comparacién con las ratas P23H tratadas con vehiculo (%). A partir de P28 la diferencia de peso en

términos de porcentaje se mantiene estable.
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Los resultados indican que el crecimiento de las ratas tratadas con HU210 fue menor en
comparacién con las ratas P23H tratadas con vehiculo. Hasta los 45 dias de vida el
crecimiento de las ratas se produce de forma rapida y creciente en ambos grupos. A raiz de la
primera administracion del tratamiento encontramos diferencias significativas en el
crecimiento de las ratas tratadas con HU210 respecto a las P23H tratada con vehiculo (test t
de Student p<0.001) (Figura 56). El pico de crecimiento coincide en ambos grupo con el dia
P45. A partir de los 45 dias de edad el crecimiento decae, y las ratas tratadas con HU210
siguen con un patrén de crecimiento inferior. A partir de los 76 dias no hay diferencias en la

curva de crecimiento de ambos grupos, expresada en gr/dia.
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Figura 56. Curva de crecimiento de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestra el crecimiento de las ratas P23H tratadas con HU210 y de las ratas P23H tratadas con vehiculo
expresado en gr/dia. En ambos grupos el pico de crecimiento ocurre a P45. *** Test t de Student, p < 0.001.

Si analizamos el crecimiento en términos relativos (gr/Kg/dia), la tendencia varia. La curva de
crecimiento expresada en gr/Kg/dia disminuye a medida que pasan los dias en ambos grupos

(Figura 57). Este fendmeno es comun en todos los roedores.
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Figura 57.  Curva de crecimiento de ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

Se muestra la curva de crecimiento de las ratas P23H tratadas con HU210 y tratadas con vehiculo, expresadas
en gr/Kg/dia. La diferencia de crecimiento es significativa al inicio del tratamiento. *Test t de Student, p < 0.05.

La administracion de HU210 no cambia la tendencia de la curva de crecimiento. Se evidencian
diferencias significativas en el crecimiento expresado como gr/Kg/dia (test t de Student, p <
0.05) entre las ratas tratadas con HU210 y las ratas P23H tratadas con vehiculo al comienzo
del tratamiento, coincidiendo con la primera administracion i.p. de HU210 (Figura 57).
Anteriores estudios han demostrado que altas dosis de CBs pueden influir sobre el peso y el

crecimiento en roedores en fase aguda y sub-crénica (Giuliani, Ferrari et al. 2000).
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4.5.1.1 CAMBIOS EN LA INGESTA Y EL CONSUMO DE AGUA DE LAS RATAS
TRATADAS CON HUZ10.

En cuanto a la ingesta de alimentos, pudimos comprobar el grupo de animales P23H tratado

con HU210 ingieren menos alimentos (gr/dia) en comparacién con el grupo animales P23H

tratado con vehiculo a lo largo de todo el tratamiento (Figura 58).
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Ingesta de las ratas P23H tratadas con vehiculo o con HU210

La grdfica muestra que la ingesta (expresado en gr/dia) de las ratas P23H tratada con vehiculo (negro) es

mayor en comparacion con las ratas tratadas con HU210 (rojo) a lo largo de todo el tratamiento. Test t de
Student, ***p < 0.001, **p < 0.01.

Si la ingesta de alimento se expresa como gr/dia aparecen diferencias significativas en el

consumo de alimentos entre ambos grupos (test t de Student, p < 0.01, test t de Student, p <

0.001) (Figura 58). Pero, al expresar el consumo de alimento como gr/Kg/dia, solo se

aprecian diferencias significativas en el consumo de alimentos tras dos semanas de

tratamiento (test t de Student, p < 0.05) (Figura 59). Después de un mes de tratamiento el

consumo vuelve a ser similar en ambos grupos. Resultados similares fueron observados en

anteriores estudios con la administracidon de la misma dosis de HU210 (Giuliani, Ottani et al.

2000).
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Figura 59. Ingesta de alimento de las ratas P23H tratadas con HU210 y las ratas P23H tratadas con vehiculo
(gr/Kg/dia), * Test t de Student, p<0.05.

Respecto a la cantidad de agua consumida por las ratas durante el tratamiento, se observaron
diferencias significativas al inicio del tratamiento (P30) donde las ratas P23H tratadas con
vehiculo bebieron mas agua (test t de Student, p < 0.05) (Figura 60). Después de un mes de
tratamiento (P54), la cantidad de agua ingerida por las ratas tratadas con HU210 fue
significativamente mayor en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo (test t de
Student, p < 0.05). Si el consumo de agua se expresa en gr/Kg/dia existen diferencias
significativas en el consumo de agua del grupo tratado con HU210 en comparaciéon con el
grupo P23H tratado con vehiculo. El grupo tratado con HU210 consume mas agua (test t de
Student, p < 0.05) en términos relativos a lo largo del periodo P54 a P73, que corresponde

aproximadamente a un tercio del tratamiento (Figura 61).
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Figura 60. Consumo de agua por las ratas P23H tratadas con HU210 y las ratas P23H tratadas con vehiculo. *
Test t de Student, *p < 0.05

200 -
—— P23H

—e— HU210
180 S

160 -
140 4
120 4

100 |

Consumo agua (gr/kg)

80

60 T T T T T T T \
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Dias

Figura 61. Consumo de agua de las ratas P23H tratadas con HU210 y las ratas P23H tratadas con vehiculo.*
Test t de Student, p < 0.001
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La administracion aguda y crénica de CBs puede producir algunos efectos sobre el sistema
endocrino e hipotaldmico que podrian justificar los efectos anorexigenicos y/o reconducir la
pérdida de peso a factores de estrés (Kubena, Perhach et al. 1971, Donohoe 1984). Otros
estudios apuntan a posibles lesiones gastrointestinales determinadas por la administracion de
CBs en altas dosis, lo cual justificaria la pérdida de peso (Dewey 1986).

Debido a los efectos de la administracion de HU210 sobre la ingesta y el crecimiento, quisimos
comprobar si el tratamiento con HU210 tenia algun efecto sobre el higado. La bibliografia
indica que los CBs podrian participar en la modulacién de la funciéon hepatica (Mallat,
Lotersztajn 2008, Mallat, Lotersztajn 2010). Un indicador de posibles efectos del compuesto
sobre el higado consiste en determinar el peso del 6rgano en cuestion, en términos absolutos
y relativos, en animales tratados y controles (Bailey, Zidell et al. 2004). Nuestros resultados
indican que el peso de los higados de las ratas P23H tratadas con HU210 era menor en
comparacién con el de las ratas P23H tratadas con vehiculo. El peso medio de los higados de
los animales tratados con HU210 fue de 16.4 * 0.6 gr, en comparacién a los animales no
tratados donde el peso medio result6 ser de 21.8 *+ 0.7 gr (Figura 62). En termino relativo el
peso de los higados de los animales tratado con HU210 alcanzé el 84.2% del de los animales

tratados con vehiculo.
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Figura 62. Representacion grdfica del peso de los higados de las ratas P23H tratadas con HU210 y las ratas
P23H tratadas con vehiculo. ** Test t de Student, p < 0.01.
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Si expresamos el peso de los higados en relacidn al peso de los animales, encontramos que el
peso y tamafio relativo de los higados también era menor en los animales tratados con
HU210, en relacion con el valor obtenido en las ratas tratadas con vehiculo (test t de Student,
p < 0.05). En términos relativos la ratio peso higado/peso animal de los animales tratados con
HU210 fue el 88.2% del valor obtenido analizando los animales P23H tratados con vehiculo

(Figura 63).
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Figura 63. Ratio peso higado/peso animal de las ratas P23H tratadas con HU210 y las ratas P23H tratadas
con vehiculo.* Test t de Student, p<0.05
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4.6. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE NICOTINA SOBRE LA RESPUESTA
VISUAL EN RATAS P23H.

Con el fin de evaluar el efecto de la administracién de nicotina sobre la degeneracion de la
retina de ratas P23H, se obtuvieron los registros electrorretinograficos de 6 ratas P23H
tratadas con nicotina 1 mg/Kg/dia (N1mg), 6 ratas P23H tratadas con nicotina 5 mg/Kg/dia
(N5mg) y 7 ratas P23H tratadas con vehicuo. Todos los ERGs se obtuvieron en condiciones
escotdpicas a las edades P30 y P120.

Los resultados obtenidos se muestran en los registros electrorretinograficos representativos a
P30 y P120 de una rata P23H tratada con vehiculo, una rata P23H tratada con N1mg y una
rata P23H tratada con NSmg (Figura 64).

En los ERGs a P30, con 9 dias de tratamiento, en las ratas tratadas con N1mg se observé una
disminucién estadisticamente significativa (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.05) en la
amplitud de la onda b (b maxima: 382.1 + 32.5 uV) en comparacion con las ratas P23H no
tratadas (b maxima: 468.6 + 19.2 pV) (Figura 64). La amplitud media de la onda b maxima
registrada en el grupo tratado con N1mg result6 a ser el 80.7% de la amplitud media de la
onda b maxima de las ratas P23H no tratadas. A esa edad, la amplitud de la onda a no mostré
diferencias significativas entre ratas P23H tratadas con N1mg (a maxima: 48 + 11.4 pV) en
comparacidén con las ratas del grupo P23H no tratado (a maxima: 46.4 + 3.7 pV).

En las ratas tratadas con N5mg, se observé a P30 una disminucién estadisticamente
significativa (ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.05) en la amplitud de la onda b (b maxima:
378.1 £ 31.5 uV) en comparacion con las ratas P23H no tratadas (b maxima: 468.6 + 19.2 uV).
La amplitud media de la onda b maxima registrada en el grupo NSmg resulto a ser el 81.5% de
la amplitud de la onda b maxima de las ratas P23H no tratadas (Figura 64, Tabla 10). La
amplitud de la onda a no mostr6 diferencias significativas entre ratas P23H tratadas con
N5mg (a maxima: 55.2 + 17.4 uV) en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo (a
maxima: 46.4 = 3.7 uV). No encontramos diferencias significativas entre las amplitudes de las
ondas a y b de los animales tratados con nicotina a diferentes concentraciones. La relacion
entre la administracion de nicotina y la disminucién de la onda b en condiciones escotdpica ha
sido demostrada en anteriores estudios (Varghese, Reid et al. 2011). Las diferencias

encontradas posiblemente son debidas a los efectos agudos de la nicotina en los animales.
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Figura 64. Electrorretinogramas de ratas P23H tratadas con vehiculo o con nicotina

ERGs representativos registrados en condiciones escotdpicas a P120y P30 de ratas P23H tratadas con vehiculo
yalas dosis NImg y N5mg. A la izquierda del grdfico se indica la intensidad del estimulo en log cd s m2.

A P120, en las ratas tratadas con N1mg no se observaron diferencias significativas en la
amplitud de la onda b (b maxima: 132.9 + 29.7 uV) en comparaciéon con las ratas P23H
tratadas con vehiculo (b maxima: 136.6 + 24.3 uV). En las ratas tratadas con N5mg tampoco se
observaron diferencias significativas en la amplitud de la onda b (b maxima: 121.3 + 31.1 V)
en comparacion con las ratas P23H tratadas con vehiculo y tampoco con las tratadas con
N1mg. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en la amplitud de la
onda a de los grupos tratados con nicotina en las diferentes dosis y el grupo tratado con

vehiculo (Figura 64, Tabla10).
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ERG Escotdpico Escotdpico

Onda a b
Tiempo P30 P120 P30 P120
P23H 46.4 + 3.7 9.6+24 468.6 + 19.2 136.6 £ 24.3
N1mg 48+ 11.4 9.3+3 382.1+32 1329 £ 29.7
N5mg 55.2+17.4 10.7+2.8 378.1+31.5 121.3+£31.1
Tabla 10. Amplitud mdxima de las ondas a y b de ratas P23H tratadas con vehiculo o con nicotina

La tabla muestra la amplitud mdxima + EEM (uV) promediada de las ondas ay b de 7 ratas P23H tratadas con
vehiculo, 6 ratas P23H tratadas con nicotina N1mg (1mg/Kg/dia) y 6 ratas P23H tratadas con N5mg (5

mg/Kg/dia).

Con el fin de eliminar el posible efecto agudo de la nicotina sobre la respuesta visual, y poder
evaluar asi un posible efecto neuro-protector de la nicotina, normalizamos los resultados
obtenidos a P120, comparandolos con lo registrado a P30. Aplicamos las ecuaciones: 100*
onda b aP120/onda b a P30,y 100* onda a a P120/onda a a P30.

Los valores normalizados de respuesta visual mostraron que las ratas P23H tratadas con
N1mg presentaban mayor amplitud relativa en la onda b que las ratas P23H no tratadas
(ANOVA, test de Bonferroni, p < 0.05) (Tabla 11).

Los valores normalizados de onda b de las ratas P23H tratadas con N5mg no resultaron
significativamente distintos de los obtenidos en las ratas P23H no tratadas. Los valores
normalizados de onda a no mostraron diferencias significativas entre los animales tratados
con nicotina y los tratado con vehiculo. Estos resultados podrian indicar que la administracion
cronica de bajas dosis de nicotina ejerce un posible efecto neuro-protector en la degeneracion
retiniana de ratas P23H. Sin embargo, debido a que estos efectos resultan moderados, y solo

evidentes tras la normalizacion de los registros, creemos necesaria la confirmaciéon de los
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resultados mediante la realizacion de nuevos experimentos en los que se evite el posible

efecto agudo de la nicotina durante la realizacidn de los electrorretinogramas.

ERG Escotdpico
Onda b
Tiempo P30 P120 Normalizado
P23H 468.6 £ 19.2 136.6 = 24.3 29.8 £5.9%
N1mg 382.1+32 132.9 £ 29.7 37.5+9.2%
N5mg 378.1 +31.5 121.3+£31.1 329+ 10%
Tabla 11. Amplitud mdxima y normalizada de las ondas b de ratas P23H tratadas con vehiculo o con nicotina

Se indica la amplitud media mdxima (uV) y normalizada (P120 vs. P30) de las ondas b de 7 ratas P23H
tratadas con vehiculo y de 6 ratas P23H tratadas con nicotina a las concentraciones de 1 mg/Kg/dia (N1mg) y
5mg/Kg/dia (N5 mg).
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5. DISCUSION

Estudios previos han mostrado que algunos factores neurotréficos y neuroprotectores tienen
el potencial para ralentizar la degeneracion de la retina en modelos animales (Green, Rendahl
et al. 2001, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012b, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012a, Okoye,
Zimmer et al. 2003). Dentro del grupo de sustancias con acciéon neuroprotectora, los CBs se
han postulado como un grupo de sustancias con potencial terapéutico en relacion a las

enfermedades de la retina.

5.1. CAMBIOS FUNCIONALES EN LA RETINA DE RATAS P23H Y EFECTOS DE LA
ADMINISTRACION DEL CANNABINOIDE HU210

En este trabajo hemos detectado que la degeneracion retiniana de las ratas P23H inicia a edad
temprana. La mutacion P23H cursa con una degeneracion parecida a la observada en seres
humanos (Machida, Kondo et al. 2000a). En los estudios previos realizados, los registros
electroretinograficos de las ratas P23H mostraban una respuesta visual baja e inferior, como
era de esperar, a la de las ratas SD (Lax, Otalora et al. 2011, Fernandez-Sanchez, Lax et al.
2012b, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012a). En nuestro estudio, la amplitud de las ondas a y
b registradas a P30, P60 y P90 en las ratas P23H tratadas con vehiculo son inferiores en
comparacion a las obtenidas en ratas SD, de manera que la mutacién deja patente sus efectos
sobre la respuesta electrorretinografica a todas las edades analizadas en este estudio.
Nuestros resultados muestran que la disminucién de la onda a y b iba acompafiada por el
aumento de la latencia media de respuesta y el aumento del umbral de sensibilidad. La menor
amplitud de la onda a en las ratas P23H concuerda con los hallazgos morfologicos en la ONL,
donde encontramos pocas filas de fotorreceptores respecto a las 10-12 filas normalmente
presentes en ratas silvestres SD (Garcia-Ayuso, Ortin-Martinez et al. 2013, Garcia-Ayuso,
Salinas-Navarro et al. 2010). La pérdida de fotorreceptores tipo baston, poblacién mayoritaria
en la retina de rata, podria justificar la menor onda a en las ratas P23H (Machida, Kondo et al.
2000a, Pinilla, Lund et al. 2005, Cuenca, Pinilla et al. 2004). La amplitud de la onda b se asocia,
en buena parte, a la actividad de las células bipolares, de tal manera, que la pérdida de células
bipolares, mayoritariamente de bastones, y de la conectividad sinaptica a nivel de las capas
plexiformes en los animales P23H, podria explicar, en buena parte, la menor la amplitud de la
onda b y el aumento de la latencia media de respuesta de dicha onda (Cuenca, Pinilla et al.

2004, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2011). Estudios previos han puesto en evidencia que los
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CBs pueden atenuar dafios neuronales de origenes diferentes (Fernandez-Ruiz, Garcia et al.
2010, Pertwee 2012, van der Stelt, Veldhuis et al. 2002, van der Stelt, Di Marzo 2005,
Zogopoulos, Vasileiou et al. 2013). La presencia del sistema eCB en la retina ha sido
demostrada (Cecyre, Zabouri et al. 2013, Zabouri, Bouchard et al. 2011). Los CBs han sido
estudiados en relacion con isquemias causadas por incremento de la presiéon ocular (Nucci,
Bari et al. 2008, Pinar-Sueiro, Zorrilla Hurtado et al. 2013, Crandall, Matragoon et al. 2007).
Otros estudios han mostrado los efectos neuroprotectores de los CBs en la retina (Yazulla
2008). Ademas, los agonistas del receptor CB1r protegen contra los efectos de excitoxicidad
por sobreproduccion de glutamato (El-Remessy, Khalil et al. 2003a, Opere, Zheng et al. 2006).
En nuestros resultados observamos que la administracién i.p. de HU210 se asocia con una
mejora de la actividad funcional, mostrada a través de los registros electroretinograficos de la
retina. En primer lugar hemos observado que la administracion de HU210 mejora la amplitud
de los registros electroretinograficos (onda a y b). Recientes estudios han puesto de
manifiesto la influencia del sistema eCB en la respuesta visual. La activaciéon de los CBrs
participa en la modulacidn de la neurotransmision de los fotorreceptores, y podria influenciar
las conexiones sinapticas de las células bipolares, incluido el trafico vesicular (Cecyre, Zabouri
et al. 2013). No conocemos estudios previos que hayan puesto de manifiesto la preservacion
de los ERGs asociado a la administracién de HU210, por lo que nuestros resultados adquieren
mas relevancia. La mayor amplitud de las ondas a y b en ratas P23H tratadas con HU210 iba
acompafada de la preservacion del umbral de sensibilidad y del tiempo implicito de
respuesta. Las mejoras en la onda b de los ERGs fueron analogas a las observadas en la onda a.
La ratio onda b/a puede ser util a localizar las estructuras mas afectadas (Perlman 1983),
aunque entender el significado en términos estructurales de la ratio onda b/a es arduo. Los
procesos degenerativos a nivel celular entre fotorreceptores y neuronas secundarias son
dinamicos y las interacciones en estado patologico entre las varias neuronas no han sido
aclaradas.

Decidimos realizar solo registro escotdpico por dos motivos: porque en anteriores estudios
realizados por nuestro grupo los resultados fotépicos a P90 no se mostraron interesantes, y
porque en estadios relativamente tempranos de RP las alteraciones morfolégicas y
funcionales afectan principalmente a la via escotépica, debido a la pérdida mayoritaria de
bastones. Sin embargo, los resultados morfoldgicos obtenidos sugieren que puede resultar
interesante analizar también la respuesta fotopica, evaluando asi posibles efectos

neuroprotectores de HU210 sobre la poblacién de conos.
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5.2. CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA RETINA DE RATAS P23H Y EFECTOS DE
LA ADMINISTRACION DEL CANNABINOIDE HU210

Los resultados a nivel funcional se ven reforzados por los analisis morfolégicos llevados a
cabo. El aumento en la amplitud de las ondas a y b en condiciones escotdpicas va acompafiado
de un aumento (o preservacidon) del espesor de la ONL. En ese sentido, otros estudios
encontraron una correlacion positiva entre el espesor de la ONL y la amplitud de las ondas a y
b (Esteve-Rudd, Fernandez-Sanchez et al. 2011). Ademas, ha sido encontrada una correlaciéon
positiva entre el nimero de filas de fotorreceptores de la ONL y la amplitud de la onda b en
ratas P23H (Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012a). En este contexto, nuestros resultados
muestran una correlacion positiva entre el mayor espesor de la ONL y la mayor amplitud de la
onda b en ratas P23H tratadas con HU210. De manera que, el mayor nimero de
fotorreceptores permitiria explicar el aumento en la amplitud de la onda a en las ratas

tratadas con HU210.

5.2.1 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE HU210 SOBRE LOS
FOTORRECEPTORES

La retina externa es la primera zona de la retina en mostrar los signos degenerativos en RP,
por lo que centramos nuestra atencion en la morfologia y funcionalidad de los
fotorreceptores. En la retina de ratas P23H, hemos observado una disminucién en el nimero
de fotorreceptores, asi como una reduccion de la conectividad sindptica con sus células
postsinapticas: las neuronas horizontales y las bipolares. El marcaje con TO-PRO-3 puso de
manifiesto la drastica disminucion de las filas de fotorreceptores en la ONL de las ratas P23H
a todas las edades consideradas. Estos resultados a nivel estructural se ven reforzados por los
analisis funcionales llevados a cabo mediante los registros electrorretinograficos en las
mismas edades. Ademas, anteriores estudios confirman que la ONL se reduce a 3-4 filas de
fotorreceptores en sélo 40 dias de edad, y andlisis a P270 muestran sélo algin fotorreceptor
esporadico (Cuenca, Pinilla et al. 2004). Nuestros resultados permiten confirmar que la
mutacion P23H afecta en primera instancia a la estructura y funcidén de la retina externa.

En las ratas P23H encontramos una pérdida primaria de bastones (poblacién mayoritaria). El
inmunomarcaje para la recoverina (Cuenca, Pinilla et al. 2004) y para la rodopsina (Pinilla,
Cuenca et al. 2007) pone de manifiesto la drastica reduccion de bastones en nuestros
animales. Por otra parte, los fotorreceptores que quedaron mostraron segmentos externos e

internos en mal estado morfolégico. Diferentes estudios sobre el modelo P23H muestran la
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desestructuracion de la ONL (Garcia-Ayuso, Ortin-Martinez et al. 2013, Cuenca, Pinilla et al.
2004), ademas de que en estadios tempranos los bastones y conos se muestran irregulares
con segmento externo troncado. Cambios similares se han observados en cultivo humano de
neuroretina (Fernandez-Bueno, Fernandez-Sanchez et al. 2012) y en estudios en RP
(Martinez-Navarrete, Seiler et al. 2011, Pinilla, Cuenca et al. 2007).

Posteriormente a la muerte masiva de las células tipo bastén se puede observar el mismo
proceso, aunque de manera paulatina, en los conos, como pusieron de manifiesto los
inmunomarcajes para recoverina y para y-transducina. En las ratas P23H, los fotorreceptores
tipo cono estaban morfolégicamente dafiados, sin la presencia de la estructura axénica y con
el pediculo sindptico unido directamente al cuerpo celular. Nuestros resultados confirman que
en la RP, después de la muerte de los bastones, los conos experimentan la progresiva
reducciéon de su tamafio, acompafiado de la pérdida de la morfologia y de un progresivo
acortamiento de los segmentos externo e interno, ademds de alteraciones estructurales en el
terminal axénico (Chrysostomou, Stone et al. 2008, Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014).
Estudios previos han demostrado que en el modelo P23H los conos degeneran
posteriormente a los bastones (Garcia-Ayuso, Ortin-Martinez et al. 2013, Chrysostomou,
Valter et al. 2009, Chrysostomou, Stone et al. 2009, Chrysostomou, Stone et al. 2008). De
manera que el estado morfolégico y funcional de los conos depende de la tasa de
supervivencia de los bastones, en resumen de la tasa degenerativa. En consecuencia, el
proceso degenerativo cursa de modo distinto para los dos tipos de fotorreceptores,
comprobandose que los bastones degeneran considerablemente mas rapido que los conos. Un
patron semejante se ha descrito en pacientes humanos afectados por retinosis pigmentaria
(Milam, Li et al. 1998).

Se piensa que la apoptosis de las células tipo bastdn altera de alguna manera el normal
proceso de muerte de las células tipo cono, existen diferentes opiniones sobre el desarrollo de
este fendmeno.

Algunos hipotetizan que la muerte posterior de los conos podria estar predeterminada
genéticamente. Otros estudios apuntan que la muerte de los bastones impide la secrecién de
factores neurotroéficos para los conos (Leveillard, Mohand-Said et al. 2004) o que la muerte de
los bastones determina un estrés oxidativo para los conos (Stone, Maslim et al. 1999). Algunos
estudios asocian los procesos degenerativos de los bastones a la produccién de sefiales de
muerte celular o de caracter toxico, los cuales desde los bastones se transmitirian localmente

por permeabilidad entre uniones celulares a las células colindantes (Ripps 2002). Otros
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estudios teorizan que a consecuencia de la muerte celular de los bastones Ia
desestructuracion de la retina y la degeneracién coroidal que la acompafia impiden
progresivamente la capacidad de sustentar la vida de los conos (Marc, Jones 2003, Marc, Jones
et al. 2003, Bovolenta, Cisneros 2009). En contra de esta hipotesis, se ha observado que en el
caso de RP con mutacion especifica de conos, éstos degeneran hasta la muerte, pero los
bastones, a pesar de la muerte de sus “vecinos”, sobreviven mucho mas tiempo. Esto sugiere
que la reaccion general a la degeneracion de la retina no es suficiente para justificar la pérdida
de fotorreceptores (Bovolenta, Cisneros 2009). Es probable que haya algiin mecanismo
especifico intrinseco a la muerte celular de los bastones atin por descubrir que predispone la
muerte de los conos.

En cualquier caso, parece sensato afirmar que el rescate de los fotorreceptores tipo bastén
tiene un efecto positivo sobre la preservaciéon de los fotorreceptores tipo cono. En este
sentido, el EPR localizado entre los fotoreceptores y la capa vascular suministra nutrientes y
oxigeno a la retina externa y fagocita los residuos proteicos de los segmentos externos,
asegurando su continua renovacion. Este intercambio lo permiten un amplio nimero de
contactos establecidos principalmente entre EPR y los bastones, siendo este tipo celular el
95% del numero total de fotorreceptores en mamiferos (Bovolenta, Cisneros 2009). En
cualquier caso, parece que los fotorreceptores tipo baston son necesarios a la homeostasis
general de la retina.

En general, encontramos que el tratamiento crénico con HU210 en los animales P23H
disminuye la tasa de pérdida de ambos fotorreceptores (bastones y conos), preservandose las
caracteristicas morfoldgicas de los fotorreceptores. No comparamos un eventual cambio en la
tasa de supervivencia de los dos tipos de fotorreceptores sucesivamente al tratamiento.
Queda pendiente para ulteriores estudios.

El cannabinoide HU210 muestra un efecto neuroprotector. El numero de filas de
fotorreceptores “supervivientes” posteriores al tratamiento resulta ser mayor, con resultados
positivos parecidos a otras sustancias neuroprotectoras investigadas por nuestro grupo
(Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012b, Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2012a, Fernandez-
Sanchez, Lax et al. 2011, Lax, Otalora et al. 2011, Lax, Esquiva et al. 2012). En general la tasa
degenerativa de los fotorreceptores resulta ser ralentizada por HU210. HU210 logra
preservar la estructura y el nimero de los fotorreceptores comparado con los animales P23H
tratados con vehiculo, ademads la preservacidon de los bastones estd en concordancia con la

mayor amplitud de las ondas a registradas con las técnicas electroretinograficas.

137



HU210 obtiene una buena preservacion de los fotorreceptores tipo baston, la cual va unida a
una mejor preservacion de los conos en los animales P23H tratados con HU210. Los
fotorreceptores tipo cono del grupo tratado con HU210 muestran mayor longitud, presentan
su forma tipica, con segmentos externo e interno identificables, se preserva el terminal
axoénico y el pediculo mantiene su forma tipica. Un posible mecanismo de accion directa de
HU210 que podria favorecer la preservacion parece estar relacionado con la inhibicion de las
sinapsis glutamatergicas a través del CB1r que limita los efectos de la excitotoxicidad por

Glutamato (Ramirez-Franco, Bartolome-Martin et al. 2014).

5.2.2 CAMBIOS EN LAS TERMINALES AXONICAS DE LOS FOTORRECEPTORES
Y SUS CONTACTOS SINAPTICOS CON LAS CELULAS BIPOLARES, EFECTOS
DE LA ADMINISTRACION DE HU210

La retina externa es la primera zona de la retina en mostrar los signos degenerativos de la RP.
En nuestro estudio, no solo estudiamos la morfologia y funcionalidad de los fotorreceptores,
sino también los efectos de HU210 sobre la degeneracion de las conexiones sindpticas de los
mismos con las neuronas secundarias de la retina. Con este fin, empleamos anticuerpos contra
Bassoon, que es una proteina constituyente del pediculo de los conos y de la esférula de los
bastones. A los 90 dias de vida, la disminucion de la inmunorreactividad pone de manifiesto la
menor presencia de la proteina Bassoon en las ratas P23H, en comparaciéon con las ratas SD,
Se evidencian elementos sindpticos degenerados, mientras pudimos observar un parcial
grado de preservacidén de la sinapsis en las ratas P23H tratadas con HU210, donde se
evidencié mayor presencia de Bassoon como confirmacion del mejor estado de la sinapsis. Los
marcajes inmunohistoquimicos utilizados nos mostraron que la degeneracién de la ONL esta
acompafada también por la degeneracion de las sinapsis en la OPL en el modelo P23H.

En otros modelos animales de degeneracién retiniana se ha observado la alteracion de la
cintilla sindptica de los fotorreceptores tipo bastén (Lopez-del Hoyo, Fazioli et al. 2012, Fuchs,
Scholz et al. 2012). En un reciente estudio de nuestro grupo encontramos alteraciones en la
cintilla sinaptica en el modelo de RP con animales Royal College Surgeon (RCS), donde se
evidenciaba la pérdida de contactos sinapticos entre los fotorreceptores y las dendritas de
células bipolares y horizontales (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2013). Esta retraccion
dendritica también ha sido descrita en otras enfermedades degenerativas como la AMD

(Sullivan, Woldemussie et al. 2007b). La pérdida de sinapsis de los fotorrecetores tipo bastén
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es evidente también en el desprendimiento de retina en modelos animales y en humanos
(Fisher, Lewis et al. 2005, Lewis, Linberg et al. 1998, Fariss, Li et al. 2000)

En la retina de ratas, las esférulas de los fotorreceptores tipo baston establecen conexiones
sindpticas con terminales dendriticas de células bipolares ON a través de un amplio arbol
dendritico en la OPL. En los animales P23H el proceso degenerativo en la OPL es difuso, la
distribucién de las sinapsis es irregular y desorganizada, y existe menor inmunoreactividad,
con zonas periféricas de la retina que parecen carecer de sinapsis. En anteriores estudios se
ha observado la pérdida en nadmero y complejidad de terminales sinapticas en la OPL (Cuenca,
Pinilla et al. 2004). Se ha propuesto que la pérdida de sefnales procedentes de las células
fotorreceptoras es la causa de la degeneracion del arbol dendritico de la célula bipolar de
baston (Strettoi, Pignatelli et al. 2003). En general, las alteraciones en la terminal sindptica
conllevan seguidamente alteraciones en las neuronas postsinapticas, en particular células
bipolares y horizontales.

El marcaje para PKC- a en la retina de rata evidencia las células bipolares de bastones (Cuenca
y cols. 2004), aunque esta proteina marca también células ganglionares, amacrinas y células
del EPR. Aunque su funcién no estd completamente conocida, algunos estudios asocian esta
proteina con la modulacién de la neurotransmision por Glu, y parece de suma importancia en
el cambio entre vision fotdpica y escotdpica (Ruether, Feigenspan et al. 2010).

Estudios previos han descrito una reduccién del nimero de células bipolares positivas a PKC-
a en ratas P23H de edades comprendidas entre P150 y P270, si bien no se ha cuantificado la
magnitud de esta pérdida (Cuenca, Pinilla et al. 2004). Cambios morfolégicos en las células
bipolares de bastén similares a los registrados en nuestro modelo de degeneracion se han
puesto de manifiesto en ratones rd1 (Strettoi, Pignatelli 2000, Strettoi, Pignatelli et al. 2003),
rd10 (Barhoum, Martinez-Navarrete et al. 2008, Gargini, Terzibasi et al. 2007) y crx-/-
(Pignatelli, Cepko et al. 2004). Dichos cambios siguen, con algunas excepciones, un patron
comun consistente en pérdida o alteracidon de la conexién sinaptica en la OPL e IPL debido a
una pérdida o modificacion de la arborizacion de los procesos sinapticos de las neuronas. Este
fendmeno se ha observado también en otros modelos murinos (Cuenca, Pinilla et al. 2005,
Martinez-Navarrete, Seiler et al. 2011).

A P90 las ratas P23H mostraron poca inmunoreactividad a PKC-a asociada a las células
bipolares, y se evidenciaron pocos cuerpos celulares y degenerados en su morfologia. La
degeneracion se puso de manifiesto en las retinas de los animales P23H por lo general

acompafada de retraccidon de las dendritas. Algunos cuerpos celulares incluso carecian de
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dendritas y los somas no estaban alineados en la INL como ocurre en las ratas silvestres SD. Se
observo, conforme a anteriores estudios, pérdida de complejidad e inmunoreactividad de las
células bipolares de bastones (Cuenca, Pinilla et al. 2004). En este sentido, ese hallazgo,
acompafado de los resultados sobre el estado de los fotorreceptores y sus terminales
axonicas, sugiere que la pérdida de fotorreceptores, mayoritariamente bastones, desencadena
la pérdida de las correspondientes células bipolares.

Los animales tratados con HU210 mostraron células bipolares mejor preservadas, la pérdida
no se mostré tan extensa y un incremento de la inmunorreactividad se registré en los
terminales axdénicos y varicosidades laterales de la retina central y periférica.

En el modelo murino P23H no se muestran procesos de neodendritizacion de células
bipolares como se ha encontrado en humanos u otros modelos animales (Dorfman, Cuenca et
al. 2011, Sullivan, Woldemussie et al. 2007a). El motivo de la falta de neodendritizacion en el
modelo P23H adn estd por aclarar. La falta de neodendritas se ha asociado a una
predeterminacion genética. También se ha hipotetizado que la causa pueda ser la elevada tasa
de muerte celular (Cuenca y cols. 2014). Cualquiera que sea la causa, en el modelo P23H no
hallamos la capacidad de neodendritizar, como ocurre en otros modelos experimentales. Al
parecer, la tasa de degeneraciéon y de muerte de las células es tan rapida que impide regenerar
las terminales dendriticas.

La atrofia progresiva de los arboles dendriticos de las células bipolares de baston es muy
similar a otros modelos murinos, y la rapidez con la que estas células pierden completamente
sus dendritas es proporcional a la velocidad a la que degeneran las células fotorreceptoras. La
preservacion de la OPL con morfologia y funcién normal es esencial de cara a la transmision
de la correcta informacion electrofisiologica al SNC. Numerosos estudios sugieren que los
fotorreceptores y sus sinapsis son cruciales para la salud y el mantenimiento de las células
postsinapticas en varias enfermedades retinodegenerativas (Sullivan, Woldemussie et al.
2007a, Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014). Nuestros resultados muestran un estado
degenerativo de los fotorreceptores y de las sinapsis con las células bipolares relativamente
avanzado en comparacion con lo mostrado en anteriores estudios (Cuenca, Pinilla et al. 2004).
Las células bipolares normalmente alargan sus axones en la IPL, conectando con células
ganglionares y células amacrinas. Los anticuerpos para la proteina recoverina marcan las
células bipolares ON de cono tipo 8 con débil inmunoreactividad (Cuenca, Pinilla et al. 2004),
y las OFF de cono tipo 2 con intensa inmunoreactividad (Martinez-Navarrete, Seiler et al.

2011). Ambos tipos se encontraron afectadas por el proceso degenerativo en las ratas P23H
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tratadas con vehiculo. En este sentido, en nuestro estudio, ademas de mostrarse disminucion
y retraccidn de los procesos dendriticos, la IPL se mostré menos rica de elementos axénicos y
con menor inmunomarcaje.

A través del inmunomarcaje con SYP y GNB3 comprobamos la presencia de un buen nimero
de conexiones entre fotorreceptores tipo baston (SYP) y células bipolares ON (GNB3) en las
ratas P23H tratadas con HU210. El inmunomarcaje se situ6 en las zonas adecuadas,
mostrando que las terminales axdénicas estaban bien conservadas, eran funcionales y no se
evidenciaron inmunomarcajes erraticos, tipicos de retinas degeneradas.

En la retina de ratas, las células bipolares de bastones expresan receptores de CBs tipo 1. Los
CB1r se expresan también en células bipolares de bastones (Yazulla, Studholme et al. 1999). A
nivel de capas plexiformes (OPL e IPL), parece que los CBs, uniéndose con sus receptores,
actuan preferentemente sobre las sublaminas que contienen las células bipolares tipo ON.
Ademas, se ha visto que los CBrs se expresan de manera intensa en las células de Miiller
(Yazulla, Studholme et al. 2000), aunque su funcién aun no ha sido aclarada.

Un posible mecanismo de accidén neuroprotector sobre las células bipolares podria ejercerse a
través de la inhibicion de la sobresecrecion de Glu por los fotorreceptores en degeneracion. La
excitotoxicidad por Glu es un mecanismo fisiopatolégico que causa dafios neuronales bajo
condiciones de estrés, lesiones o isquemia. Anteriores estudios sobre conexiones sinapticas en
el SNC han mostrado que la activacion de CB1r inhibe la secrecion de Glu en varias areas
cerebrales (Levenes, Daniel et al. 1998, Shen, Thayer 1999, Ramirez-Franco, Bartolome-
Martin et al. 2014), aunque hay que tener en cuenta que la retina presenta un entorno
diferente a otras zonas anatomicas del SNC. Se ha comprobado que el Glu inyectado via vitreal
es toxico y causa pérdida de neuronas de la retina interna (Sisk, Kuwabara 1985). Ademas,
causa alteraciones en los ERGs si es administrado via intraperitoneal (Potts, Modrell et al.
1960).

El Glu se une a nivel de ONL a receptores metabotrépicos mGlu e ionotropicos AMPA, la
sobreactivacion de estos receptores daria inicio a los procesos degenerativos y pérdida de
células bipolares. Estudios en diferentes modelos animales han demostrado que subunidades
del tipo Glu 2, 3 y 4 del receptor AMPA, junto con receptores de NMDA, se expresan en las
dendritas de las células bipolares (Griinert, Haverkamp et al. 2002, Hare, Wheeler 2009) y
estan involucrados en ambas vias fotépica y escotépica.

Los efectos de la administraciéon exégena de CBs contra la excitotoxicidad serian ejercidos a

nivel de fotorreceptores, en las células bipolares, preferentemente del tipo ON, y también en
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las células ganglionares. A través de esta extensa accion ejercerian una importante
modulacion sobre la sefializacion de la retina.

El cannabinoide HU210 inhibiria la secrecion de Glu a través de la activacion del CB1r. En este
sentido, la activaciéon de CB1r inhibe la adenilato ciclasa y reduce los niveles de cAMP
intracelulares. Asimismo, es conocido que el cAMP modula el trafico vesicular y que bajos
niveles de cAMP bloquean los efectos estimuladores de la concentracion de Ca2* sobre el
reclutamiento vesicular (Sakaba, Neher 2003). Parece plausible que a nivel retiniano la
inhibicién sindptica esté mediada por bajos niveles de cAMP, y que este mecanismo pueda
limitar los procesos de excitotoxicidad por sobresecrecién de glutamato. En contra de este
mecanismo juega el hecho de que, espacialmente a nivel retiniano, los CBrs no se expresan

localmente alrededor de la sinapsis y no juegan un papel directo en el trafico sindptico.

5.2.3 CAMBIOS EN LAS TERMINALES AXONICAS DE LOS FOTORRECEPTORES
Y SUS CONTACTOS SINAPTICOS CON LAS CELULAS HORIZONTALES,
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE HU210

Los cuerpos celulares de las células horizontales se sitian en la parte mas externa de la INL y
establecen conexiones a nivel de OPL con conos y bastones. Anteriores estudios han puesto de
manifiesto que, a diferencia de otros modelos animales, en la retina de ratas y ratones, existe
un unico subtipo de célula horizontal, el tipo B provisto de axon. Estas células normalmente
poseen un axén muy arborizado que contacta con los bastones, y dendritas que contactan con
los conos. El tipo B de células horizontales esta cominmente presente en la retina de los
mamiferos y la morfologia es similar entre las especies (Sandmann, Boycott et al. 1996,
Boycott, Hopkins et al. 1987, Peichl, Gonzalez-Soriano 1994). La ausencia de células tipo A en
la retina de ratas no se asocia a la composicion de la poblacion de fotorreceptores. No se han
encontrado relaciones consistentes con la composicion o caracteristicas de los
fotorreceptores (Sandmann, Boycott et al. 1996). Tampoco se ha encontrado una asociaciéon
entre las células horizontales y la distribucidon de los fotorreceptores en general. La célula
horizontal tipo B establece conexiones dendriticas con los conos, pero tampoco se ha podido
relacionar con la distribucion topografica de los conos, ni con células ganglionares. La ratio
entre fotorreceptores tipo cono y horizontales tipo B parece constante entre las diferentes
especies que muestran un mosaico retinal de células horizontales compuesto exclusivamente

de células tipo B (Sandmann, Boycott et al. 1996).
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En el modelo P23H, estudios anteriores han mostrado una cierta estabilidad en el nimero de
células horizontales en estado avanzado de degeneracion de la retina, aunque se ha observado
una ubicacion ligeramente mas escleral de los somas celulares (Cuenca, Pinilla et al. 2004). Se
desconoce el motivo por el cual el soma de las células horizontales se desplaza a posiciones
mas esclerales en nuestro modelo. Este mismo comportamiento de las células horizontales se
ha observado en el modelo de ratones pcd/pcd (Marchena, Lara etal. 2011).

En ratas RCS, a pesar del estado degenerativo y de la retraccion de las arborizaciones
dendriticas, las células horizontales muestran cuerpos celulares regulares, sin cambios
morfoldgicos evidentes y densidad normal (Chu, Humphrey et al. 1993, Cuenca, Pinilla et al.
2005). De manera similar, en otros modelos murinos el mosaico de las células resiste a la
degeneracion de los fotorreceptores. Al contrario que en nuestro modelo, la poblacion de
células horizontales sufre acusadas modificaciones en las retinas de los ratones mutantes rd.
Asi, se ha verificado la pérdida del 18% de estas células en los 3 primeros meses de vida en los
animales rd1 (Strettoi, Pignatelli 2000), y del 19% en los ratones rd10 durante el mismo
intervalo (Gargini, Terzibasi et al. 2007). Ademas de estas variaciones numéricas, en el
modelo rd1 se ha observado que las células horizontales muestran ramificaciones orientadas
radialmente que penetran de forma andémala en la INL de las retinas (Strettoi, Pignatelli et al.
2003), fendbmeno que no se produce en las retinas de los animales rd10 (Gargini, Terzibasi et
al. 2007). Tanto en los ratones rd1 como rd10, los complejos axénicos crecen paulatinamente
para ser cada vez mas gruesos (a la vez que van perdiendo los procesos mas delgados), los
somas de estas células se hipertrofian y se sitdan irregularmente a través de la retina, y se van
perdiendo las dendritas mas delgadas (Strettoi, Pignatelli et al. 2003, Gargini, Terzibasi et al.
2007).

En las ratas del modelo P23H, con el avance de la degeneracion se manifiesta la retraccion de
los procesos sinapticos de las células horizontales, pero no se evidencia una importante
pérdida en el namero de células. Las células horizontales, al contrario que otras neuronas
secundarias como las células bipolares, no muestran importantes cambios ni en nimero ni en
la forma del cuerpo celular. En las ratas tratadas con HU210 el inmunomarcaje pone de
manifiesto una cierta recuperacion en el nimero de cuerpos celulares de células horizontales,
lo que podria justificarse mas bien con la mayor preservacion de la retina en general. Esto, por
un lado, indica que la perdida de cuerpos celulares de horizontales podria estar enlazado al
estado general de la retina y, por otro, que HU210 ejerce un efecto neuroprotector que se

extiende a este tipo celular, preserva en mejor estado toda la retina, y permite la preservacion
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de las células horizontales. En general, la degeneracion retiniana provoca remodelacion de las
neuronas. En este sentido, las células horizontales buscan nuevos contactos sinapticos en la
OPL a través de nuevas dendritas o de las terminales ax6nicas (Cuenca, Pinilla et al. 2005). En
el modelo de ratones CNGA3/CNGB1 las células horizontales forman nuevas sinapsis dentro
de la ONL (Michalakis, Schaferhoff et al. 2013). Se ha observado en procesos degenerativos de
diferente etiologia que las células horizontales pueden extender sus procesos hasta la IPL
(Cuenca, Pinilla et al. 2005, Strettoi, Pignatelli 2000, Strettoi, Pignatelli et al. 2003, Park, Kim
et al. 2001). Todo indica que las células horizontales, como las bipolares, buscan nuevas
conexiones sindpticas, hasta que la retracciéon causada por la degeneracion de los
fotorreceptores y de las dendritas de las mismas células no permita mas conexiones. La
degeneracion de la retina en el modelo P23H mostr6 afectar a las células horizontales y
bipolares a los 90 dias de edad. Admas, la pérdida de dendritas ocurria en concomitancia con
la pérdida en las filas de fotorreceptores.

Con el fin de explorar la preservacién de las arborizaciones dendriticas de las células
horizontales y sus contactos con los fotorreceptores, realizamos un doble marcaje con
Bassoon y calbindina. En las ratas P23H tratadas con vehiculo observamos escasa respuesta
inmunopunteada para el Bassoon, correspondiente a las conexiones con los bastones.
Mientras, pudimos observar un mayor nimero de conexiones en las ratas tratadas con
HU210. El doble inmunomarcaje con Basson y calbindina puso de manifiesto las tipicas
conexiones sindpticas en forma de herradura entre axones de fotorreceptores y células
horizontales en las ratas P23H tratadas con HU210. Este dato indica que HU210 tiene un buen
efecto protector sobre las conexiones entre fotorreceptores y células horizontales, este dato
se confirma también por la anterior observacion sobre la concomitancia entre la perdida de
dendritas y de filas de fotorreceptores.

En resumen, podemos decir que el cannabinoide HU210 preserva el nimero células
horizontales, de células bipolares de baston, asi como los procesos dendriticos de estas células
y la densidad de contactos sinapticos en la OPL. HU210 muestra asi ejercer una accién
neuroprotectora sobre los fotorreceptores y las neuronas secundarias bipolares y
horizontales. Este efecto podria extenderse a otras células de la retina, haciendo de HU210 un
neuroprotector con efecto sistémico retiniano. Las préximas investigaciones podrian dirigirse
a conocer eventuales beneficios de HU210 sobre otros tipos celulares de la retina como la

microglia, y a conocer los mecanismos mediante los cuales HU210 ejerce los efectos hallados.
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5.3. MECANISMOS DE ACCION DE HU210 EN LA RETINA DE RATAS P23H

En la retina, las opsinas son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso situado en el
segmento interno y transportadas por via vesicular hasta los discos membranosos del
segmento externo. Este proceso es muy dindmico y necesita el continuo reemplazo de las
opsinas. Los procesos degenerativos de la RP conllevan la imposibilidad de sustituir
correctamente las opsinas y tienen lugar, entre otras manifestaciones, alteraciones en el
sistema ubiquitina-proteasoma con acumulacidn de residuos glucoprotéicos e imposibilidad
de fagocitosis por el EPR (Kaushal, Khorana 1994, Balastik, Ferraguti et al. 2008, Campello,
Esteve-Rudd et al. 2013). Este proceso patologico determina la muerte de los fotorreceptores.
Por otro lado, los estudios llevados a cabo hasta ahora indican que el estrés oxidativo tiene un
papel importante en la muerte de fotorreceptores en la RP (Shen, Yang et al. 2005). Otros
estudios indican que los mecanismos de la RP determinan respuestas alteradas al estrés
celular (Cuenca, Fernandez-Sanchez et al. 2014, Illing, Rajan et al. 2002). Ademas, se ha
demostrado en modelos animales y humanos de RP que la muerte de los fotorreceptores
involucra la activacion de vias apoptéticas (Sizova, Shinde et al. 2014). Pero, estos
mecanismos no solo involucran los procesos apoptoticos, sino también procesos autofagicos,
de excitotoxicidad y de necrosis celular, entre otros (Opere, Zheng et al. 2006, Sahaboglu,
Paquet-Durand et al. 2013, Mohlin, Taylor et al. 2014, Sato, Li et al. 2013). La combinaci6n de
estos factores ha sido, y debe ser, tenido en cuenta a la hora de investigar estrategias
neuroprotectoras efectivas contra la pérdida de fotorreceptores.

En general los CBs muestran actividad neuroprotectora contra isquemia (Pellegrini-
Giampietro, Mannaioni et al. 2009), lesiones traumaticas cerebrales (Shohami, Novikov et al.
1993), protegen contra procesos inflamatorios derivados de dafios neuronales
(Eljaschewitsch, Witting et al. 2006) y neurotoxicidad (van der Stelt, Di Marzo 2005, van der
Stelt, Veldhuis et al. 2002). Se proponen diferentes mecanismos de acciéon de los CBs como
inhibicién de activacion microglial (Ramirez, Blazquez et al. 2005), incremento de produccion
de factores neurotroéficos (Khaspekov, Brenz Verca et al. 2004), actividad antioxidante (El-
Remessy, Khalil et al. 2003b) y modulacién de flujo de Ca?* (Nadler, Mechoulam et al. 1993).
La inmunoreactividad de los receptores de CBs ha sido demostrada en retina de roedores y
primates (Bouskila, Burke et al. 2012, Bouskila, Javadi et al. 2013a, Cecyre, Zabouri et al. 2013,
Lopez, Tagliaferro et al. 2011, Straiker, Stella et al. 1999, Yazulla 2008, Yazulla, Studholme et
al. 1999, Straiker, Maguire et al. 1999). Ademas se indica la presencia del sistema eCB en

células ganglionares (Lalonde, Jollimore et al. 2006, Middleton, Protti 2011), células bipolares
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(Straiker, Stella et al. 1999, Straiker, Maguire et al. 1999, Yazulla, Studholme et al. 2000) y
fotoreceptores (Fan, Yazulla 2003, Straiker, Sullivan 2003). Algunos de los mecanismos de
accion de los CBs son mediados por el CB1r (ej. inhibicién de secrecion de Glu, modulacién de
concentracion citosolica de Ca?*), otros parecen implicar el CB2r principalmente a través de
una series de acciones anti-inflamatorias, glia-dependientes (Fernandez-Ruiz, Romero et al.
2007).

El Glu es el principal neurotransmisor de la retina y acttia a través de receptores ionotropicos
o metabotrépicos que se expresan en la retina (Brandstatter 2002). En este sentido se han
descrito dafios excitotoxicos en modelos murinos de retinosis pigmentaria (Delyfer, Forster et
al. 2005). El Glu, a nivel de la OPL, se une a receptores metabotrépicos mGlu y ionotrépicos
AMPA (Qin, Pourcho 1999, Massey 1990, Kalloniatis, Marc et al. 1996, Marc, Murry et al.
1995). La activacion de estos ultimos, localizados en células bipolares de conos y horizontales,
permite la entrada de Na* y Ca2* y conlleva una gran demanda energética en forma de ATP
(Ames, Li 1992, Qin, Pourcho 1999). Cuando la retina estd degenerando, las disfunciones
conllevan el progresivo colapso del tejido, el cual va acompafiado de una elevada tasa
metabolica, con un gasto energético importante. En este sentido, en el terminal axdnico de los
bastones se localiza una tinica mitocondria gigante, y en el caso de los conos se observa una
acumulacién de 5 mitocondrias (Johnson, Perkins et al. 2007). Estas proporcionan la energia
necesaria para el trafico vesicular asociado a las sinapsis y regulan los niveles de CaZ?*
citosolico en la region presinaptica de los fotorreceptores (Johnson, Perkins et al. 2007), por
consiguiente las mitocondrias juegan un papel crucial.

En condiciones normales las mitocondrias hacen frente a esta demanda energética, pero en
estado degenerado tienen lugar disfunciones mitocondriales, en consecuencia, aumentaria el
estrés oxidativo intracelular, con el consiguiente dafio oxidativo, como se ha observado que
ocurre en neuronas del cerebelo en cultivo (Yadava, Nicholls 2007, Nicholls, Johnson-Cadwell
et al. 2007, Nicholls 2008). Anteriores estudios de nuestro grupo confirman la desaparicion de
las mitocondrias de retinas en estado degenerado (Fernandez-Sanchez, Lax et al. 2011). Las
mitocondrias son un elemento clave en la regulacion de la funcién celular, en particular a nivel
neuronal, donde la tasa metabdlica es alta (Harris, Jolivet et al. 2012, MacAskill, Kittler 2010).
En el pasado, se mostr6 que el THC influye sobre la funcién mitocondrial (Bartova,
Birmingham 1976). La naturaleza altamente lipofilica de los CBs implica que puedan unirse a
receptores no solo de membrana sino intracelulares (Benard, Massa et al. 2012). Otros

estudios han observado la implicacion de CBr en la membrana de lisosomas y endosoma
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(Rozenfeld, Devi 2008). Ademas la administracion de CBs en ratones reduce la tasa
respiracion mitocondrial (Fisar, Singh et al. 2014).

Estudios previos muestran la capacidad de los CBs de actuar contra los procesos
neurodegenerativos y de preservar los tejidos afectados (Bisogno, Di Marzo 2010, Sarne,
Mechoulam 2005, Zogopoulos, Vasileiou et al. 2013). Algunos estudios han mostrado la
presencia de CBrs en la retina externa, que incidirian sobre la excitabilidad de la célula
fotoreceptora (Yazulla, Studholme et al. 1999, Zabouri, Bouchard et al. 2011, Cecyre, Zabouri
et al. 2013), y el sistema eCB retiniano modula el flujo de Ca%* y K* a nivel de retina (Fan,
Yazulla 2003, Straiker, Sullivan 2003). De manera que los CBs podrian influir sobre la
inhibicién de los canales Ca?* limitando fenémenos de excitoxicidad por Glu en el modelo
P23H.

Otros autores indican el efecto modulador del CB1lr sobre la excitabilidad de células
amacrinas (Warrier, Wilson 2007b), mientras otros indican la expresién del CB2r en las
dendritas y axones de las células bipolares con participaciéon en la respuesta excitatoria
(Cecyre, Zabouri et al. 2013). El CB1r se expresa en los pediculos de conos y ocasionalmente
en los de bastones. En cualquier caso los CBrs no se expresan alrededor de la cintilla sinaptica
sino en los procesos de los fotorreceptores (Yazulla, Studholme et al. 2000).

Los CBs modulan también la actividad antiinflamatoria, aunque los mecanismos de accién atin
no han sido completamente descubiertos (Michler, Storr et al. 2013, Fernandez-Ruiz, Romero
et al. 2007). Un mecanismo plausible, entre otros, parece la regulaciéon de la actividad
microglial. En este sentido se ha determinado que los CBs pueden influir sobre la actividad
antiflamatoria en vitro y en vivo, a través del receptor de adenosina denominado AR2A, entre
otros. Este receptor se expresa abundantemente en la microglia de retina de ratas, y se ha
demostrado que inhibe la secrecion de factores neurotoxicos como el factor TNF-a, ejerciendo
un papel antiinflamatorio a nivel retinal (Liou, Auchampach et al. 2008).

La activacion de receptores CB1 modula la produccion de diversas citoquinas inflamatorias
por parte de las células de la glia, entre ellas, IL-1, IL6 e IL-12, que participan al desarrollo del
dafio asociado a procesos de neuroinflamacion. La activacion del CB1r también parece estar
ligada a un aumento en la producciéon de moléculas antiinflamatorias (IL-10), factores tréficos
y neurotrofinas que podrian rescatar a las neuronas de la muerte en un ambiente inflamatorio
(Molina-Holgado, Pinteaux et al. 2003). Todos los estudios indican que en estado de alteracion

por fendémenos degenerativos en primera instancia los CBs ejercen un efecto modulador de
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caracter inhibidor. Este efecto participaria en preservar la estructura y funcionalidad de la
retina.

Los efectos neuroprotectores de HU210 podrian ejercerse a través del sistema eCB. Nuestros
resultados no permiten aclarar los mecanismos involucrados en el papel neuroprotector
mostrado por HU210 en la retina de animales P23H. Se necesitan ulteriores estudios usando
agonistas especificos para los receptores CB1r y CB2r con el fin de determinar cuales son los
efectos son mediados por el sistema eCB, y cuales son las acciones que estan influenciadas por
cada receptor. Estos estudios podrian establecer si HU210 ejerce su accién directamente
sobre los fotorreceptores y neuronas secundarias, o si también actia indirectamente
mediante accion glial-dependiente u otro mecanismo. Ademas, sera necesario establecer la
dosis 6ptima para ejercer el mejor efecto neuroprotector posible sobre los diferentes tejidos.
HU210 muestra ser un potente agonista y manifiesta similar afinidad para los receptores CB1r
y CB2r (Howlett, Barth et al. 2002, Pertwee 1999). HU210 muestra una vida media mas larga
que otros CBs y una potencia entre 100 y 800 veces superior que el THC (Little, Compton et al.
1989b, Ottani, Giuliani 2001). Las capacidades neuroprotectoras de HU210 han sido
demostradas en patologias degenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Ramirez,
Blazquez et al. 2005), la enfermedad de Parkinson (Walsh, Gorman et al. 2010) y en
condiciones de neurotoxicidad (Rubio, Villain et al. 2011, Pope, Mechoulam et al. 2010), entre
otras.

Por ser compuestos altamente lipofilicos, a los CBs se les atribuyen capacidades
neuroprotectoras independientes de la mediacion de sus receptores (Marsicano, Moosmann
et al. 2002, Chen, Buck 2000). Estudios previos han reportado efectos neuroprotectores
contra ROS (Hampson, Grimaldi et al. 1998, Hampson, Mu et al. 2000). Los resultados de otros
estudios muestran que tienen propiedades antioxidantes en relacion con la enfermedad de
Parkinson (Garcia-Arencibia, Gonzalez et al. 2007).

HU210 es un potente antioxidante lipofilico, y se comporta como un agente contra el estrés
oxidativo (Benard, Massa et al. 2012, Marsicano, Moosmann et al. 2002). Ademas, se han
demostrado los efectos antioxidantes de HU210 sobre dafios neuronales en ratones diabéticos
(Dagon, Avraham et al. 2007a). Esta por determinar si en la retina HU210 puede actuar sobre
la actividad mitocondrial y este mecanismo podria explicar en parte los resultados obtenidos

con HU210 sobre la preservacion de la retina en el modelo murino P23H.
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Por ultimo, HU210 podria desarrollar una cierta capacidad neuroregenerativa. Un estudio in
vitro sobre neuronas de ratas indica la posibilidad de que HU210 estimule la proliferacion
neuronal (aunque no la diferenciacién) (Jiang, Zhang et al. 2005).

No se han realizado muchos estudios sobre los efectos de los CBs en la retina (Yazulla 2008).
Esta es la primera investigacién conocida sobre el posible caracter terapéutico del
cannabinoide HU210 en la RP con en el modelo murino P23H, lo que confiere adicional

relevancia a los resultados obtenidos.

149



5.4. EFECTOS DE HUZ210 SOBRE EL PESO CORPORAL, EL CONSUMO DE
ALIMENTO YAGUA YLAACTIVIDAD LOCOMOTORA

Durante este trabajo se han evidenciado conductas alimenticias que ponen de manifiesto que
el sistema eCB esta implicado en la ingesta y el control del peso en la rata. Los CBs son
compuestos que ejercen sus efectos mayoritariamente enlazdndose a sus receptores
especificos; de esta manera, el sistema eCB influye en muchos sistemas fisiologicos,
modulando funciones endocrinas, metabdlicas, inmunitarias, cardiovasculares y neuronales.
Todas estas funciones estan reguladas a nivel periférico y central y no solo involucran
mecanismos neuronales sino que los CBs ejercen también acciones directas sobre tejidos no
neuronales. Algunas funciones son reguladas a nivel del SNC, principalmente a través de CB1r,
mientras que CB2r parece expresarse sobre todo a nivel periférico.

Varios estudios han demostrado que los CBs enddgenos o exdgenos se unen a los CB1r,
estimulando el apetito. Esta propiedad ha sido utilizada con el fin de combatir la anorexia y
caquexia en enfermedades cancerigenas en fase terminal (Cota, Marsicano et al. 2003).
Ademas, el refuerzo estimulante determinado por la visién del alimento puede determinar la
activacion de los eCBs e influenciar la motivacion por los alimentos a través de las
interacciones con las vias mesolimbicas implicadas en los mecanismos de recompensa y
hedénicos (Li, Jones et al. 2011b, Bermudez-Silva, Viveros et al. 2010b, André, Gonthier
2010b, Tam, Vemuri et al. 2010b). Por otro lado, el GABA actda en el control de la ingesta a
nivel postsinaptico para estimular la saciedad. La activaciéon del sistema eCB a nivel
postsinaptico puede inhibir los efectos del GABA en términos de saciedad y favorecer la
ingesta de alimentos. Esto explicaria, en parte, las propiedades orexigénicas de los CBs
(Pagotto, Pasquali 2005). Ademas, existen evidencias de que el sistema eCB controla la
homeostasis energética a través de CB1r expresado a nivel neuronal, y dirige el organismo
hacia la acumulacidén y establecimiento de reservas energéticas (Piazza, Lafontan et al. 2007).
Asimismo, los eCBs son producidos a demanda y se sintetizan a nivel local, lo que conlleva que
disfunciones o diferentes dosis exdgenas de magnitud no fisiolégicas puedan determinar
efectos muy diferentes.

HU210 muestra diferentes efectos farmacolégicos (Mechoulam, Feigenbaum et al. 1988, Little,
Compton et al. 1989b, Ottani, Ferrari et al. 2002) y actia en: antiemesis (Ferrari, Ottani et al.
1999a), espermatogénesis (Lewis, Paro et al. 2012), decremento de la actividad psicomotora,

peso, comportamiento (Giuliani, Ferrari et al. 2000, Giuliani, Ottani et al. 2000), alteraciones
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de la temperatura corporal (Leker, Gai et al. 2003) y de la actividad psicotropica (Mechoulam,
Feigenbaum et al. 1988).

A pesar del efecto estimulante del apetito descrito en CBs, estudios previos han mostrado la
pérdida de peso corporal en animales tratados con HU210 (Howlett, Champion et al. 1990,
Dalton, Wang et al. 2009), que se asocia a los efectos sobre CB1r (Giuliani, Ottani et al. 2000).
Nuestro estudio muestra que los animales tratados con HU210 pierden peso en la primera
semana de tratamiento y luego la diferencia de peso se mantiene estable. Estos resultados
confirman los obtenidos en otros estudios (Dalton, Wang et al. 2009, Dalton, Zavitsanou
2010). El mantenimiento del peso corporal después de la primera semana de tratamiento
podria estar relacionado con tolerancia a HU210. Algunos estudios evidencian que tras la
administraciéon repetida crénica o subcrénica de HU210, los animales desarrollan una
tolerancia a dicha sustancia y comienzan a ingerir alimentos y beber agua de forma regular,
aumentando su peso corporal (Dalton, Wang et al. 2009, Dalton, Zavitsanou 2010). El
desarrollo de la curva del peso corporal con pérdida de peso en los primeros dias parece
relacionarse con la dosis de HU210 administrada. En anteriores estudios, se mostr6 que los
animales tratados con HU210 perdian peso, y esta variacién era dosis-dependiente. En altas
dosis, HU210 provoca mayor pérdida de peso, y a partir de los 10 dias de tratamiento el peso
corporal de los animales ya no presentaba diferencias significativas. Ademas, se observé que
la tolerancia a HU210 se desarrolla de forma mas rapida en animales jovenes que en adultos
(Dalton, Wang et al. 2009, Dalton, Zavitsanou 2010). Este mismo efecto de reduccién de peso
se ha hallado en modelos de exposicion cronica con antagonistas de los CBrs.

La modulacion del peso esta relacionada con la regulacion de la ingesta, aunque no dependa
solo de ella. Estudios en ratones carentes de CB1r (knockout) muestran la influencia de este
receptor sobre el control del peso, independientemente de la ingesta (Osei-Hyiaman,
DePetrillo et al. 2005). Sin embargo, en otro estudio realizado en un modelo murino sin
receptores CB1r, antagonistas de los CBr produjeron cambios sobre la conducta alimenticia
(Tam, Vemuri et al. 2010b). Esto podria ser debido a efectos producidos por el CB2r y/o se
relacionaria con posibles efectos no conocidos sobre oérganos periféricos o sistémicos
inespecificos. Nuestros resultados indican, en relaciéon a la pérdida de peso, un probable
efecto de HU210, en altas dosis, sobre CB1r, parecido al determinado por antagonistas del
CB1r estudiados hasta ahora. En este sentido, parece necesario investigar en profundidad los

mecanismos de accion, las dosis y las dianas terapéuticas de HU210.
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La posibilidad de farmacos selectivos con accién sobre CB1r y que no afecten al SNC podria
representar una estrategia alternativa en el control del peso corporal. Los datos conocidos a
dia de hoy no indican farmacos antagonistas eficaces en la reduccién de peso corporal que no
actiien sobre CB1r a nivel neuronal. Vista la complejidad y el escaso conocimiento del sistema
eCB, la estrategia terapéutica de bloquear este sistema con el fin de controlar el peso es
arriesgada, ya que hace falta conocer mucho mas en profundidad este sistema y los 6rganos
afectados; en resumen hace falta mas investigacion en lugar de comercializacion.

Después de dos décadas de estudio, el rol del sistema eCB sobre la conducta alimenticia ha
conocido avances en modelos murinos. Estos avances presentan algunas discrepancias, y
algunos estudios evidencian cémo los resultados dependen de la dosis y las condiciones del
experimento, dando lugar a aparentes incongruencias (Cota, Marsicano et al. 2003). La
estimulacion del apetito que producen los CBs ha sido ampliamente investigada (Bermudez-
Silva, Viveros et al. 2010b, Bermudez-Silva, Cardinal et al. 2012, Marco, Romero-Zerbo et al.
2012, Chavez-Tapia, Tellez-Avila et al. 2009, Ravinet Trillou, Delgorge et al. 2004) En general,
la mayoria de agonistas de los receptores de cannabinoides producen efectos estimulantes del
apetito (Kirkham, Williams et al. 2002, Williams, Kirkham 1999, Di Marzo, Goparaju et al.
2001, Jamshidi, Taylor 2001, Osei-Hyiaman, DePetrillo et al. 2005). En referencia a la ingesta,
algunos estudios registran hiperfagia con la administraciéon de CBs (Gamber, Macarthur et al.
2005, Hao, Avraham et al. 2000), otros registran efectos anorexigénicos (Giuliani, Ottani et al.
2000), mientras que otros no encuentran diferencias significativas (Crawley, Corwin et al.
1993, Graceffo, Robinson 1998).

Nuestro trabajo pone de manifiesto que HU210, en la dosis suministrada, reduce la ingesta de
alimentos al inicio del tratamiento. Un estudio con administraciéon de HU210 tiene resultados
parecidos, mostrando que una dosis subcrdonica de HU210 (100 pg/Kg) produce efectos
visibles, incluso 24 h después de la inyeccion, como son la disminuciéon marcada de la ingesta
de alimentos y la disminucidon del consumo de agua, lo que resulta en una disminucién del
peso corporal (Giuliani, Ottani et al. 2000). Se ha sugerido que este efecto anorexigénico de
HU210 pueda depender de una reducida motivaciéon hacia los alimentos, y que pueda ser
mediado por el sistema de recompensa (Cota, Marsicano et al. 2003), aunque también podria
relacionarse con hipoexpresion de CB1r (Dalton, Wang et al. 2009).

La diferencia de ingesta entre los dos grupos de estudio en nuestro trabajo se evidencia en las
primeras semanas. Posteriormente, el consumo de alimentos en el grupo tratado con HU210

se iguala a los animales tratados con vehiculo, dato que podria poner de manifiesto el
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desarrollo de una tolerancia al efecto anorexigénico en los animales P23H tratados con
HUZ210. En este sentido, los efectos registrados con el agonista HU210 a la dosis de 100 pg/Kg
son parecidos a los registrados con antagonistas de los CBrs, donde se observa una tolerancia
al efecto hipofagico tras una semana o incluso dias de tratamiento, mientras permanece el
efecto sobre la disminucién del peso corporal (Thornton-Jones, Kennett et al. 2006, Jbilo,
Ravinet-Trillou et al. 2005, Poirier, Bidouard et al. 2005, Vickers, Webster et al. 2003). A la
vez, no podemos descartar que a la pérdida de peso corporal y disminuciéon de la ingesta
pudiera contribuir el factor de estrés, producido por la inyeccién trisemanal de HU210 (Seyle
1936, Szabo, Tache et al. 2012).

Los CBs no parecen tener efectos importantes sobre la ingesta de agua. La bibliografia al
respecto es escasa y los efectos de los CBs sobre el consumo de agua parecen ser de caracter
inespecifico, y se asocian a alteraciones en la ingesta de comida. En referencia a HU210, algin
estudio pone en evidencia alteraciones en el consumo de agua en las primeras 24 h sucesivas
a la administracién (Giuliani, Ottani et al. 2000). El estudio de Giuliani y colaboradores puede
ser contrastado con nuestros resultados en cuanto utiliza la misma dosis (100 pg/Kg) que se
ha administrado en nuestro estudio, y registra que el efecto sobre el consumo de agua persiste
hasta 7 dias después de la administracidn.

Nuestro estudio muestra un significativo mayor consumo de agua en las ratas tratadas con
HU210 en el periodo P54 a P73 en comparacion con las ratas tratadas con vehiculo. Este dato
corresponde temporalmente a las semanas siguientes a la recuperacion del apetito y a la
regulacion del peso.

Diferentes estudios previos excluyen un rol importante del sistema CB en el consumo de agua.
(Bojanowska, Radziszewska 2011, Wierucka-Rybak, Wolak et al. 2014). Un estudio relativo al
consumo de agua relaciona el sistema eCB con la hormona neurohipofisaria oxitocina (Verty,
McFarlane et al. 2004). La oxitocina y el CB1r modulan, cada uno de manera independiente, la
ingesta de alimentos, y se ha estudiado una posible interaccion entre estos dos sistemas
(Gimpl, Fahrenholz 2001, Verty, McFarlane et al. 2004). Ambos receptores pertenecen a la
superfamilia de proteinas G, y ambos se localizan en el hipotdlamo y otras zonas anatémicas
del SNC relacionadas con el control de la ingesta de alimentos y el consumo de agua. (Carter
2003, Herkenham, Lynn et al. 1991). En general, el comportamiento en el consumo de
alimentos y agua inevitablemente estan interconectado; de hecho, en mamiferos la alteraciéon
de uno conlleva alteracién del otro (Steiger Burgos, Senn et al. 2001). Los escasos estudios

referentes al consumo de agua no aclaran el papel de HU210 aun faltan datos para
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comprender los posibles efectos de HU210 sobre la hidratacién corporal. La diferencia
evidenciada en nuestro estudio en la mitad del tratamiento podria ser un efecto inespecifico
debido a la tolerancia desarrollada por los animales tratados con HU210, o podria estar
relacionado con la recuperacién del apetito, pero para poder confirmar esta hipotesis hacen
falta mas investigaciones en este sentido.

Los CBs se relacionan con alteraciones en la actividad motora; el CB1r se expresa densamente
en zonas anatomicas relacionadas con la coordinacion y el movimiento (Breivogel, Childers
1998). El CB1r se encuentra expresado en alta densidad en las células granulosas
glutamatérgicas del cerebelo y en las terminales axdnicas de las neuronas GABAérgicas de lo
ganglios basales. En general, en la mayoria de bibliografia hay consenso sobre un efecto de
reduccidn de la actividad locomotora debido a la administracién de CBs.

Algunos estudios muestran que el efecto de los CBs sobre la actividad motora es dosis-
dependiente. En este sentido, se ha demostrado que altas dosis de CBs suprimen la actividad
motora, mientras que bajas dosis resultan incrementar tal actividad (Polissidis, Chouliara et
al. 2010, Smirnov, Kiyatkin 2008, Sanudo-Pena, Romero et al. 2000, Katsidoni, Kastellakis et
al. 2013, Bosier, Sarre et al. 2010). La relacién entre administraciéon créonica de CBs vy
actividad motora ha sido investigada (Biscaia, Marin et al. 2003, Schneider, Drews et al.
2005), pero no hemos encontrado estudios previos de administracién crénica de HU210 en
relacion con la actividad motora. Los estudios analizados en su gran mayoria hacen referencia
a efectos agudos o sub-créonicos, por ese motivo nuestros resultados suministran datos utiles.
Estudios anteriores demostraron que los CBs producen catalepsia, la cual aparece a los 20 min
tras la administracion (Ferrari, Ottani et al. 1999b, Ferrari, Ottani et al. 19993, Little, Compton
et al. 1989a, Martin-Calderon, Munoz et al. 1998). Nuestro experimento confirma los
resultados de la bibliografia existente, dado que encontramos una marcada reduccion (-
49.2%) de la actividad motora durante la primera hora tras la administracion. Siendo nuestro
tratamiento crénico, podemos afirmar que la catalepsia persiste a los 3 meses de tratamiento
y no se observaron fendmenos de tolerancias como los que observamos p.e. en la ingesta y en
el peso de los animales. La dosis de HU210 suministrada parece tener asi un efecto cataléptico
agudo profundo sobre las ratas en tratamiento agudo y cronico.

En otros estudios, la administraciéon de CBs, aunque disminuye la actividad locomotora total,
promueve conductas motoras especificas, caracterizadas por patrones de inquietud, que se
manifiesta con locomocién alterada, y los efectos parecen relacionarse con la dosis (Ferrari,

Ottani et al. 1999a, Ferrari, Ottani et al. 1999b). Los animales tienden a dar mas vueltas, a
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moverse mas de un lado a otro de la jaula y a mostrar un estado de inquietud elevado en
comparacién con las ratas del grupo control (Ferrari, Ottani et al. 19993, Ferrari, Ottani et al.
1999b).

En nuestro estudio, el tratamiento crénico con HU210 durante 67 dias en dosis 100 pg/Kg
pone de manifiesto un incremento de la actividad locomotora general al final del tratamiento.
Estos datos difieren de la mayoria de bibliografia sobre CBs y de estudios con HU210
(Giuliani, Ferrari et al. 2000, Ferrari, Ottani et al. 1999a, Ferrari, Ottani et al. 1999b). No
tenemos conocimiento de otros estudios sobre actividad locomotora asociada a tratamiento
cronico con HU210, lo que confiere a nuestro estudio adicional relevancia.

Anteriores estudios asocian administracién de alta dosis de HU210 con una mayor
vocalizacién en las ratas. Este fendmeno podria representar una respuesta irritante asociada a
un mayor miedo o a un estado de estrés (Zimmer, Zimmer et al. 1999, Giuliani, Ferrari et al.
2000). En humanos, después de altas dosis de cannabinoides es frecuente que aparezcan
estados de disforia, ansiedad o panico. Esto también podria ocurrir en animales y ser una
posible causa de su aumento de actividad locomotora, estrés y sonidos emitidos (Ferrari,
Ottani et al. 1999b, Ferrari, Ottani et al. 19994, Dalton, Wang et al. 2009, Giuliani, Ferrari et al.
2000).

Nuestro estudio puso de manifiesto un posible estado de estrés en los animales en
experimentacion. En este sentido los animales mostraron alteraciones de la actividad motora
los dias de no administraciéon intraperitoneal en horarios coincidentes con los de
administraciéon. Aunque este comportamiento parece ligeramente mas notable en los
animales tratados con HUZ210, aparece también en parte en los animales tratados con
vehiculo, y creemos que este comportamiento podria ser atribuible en buena parte a un estrés
de caracter traumatico debido a la manipulacion y administracion intraperitoneal (Seyle
1936, Szabo, Tache et al. 2012). No se puede descartar que las diferencias intergrupales sean
consecuncia de un efecto aditivo asociado al consumo de CBs.

El sistema eCB se manifiesta también a nivel hepatico. Hace menos de una década fue puesto
en evidencia el papel del sistema eCB en la funcién hepatica (Osei-Hyiaman, DePetrillo et al.
2005). Estudios sobre el 6rgano hepatico han puesto de manifiesto la expresiéon de CB1r en
este tejido (Jourdan, Djaouti et al. 2010, Osei-Hyiaman, DePetrillo et al. 2005, Jeong, Osei-
Hyiaman et al. 2008, Quarta, Bellocchio et al. 2010), en particular en los hepatocitos (Jeong,
Osei-Hyiaman et al. 2008, Mukhopadhyay, Pan et al. 2010) y células endoteliales vasculares

(Moezi, Gaskari et al. 2006). Fisiolégicamente, la expresion del CB1r a nivel hepatico es baja,
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pero en algunos estudios se registraron niveles de expresion muchos mayores en patologias
como hepatocarcinoma y cirrosis de varia etiologia (Floreani, Lazzari et al. 2010, Xu, Liu et al.
2006). El CB2r es indetectable a nivel hepatico en estado fisioloégico, pero también se
evidencié su expresion en estados patologicos en enfermedades como esteatosis o fibrosis
(Mallat, Lotersztajn 2008, Mallat, Lotersztajn 2010, Mendez-Sanchez, Zamora-Valdes et al.
2007, Julien, Grenard et al. 2005, Xu, Liu et al. 2006).

Nuestro estudio pone en evidencia que HU210 ejerce un efecto de reduccion de peso del
organo hepatico. No realizamos andlisis inmunohistoquimicos, ya que no entraban en
nuestros objetivos, pero la reduccion del peso del 6rgano nos suministra una indicacion
general del estado del mismo (Bailey, Zidell et al. 2004). En general, el menor peso de los
animales podria justificar el menor peso del érgano, sin embargo los CBs pueden activar
procesos lipogenéticos a nivel hepatico a través del CB1r en modelos de roedores (Osei-
Hyiaman, DePetrillo et al. 2005).

El modelo P23H no manifiesta alteraciones hepaticas, y la administracién exégena de un
potente agonista de CBr como HU210 no conlleva aumento de peso del higado. Normalmente
el aumento de peso del higado se asocia a acumulacién lipidica; en este sentido podemos
excluir que la administracién exégena de HU210 conlleve un aumento de peso del 6rgano en
nuestro estudio. Esto podria sugerir que un aporte exégeno de HU210 en higados sanos no
conlleve acumulacién lipidica. El mecanismo por el cual, a través de la activaciéon del CB1r en
los adipocitos, se estimularia la lipogenesis, y los acidos grasos se convertirian en triglicéridos
a nivel hepatico (Cota, Marsicano et al. 2003, Jourdan, Djaouti et al. 2010) no parece tener un
papel trascendente en animales P23H hepaticamente sanos.

Nuestros resultados muestran que la administracion de HU210 en altas dosis en las ratas
P23H, que normalmente podrian tender a sobrepeso por escaso movimiento en las jaulas,
reduce el peso general del animal y el peso del érgano hepatico. Se necesitan estudios mas
especificos para aclarar el mecanismo que determina este efecto de reduccién de peso a nivel

hepatico.
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5.5. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE NICOTINA SOBRE LA FUNCION
VISUAL EN RATAS P23H.

Las neuronas colinérgicas han sido identificadas en la retina de diferentes especies de
mamiferos (Tauchi, Masland 1984, Masland, Livingstone 1976, Pourcho, Osman 1986) y
también han sido identificadas en la rata (Eckenstein, Thoenen 1982, Yasuhara, Tooyama et
al. 2003). Ambos receptores, muscarinicos y nicotinicos, han sido identificados en retina, y
sugieren un posible papel fisioldgico del sistema colinérgico en la retina de ratas.

La retina expresa receptores nicotinicos repartidos en diferentes capas. La expresion de
nAChRs sugiere que el sistema colinérgico tenga un papel en la funcién visual. Los receptores
nicotinicos parecen ser importantes para el sistema visual en su organizaciéon y
funcionamiento normal. La administracién de nicotina en etapas de desarrollo puede dar
lugar a cambios en la organizacidn de este sistema (Yan, Zhao et al. 2006).

Varios estudios centran la atencion en la expresion del receptor nicotinico a7nACh en la
retina, el cual se expresa en células bipolares tipo ON de conos, células amacrinas glicinergicas
y GABAergicas, células ganglionares y células del RPE (Dmitrieva, Strang et al. 2007, Maneu,
Gerona et al. 2010, Wehrwein, Thompson et al. 2004).

Algunos estudios han puesto en evidencia que, a través de los receptores nicotinicos, la
nicotina podria ejercer un papel neuroprotector contra dafios neuronales de origen diferente
(Iwamoto, Birkholz et al. 2014, Iwamoto, Mata et al. 2013, Hijioka Masanori, Katsuki et al.
2011, Quik, Perez et al. 2012). Nuestro estudio consisti6 en analizar el efecto de la
administracion de nicotina sobre la respuesta visual de ratas P23H.

Nuestros resultados muestran que la administracion aguda de diferentes dosis de nicotina
deprime significativamente las amplitudes de las ondas b escotdpicas registradas en ratas
P23H. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en conejos (Jurklies,
Kaelin-Lang et al. 1996) y humanos (Junemann, Damaske 1968, Varghese, Reid et al. 2011),
que sugieren que la nicotina puede disminuir la amplitud de la onda b en fase aguda y en
condiciones escotopicas y fotopicas. No encontramos diferencias significativas en la amplitud
de la onda a.

A P120, tras la administracion de nicotina durante el estudio, no encontramos diferencias
significativas de amplitud de la onda a y b entre animales tratados con nicotina y animales
tratados con vehiculo. Sin embargo la bibliografia evidencia que, en tratamiento crénico, la
nicotina podria ejercer un cierto efecto neuroprotector, dependiente de la dosis, tiempo de

exposicién y patologia (Hijioka Masanori, Katsuki et al. 2011). Los resultados funcionales no
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evidencian un efecto neurprotector en régimen de cronicidad. Este resultado puede depender
del posible solapamiento de éste efecto cronico, neuroprotector, con el efecto agudo, inhibidor
de la respuesta electroretinografica. Con el fin de separar el efecto agudo de la nicotina de un
posible efecto cronico, normalizamos los datos obtenidos a P120 en base a los registros a P30.
Después de la normalizacion, encontramos una mayor amplitud media de la onda b a bajas
dosis de nicotina (N1mg). Este dato concordaria con la bibliografia existente en relacion a los
posibles efectos neuroprotectores de la nicotina. A la vez, la bibliografia indica que estos
efectos por administraciéon crénica a nivel de SNC difieren segin el receptor nicotinico
involucrado, la dosis y la zona anatémica interesada (Buckingham, Jones et al. 2009, Nguyen,
Rasmussen et al. 2003). En particular, el a7nACh ha sido asociado con posibles efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios (Iwamoto, Birkholz et al. 2014, Iwamoto, Mata et al.
2013, Takada, Yonezawa et al. 2003, Kihara, Shimohama et al. 2001)

Creemos util la realizacién de nuevas investigaciones en condiciones diferentes, en las que se

evalien de forma independiente los posibles efectos del tratamiento crénico de la nicotina.
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5.6. EPIGENETICA ASOCIADA A LA RETINOSIS PIGMENTARIA

“He querido dedicar un breve apartado a la epigenética porque es un fendmeno que me fascina y
creo en el uso de la epigenética como potente herramienta, aun poco estudiada, que puede

ayudar el avance del conocimiento cientifico”.

La epigenética es una rama emergente de la genética referida al estudio de cambios
heredables en la expresion génica, que no implican la modificaciéon de la secuencia de DNA
genomico subyacente. Desde sus inicios, la investigacion de los mecanismos epigenéticos se
ha centrado en la metilacion del DNA, la modificacion de las histonas, y la remodelacion de la
cromatina, aunque dicho concepto se ha ido ampliando hasta incluir recientemente la
implicacion de microRNAs (miRNAs) y RNAs de interferencia o silenciadores (siRNA) (Bartel
2004, Rutar, Natoli et al. 2012).

Esta ciencia se basa en la observacion de patrones epigenéticos que, al ser modificados por los
factores ambientales, pueden determinar o predisponer el desarrollo o la inhibicién de una
enfermedad. La desregulacidn epigenética se asocia con una gran variedad de enfermedades
humanas, incluyendo cancer, trastornos neuroldgicos, y enfermedades autoinmunes.

En el campo de la oftalmologia, la epigenética estd abriendo una nueva via para la
comprension del desarrollo ocular y de las enfermedades relacionadas. Las evidencias
cientificas sugieren un posible vinculo entre la expresion génica, la estructura de la cromatina,
los RNA no codificantes y las ultimas etapas de desarrollo de la retina (Popova, Barnstable et
al. 2014). La ruptura del balance epigenético podria predisponer o predeterminar la etiologia
de varias enfermedades oculares e influenciar otras como la RP. Estos mecanismos de
acetilacion-desacetilacion con transcendencia epigenética estdn muy activos en células
bipolares y fotorreceptores en fase de desarrollo (Chen, Cepko 2009), y estan presentes en
menor medida en la retina madura. Los mismos mecanismos de acetilacién también estan
involucrados en la apoptosis de fotorreceptores (Sancho-Pelluz, Alavi et al. 2010, Chen, Cepko
2009).

La sirtuina es una enzima con accién de desacetilacion, que esta presente tanto en el SNC
como en la retina, y se asocia con longevidad. En estados patoldgicos se relaciona con varias
enfermedades neurodegenerativas de la retina como la RP (Jaliffa, Ameqrane et al. 2009, Ban,
Ozawa et al. 2013).

Los miRNA también estan involucrados en la degeneracion retiniana. En este sentido, en el

modelo de RP con modificacion en la rodopsina P347S y en otros modelos de degeneracion
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retiniana se destaca que la expresion alterada de los miRNAs produce cambios en el
silenciamiento post-transcripcional de los genes (Loscher, Hokamp et al. 2008, Loscher,
Hokamp et al. 2007).

Estos hallazgos invitan a la implementacion de la epigenética en oftalmologia, pudiendo abrir
una puerta al futuro en base a un nuevo enfoque y perspectiva, poniendo en relacion la
epigenética con los mecanismos implicados en los fendémenos degenerativos. Esto podria
encaminar la investigacion hacia la determinacion de terapias en ciertos estadios tempranos,
incluso en estadios embrionarios de la RP. Debido a la falta de modificaciones estructurales en
el ADN, junto con la utilizacién de mecanismos epigenéticos refinados y presentes en la
naturaleza, las ventajas de estos tratamientos son altas y los riesgos minimos, de cara a
eventuales enfoques terapéuticos para las nuevas generaciones. A la espera de que el nivel de
conocimiento genético de las enfermedades sea completo, la prevision de posibles

aplicaciones de estrategias epigenéticas es esperanzadora.
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6. CONCLUSIONES

1. Las ratas P23H-3, modelo de retinosis pigmentaria, experimentan un deterioro
progresivo de la respuesta electrorretinografica, asociado a la pérdida progresiva de
fotorreceptores y neuronas secundarias en la retina, y al deterioro de la conectividad
sindptica entre éstas células.

2 El cannabinoide sintético HU210 produce una ralentizaciéon en el deterioro de la
respuesta eléctrica en condiciones escotdpicas en los animales P23H-3, lo que demuestra su
eficacia en la preservacion de la funcion visual en estos animales.

3 La administracién sistémica de HU210 ralentiza la degeneracion de los
fotorreceptores: preserva el nimero de filas de fotorreceptores en la ONL y conserva la
morfologia de bastones y conos.

4 El cannabinoide HU210 previene la degeneracién de las conexiones sinapticas entre los
fotorreceptores y sus neuronas postsindpticas: células bipolares y horizontales. Las
estructuras presindpticas y postsinapticas, asi como la densidad de contactos sinapticos entre
fotorreceptores, células bipolares y células horizontales, se encontraron preservadas en las
retinas de ratas P23H-3 tratadas con HU210.

5 Los efectos neuroprotectores del cannabinoide sintético HU210 podrian ser
potencialmente utiles para el ensayo de nuevas terapias encaminadas a retrasar la
degeneracion funcional y estructural provocada por la retinosis pigmentaria.

6 La administracién crénica del cannabinoide sintético HU210 provoca un aumento de la
actividad locomotora media en los animales P23H-3, a la vez que provoca catalepsia durante
la primera hora tras la administracion; si bien, las diferencias observadas no resultaron
significativas.

7 El cannabinoide sintético HU210 disminuye significativamente el crecimiento, el peso y
la ingesta de los animales en los primeros dias de administracién prolongada. Estos cambios
se mantienen a lo largo del tratamiento.

8 La adminstracion aguda de nicotina disminuye la respuesta visual en condiciones
escotopicas en los animales P23H-3. Ademas, la administracién crénica de bajas dosis de
nicotina ejerce una mejora en la respuesta electroretinografica normalizada de estos
animales, lo que indica un posible efecto neuroprotector de la nicotina en animales P23H-3.
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