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“I gave my blood, sweat and tears for this.” 

- Taylor Swift 

“I like to beat everything, you know? Beat depression, get on with life. Try 
and beat what Ive got.” 

- Sir Henry Cecil 

“It is a capital mistake to theorize before one has data. Insensibly one 
begins to twist facts to suit theories, instead of theories to suit facts.” 

- Sir Arthur Conan Doyle, Sherlock Holmes 
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Abreviaturas 
A continuación, se recoge la relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En ocasiones se 

ha mantenido la correspondiente abreviatura y su definición en inglés debido a su mayor uso en 

el lenguaje científico: 

AS1:  área sectorial 1 

AS2:  área sectorial 2 

BHE:  barrera hematoencefálica 

BHR:  barrera hematorretiniana 

Brn3a: homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3 

C0:  área central 

CGR: células ganglionares de la retina 

CIS:  cisplatino 

CIL:  Cilastatina 

CS:  colículo superior 

 sCS:  colículo superior superficial 

 iCS:  colículo superior intermedio 

 dCS:  colículo superior profundo 

 uSGS:  upper stratum griseum superficiale 

 lSGS:  lower stratum griseum superficiale 

 SO:  stratum opticum 

 SGI:  stratum griseum intermedium 

D.E.:  desviación estándar 

D.O.:  densidad óptica 

DHP-I:  enzima dehidropeptidasa I 

GFAP:  proteína ácida fibrilar glial 

Iba1:  molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado 

NeuN:  proteína de unión a hexaribonucleótidos-3 

NGL:  núcleo geniculado lateral 

dNGL:  núcleo geniculado lateral dorsal 

IGL:  folículo intergeniculado 

vNGL:  núcleo geniculado lateral ventral 

NLRP3:  dominio pirina 3 de la familia NLR 

NO:  nervio óptico 
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NUS:  nitrógeno ureico en sangre 

ROIS:  regiones de interés 

OAT:  transportadores de aniones orgánicos 

OCT2:  transportador de cationes orgánicos 2 

PFA:  paraformaldehído 

SNC:  sistema nervioso central 

SNP:  sistema nervioso periférico 

TCO: tomografía de coherencia óptica 

TLR4:  receptor tipo Toll 4 

V1:  corteza visual 1ª 

Capas de la retina 

CCG:  capa de células ganglionares 

CNE:  capa nuclear externa 

CPE:  capa plexiforme externa 

CNI:  capa nuclear interna 

CPI:  capa plexiforme interna 

SE:  segmento externo 

Áreas de la retina 

C:  central 

CC:  central central 

CI:  central inferior 

CS:  central superior 

N:  nasal 

NC:  nasal central 

NI:  nasal inferior 

NS:  nasal superior 

T:  temporal 

TC:  temporal central 

TI:  temporal inferior 

TS:  temporal superior 

Morfotipos microgliales de la retina 

HZ:  horizontal 

RD:  radial 

VT:  vertical 
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ALTERACIONES NEURONALES Y GLIALES ASOCIADAS AL TRATAMIENTO CON EL 

QUIMIOTERÁPICO CISPLATINO: ABORDAJES TERAPÉUTICO.  

 

El cáncer actualmente es la principal causa de muerte a nivel mundial, a pesar de 

los avances logrados en su tratamiento. El uso de quimioterápicos sigue siendo una 

estrategia ampliamente empleada, y el cisplatino (CIS) es uno de los fármacos 

quimioterápicos más utilizados en la clínica en el tratamiento de diversos tipos de cáncer, 

principalmente sólidos. La administración de CIS resulta muy efectiva, pero su aplicación 

está limitada por la toxicidad asociada, fundamentalmente nefrotoxicidad y 

ototoxicidad. Más recientemente, se han descrito casos de neurotoxicidad, tanto del 

sistema nervioso periférico como a nivel del sistema nervioso central (SNC), y en los 

últimos años se han descrito también anomalías en la visión, y en la retina. Actualmente, 

no existen medidas preventivas eficaces contra la toxicidad del CIS más allá de la 

reducción de la dosis o la interrupción del tratamiento, lo cual puede afectar de forma 

crítica a la evolución del cáncer. Es, por tanto, una necesidad urgente encontrar agentes 

protectores que prevengan o atenúen los efectos tóxicos asociados al CIS. En este 

contexto, surge un nuevo fármaco, la cilastatina (CIL), un agente con propiedades 

nefroprotectoras frente a la toxicidad por CIS, al actuar inhibiendo la enzima DHP-I 

localizada en las células de los túbulos proximales renales. La CIL ha demostrado 

importantes propiedades antinflamatorias, antioxidantes y anti apoptóticas a nivel renal; 

y, más recientemente, en nuestro grupo de investigación, hemos demostrado, por 

primera vez, que CIL es capaz de ejercer acciones antinflamatorias y neuroprotectoras 

en la retina, en un modelo experimental de glaucoma.  

Estas evidencias nos llevaron a plantear la hipótesis de la presente Tesis Doctoral, 

que el CIS sería capaz de inducir neurotoxicidad a lo largo de toda la vía visual en un 

modelo animal, y que la CIL será capaz de prevenir y/o revertir el daño que el CIS provoca 

a nivel del SNC. Para ello, nos planteamos como objetivo general evaluar, en un modelo 

animal de rata, el posible daño neurotóxico de la administración de una única dosis del 

agente antineoplásico CIS en el sistema visual, desde la retina a la corteza visual primaria, 

y analizar en este modelo el potencial efecto protector de la CIL.  
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Con este objetivo administramos ratas Wistar macho con una dosis única de CIS 

(5 mg/kg, i.p.), o su VH (salino, 10 ml/kg), y, a continuación, concomitante, CIL (150 

mg/kg, i.p.), o su VH (salino, 5ml/kg), que se administró durante un total de 5 días. A 

continuación, al día siguiente, se realizaron análisis mediante tomografía de coherencia 

óptica (TCO); se valoraron parámetros de toxicidad renal en suero; se realizaron análisis 

inmunohistoquímicos sobre las principales poblaciones celulares de la retina y de los 

principales núcleos de relevo de la vía visual: CS, colículo superior; NGL, núcleo 

geniculado lateral; y V1, corteza visual primaria; y se llevaron a cabo estudios de 

inmunofluorescencia con el fin de conocer los posibles mecanismos subyacentes 

centrándonos en el inflamasoma mediado por NLRP3. 

 En la presente Tesis Doctoral, encontramos que la administración de CIS induce, 

en nuestro modelo animal, una marcada reducción del peso y fallo renal; la 

administración repetida de CIL fue capaz de revertir parcialmente la pérdida de peso y 

bloquear el daño renal asociado. Al evaluar los efectos del CIS en la retina, en el estudio 

preliminar de TCO encontramos un ligero engrosamiento en la zona más alejada del 

disco óptico (AS2), lo cual sugiere un posible edema, que fue prevenido y/o atenuado 

por la administración de CIL. El análisis inmunohistoquímico de la retina permitió 

describir que el efecto del CIS produjo un descenso de células Brn3a positivas, pero solo 

en la zona de retina central central y temporal superior; un aumento de la expresión de 

GFAP en el área nasal central y una disminución en todas las áreas temporales; y el 

principal efecto se observa fundamentalmente a nivel de las células de microglía cuya 

expresión se reduce, afectando principalmente a las células de morfología radial. La 

administración de CIL no modificó los efectos inducidos por la administración de CIS en 

la retina. En la vía visual el CIS produce una reducción significativa la expresión del 

marcador neuronal NeuN en la corteza visual primaria, y produce un incremento 

significativo en la expresión de Iba1 en las células microgliales en el CS y un aumento de 

células microgliales activas en el CS y la V1. La administración de CIL consiguió atenuar o 

revertir los efectos inducidos por el CIS en cuanto al número de células microgliales y a 

su mayor activación en el CS. 
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La presente Tesis Doctoral nos permite concluir que una única dosis de CIS induce 

un daño en la retina, que es ya observable mediante la técnica no invasiva de TCO, la 

cual ofrece una ventana de oportunidad para la evaluación de la retinotoxicidad asociada 

a la administración de CIS. Este es el primer estudio en el que se demuestra que una 

única dosis de CIS es capaz de afectar las poblaciones neuronales y microgliales en 

diversos núcleos de la vía visual. Aunque en estudios futuros será necesario reajustar la 

dosis de CIS, estos resultados tienen una gran relevancia clínica, ya que sugieren que, 

incluso a dosis bajas, el CIS puede inducir un daño en la vía visual, que podrá provocar 

una afectación de la visión. En la presente Tesis Doctoral hemos demostrado que la CIL 

podría ser un buen abordaje terapéutico para minimizar los efectos inflamatorios 

inducidos por CIS en los núcleos de relevo analizados de la vía visual, aunque no haya 

sido capaz de paliar el daño observado a nivel de la retina.  En estudios futuros será 

necesario profundizar en los mecanismos moleculares implicados en estos efectos 

antinflamatorios de CIL, y valorar el potencial terapéutico del mismo en otras patologías 

del SNC.  
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NEURONAL AND GLIAL ALTERATIONS ASSOCIATED WITH TREATMENT WITH THE 

CHEMOTHERAPY DRUG CISPLATIN: THERAPEUTIC APPROACHES. 
 

Cancer is currently the leading cause of death worldwide even though great 

advances have been achieved in its treatment. Chemotherapy remains as one of the 

most employed anti-cancer strategies, and cisplatin (CIS) emerges as a common 

chemotherapeutic drug frequently used in the clinic for the management of various 

types of cancer, mainly solid cancers. Despite the anti-tumoral efficacy of CIS, its use is 

mostly limited by its associated toxicity, mainly nephrotoxicity and ototoxicity. More 

recently, CIS-associated neurotoxicity has also been reported, both in the peripheral and 

the central nervous system (CNS), and visual dysfunction and retinal anomalies have 

been additionally described. At present, there is no effective strategy to prevent CIS 

toxicity, but a dose reduction or even treatment disruption, both measures that can have 

detrimental consequences for the progression of the tumor. Finding protective drugs 

against CIS-associated toxicity emerges as an urgent clinical need. In this direction, a new 

drug, cilastatin (CIL), was proposed for the nephroprotective properties against CIS-

induced toxicity, probably, by inhibiting the DHP-I enzyme located in renal proximal 

tubule cells. CIL has demonstrated significant anti-inflammatory, antioxidant and anti-

apoptotic properties at the renal level, and, more recently, we have demonstrated, for 

the first time, CIL anti-inflammatory and neuroprotective actions in the retina, in an 

experimental model of glaucoma.  

This body of evidence provided support to our hypothesis, that CIS would be able 

to induce neurotoxicity through the whole visual pathway; and that CIL might be able to 

prevent and/or reverse such CIS-induced neurotoxicity. Therefore, in the present 

Doctoral Thesis we aimed to characterize, in a rat animal model, the detrimental 

consequences of a single dose of the antineoplastic agent CIS in the visual system, from 

the retina to the primary visual cortex; and to evaluate the potential protective effect of 

CIL.  
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For this purpose, male Wistar rats were administered with a single dose of CIS (5 

mg/kg, i.p.), or its VH (saline, 10 ml/kg), followed by concomitant CIL (150 mg/kg, i.p.), 

or its VV (saline, 5ml/kg) administered for a total of 5 days. The following day (24h after 

the last drug administration) effects were analyzed, in particular, changes measured by 

optical coherence tomography (OCT); renal toxicity by the analysis of serum parameters; 

immunohistochemical analyses in which the main cell populations were stained in the 

retina and in the main relay nuclei of the visual pathway: SC, superior colliculus; LGN, 

lateral geniculate nucleus; and V1, primary visual cortex; and immunofluorescence 

studies for the identification of possible underlying mechanisms with a focus on the 

NLRP3 inflammasome.  

In the present Doctoral Thesis, we found that the administration of a single dose 

of CIS induced, in our animal model, a reduction in body weight and nephrotoxicity, 

effects that were attenuated and/or blocked by the repeated administration of CIL. In 

the preliminary OCT study, we found a slight thickening of the retina, in the more distant 

area from the optic disc (AS2), possibly suggesting an oedema, that was prevented 

and/or attenuated by CIL administration. The immunohistochemical analysis of the 

retina showed that CIS induced a decrease in Brn3a-positive cells, only in the central 

central and superior temporal retinal areas; an increase in GFAP expression in the central 

nasal area but a decrease in all temporal areas; as well as a generalized reduction of 

microglia cells that mostly affected those with a radial morphology. CIL administration 

was not able to modify the CIS-induced retinal damage. In the visual pathway, CIS 

induced a significant reduction in the expression of the neuronal marker, NeuN, in V1; a 

remarkable increase in Iba1 expression in the SC and an increase in the activated 

microglial morphotypes in the SC and V1. CIL administration was able to attenuate 

or/and prevent CIS-induced increase in microglial cell number and activation in the SC. 
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The present Doctoral Thesis allowed us to conclude that a single dose of CIS 

induced retinal damage, which was already present in the OCT analysis, providing a novel 

technique for the non-invasive assessment of CIS-induced retinotoxicity. This is the first 

study to demonstrate that a single dose of CIS had an impact on neuronal and microglial 

cell populations in several nuclei of the visual pathway. Although in future studies CIS 

dose should be re-adjusted, present results provide evidence for CIS-induced damage of 

the visual pathway, even at low doses, and probably causing visual impairment. Present 

results give support to CIL as an effective therapeutic approach in the management of 

CIS-induced inflammatory response in the analyzed relay nuclei of the visual pathway, 

despite not being able to affect the reported damage in the retina. In future studies we 

will further investigate the molecular mechanisms involved in the protective anti-

inflammatory effects of CIL, as well as whether CIL might be of interest in the 

management of other neuropathologies.   
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Introducción  

1. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACIÓN VISUAL  

La vía visual está formada por el conjunto de estructuras pertenecientes al sistema 

nervioso central (SNC) que se encargan del procesamiento e integración de la 

información visual recibida. Está constituida por la retina, por una serie de núcleos de 

relevo y por la corteza visual. La información visual llega a los receptores sensoriales, los 

fotorreceptores de la retina, en forma de ondas electromagnéticas que, mediante el 

proceso de fototransducción, transforman en energía electroquímica en forma de 

impulsos nerviosos los cuales pueden ser procesados por el resto de los elementos de 

la vía visual. 

El ojo está formado por una serie de estructuras que van a garantizar que la 

información lumínica del exterior llegue correctamente a los fotorreceptores (Fig.1).  Las 

partes del ojo son bastante similares en humanos y roedores (Purves, 2023), desde el 

exterior al interior son: 

• Párpados: que permiten proteger, limpiar y lubricar la superficie ocular. 

• Córnea: es un tejido epitelial avascular transparente que conforma la primera 

lente del ojo, a través de la cual entrará la luz en el mismo. Se continúa con la 

esclerótica, la cual rodea a todo el globo ocular. 

• Cámara anterior: es el espacio entre la córnea y el iris. Está rellena de humor 

acuoso que permite nutrir y oxigenar las estructuras del globo ocular carentes 

de aporte sanguíneo, como la córnea y el cristalino. Es producido por el cuerpo 

ciliar y secretado a través de los procesos ciliares, cuyas células epiteliales de 

revestimiento regulan su producción y composición. El humor acuoso se drena 

hacia la circulación sanguínea principalmente en la zona del ángulo iridocorneal, 

donde el humor acuoso atraviesa la malla trabecular y el canal de Schlemm, 

llegando al seno venoso. 
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• Iris: se encuentra entre el humor acuoso y el cristalino, delimitando la cámara 

anterior y posterior del ojo. Está formado por dos capas de músculo liso, una 

circular (músculo constrictor pupilar) y otra radial (músculo dilatador pupilar) 

que delimitan un orificio que es la pupila. La función del iris es regular la entrada 

de luz a la retina mediante la modificación del tamaño pupilar, determinado por 

las dos capas musculares y controlado por el sistema nervioso autónomo. 

• Cuerpo ciliar: estructura que se sitúa entre el iris y la zona de la ora serrata. En 

los procesos ciliares se produce la secreción del humor acuoso. En su estroma 

se encuentra el músculo ciliar, al cual se anclan las fibras zonulares del ligamento 

suspensorio de éste, y que permite la modificación de la forma del cristalino 

para lograr la acomodación adecuada a la visión lejana y cercana.  

• Cristalino: se encuentra entre la cámara anterior y posterior del ojo. Es la 

segunda lente ocular y se encuentra anclado al musculo ciliar del cuerpo ciliar 

por las fibras zonulares del ligamento suspensorio. La forma del cristalino varía 

en función del grado de contracción o relajación del músculo ciliar, lo que 

permite enfocar sobre la retina la imagen de los objetos que se encuentran a 

diferentes distancias del ojo.   

• Cámara vítrea: se encuentra entre el cristalino y la retina. Contiene el humor 

vítreo que es un líquido gelatinoso y transparente, que permite mantener la 

forma del ojo, la posición del cristalino y que la retina neural permanezca en 

contacto con el epitelio pigmentario de la retina; además tiene cierta capacidad 

fagocítica que le permite eliminar desechos.  

• Retina: es un epitelio neurosensorial situado a continuación de la ora serrata 

(que delimita el cuerpo ciliar de la retina), entre el humor vitreo y la coroides. 

En su porción neural contiene las células responsables de la fototransducción, 

que permite la conversión de las ondas electromagnéticas en señales eléctricas, 

y el inicio del procesamiento de la información visual. En su porción no neural 

se encuentra el epitelio pigmentario, que absorbe la luz que entra en el ojo y no 

incide sobre los fotorreceptores evitando su reflexión, forma parte de la barrera 

hematorretiniana (BHR), nutre a la retina neural, elimina desechos, ayuda a la 

regeneración del fotopigmento de los fotorreceptores, y permite la adhesión de 

la retina a la coroides. 
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• Coroides: es una capa de tejido conjuntivo ubicada entre la retina y la 

esclerótica. Presenta una elevada irrigación que asegura la correcta homeostasis 

en el epitelio pigmentario, entre otros. 

• Esclerótica: es una capa de tejido conjuntivo muy rico en fibras de colágeno, que 

rodea el globo ocular desde la córnea hasta la parte posterior del ojo. Protege 

al ojo de posibles daños mecánicos y es el lugar de unión de los músculos 

extraoculares. 

 

Figura 1. Anatomía del ojo humano. A. Estructuras macroscópicas en una sección de ojo 
humano. B. Detalle del drenaje del humor acuoso a través del Canal de Schlemm. C. Ampliación 
de la estructura trabecular. Tomado de Lavin-Dapena & Alcocer, 2016 y modificado. 
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La luz penetra en el ojo pasando por la córnea y el humor acuoso hacia la pupila, 

atraviesa el cristalino, el humor vítreo y llega a la retina. Macroscópicamente en la retina 

se pueden distinguir una serie de estructuras (Fig. 1):  la papila o disco óptico, por el cual 

salen los axones de las células ganglionares (CGR) para formar el nervio óptico (NO) y 

entran y salen la arteria y vena centrales de la retina, es considerado el “punto ciego” 

de la retina ya que no tiene fotorreceptores; la mácula está en la zona central de la retina 

y, en humanos, dentro de la mácula encontramos la fóvea, una zona excavada de la 

retina donde se concentran los conos y constituye el área de máxima agudeza visual, no 

presente en los roedores; la ora serrata es el límite anterior y periférico de la retina y se 

continúa con el cuerpo ciliar (Kandel,2013). 

La retina se puede dividir, desde el punto de vista anatómico, en 3 regiones en el 

plano horizontal: temporal (T), central (C) y nasal (N); y en otras 3 regiones en el plano 

vertical: superior (S), central (C) e inferior (I). En total se establecen 9 áreas anatómicas: 

Nasal Superior (NS), Nasal Central (NC), Nasal Inferior (NI), Central Superior (CS), Central 

Central (CC), Central Inferior (CI), Temporal Superior (TS), Temporal Central (TC) y 

Temporal Inferior (TI) (véase Fig. 2). 

 

Figura 2. Áreas anatómicas de la retina. A. División en el eje horizontal en tres regiones: 
temporal (T), central (C) y nasal (N); y en el eje vertical en tres zonas: superior (S), central (C) e 
inferior (I). B. Esquema representativo del globo ocular y las divisiones de la retina en el eje 
horizontal y vertical. Realizada con BioRender. 
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1.1. La retina 

Las ondas electromagnéticas llegan a la retina donde las células receptoras 

sensoriales, los fotorreceptores, transducen el estímulo en señales electroquímicas que, 

tras ser procesadas por las distintas células de la retina, llegarán a las células 

ganglionares. Si la información que reciben es excitatoria, generarán potenciales de 

acción que transmitirán, vía sus axones y por el NO, a las siguientes células de los núcleos 

de relevo de la vía visual.  

La retina posee una organización estructural que se encuentra muy bien definida 

desde los primeros estudios de Cajal (Fig. 3).  

 

Figura 3. Dibujo clásico de la retina de Ramón y Cajal. Esquema de la estructura de la retina de 
los mamíferos: 1. Capa de bastones y conos. 2. 2. Membrana limitante externa. 3. Capa granular 
externa. 4. Capa plexiforme externa. 5. Capa granular interna. 6. Capa plexiforme interna. 7. 
Capa de células ganglionares. 8. Capa de fibras del nervio óptico (NO). 9. Membrana limitante 
interna. A. Células pigmentadas. B. Células epiteliales. a. Bastones. b. Conos. c. Núcleo del 
bastón. d. Núcleo del cono. e. Célula horizontal grande. f. Célula bipolar asociada al cono. g. 
Célula bipolar asociada al bastón. h. Células amacrinas. i. Célula ganglionar gigante. j. Células 
ganglionares pequeñas. Tomado de Ramón y Cajal, 1900.  
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La retina está formada por 10 capas interconectadas en las que se alternan capas 

nucleares, con distintos tipos celulares, capas de sinapsis, y dos membranas limitantes 

(Fig. 4). Las capas ordenadas de más externas a más internas son las siguientes (para 

revisión consultar: Kandel,2013): 

• Epitelio pigmentario (EP): es la capa más externa de la retina. Está formada por 

las células del epitelio pigmentario que contactan con la coroides, por un lado, 

formando parte de la BHR, y con la capa de fotorreceptores por el otro, en 

concreto con el segmento externo de las células fotorreceptoras. Su función 

principal es la de evitar la refracción de la luz y realizar el reciclado del 

fotopigmento de los fotorreceptores. Esta capa no pertenece a la retina neural. 

• Capa de fotorreceptores: en esta capa se encuentran los segmentos externos de 

los fotorreceptores (SE), los cuales contienen el fotopigmento responsable de la 

fototransducción.  

• Membrana limitante externa (MLE): está formada por la terminación de la 

prolongación apical o ventricular de las células de Müller, y las uniones celulares, 

zonulae adherens, entre los fotorreceptores y las células de Müller. 

• Capa nuclear externa (CNE): está formada por los somas y la prolongación 

interna de los fotorreceptores. Hay dos tipos de fotorreceptores: los bastones y 

los conos. Son los encargados de la fototransducción y transmiten la información 

a las células bipolares y/o horizontales y/o interplexiformes. 

• Capa plexiforme externa (CPE): está formada por las sinapsis entre los 

fotorreceptores y las células bipolares y las células horizontales. 

• Capa nuclear interna (CNI): está formada por los somas de células bipolares, las 

células horizontales, las células interplexiformes, las células amacrinas, las CGR 

desplazadas y las células de Müller. Las células bipolares son las que reciben 

información de los fotorreceptores y la transmiten a las CGR. Las células 

horizontales, amacrinas e interplexiformes son las encargadas de modular las 

sinapsis entre fotorreceptores, bipolares y CGR.  

• Capa plexiforme interna (CPI): está formada por las sinapsis entre las células 

bipolares y las amacrinas con las CGR. 
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• Capa de células ganglionares (CCG): está formada por los somas de las CGR y las 

amacrinas desplazadas. Las CGR son responsables de integrar la información 

visual y transmitirla por sus axones hacia el resto de la vía visual. Las CGR pueden 

clasificarse por su morfología y/o función, lo cual determina el núcleo de la vía 

visual al que enviarán información como se tratará en los siguientes apartados.  

• Capa de fibras del nervio óptico (CFNO):  contiene los axones de las CGR y es la 

capa más vascularizada de la retina. 

• Membrana limitante interna (MLI): está formada por la terminación de la 

prolongación vítrea de las células de Müller y separa la retina del humor vítreo.  

 

Figura 4. Estructura de la retina. Esquema que muestra las capas de la retina, desde la más 
externa (EXT) a la más interna (INT): EP, epitelio pigmentario; SE, segmento externo de los 
fotorreceptores; MLE, membrana limitante externa; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa 
plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células 
ganglionares; CFNO, capa de fibras del nervio óptico; MLI, membrana limitante interna. En la 
imagen se muestran también los principales tipos celulares de la retina: A, amacrina; As, 
astrocito; B, bastón; C, cono; G, célula ganglionar; H, célula horizontal; Mi, microglía; M, célula 
de Müller. Tomado de Vecino et al., 2016 y modificada. 
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En la retina encontramos 5 tipos de células que, desde la retina externa hacia la 

retina interna son: fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, células 

amacrinas, células interplexiformes y CGR (Fig. 5) (Purves, 2023) 

• Células fotorreceptoras: los bastones son los más abundantes, tienen una alta 

sensibilidad a la luz, y por ello son los encargados de la visión escotópica y 

mesotópica, con muy baja iluminación. Los conos son menos numerosos y 

sensibles a la luz, y están encargados de la visión mesotópica y fotópica, con 

elevada iluminación; se encuentran en pequeña cantidad por toda la retina, pero 

se concentran en la zona de la fóvea, y son los responsables de la agudeza visual 

y de la visión en color. Hay tres tipos de conos dependiendo de la longitud de 

onda que estimule su fotopigmento: L (longitud de onda larga, en el espectro 

rojo), M (longitud de onda media, en el espectro verde) y S (longitud de onda 

corta, en el espectro azul). Es importante destacar en este punto una diferencia 

entre las retinas de humano y roedores, como ya se ha indicado, en roedores no 

hay fóvea y, además, presentan menos cantidad de conos y solo de dos tipos 

(visión dicromática), unos que perciben el espectro verde y otros el azul. 

• Células horizontales: presentan un soma alargado, fusiforme y con 

prolongaciones extendidas en el plano horizontal. Estas células establecen 

sinapsis entre fotorreceptores y bipolares, constituyen la vía lateral de 

transmisión de la información y participan en el mecanismo de inhibición lateral. 

• Células bipolares: son células que transmiten información entre los 

fotorreceptores y las CGR, vía vertical; y también pueden transmitir información 

a las amacrinas, vía lateral. Existen distintos tipos de células bipolares que 

fisiológicamente y de forma muy resumida, se podrían agrupar en dos tipos en 

función a las características de su campo receptivo. Las células bipolares ON o de 

centro encendido que responden despolarizándose cuando incide luz de la 

longitud de onda adecuada en el centro del campo receptor e 

hiperpolarizándose cuando incide en la periferia; y células bipolares OFF o de 

centro apagado, que responden hiperpolarizándose cuando incide luz en el 

centro de su campo receptivo y despolarizándose cuando incide en la periferia 

de este. 
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• Células amacrinas: median las sinapsis entre bipolares y CGR y están implicadas 

en mecanismos de inhibición lateral. Es una población muy heterogénea tanto 

desde el punto de vista morfológico como funcional. 

• CGR: es una población heterogénea, en la que existen más de 20-46 tipos en la 

retina de mamíferos, que se diferencian por su morfología y su función, aunque, 

de forma resumida, se pueden dividir en cuatro grandes grupos. Las CGR M o 

magnocelulares, están especializadas en la detección del movimiento. Las CGR P 

o parvocelulares, están implicadas en la discriminación del color y la percepción 

de profundidad entre otros. Tanto las CGR M como las P, tienen campos 

receptivos centro-periferia ON-OFF (aumentan la descarga de potenciales de 

acción al incidir luz de la longitud de onda adecuada en el centro de su campo 

receptivo) u OFF/ON (disminuyen la descarga de potenciales de acción al incidir 

luz de la longitud de onda adecuada en el centro de su campo receptivo). Las 

CGR no M-no P implicadas, entre otros, en el procesamiento de información del 

color; y las CGR intrínsecamente fotosensibles (ipCGR) que constituyen 

aproximadamente el 1 % de la población total, poseen melanopsina y están 

implicadas en la regulación de los ritmos circadianos más que en el procesado de 

la información visual. 
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Figura 5. Esquema de los tipos celulares de la retina y sus conexiones. Los fotorreceptores 
(conos y bastones) se encuentran en la capa del segmento externo de los fotorreceptores (SE) y 
la capa nuclear externa (CNE); las células bipolares, horizontales y amacrinas se encuentran en 
la capa nuclear interna (CNI); y las células ganglionares (CGR) están en la capa que lleva su mismo 
nombre (CCG). Los fotorreceptores, las células bipolares y las horizontales establecen sinapsis 
entre sí en la capa plexiforme externa (CPE), mientras que bipolares, amacrinas y CGR en la capa 
plexiforme interna (CPI). La transmisión de la información fluye verticalmente desde 
fotorreceptores a CGR mediada por las células bipolares y lateralmente por medio de las 
horizontales y las amacrinas. Tomada de Kandel, 2013 y modificada. 

 

En la retina hay otro gran grupo celular que es el formado por las células de glía, 

que se dividen en dos grandes grupos: las células de macroglía y las células de microglía.  

Las células de macroglía de la retina (astrocitos y células de Müller) son 

esenciales para el mantenimiento de la citoarquitectura de la misma, así como para la 

supervivencia de las poblaciones celulares descritas, al estar implicadas en: la regulación 

de la homeostasis retiniana, el mantenimiento metabólico, la transmisión sináptica, el 

mantenimiento y formación de la BHR, y la inmunidad retiniana (Reichenbach & 

Bringmann, 2020). Las células macrogliales están conectadas con los otros tipos 

celulares mediante uniones comunicantes tipo GAP lo cual, además de proporcionar 

soporte estructural, permite la comunicación espacial entre todas las partes de la retina 

(Ramírez et al., 1996).  
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La macroglía produce importantes factores tróficos esenciales, entre otros: el 

factor de crecimiento vascular derivado del endotelio (VEGF), el factor neurotrófico ciliar 

(CNTF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), el factor neurotrófico 

derivado de células gliales (GDNF) y el factor neurotrófico fibroblástico (bFGF) (Vecino  

et al., 2016). Los astrocitos en condiciones fisiológicas se encuentran presentes en las 

capas CCG y CFNO, donde contactan, con las células, con los vasos sanguíneos y los 

axones de las CGR. Están implicados en la regulación del flujo sanguíneo en la retina y 

en la formación y mantenimiento de la BHR; en la homeostasis de líquidos, de iones, del 

pH y de los neurotransmisores y en la regulación del metabolismo celular; en la 

señalización celular y en las sinapsis; así como en el mantenimiento inmunitario de la 

retina. En condiciones patológicas se produce su activación, astrogliosis, y se desplazan 

al lugar del daño, además de aumentar su número y la expresión de proteínas como la 

proteína glial fibrilar ácida (GFAP) (Shinozaki & Koizumi, 2021).  

La astroglía activada puede ejercer una función neuroprotectora o 

neurodegenerativa dependiendo de su estado de activación. Los estados A1 y A2 son 

dos fenotipos distintos de activación de los astrocitos que han sido identificados en el 

contexto de la respuesta inflamatoria. El estado A1 se caracteriza por una respuesta 

inflamatoria exacerbada que puede ser perjudicial y que supone la liberación de 

citoquinas proinflamatorias y neurotóxicas, como TNF-α (Liddelow et al., 2017). Por otro 

lado, el estado A2 representa una respuesta más beneficiosa, promueve la reparación 

del daño tisular y la supervivencia neuronal secretando factores neurotróficos y 

antiinflamatorios, como el factor de crecimiento nervioso (Liddelow et al., 2017). En la 

retina, los mecanismos que regulan la transición entre ambos estados son cruciales para 

el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a promover la neuroprotección (Pekny 

& Pekna, 2014). 
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Las células de Müller tienen sus somas en la CNI, pero extienden sus 

prolongaciones a lo largo de toda la retina hacia la MLE y la MLI, donde contactan con 

las estructuras adyacentes, con los vasos sanguíneos y con el humor vítreo y, en su 

recorrido por todas las capas de la retina, contactan con las células adyacentes (Fig. 6). 

Son las células responsables del mantenimiento de la citoarquitectura de la retina, 

ayudan al mantenimiento de la homeostasia retiniana y celular, al metabolismo celular, 

modulan la actividad neuronal e intervienen en el reciclaje y síntesis de determinados 

neurotransmisores (Reichenbach & Brigmann, 2010). En condiciones patológicas, se 

activan y aumentan la expresión de GFAP y de otras proteínas como la glutamina 

sintetasa (Fernández-Albarral et al., 2022; Shinozaki & Koizumi, 2021).  

 

Figura 6. Células gliales de la retina. A. Células macrogliales: Células de Müller marcadas con 
glutamina sintasa (GS) y astrocitos marcados con proteína ácida fibrilar glial (GFAP). B. Células 
microgliales (verde). MLI, membrana limitante interna; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa 
plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células 
ganglionares. Tomada de Shinozaki & Koizumi., 2021 y modificada. 

Las células microgliales son las células que forman parte del sistema de 

inmunidad innata residente en el SNC, funcionando como si fueran macrófagos móviles 

pues pueden desplazarse, presentar antígenos y fagocitar (Fig. 5 y 6) (Kettenmann, 

2013). En condiciones fisiológicas están en las capas CPI, CPE, CCG y CFNO. Constituyen 

una población heterogénea que realizan una función de inmunovigilancia protectora, al 

estar constantemente moviéndose por la estructura en la que se encuentran; además 

ayudan al mantenimiento de la homeostasis.  
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Las células de microglía pueden producir varios factores neurotróficos 

implicados en la plasticidad y supervivencia neuronal, por lo que ayudan a la reparación 

de vías nerviosas, la remodelación sináptica y la neurogénesis (Kettenmann, 2013). La 

microglía expresa la molécula adaptadora de calcio ionizado (Iba1), un marcador 

empleado para identificar esta población celular.  

En la retina, en condiciones fisiológicas, se encuentran como microglía 

ramificada, con una morfología de soma pequeño y prolongaciones radiales, lo que le 

da nombre al morfotipo Radial (RD). Las células nerviosas, en situación fisiológica, 

liberan CD200L (ligando del Cluster de diferenciación 200) y las células microgliales, en 

su superficie, tienen el receptor CD200R (receptor del Cluster de diferenciación 200) la 

interacción del ligando y el receptor media la inhibición de la activación microglial y que 

se mantenga el morfotipo RD. En situaciones patológicas se produce la activación de las 

células microgliales por varios motivos, entre otros: el ambiente proinflamatorio 

generado en la zona lesionada; la producción de fractalkina (ligando 1 del motivo C-X3-

C; CX3CL1), por las neuronas, que es una quimioquina que se une al receptor de 

fractalkina microglial (receptor 1 del motivo C-X3-C; CX3CR1) y contribuye a su 

activación; además, se establece una comunicación bidireccional con las células de 

Müller en la que las células de microglía liberan citoquinas proinflamatorias activando 

estas últimas, las cuales, a su vez, liberan sustancias quimioatrayentes y adhesivas que 

favorecen la migración microglial sobre la superficie de las células de Müller (Wang et 

al., 2011; Vecino et al.,2016; Reichenbach & Bringmann, 2020). En una situación 

patológica, la microglía pasa a estado reactivo y se produce un cambio en su número y 

en su morfología caracterizado por presentar un soma alargado y unas prolongaciones 

más cortas y gruesas (Fig. 7). Esta microglía activada puede migrar entre las diferentes 

capas de la retina, cuando los procesos celulares se extienden perpendiculares a las 

capas retinianas morfotipo vertical (VT); o bien dentro de una misma capa de la retina, 

cuando las prolongaciones se extienden paralelos a las capas morfotipo Horizontal (HZ). 

En algunos casos, es posible que la microglía activada pueda llegar a adoptar un 

morfotipo ameboide, que suele encontrarse en la CFNO (Kettenmann et al., 2013).  
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La microglía activada puede liberar citoquinas proinflamatorias y especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que, a su vez, pueden inducir astrogliosis, muerte de CGR y 

vasoconstricción (Kettenmann et al., 2013). Al igual que en los astrocitos, la microglía se 

puede encontrar en un balance continuo entre dos perfiles funcionales y fenotípicos. El 

estado M1 de activación microglial se asocia típicamente con una respuesta 

proinflamatoria que puede promover la producción de ROS y el estado M2 de activación 

que genera una respuesta antiinflamatoria y reparadora (Tang & Le, 2015). 

  

Figura 7. Morfotipos microgliales en la retina. Morfotipos microgliales de la retina de ratas 
Wistar, marcados con el anticuerpo Iba1: RD, morfotipo radial; HZ, morfotipo horizontal; VT, 
morfotipo vertical. Iba1, molécula adaptadora de unión al calcio 1. Barra de aumentos: 100 µm.  
 

 

La presente Tesis Doctoral realiza el estudio en un modelo animal en rata, y es 

importante matizar diferencias entre la retina humana y la de los roedores que ayudarán 

a comprender mejor estos apartados. La principal diferencia entre la retina humana y la 

de los roedores es que la segunda no tiene mácula ni fóvea; y que al ser los roedores 

una especie nocturna su retina se compone principalmente de bastones y solo presenta 

dos tipos de conos. La retina de los roedores es, a pesar de las diferencias (Tabla 1), 

estructuralmente muy similar a la retina periférica humana, lo que la convierte en un 

modelo útil y muy empleado en investigación sobre patologías retinianas y posibles 

tratamientos farmacológicos. 
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Tabla 1. Principales diferencias en la retina de humanos y ratas 

Diferencias Humanos Ratas Referencias 

Tamaño 23.5-25 mm 4 mm Zeiss et al., 2018 

Morfología 
Ausencia de glándula 

Harderiana 

Presencia de glándula 

Harderiana 
Zeiss et al., 2018 

Macroestructura 

Ausencia de ángulo 

iridiocorneal 
Presencia de ángulo iridiocorneal Zeiss et al., 2018 

Presencia de fóvea Ausencia de fóvea 
Vidal-Villegas, 2024 

Presencia de mácula Ausencia de mácula 

Densidad normal de 

Fotorreceptores en 

zonas Nasal y Temporal 

Mayor densidad de 

Fotorreceptores en las zonas 

Nasal y Temporal 

Ortín-Martínez et al., 2010 

Vascularización 
Desplazada desde 

fóvea 
Radial desde NO Vidal-Villegas, 2024 

Microestructura 

Menor densidad de 

CGR 
Mayor densidad de CGR  

Dräger & Olsen, 1980 

CGR en multicapas CGR presentes en una única capa 

Menor proporción de 

bastones 

Mayor proporción de bastones 

95% 
Zeiss et al., 2018 

3 tipos de conos: S, M y 

L 
2 tipos de conos: S y L/M 

Aferencias 
60% de los axones 

decusan 
95% de los axones decusan  Dhande & Huberman, 2014 

CGR, células ganglionares de la retina; NO, nervio óptico 
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1.2. La vía visual en roedores 

La retina constituye el inicio de la vía visual. La información visual procesada en 

la retina se dirige a otras zonas del SNC mediante los axones de las CGR que forman el 

NO. Se ha descrito una cierta organización retinotópica en el NO asociada con el área de 

la retina en la cual se encuentra la CGR (Fitzgibbon & Reese, 1996) y que se mantendrá 

en el resto de la vía visual.  

El SNC de los mamíferos integra información de los 2 ojos para conseguir la visión 

completa del campo visual, la visión en profundidad y aumentar la sensibilidad visual 

(Read, 2021). Esta integración binocular se consigue gracias a que parte de los axones 

de las CGR decusan en el quiasma óptico (CGR contralaterales) y parte no decusa, por lo 

que envían información al mismo hemisferio de la retina de la proceden (CGR 

ipsilaterales). En roedores, debido a la lateralización de los ojos, más del 95% de los 

axones del NO decusan en el quiasma óptico, pues el área que solapa del hemicampo 

visual captado por cada ojo es muy pequeña; mientras que en humanos decusan solo 

un 60% de los axones (Sefton et al., 2015). En la retina de roedores, los axones de las 

CGR que decusan corresponden en su mayoría a CGR que se encuentran en las zonas 

nasal y central de la retina; mientras que las CGR ipsilaterales se encuentran 

mayoritariamente en la zona de la creciente temporal de la retina, y constituyen 

aproximadamente un 20% de las CGR de dicha área retiniana (Fig.8) (Kerschenstein & 

Feller, 2024).  
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Figura 8. Representación esquemática de la vía visual en roedores. Los axones de las células 
ganglionares de la retina (CGR) salen de esta por el disco óptico y constituyen los nervios ópticos. 
En el quiasma óptico parte de los axones continúan ipsilateralmente, los de CGR de la retina 
temporal; mientras que la mayoría decusa y continúan contralateralmente, los axones de las 
CGR de la retina nasal y central. Tras el quiasma óptico y vía los tractos ópticos, los axones se 
dirigen hacia los principales núcleos de relevo de la vía visual que en roedores son: el colículo 
superior (CS) y el núcleo geniculado lateral (NGL). Las proyecciones ipsilaterales y contralaterales 
presentan patrones de conexión distintos en los núcleos visuales. Los axones ipsilaterales 
forman unas zonas de sinapsis confinadas a las porciones rostrales del NGL y el CS (verde oscuro 
y claro). Los axones contralaterales sinaptan en el resto del tejido (rojo y rosa). Las neuronas de 
segundo orden que surgen del CS y NGL transmiten información a la corteza visual primaria (V1) 
que, en roedores, es en su mayoría monocular. Tomado de Erksine & Herrera, 2014 y 
modificado. 
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Los axones de las CGR, tras el quiasma óptico, forman el tracto óptico y se 

proyectan a diferentes áreas del SNC. En roedores se han identificado unos 45 tipos 

distintos de CGR que envían información a unas 50 áreas encefálicas diferentes (Fig. 9; 

Martersteck et al., 2017). Sin embargo, la mayoría de los axones de las CGR proyectan 

(Fig. 8) o al colículo superior (CS) o al núcleo geniculado lateral dorsal (dNGL) (Erksine & 

Herrera, 2014), y muchos de los axones que recibe el NGL son ramas colaterales de 

axones que también han enviado información al CS (Kondo et al., 1993). Las neuronas 

de segundo orden de los anteriores núcleos de relevo envían información a la corteza 

visual primaria (V1) que, en roedores, es en su mayoría monocular (Erksine & Herrera, 

2014). Las proyecciones de las CGR en los distintos núcleos de relevo de la vía visual 

están organizadas topográficamente, lo que permite mantener la información espacial 

del campo visual en toda la vía visual, es decir, existe retinotopía (Johnson & Triplett, 

2021). 
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Figura 9. Núcleos de proyección de las eferencias retinianas en roedores nocturnos. El 
esquema ilustra la variedad y distribución de los núcleos cerebrales inervados por las células 
ganglionares de la retina (CGRs). Los núcleos retinorreceptores talámicos están coloreados en 
naranja; otras regiones retinorreceptoras están coloreadas en gris. dNGL, núcleo geniculado 
lateral dorsal; IGL, folículo intergeniculado; vLGNe, núcleo geniculado lateral ventral, división 
externa; AD, núcleo talámico anterodorsal; LP, núcleo talámico lateral posterior; PHb, zona para-
habenular; ZI, zona incerta; SubG, núcleo subgeniculado; SGN, núcleo suprageniculado; SON, 
núcleo supraóptico; SCN, núcleo supraquiasmático; RCH, zona retroquiasmática; SBPV,  zona 
subaventricular; AHN, área hipotalámica anterior; LHA, área hipotalámica lateral; MeA: 
amígdala medial anterior; MePV: amígdala medial posteroventral; AAV: área anterior ventral; 
SI, substantia innominata; MT, núcleo terminal medial; LT, núcleo terminal lateral; DT, núcleo 
terminal dorsal; PN, núcleo paranigral; MRN, núcleo reticular del mesencéfalo; PB, núcleo 
parabraquial; DR, núcleo del rafe dorsal; PAG, sustancia gris periacueductal; CPT, núcleo 
pretectal comisural; MPT, núcleo pretectal medial; PPT, núcleo pretectal posterior; APT, núcleo 
pretectal anterior; OPN, núcleo olivar pretectal olivar; NOT, núcleo del OT; CS, colículo superior; 
DCIC, córtex dorsal del colículo inferior; CGR: células ganglionares de la retina. Tomado de 
Monarvarfeshani et al., 2017 y modificado. 

 

La presente Tesis Doctoral estudia los efectos de un modelo animal de daño por 

cisplatino en la retina, el CS y el NGL, núcleos de relevo de la mayoría de las eferencias 

retinianas, y en la V1, dónde envían información las neuronas de segundo orden de las 

anteriores zonas de relevo.  A continuación, describiremos las tres de las zonas de la vía 

visual en las que se centrará nuestro estudio. 
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1.3. Colículo Superior 

El colículo superior (CS), es una estructura que forma parte del techo del 

mesencéfalo, porción más rostral y superior del tronco encefálico. El CS es una 

estructura sensoriomotora: recibe información visual, auditiva y somatosensorial, la 

integra y, si es necesario, inicial patrones motores. En roedores el CS está implicado, 

además de en el control de los movimientos oculares y su coordinación con los de la 

cabeza y cuello, en promover movimientos de defensa innatos y en respuestas de huida 

(Liang et al., 2015; Shang et al., 2015). El CS es un núcleo de relevo esencial de la 

información visual en roedores como demuestra el hecho que el 85-90% de las CGR 

proyectan al mismo. 

El CS en mamíferos está dividido en tres capas o láminas, cada una de las cuales 

contiene varias subcapas o subláminas, que se diferencian en base a los patrones de 

distribución neuronal, la conectividad sináptica y las propiedades funcionales: la 

superficial o superior (sCS), la intermedia (iCS), y la capa profunda o más interna (dCS) 

(para revisión consultar: Liu et al., 2022) (Fig. 10). Tanto la lámina iCS como la más 

interna dCS reciben información visual, somatosensorial y auditiva; y aferencias de otras 

partes del SNC como son los ganglios basales o el cerebelo (Lee et al., 2020). La capa o 

lámina más superficial sCS posee varias subláminas: a) el upper stratum griseum 

superficiale (uSGS), que recibe información principalmente de las CGR del ojo 

contralateral en la parte más superficial; b) el lower stratum griseum superficiale (ISGS) 

que recibe aferencias de las CGR del ojo contralateral y principalmente del ipsilateral y 

recibe  aferencias de neuronas de la corteza visual primaria y de la extraestriada (Lund, 

1969); y c) el stratum opticum (SO), que recibe información de corteza visual 

principalmente. La dCS está también dividida en subláminas: a) el stratum griseum 

intermedium (SGI), que recibe aferencias del sCS y de varias zonas corticales como son 

la motora primaria, la somatosensorial primaria y la auditiva; y también del colículo 

inferior; y b) otras subláminas más profundas. 
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Figura 10. Esquema de la organización morfológica del Colículo Superior (CS) y la organización 
topográfica de las aferencias que recibe. La imagen de una serpiente que estuviera en el campo 
visual a lo largo del eje nasal-temporal de la retina se representa topográficamente a lo largo 
del eje anteroposterior del CS. Las células ganglionares de la retina (CGR) envían información 
visual directa al CS superficial (sCS). Algunos tipos de CGR se segregan en subláminas dentro del 
CS. Aquí se muestran las CGR selectivas de dirección que se proyectan a la lámina más superficial 
del CS (uSGS, rosa) y las grandes CGR alfa, que se proyectan a una lámina ligeramente más 
profunda del sSC (lSGS, amarillo). El CS también recibe entradas del tronco encefálico y de áreas 
corticales en el CS profundo (dCS): se muestran las aferencias de la V1 (azul) y S1 (marrón). A, 
anterior; P, posterior; T, temporal; N, nasal; S1, córtex somatosensorial primario; V1, córtex 
somatosensorial primario; dCS, deeper superior colliculus o Colículo Superior Interno; uSGS, 
upper stratum griseum superficial o estrato gris superficial superior; lSGS, lower stratum griseum 
superficial o estrato gris superficial inferior; sCS, superficial superior colliculus o Colículo Superior 
Superficial; SO, stratum opticum o estrato óptico; SGI, stratum griseum intermedium o estrato 
gris intermedio. Tomado de Ito & Feldheim, 2018 y modificado. 

 

Los axones de las CGR mantienen una organización retinotópica en el sCS (Fig. 10 

y 11). Las CGR de la retina del ojo contralateral acaban principalmente en las subcapas 

más superficiales; y las del ojo ipsilateral en las más inferiores. Además, los axones de 

las CGR de la retina nasal proyectan hacia la parte anterior del CS, las de central a la 

parte central del CS y las de temporal a las porciones posteriores del CS (Godement et 

al., 1984; para revisión consultar: Ito & Feldheim, 2018; Kerschensteiner & Fellor, 2024). 
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Figura 11. Organización de las proyecciones retinianas en territorios oculares específicos y 
mapas topográficos en el sistema visual de ratón. NO, nervio óptico; QO, quiasma óptico; TO, 
tracto óptico; SCN, núcleo supraquiasmático; vNGL, núcleo geniculado lateral ventral; dNGL, 
núcleo geniculado lateral dorsal; IGL, folículo intergeniculado; CS, colículo superior; dMTN, 
núcleo terminal medial dorsal; vMTN, núcleo terminal medial ventral DTN, núcleo terminal 
dorsal; NOT, núcleo del tracto óptico; D, dorsal; N, nasal; V, ventral; T, temporal. Tomado de 
Kerschensteiner & Feller, 2024 y modificado. 

 

En el CS podemos encontrar varios subtipos neuronales (para revisión consultar: Liu 

et al., 2022). Desde el punto de vista funcional se distinguen varias poblaciones celulares 

destacando dos: A) neuronas GABAérgicas inhibitorias (Mize, 1992; Whyland et al.,2020) 

que constituyen aproximadamente el 30% de las neuronas del sCS en ratón (Mize, 1992; 

Whyland et al.,2020). Estas neuronas presentan una gran variedad de morfologías, de 

propiedades fisiológicas, y de patrones de conectividad sináptica, entre otros. Esta 

subpoblación tiene una función esencial en los ciclos luz/oscuridad (Zhang et al., 2019) 

y en la toma de decisiones relacionadas son la ejecución de movimientos en el espacio 

(Essig et al., 2021). A pesar de lo anterior, aún se conoce muy poco acerca de las 

subpoblaciones de neuronas inhibitorias, así como de la relación entre las funciones 

asociadas a las mismas según su distribución en las distintas láminas y subláminas del 

CS.  
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B) Neuronas glutamatérgicas excitatorias (Ghitani et al., 2014). Es una población 

heterogénea que presenta diferencias en la localización en el CS, en los circuitos de 

procesado de información en los que están implicadas y en las funciones en las que 

participan, pero aún faltan muchos estudios que profundicen en el conocimiento de 

estas células (Liu et al., 2022).  

 

A nivel morfológico (Fig. 12), se han descrito también distintas poblaciones 

neuronales presentes en el sCS (Edwards et al., 2002): A) Células horizontales: tienen 

forma bipolar, con un soma fusiforme del cual parten dos grandes prolongaciones 

horizontales, paralelas a la superficie del CS; B) Células verticales: hay dos tipos que se 

distinguen por la dirección y longitud a las que proyectan sus dendritas. Las células 

verticales de campo estrecho poseen 1-2 dendritas primarias que ascienden hacia la 

superficie, y 1-2 dendritas primarias que descienden hacia el interior del CS. Las células 

verticales de campo ancho tienen dendritas más dispersas y largas, que pueden 

ascender, descender, o bien pueden estar dispuestas de forma lateral en las capas; D) 

Células pirifomes: células con soma de morfología ovalada o de “copa” que poseen entre 

2 y 5 prolongaciones.; C) Células marginales: son las más superficiales y pequeñas, 

normalmente muestran un gran árbol dendrítico, con prolongaciones largas; E) Células 

estrelladas (Stellate cells): son el tercer grupo más numeroso de células del CS. Son 

células multipolares, con prolongaciones cortas y extendidas en todas las direcciones 

del espacio.  
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Figura 12. Ejemplos de los tipos celulares del colículo superior (CS) identificados mediante 
tinción con Lucifer Yellow. (A-F) Imágenes falso-negativas de los seis tipos celulares neuronales 
identificados en el CS: célula horizontal (A), célula vertical de campo estrecho (B), célula vertical 
de campo ancho (C), célula piriforme (D), célula marginal (E) y célula estrellada (F). Célula no 
neuronal marcada con Lucifer Yellow (G). Obsérvese el patrón aparente de múltiples células 
pequeñas, que pueden ser células de glía conectada a través de uniones GAP. Barra de 
aumentos=15 µm (G); 30 µm (A-F). Tomada de Edwards et al., 2002 y modificado. 

 

El patrón de aferencias y eferencias del CS están bien caracterizados en distintas 

especies y, entre ellas en roedores (Fig. 13; para revisión consultar: Liu et al., 2022). 

Además de las aferencias de las CGR, en roedores el CS recibe aferencias de varias zonas 

corticales, entre ellas: de la corteza auditiva, la corteza cingulada, las cortezas 

somatosensorial primaria y secundaria, y el córtex de asociación parietal. También 

recibe aferencias de varias regiones subcorticales, entre ellas: inhibitorias del complejo 

nuclear pretectal ipsilateral (núcleo encargado del control visual y visuomotor), 

serotoninérgicas del núcleo del rafe y de la sustancia gris periacueductal contralateral, 

de los núcleos cerebelosos, y de la corteza externa del colículo inferior. El hecho de que 

el CS reciba importantes aferencias visuales, auditivas y somatosensoriales en primates, 

gatos y roedores, confirma que es una estructura sensoriomotora conservada que 

integra información visual y sensorial para impulsar diversos comportamientos.  
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En cuanto a las eferencias del CS, hay que destacar proyecciones: al núcleo 

reticular talámico, al núcleo subtalámico, a la formación reticular del tronco encefálico, 

al pretectum, al NGL. Los futuros estudios funcionales de las vías de entrada/salida del 

CS deberían contribuir a identificar comportamientos fisiológicamente relevantes 

asociados a cada una de las áreas con las que sinaptan sus proyecciones (para revisión 

consultar: Liu et al., 2022). Los CS de cada lado están interconectados a través de la 

comisura intercolicular en roedores y este circuito parece estar implicado en la 

orientación de los ojos y sincronización de las actividades de ambos CS (para revisión 

consultar: Liu et al., 2022).  
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Figura 13. Conexiones aferentes y eferentes del colículo superior (CS) en ratón. La figura 
muestra el circuito de aferencias (verde) y eferencias (azul) del colículo superior (CS). El rojo 
claro indica que el núcleo está recíprocamente conectado con el CS. AIC, corteza insular 
agranular; AUD, corteza auditiva; ATN, grupo anterior del tálamo dorsal; CCG; células 
ganglionares de la retina; CIN, corteza cingulada; CnB, núcleo cerebelar; CUN, núcleo 
cuneiforme; GP, globo pálido; GRN, núcleo reticular gigantocelular; IC, colículo inferior; ILM, 
núcleo intralaminar del tálamo; IO, complejo olivario inferior; LHA, núcleo hipotalámico 
lateroanterior; LC, locus coeruleus; LDT, tegmento laterodorsal; LHb, habénula lateral; LP, núcleo 
lateral posterior del tálamo; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; MD, 
tálamo mediodorsal; MDRN, núcleor reticular medular; MRN, núcleo reticular del mesencéfalo; 
NGL, núcleo geniculado lateral; ORB, área orbital; PAG, sustancia gris periacueductal; PB, núcleo 
parabraquial; PBGN, núcleo parabigeminal; PTL, corteza parietal de asociación; PPN, núcleo 
pedúnculo tegmental; PRN, núcleo reticular pontino; PSV, núcleo sensorial principal del 
trigémino; PVN, núcleo paraventricular del hipotálamo; Re, núcleo reuniens del tálamo; RN, 
núcleo del rafe; RPO, núcleo pontino del rafe; S1, corteza somatosensorial primaria; S2, corteza 
somatosensorial secundaria; SAG, núcleo sagulum; SI, substantia innominata; SOC, complejo 
olivario superior; SPF, núcleo subparafascicular; SPV, núcleo espinal del trigémino; TEa, área de 
asociación temporal; TRN, núcleo reticular talámico; V1, corteza visual primaria; V2, corteza 
visual secundaria; VENT, grupo ventral del tálamo dorsal; VI, núcleo abducens; VII, núcleo facial 
motor facial motor nucleus; VTA, área tegmental ventral; ZI, zona incerta. Tomada de Liu et al., 
2022 y modificada.  
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1.4. Núcleo Geniculado Lateral  

El tálamo se encuentra en el diencéfalo y es una estructura de gran complejidad 

pues está formada por varios núcleos que intervienen, directa o indirectamente, en un 

elevado número de funciones. Los axones de las CGR envían información a varios de 

estos núcleos talámicos. En roedores nocturnos la mayoría de los axones del tracto 

óptico proyectan al NGL (Fig. 8, 9 y 11) el cual recibe, procesa y transmite información 

visual procedente de la retina hacia las siguientes zonas de relevo (Monavasfeshani et 

al., 2017). 

En el NGL de primates se distinguen tanto morfológica como funcionalmente 6 

capas. Las capas 1 y 2 reciben información de las CGR Magnocelulares; mientras que las 

capas 3, 4, 5 y 6 la reciben de las CGR Parvocelulares; a su vez, en la parte ventral de 

cada una de las 6 capas acaban los axones de las CGR no M no P, Koniocelulares. 

Además, las capas 1, 4 y 6 reciben información de los axones de las CGR del ojo 

contralateral (retina nasal y central); mientras que las capas 2, 3 y 5 reciben la 

información de los axones de las CGR ipsilaterales (retina temporal) (Purves, 2023).  Sin 

embargo, en roedores (Fig. 15) el NGL carece de una organización laminar y presenta 

sólo 3 zonas que se establecen en función del tipo funcional de CGR de la cual reciben 

información, así como de si las aferencias las reciben de la retina ipsi o de la 

contralateral, y son: el dNGL, el núcleo geniculado intermedio (IGL) y el núcleo 

geniculado ventral (vNGL). El dNGL es el más implicado en el procesamiento directo de 

la información visual y constituye un núcleo de relevo entre la información recibida de 

la retina y la enviada a la V1. Los núcleos IGL y vNGL, están implicados en funciones 

motoras asociadas a la información visual, así como en funciones que implican los 

sistemas vestibular y ocular, y en los ritmos circadianos (para revisión consultar: 

Monavasfeshani et al., 2017).  

A continuación, profundizaremos en la estructura y función del dNGL en el cual 

se ha desarrollado parte del estudio de la presente Tesis Doctoral por su implicación en 

el procesamiento visual. 
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En roedores en el dNGL se pueden distinguir una serie de zonas (Reese, 1988) 

que se diferencian por la organización espacial y funcional de las aferencias que reciben 

de la retina, según 3 criterios: a) si reciben aferencias de CGR de la retina ipsilateral o de 

la contralateral; b) por el tipo funcional de CGR de las cuales reciben información; c) por 

la zona de la retina (N, C o T) en la que se encuentra la CGR de la cual reciben información 

(Huberman et al., 2008). Según lo anterior, se distinguen en el dNGL (Fig. 14): la parte 

dorsolateral o Shell y la parte ventromedial o Core (Reese, 1988).  

El dNGL en roedores recibe entre un 5-10% de axones de las CGR de la retina 

ipsilateral que terminan en el core, aunque también recibe algunas aferencias de CGR 

del ojo contralateral; mientras que el shell recibe aferencias principalmente de CGR del 

ojo contralateral y muy pocas del ipsilateral (para revisión consultar: Monavarfeshani et 

al., 2017). Por otro lado, las proyecciones que reciben el core y shell del dNGL están 

organizadas según el tipo funcional de la CGR que envía la información (para revisión 

consultar: Monavasfeshani et al., 2017 y Kerschensteiner & Guido, 2017) (Fig. 14 y 15).   

Existe un mapa retinotópico en el dNGL (Fig. 15) que representa el área de la 

retina (nasal, central o temporal) en la cual se encuentra la CGR que envía información 

al dNGL (Monavasfeshani et al., 2017), así, CGR vecinas sinaptarán con las células del 

dNGL vecinas, lo que permite mantener la representación espacial de la información 

desde la retina al dNGL (Huberman et al., 2008). Los axones de las CGR de la retina 

temporal terminan principalmente en el dNGL en la parte superior; las de las CGR de la 

zona central terminan en la zona medial del dNGL, y las que proceden de la retina nasal 

terminan en la porción inferior del dNGL (Monavarfeshani et al., 2017). 
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Figura 14. Organización de las proyecciones retinianas en los núcleos del núcleo geniculado 
lateral (NGL). A. Sección coronal de un cerebro de ratón teñido con Nissl. Las flechas indican la 
localización del núcleo geniculado lateral dorsal (dNGL), folículo intergeniculado (IGL) y núcleo 
geniculado lateral ventral vNGL. La imagen está tomada del Allen Brain Atlas (http://www.brain-
map.org). B-D. Representación esquemática de una sección coronal del núcleo geniculado 
lateral de roedores nocturnos. B. Muestra la separación de las proyecciones retinianas 
procedentes de las células ganglionares de la retina del ojo ipsilateral y del ojo contralateral, en 
el dNGL, IGL y vNGL. Las terminales de las proyecciones retinianas ipsilaterales se representan 
como puntos verdes; las terminales de las proyecciones retinianas contralaterales se 
representan como puntos naranjas. Las células ganglionares de la retina (CGR) de las que surgen 
estas proyecciones se muestran en las secciones transversales de la retina. La línea discontinua 
en el dNGL representa el límite aproximado que separa shell dorsolateral (s) del core 
ventromedial (c). La línea discontinua en vNGL representa el límite que separa la capa externa 
(e) de la capa interna (i). C. Representa la topografía de las terminaciones en dNGL, vNGL e IGL, 
de las células ganglionares de la retina según su localización en la retina nasal, central o 
temporal. Los colores representan la localización temporal (T) a nasal (N) de las CGR en la retina. 
D. Muestra la terminación de los axones de algunos de los tipos funcionales de CGR, en el dNGL, 
vNGL e IGL. Los colores representan algunas clases de CGR estudiadas en ratones transgénicos. 
Los nombres de estas líneas de ratones se indican entre paréntesis. Los puntos coloreados en 
dNGL, IGL y vNGL representan los lugares de llegada de los axones de dichas CGR.  dsCGR: célula 
ganglionar de la retina selectiva a dirección; ipCGR: ganglionares de la retina intrínsecamente 
fotosensibles. Tomado de Monavasfeshani et al., 2017 y modificado. 

 

http://www.brain-map.org/
http://www.brain-map.org/
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Figura 15. Esquema de la organización del Núcleo Geniculado Lateral dorsal (dNGL) de ratón. 
A. Patrón de proyecciones de diferentes tipos de células ganglionares de la retina (CGR). B. 
Laminación oculta en el núcleo geniculado lateral dorsal (dNGL) de ratón. Izquierda: Patrón 
específico de las proyecciones retinianas procedentes del ojo contralateral (verde) e ipsilateral 
(rojo). Derecha: Subdivisiones shell (azul) y core (púrpura). Shell recibe la entrada convergente 
de las CGR específicas de dirección y de las capas superficiales del colículo superior. Core recibe 
información de las CGR con una organización centro-periferia. C. Arquitectura dendrítica de 
diferentes clases de neuronas de relevo (X, Y, W) e interneuronas del dNGL, junto con sus 
localizaciones principales en el mismo. Tomado de Kerschensteiner & Guido., 2017 y modificado. 
 
 

Una vez analizada la organización del dNGL que, como hemos indicado, está 

determinada por el patrón de aferencias retinianas que recibe, es necesario conocer las 

poblaciones celulares del dNGL diana de dicha información. Hay dos tipos de células 

presentes en el dNGL, las neuronas principales o talamocorticales (TC), y las 

interneuronas (para revisión consultar: Kerschensteiner & Guido, 2017; Monavarfeshani 

et al., 2017). En cuanto a morfología, las TC presentan un axón grueso y no ramificado, 

un soma grande y redondo y un árbol dendrítico multipolar y muy complejo. Existen en 

roedores 3 tipos de células TC: células bicónicas o tipo X, células simétricas o tipo Y y 

células hemisféricas o tipo W (Fig. 15 C; Krahe et al., 2011).  
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Cada una de ellas se encuentra mayoritariamente en una zona concreta del 

dNGL: las células X están en la región ventral a la que llegan axones de las CGR del ojo 

contralateral; las células Y se encuentran en la región central, sería la parte del core del 

dNGL que recibe aferencias de las CGR tanto del ojo ipsilateral  como del contralateral; 

y las células W están exclusivamente en la zona dorsal o shell del dNGL que recibe axones 

de las CGR del ojo contralateral (Fig. 15 C; Krahe et al., 2011; Bickford et al., 2015; 

Kerschensteiner & Guido, 2017).  Las interneuronas tienen soma fusiforme y unos pocos 

procesos sinuosos y se encuentran dispersas por todo el dNGL (para revisión consultar: 

Kerschensteiner & Guido, 2017). Ambas poblaciones celulares reciben proyecciones 

desde la retina, pero únicamente las TC son capaces de enviar su axón hacia áreas fuera 

del NGL (Pinault, 2004). Las interneuronas establecen conexiones inhibitorias solo con 

las TC (Fig. 16). 

 

 

Figura 16. Diagrama de circuito del núcleo geniculado dorsal (dNGL). Representa las conexiones 
retinianas (rojo) y no retinianas (azul) de las interneuronas intrínsecas y las neuronas de relevo 
talamocorticales del dNGL de ratón. I, interneuronas; R, receptor; TRN, núcleo reticular talámico. 
Tomado de Kerschensteiner & Guido, 2017 y modificado 
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Además de las aferencias retinianas, al dNGL también le llegan aferencias no 

retinianas encargadas de generar respuestas moduladoras o inhibitorias (para revisión 

consultar: Monavasfeshani et al., 2017) (Fig. 17). Hay que destacar, entre otras, las 

aferencias de: neuronas glutamatérgicas del CS ipsilateral que sinaptan con las células 

W y parece que contribuyen al procesado y transmisión de la información visual 

selectiva a la dirección del movimiento (Bickford et al., 2015); las aferencias de la capa 

VI de la V1, que acaban en las porciones más distales de las dendritas de las células TC y 

en las interneuronas del dNGL, parece que tienen una función moduladora (Sherman, 

2016). En cuanto a las aferencias inhibitorias, hay que destacar la que reciben de las 

neuronas GABAergicas del núcleo reticular talámico (Fig. 17) que es una región que en 

los roedores nocturnos forma una cubierta lateral alrededor del tálamo dorsal (Pinault, 

2004). Respecto a las eferencias de las células TC del dNGL (Fig. 16) se dirigen siempre a 

dos regiones ipsilaterales: la corteza visual primaria y la zona del núcleo reticular 

talámico (Jurgens et al., 2012). Estudios recientes han demostrado que las proyecciones 

hacia la corteza visual primaria presentan cierta organización topográfica, las células TC-

W sinaptan con las dendritas que se encuentran en la capa I de la V1; mientras que los 

subtipos X e Y envían información a la capa IV (Cruz-Martín et al., 2014; Bickford et al., 

2015). 
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Figura 17. Proyecciones aferentes y eferentes del núcleo geniculado lateral dorsal (dNGL) en 
roedores. A. Las zonas origen de las proyecciones aferentes al dNGL están coloreadas en verde. 
B. Las regiones cerebrales inervadas por las eferencias del dNGL están coloreadas en naranja. 
vNGL, núcleo geniculado lateral ventral; TRN, núcleo reticular talámico; CS, colículo superior; 
PRT, región pretectal; MRN, núcleo reticular del mesencéfalo; DR, núcleo del rafe dorsal; PPN, 
núcleo pedunculopontino; PBG, núcleo parabigeminal; PB, núcleo parabraquial; LC, locus 
coeruleus; VIS1, corteza visual, capa I; VIS4, corteza visual, capa IV; VIS6, corteza visual, capa VI; 
CGR, células ganglionares de la retina. Tomado de Monavarfeshani et al., 2017 y modificado. 
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1.5. Corteza Visual Primaria 

La corteza visual en roedores incluye un área visual primaria (V1), la 17; y dos 

áreas extraestriadas, la 18 (de situación lateral) y la 19 (medial) (Fig. 18; Caviness, 1975; 

Sefton et al., 2015).  

 
Figura 18. Esquema de la corteza visual (V1) del ratón. Fig. 1: sección cerebral completa; Fig. 2: 
detalle en recuadro de la Fig. 1 con la corteza visual; Fig. 3: histología de la corteza visual; Fig. 4: 
parte ampliada del área visual con las capas típicas I-VI-Nissl; Fig. 5: representación del mapa 
neocortical del ratón normal. Tomado de Caviness, 1975; Himmelhan et al., 2018 y modificado. 

 

La corteza visual primaria (V1) o corteza estriada está localizada en el lóbulo 

occipital y constituye el siguiente núcleo de relevo en el análisis de la información visual. 

En roedores nocturnos no ha sido tan estudiada como en otras especies diurnas, pues 

no dependen tanto de la información visual para tener un mapa representativo del 

exterior por lo que se ha dado más importancia al estudio de las cortezas de las cuales 

son más dependientes: la somatosensorial y olfativa (para revisión consultar: Hübener, 

2003).  
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Estudios previos que han realizado el mapeo de imágenes desde el campo visual 

hasta la V1 de ratón, mediante técnicas electrofisiológicas y ópticas, han demostrado 

que en la V1 de cada hemisferio existe una representación completa y continua del 

campo visual contralateral (Dräger, 1975). La lateralización de los ojos en roedores hace 

que el campo visual binocular sea muy pequeño, por lo que solo un tercio de la V1, la 

parte más lateral en cada hemisferio recibe información visual de ambos ojos (Fig. 19). 

Además, como la mayoría de los axones de las CGR decusan en el quiasma óptico, 

aunque la mayoría de las neuronas de la V1 binocular pueden ser estimuladas por 

información procedente de ambos ojos, existe una dominancia del ojo contralateral 

frente a la información que reciben del ipsilateral (Dräger & Olsen, 1980; para revisión 

consultar: Hubener, 2003). También se ha demostrado que, en los roedores, al igual que 

en otros mamíferos, el campo visual superior se representa en la mitad inferior de V1. 

 

Figura 19. Esquema del sistema visual de roedores. El campo visual comprendido entre 1-2 
(rojo) y entre 4 y 5 (verde) es captado por la retina nasal y central del ojo ipsilateral 
correspondiente, cuyas fibras decusan y sinaptan en el núcleo geniculado lateral (NGL; rojo 
oscuro y verde oscuro) y corteza visual primaria (V1) contralateral (zonas 1-2 y 4-5).  El campo 
visual localizado entre 2-3 (rojo y rosa), es captado por parte de la retina nasal y central del ojo 
ipsilateral (rojo) cuyas fibras decusan en el quiasma, y por parte de la retina temporal del ojo 
contralateral (rosa) cuyas fibras continúan ipsilateralmente; esta información acaba en el NGL 
contralateral, zonas roja y rosa respectivamente; y desde él terminan en la zona 3 de la V1 
contralateral. Lo mismo ocurriría con el campo visual comprendido entre 3 y 4 (verde y verde 
claro), pero en el lado contralateral. En la V1 las respuestas binoculares se encuentran en el 
tercio lateral de esta área. Los números en el campo visual y en la corteza visual demuestran la 
organización retinotópica. El "3" situado en el centro del campo visual está representado en 
ambos hemisferios, ya que el córtex visual primario contiene una pequeña representación del 
campo visual ipsilateral. Tomado de Hübener, 2003 y modificado. 
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La V1, a nivel histológico, está muy conservada evolutivamente entre los mamíferos 

y, en general, está organizada en 6 capas (de la I, la más superficial, a la VI, la más 

profunda). En roedores se han descrito pequeñas diferencias estructurales y funcionales 

respecto a otras especies (para revisión consultar: Hubener, 2003), entre las que 

destacan: la ausencia de blobs, áreas corticales sensibles al color; y no está clara la 

existencia de columnas corticales funcionales, solo se han descrito columnas similares a 

las de dominancia ocular, pero mucho menos desarrolladas. Las capas del área 17 son 

(para revisión consultar: Ortiz, 2006): 

- Capa I: es la más superficial, es delgada y contiene pocas células.  

- Capa II y III: los límites entre ellas son difíciles de establecer, en conjunto ocupan 

en profundidad casi el 45% del espesor total de la V1.  

- Capa IV: posee neuronas pequeñas y es una capa que ocupa casi el 55% del 

espesor de la V1.  

- Capa V: contiene cuerpos celulares de tamaño medio y grande.  

- Capa VI: es la capa más profunda y se subdivide en dos subcapas. La capa VIa, 

con neuronas pequeñas situadas en líneas verticales, parecidas a las de la capa 

IV; y la capa VIb que también contiene células pequeñas pero que se disponen 

en horizontal (Peters et al., 1985).  

La organización histológica de las áreas corticales visuales presenta algunas 

diferencias entre sí: la densidad celular de las capas II a VI son más o menos 

homogéneas; pero en el área visual secundaria (área 18), los límites entre las capas II y 

III se pueden distinguir (Miller & Vogt, 1984).  

Las células corticales se pueden clasificar según diversos criterios como pueden ser 

las características morfológicas, la conectividad o las propiedades electrofisiológicas, 

entre otras. Muchos investigadores han intentado establecer una clasificación única que 

agrupe todos los criterios, pero resulta imposible, lo que ha llevado a discrepancias en 

la nomenclatura entre los distintos estudios consultados. La reciente incorporación de 

la transcriptómica ha permitido clasificar las células corticales unificando algo más los 

diferentes criterios anatómicos, fisiológicos y de conectividad (para revisión consultar: 

Zeng & Sanes, 2017; Cheng et al., 2022) en V1 de roedores.  
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Así, considerando los diversos criterios de clasificación e incluyendo el más reciente 

de transcriptómica, se han establecido 3 grandes grupos celulares en la corteza de 

mamíferos, incluyendo los roedores (para revisión consultar: Zeng & Sanes, 2017, Cheng 

et al., 2022): neuronas glutamatérgicas, neuronas GABAérgicas, y células no neuronales. 

Algunas características de ellas son: 

• Células glutamatérgicas (Fig. 20 y 21), de las que se han descrito 5 subclases 

según sus características morfofuncionales: neuronas de proyección local de la 

capa IV, neuronas de proyección cortico-cortical (neuronas de proyección callosa 

o neuronas intratelencefálicas), neuronas de proyección subcerebral (o 

neuronas del tracto piramidal), neuronas de proyección cortico-talámicas, y 

neuronas de la subplaca de la capa VIb (para revisión consultar: Zeng & Sanes, 

2017). Las neuronas de la capa IV son las principales dianas postsinápticas de los 

núcleos sensoriales talámicos, pueden subdividirse a su vez en células estrelladas 

espinosas y células piramidales estrelladas. Sus axones y los de las neuronas de 

la subplaca de la capa VIb se proyectan localmente a regiones cercanas. Las 

neuronas intratelencefálicas, se concentran en la capa II/III y en la capa V 

superior (a menudo denominada capa Va), pero también están presentes en las 

capas V y VI. Se proyectan a otras muchas áreas corticales, tanto ipsilateral como 

contralateralmente, y al cuerpo estriado. Las neuronas del tracto piramidal, 

situadas en la capa Vb se proyectan a múltiples áreas subcorticales del cuerpo 

estriado, el tálamo, el mesencéfalo, el rombencéfalo y, en ocasiones, incluso a la 

médula espinal.  Las neuronas cortico-talámicas están situadas en la capa VI y 

proporcionan principalmente proyecciones de retroalimentación a los núcleos 

talámicos de entrada. Además, gracias a los estudios de proteómica se ha 

descrito la existencia de 8 subclases de neuronas excitatorias en V1, en función 

a los marcadores que expresan. 
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Figura 20. Esquema de las neuronas glutamatérgicas en la corteza visual primaria (V1) 
dispuestas en las capas L1-L6. Tomado de Cheng et al., 2022 y modificado. 

 

• Neuronas GABAergicas inhibitorias, se distinguen 4 subtipos que se denominan 

según los marcadores neuroquímicos que expresan: parvoalbúmina (PVALB+), 

somatoestatina (SST+), péptido intersticial vasoactivo (VIP+) y receptor 3A de la 

5-hidroxitriptamina sin VIP (HTR3A+VIP-); y 2 subgrupos más pequeños que 

expresan Stac y Frem1. A su vez se pueden establecer subtipos de cada uno de 

los anteriores dependiendo de la morfología de sus dendritas y axones.  Las 

PVALB+ se dividen en células en cesta y células de araña; las SST+ en células de 

Martinotti y células no Martinotti, las VIP+ en bipolares y multipolares y las 

TR3A+VIP- en neurogliaformes y células de ramo único (para revisión consultar: 

Zeng & Sanes, 2017). 

• Células no neuronales, donde se incluyen varios tipos de células gliales: 

oligodendrocitos, astrocitos y microglía. 
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Figura 21. Esquema de las neuronas GABAérgicas de la corteza visual primaria (V1). Esquema 
representativo de las 3 subclases de neuronas GABAérgicas corticales obtenidas de cortes 
cerebrales. Cada subclase presenta características morfológicas distintas. Se presentan las 
dendritas en gris oscuro y los axones en gris claro. La célula bipolar que expresa el péptido 
intestinal vasoactivo (Vip) se presenta en morado, la célula de Martinotti que expresa 
somatostatina (Sst) en amarillo y la célula en cesta que expresa parvalbúmina (Pvalb) en naranja. 
Tomado de Zeng & Sanes, 2017 y modificado.  

 

La V1 en ratón presenta una elevada interconexión con otras áreas corticales y 

subcorticales (para revisión consultar: Froudarakis et al., 2009).  Respecto a las 

aferencias que recibe V1 (Fig. 22 A) destacar, entre otras, las que recibe:  del NGL, que 

es la principal fuente de aferencias y está directamente implicada con la información 

visual; de áreas retroespinales, que parecen ser responsables de la coordinación de 

información visual y vestibular; del área orbital que coordina información olfativa y 

gustativa y media en la atención; de áreas temporales, que parece estar relacionada con 

la visión de objetos y su implicación en la memoria de procesamiento y la localización 

espacial; o de la corteza somatosensorial, que parece ayudar en la posición del cuerpo 

en el espacio.  En cuanto a las eferencias (Fig. 22 B y C) (para revisión consultar: 

Froudarakis et al., 2009) destacar, entre otras, las que envía al NGL, que parecen 

implicadas en modular la información que recibe el NGL de la retina; al núcleo pretectal, 

implicado en los circuitos que median los reflejos pupilares y contiene células detectoras 

del nivel de iluminación ambiental; al núcleo lateral posterior del tálamo, implicado en 

la localización de objetos en movimiento; al núcleo lateral dorsal del tálamo, implicado 

en el aprendizaje espacial y la navegación; y al CS, implicado en el control de los 

movimientos oculares y de la cabeza y cuello. 
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Por último, la V1 del ratón presenta conexiones recíprocas con al menos 9 áreas 

visuales del neocórtex (Fig. 22 C) implicadas, cada una de ellas, en el control de distintos 

aspectos específicos más complejos del procesado de la información visual (para 

revisión consultar: Froudarakis et al., 2009) como son, entre otros: la determinación de 

la dirección del movimiento de objetos en el campo visual, la agrupación de la 

información visual, la supresión de información visual de la periferia, y la extracción de 

información visual imprescindible para el movimiento y la orientación.  Las conexiones 

recíprocas entre estas diferentes áreas visuales corticales parecen ayudar a la 

integración y refinamiento de las anteriores funciones. 

 

Figura 22. Proyecciones aferentes y eferentes de la corteza visual primaria (V1). A. Aferencias 
a V1. Se muestra una vista superior del neocórtex del ratón y los distintos núcleos que proyectan 
a V1. Las aferencias se muestran ordenada según la densidad de proyecciones que envían a V1, 
de mayor (color rojo) a menor (color morado). B. Eferencias no corticales desde V1. Vista coronal 
del cerebro de ratón y los núcleos que reciben proyecciones eferentes desde V1. Las eferencias 
se encuentran ordenadas de más densidad (color rojo) a menos (color azul). C. Eferencias 
corticales desde V1. Se muestra una vista superior del neocórtex de ratón y los núcleos que 
reciben proyecciones eferentes desde V1 ordenados de mayor (color rojo oscuro) a menos 
densidad (color morado). NGL, núcleo geniculado lateral; LP, núcleo lateral posterior del tálamo; 
LD, núcleo lateral dorsal del tálamo; TH, tálamo; AMC, áreas motoras secundarias y áreas 
cinguladas anteriores; RSP, áreas retrospleniales y postsubículum; ORB, áreas orbitales;  TMP, 
CA1 hipocampo; AUD, áreas auditivas; y SS, somatosensoriales; PT, núcleos pretectales; CS, 
colículo superior; TN, núcleos terminales; AL, VISaI, área visual anterolateral; LM, VISIm, área 
visual lateromedial; RL, VISrl, área visual rostrolateral; LI, VISli, área visual lateral intermedia; 
PM, VISpm, área visual posteromedial; P, VISp, área visual posterior; AM, VISam, área visual 
anteromedial; POR, VISpor, área visual postrhinal; A, VISa, área visual anterior. Tomado de 
Froudarakis et al., 2019 y modificado.  
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2. TRATAMIENTO CON QUIMIOTERÁPICOS 

 En la actualidad, el cáncer sigue siendo la principal causa de muerte en todo el 

mundo (Ferlay et al., 2020; World Health Organization: WHO, 2022), aunque se ha 

logrado reducir considerablemente su carga de morbimortalidad en los últimos años 

gracias a la aplicación de técnicas eficaces de prevención y diagnóstico precoz y a la 

aplicación de tratamientos adecuados. A pesar de los avances logrados en el tratamiento 

del cáncer el empleo de quimioterápicos, en su mayoría agentes alquilantes de diversa 

naturaleza, sigue siendo una estrategia muy extendida (Lind, 2011) y, entre todos ellos, 

cabe destacar el cisplatino (CIS), un agente alquilante derivado del platino, que ocupará 

un lugar central en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral.  

2.1. Cisplatino 

El cisplatino, o cis-diaminodicloroplatino (II), es el primer compuesto 

quimioterápico empleado (Hannon, 2007). Su estructura se basa en el platino, que 

ocupa una posición central en la molécula y que se combina con dos grupos amino (NH3) 

y dos átomos de cloro (Cl) (Fig. 23).  

 

Figura 23. Estructura molecular y estructura 3D del cisplatino (CIS). Tomado de Ghosh, 2019.  

El CIS fue sintetizado por primera vez por M. Peyrone en 1845 (Peyrone, 1845) y 

su estructura química fue descrita por A. Werner en 1893 (Barry & Sadler, 2014). Sin 

embargo, no fue hasta 1965 que el Dr. Rosenberg describió, por casualidad, sus 

propiedades como agente inhibidor de la división celular (Rosenberg et al., 1965). 

Posteriormente, demostró las propiedades antitumorales del CIS en cultivos celulares y 

en ratones (Rosenberg et al., 1968), y más adelante se ampliaron estas evidencias a 

otros modelos animales (Schaeppi et al., 1973).  
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Los resultados fueron tan satisfactorios que, en 1978, en Estados Unidos la FDA 

(US Food and Drug Administration) aprobó su uso en el tratamiento del cáncer testicular 

y de ovarios, y al año siguiente se aprobó su uso en el Reino Unido (Fig. 24) (Wiltshaw., 

1979; y para revisión consultar: Ghosh, 2019; Ali et al., 2022). 

 

Figura 24. Hitos del uso del cisplatino (CIS). Tomado de Ghosh, 2019 y modificado. 

El CIS ha sido ampliamente empleado en la clínica como agente antineoplásico 

en el tratamiento de múltiples tipos de cáncer, fundamentalmente sólidos, como son el 

cáncer de pulmón, de estómago, ovárico, testicular y de cabeza y cuello, linfomas o 

sarcomas (para revisión consultar: Ali et al., 2022). Generalmente su administración es 

intravenosa, pero la toxicidad asociada a su uso ha limitado considerablemente su 

aplicación. La administración de CIS se ha relacionado con toxicidad a nivel renal, pero 

también se han descrito diversos fenómenos de neurotoxicidad que se tratarán en más 

detalle en los siguientes apartados. 

2.2. Mecanismo de acción 

La administración de CIS generalmente se realiza por vía intravenosa, disuelto en 

solución salina. En el torrente sanguíneo el CIS se mantiene estable durante un tiempo 

prolongado y pasa al interior celular (Fig. 25) mediante difusión pasiva o a través de 

transportadores de membrana específicos, entre los que destacan los transportadores 

de cobre de tipo 1, Ctr1 (Pabla et al., 2008), y los transportadores de cationes orgánicos 

(OCT), en particular la isoforma OCT2 (Ciarimboli et al., 2005).  
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Además, la proteína encargada de la extrusión de múltiples fármacos y toxinas 

de tipo 1 (MATE1), también se ha relacionado con la salida de CIS de la célula (Nakamura 

et al., 2010). Se ha identificado la expresión de estas tres proteínas a nivel renal, y los 

tres mecanismos han sido relacionados con la nefrotoxicidad inducida por el CIS (para 

revisión consultar: Wang & Lippard, 2005; Ghost, 2019. Qi et al., 2019). Una vez en el 

interior de la célula, la concentración de Cl es menor a la del torrente sanguíneo, por lo 

que las moléculas de cloro son desplazadas por H20 generando especies mono- y di-

acuoaminoplatino (II) cargadas positivamente. En cualquiera de las dos formas el CIS 

ejerce sus mecanismos antineoplásicos al interferir con las moléculas de ADN formando 

vínculos solidos con bases nitrogenadas o con bases débiles de las proteínas (para 

revisión consultar: Ghosh., 2019). 

 

Figura 25. Mecanismos de movilización del cisplatino (CIS) a través de la membrana celular. El 
CIS puede entrar en las células mediante mecanismos de difusión pasiva; o de forma activa 
mediante transportadores como el transportador de cobre CTR1. Los transportadores de cobre 
de tipo P (ATP7B) están implicados en la salida de cisplatino de la célula. Tomado de Wang & 
Lippard, 2005 y modificado. 
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En líneas generales, los principales mecanismos celulares por los que el CIS ejerce 

sus efectos citotóxicos son la captación y el transporte al interior celular; su unión a su 

diana principal que son las moléculas de ADN con las que forma aductos platino-ADN 

(Fig. 26) que activan cascadas de señalización que finalizan con la muerte de las células; 

su reconocimiento por las proteínas de respuesta al daño; y la transducción de señales 

que conducen a la detención del ciclo celular, la reparación y/o la muerte celular (para 

revisión consultar Wang & Lippard, 2005; Qi et al., 2019).  

 
Figura 26. Formación y efectos de los aductos del cisplatino (CIS). El átomo de platino del CIS 
se une covalentemente a la posición N7 de las purinas para formar enlaces cruzados 1,2- o 1,3-
intrahebra, y enlaces cruzados interhebra. Los aductos CIS-ADN provocan diversas respuestas 
celulares. Tomado de Wang & Lippard, 2005 y modificado. 
 

2.3. Efectos adversos 

El CIS continúa siendo uno de los compuestos quimioterápicos más empleados, 

aunque su eficacia antitumoral en ocasiones se ve afectada por los efectos adversos que 

produce, asociados, en muchas ocasiones a situaciones de sobredosis o acumulación de 

dosis altas (Astolfi et al., 2013). Entre los principales efectos adversos descritos está la 

toxicidad renal, o nefrotoxicidad. La eliminación de CIS se realiza sobre todo a nivel 

renal, por lo que en el riñón se acumulan cantidades mayores de CIS que las observadas 

en otros órganos; esto provoca la nefrotoxicidad asociada a la administración de CIS. En 

la clínica, tras la administración de CIS se observan niveles mayores de creatinina en 

suero, y una reducción en la tasa de filtración glomerular (para revisión consultar: Qi et 

al., 2019).  
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En el riñón, el CIS se acumula en las células del túbulo proximal y distal de la 

nefrona, provocando la muerte de estas células a través de diversos mecanismos en 

función de tiempo de exposición y de la concentración (Rabik & Dolan, 2007). Los 

mecanismos que provocan la nefrotoxicidad han sido ampliamente estudiados, se han 

descrito procesos de daño en el ADN tanto nuclear como mitocondrial, alteraciones en 

la homeostasis iónica, estrés oxidativo y nitrosativo, disfunción mitocondrial, 

inflamación, activación de la cascada de MAPK, y de vías de señalización de apoptosis, 

entre otros (para revisión consultar: Qi et al., 2019). 

2.4. Neurotoxicidad 

Además de la nefrotoxicidad, la ototoxicidad es también frecuente tras la 

administración de CIS. El CIS se acumula durante largos periodos en la cóclea humana 

(Breglio et al., 2017), y un 93% de los pacientes que reciben tratamiento con CIS sufren 

una pérdida irreversible de audición, siendo este efecto más acusado en la infancia 

(Knight et al., 2005).  En este caso, los mecanismos de ototoxicidad no están 

perfectamente definidos, aunque se ha descrito que los procesos de generación de 

radicales libres de oxígeno son críticos, al igual que los procesos de apoptosis e 

inflamación local (para revisión consultar Qi et al., 2019). 

El CIS produce también casos de neuropatía periférica en el 30% de los pacientes 

tratados con este fármaco (Podratz et al., 2011). Estos casos suelen estar relacionados 

con un exceso de dosis acumulada, y los mecanismos descritos están asociados tanto 

con el daño a nivel del ADN nuclear como mitocondrial. El daño a nivel mitocondrial 

provoca un déficit energético gradual en las neuronas, y, dado que la mayor 

concentración de mitocondrias se localiza en la zona axonal, la administración de CIS 

provoca una degeneración del transporte axonal, entre otros efectos (Carozzi et al., 

2015; para revisión consultar Qi et al., 2019).  
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La neurotoxicidad asociada al CIS afecta al sistema nervioso periférico (SNP), 

pero también se han descrito algunos casos de afectación del SNC. Aunque el CIS tiene 

un tamaño que no le permitiría el paso a través de la BHE, en determinadas situaciones 

como los casos de tumores o metástasis cerebrales, el uso de quimioterápicos o la 

combinación de fármacos, o incluso  debido a la inflamación asociada al tratamiento con 

quimioterápicos, se puede producir la ruptura de la misma facilitando el acceso del CIS 

al interior del SNC incrementando las posibilidades de neurotoxicidad (para revisión 

consultar: Qi et al., 2019; Santos et al., 2019). Entre los efectos adversos descritos tras 

la administración de CIS en pacientes con tumores sólidos, los relacionados con la 

neurotoxicidad suponen el 26% de los casos. Alguno de los síntomas observados son el 

síndrome de encefalopatía posterior reversible que se caracteriza por la aparición de 

dolores de cabeza, confusión y afectación en la visión (Zahir et al., 2012). Aunque los 

síntomas más frecuentes fueron parestesias, cefalalgias, alteraciones del habla, afasia, 

agnosia, lipotimia, convulsiones, ataques de pánico e isquémicos transitorios, fallos 

visuales, déficits sensomotores y alteraciones de la coordinación motora (Astolfi et al., 

2013). En la presente Tesis Doctoral, de estos efectos secundarios, nos centraremos en 

los relacionados con la visión, analizando los posibles efectos tóxicos del CIS en la retina 

y la vía visual.  

Son diversos los estudios en los que se han descrito alteraciones en la función 

visual tras la administración de CIS (Tabla 2; para revisión consultar: Schmid et al., 2006) 

en general, en casos clínicos donde se han utilizado dosis elevadas de CIS. Estos 

pacientes presentan visión borrosa, pérdida de agudeza visual, alteraciones en la 

percepción del color en algunos casos, alteraciones en los registros de 

electrorretinogramas (ERG), situaciones de edema o daño isquémico, así como 

alteraciones en el epitelio pigmentario. En un estudio más reciente, se ha evaluado la 

posible toxicidad, in vivo, del CIS en la retina en una población de pacientes con cáncer 

de células germinales; en concreto se analizaron 14 sujetos (25-52 años, hombres) en 

quienes se estudió la agudeza visual, la visión en color, el grosor de la capa de fibras de 

la retina y los registros del ERG.  

 



                                                                                                                                             INTRODUCCIÓN 

 

 

 
 

65 

En este estudio, tras la administración de una dosis elevada de CIS (en media de 

627 mg/m2) no se observaron alteraciones en la agudeza visual; sí se describió una 

disfunción en la visión en color en algunos sujetos (en 6 de los 14); alteraciones en los 

registros del ERG, indicando cambios moderados en los conos; y se describió, a través 

de la aplicación de la técnica de Tomografía de Coherencia Óptica (TCO) una marcada 

reducción en el grosor de la CFNO (en 11 de los 14 pacientes) que se correlacionaba, 

además, con la dosis acumulada de CIS  (Dulz et al., 2017).  Otro caso clínico es el descrito 

por Langevin et al. (2019), donde se observó retinopatía severa caracterizada por 

alteraciones en la TCO, en el ERG y pérdida de visión, debidas fundamentalmente al 

tratamiento con CIS. Aunque la dosis acumulativa del paciente era menor de 300 mg/kg, 

las patologías previas (grosor corneal bajo, fibrilación auricular) fueron predisponentes 

a producir retinopatía. Estos son, a nuestro entender, los primeros estudios que analizan 

la toxicidad del CIS en retina de forma directa. Es importante destacar que propone la 

aplicación de la técnica de diagnóstico oftalmológica, TCO, para la evaluación de la 

toxicidad retiniana en pacientes sometidos a tratamiento con CIS. La TCO ya ha sido 

propuesta como posible marcador temprano en el diagnóstico de diversas 

enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis múltiple (Costello & Burton, 

2018) o la enfermedad de Alzheimer (López-Cuenca et al., 2020). 
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Tabla 2. Principales estudios que muestran retinotoxicidad asociada a cisplatino (CIS) en humanos.  

Referencia  Tipo de Estudio  
Nº sujetos   

(edad, sexo)   
Tipo de cáncer  

Cisplatino 
(dosis)  

Duración del 
tratamiento  

Análisis  Observaciones  

Ostrow  et al., 
1978  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1  
Carcinoma  

   
No indicada  -  Análisis oftalmológico   

Papiledema  

1  
Cáncer de pecho  

   
Neuritis retrobulbar  

Becher et al., 
1980  

Caso Clínico   
(informe de un 

caso)  

1  
(57 años, mujer)  
Cáncer de vejiga  

30 mg/día  
7 ciclos   

(1 ciclo/5 días)  
Análisis oftalmológico  

Neuritis retrobulbar  
Reducción en la agudeza visual  

Walsh et al., 
1982  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1   
(3 años, mujer)  

Teratoma sacro coccígeo  
120/60 mg/m2  > 10 ciclos  

Estudio histológico   
post-mortem  

Edema del disco óptico  

Miller et al., 1985  

Estudio 
observacional  

11   
Glioma  

200 mg 
(Intracarotidea)  

+ BCNU  
-  

Agudeza visual  
EOG  

Angiografía Intravenosa 
fluorescente  

Pérdida ipsilateral de agudeza visual   
Cambio en el epitelial pigmentario   
Caso: Síndrome del seno cavernoso  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1   
(20 años, mujer)  

Glioma  

200 mg 
(Intracarotidea)  

2 ciclos  
Visión borrosa  

Pérdida agudeza visual  
Cambios en el epitelial pigmentario   

Wilding et al., 
1985  

Estudio 
retrospectivo/ 
prospectivo  

13  
(35-73 años, mujeres)  

Cáncer de ovario  

40 mg/m2 (i.v.) / 
200 mg/m2 

(i.v.)  

2-4 ciclos   
(1 ciclo / 5 

días)  

Agudeza visual  
Campo visual  

Visión en color  
Potenciales evocados  

ERG  

Visión borrosa  
Reducción en la agudeza visual  

Alteraciones en la precepción del color  
Alteración funcional en los conos  

Apariencia normal del disco óptico  
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Marmor et al., 
1993  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1   
(68 años, mujer)  
Cáncer de ovario  

4248 mg,  
accidental  

única  
Agudeza visual  

Potenciales evocados  
ERG  

Pérdida agudeza visual  
Problemas en la discriminación del color  

Anomalías en ERG  

Caraceni et al., 
1997   

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1  
(52 años, mujer)  

Carcinoma ovárico   

40 mg/m2 (i.v.) 
/   

160 mg/m2 
(i.v.)  

+ 
Ciclofosfamida  

   

4 ciclos  
(1 ciclo/ 4 

días)  

Agudeza visual  
Campo visual  

ERG  

Neuropatía óptica  
Pérdida agudeza visual (monocular)  

Escotoma (monocular)  

Al-Tweigeri et al., 
1999  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1   
(50 años, mujer)  

Carcinoma de cuello 
uterino  

75 mg/m2  
6 ciclos   

(1 ciclo/mes)  
Agudeza visual  

Análisis oftalmológico  
Ceguera funcional  

González et al., 
2001  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1   
(42 años, hombre)  
Adenocarcinoma 

cerebelar  

80 mg/m2 (i.v.)  
5 ciclos   

(1 ciclo/mes)  

Agudeza visual  
Campo visual  

Potenciales evocados  
IRM  

Neuropatía retrobulbar óptica (monocular)  

Katz et al., 2003  
Caso Clínico  

(informe de un 
caso)  

1   
(55 años, hombre)  

Linfoma  

   
100 mg/m2 (i.v.)  
Combinada en 

ESHAP  
   

4 días  

Agudeza visual  
ERG  

   

Pérdida agudeza visual  
Problemas en la discriminación del color  

Alteración funcional en ERG  
Sin edema en el NO   

Estudio histológico de la 
retina post-mortem  

Reducción de la capa CCG  
Reducción del grosor de la CNI  

Sin cambios en CNE y fotorreceptores  
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Dulz et al., 2017  
Estudio 

observacional  

14   
(26-37 años, hombres)  

Tumor de células 
germinales  

413-1013 
mg/m2  

1-7 ciclos  
Agudeza visual  

TCO  
ERG  

No alterada  
Reducción del grosor de la CFNO en 11 

pacientes (sobre todo en las zonas temporal e 
inferior)  

Alteración funcional de los conos en ERG  

Langevin et al., 
2017  

Caso Clínico  
(informe de un 

caso)  

1  
(56 años, hombre)  

Cáncer de pulmón de 
células pequeñas  

149 mg  2 ciclos  
Agudeza visual  

TCO 

ERG 

Pérdida agudeza visual  
Alteración en la TCO (pérdida de zona 

elipsoide)  
Pérdida de visión y retinopatía  

BCNU, 1 ,3-bis{2-chlorethyl}-I-nitrosourea; CCG, capa de células ganglionares; CFNO, capa de fibras del nervio óptico; CNE, capa nuclear externa; CNI, capa 
nuclear interna; CPE, capa plexiforme externa; d.a, dosis acumulada; ERG, electroretinograma; ESHAP, cisplatino, etopósido, dosis elevada de citarabina & 
metilprednisolona; i.v, intravenosa; NO, nervio óptico; TCO, tomografía de coherencia óptica.
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2.5. Modelos preclínicos 

Son numerosos los estudios en roedores que analizan los efectos tóxicos 

inducidos por el CIS en los diferentes sistemas. Se han descrito efectos nefrotóxicos tras 

la administración de CIS en ratas y ratones en un amplio rango de dosis: en ratones tras 

la administración de una única dosis 30 mg/kg (Lu et al., 2008), y en ratas tras la 

administración de dosis únicas considerablemente más bajas, de 7.5 mg/kg (Kumar et 

al., 2017); de 6mg/kg (Arita et al., 2021), o incluso de 5 mg/kg (Humanes et al., 2017). 

Tras la administración de dosis similares de CIS se han descrito también alteraciones a 

nivel del corazón (Gunturk et al., 2019), a nivel del sistema gastrointestinal (Nardini et 

al., 2020) y a nivel del sistema reproductor (Cherry et al., 2004), o del sistema nervioso 

(Fumagalli et al., 2021) entre otros (Qi et al., 2019). La administración de CIS en roedores 

también provoca efectos sobre el SNC. Son varios los autores que describen alteraciones 

comportamentales tras la administración repetida de dosis bajas de CIS (2,3 mg/kg, i.p. 

5 días, durante 2-3 ciclos) en ratones. Estos estudios (Tabla 3) demuestran la inducción 

de un marcado déficit cognitivo, también observado en humanos, y denominado en 

ocasiones como “chemobrain” (Argyriou et al., 2011).  

La posible retinotoxicidad del CIS también ha sido estudiada en modelos 

animales (Yazici et al., 2014; Karakurt et al., 2018; Raheem & Mahmood, 2023). Yazici et 

al., 2014 (CIS, 16 mg/kg, i.p. durante 3 días) observó, mediante estudios histológicos, un 

incremento en el grosor de las capas de la retina, junto con un incremento en el índice 

de apoptosis de las capas nucleares, sugiriendo que el edema observado podría ser 

producido por un incremento en el estrés oxidativo y los procesos de inflamación. Tras 

la administración de dosis repetidas de CIS (5 mg/kg, i.p, durante 14 días) los efectos 

fueron más marcados, observándose una atrofia y desorganización en el segmento 

externo, la degeneración y desprendimiento del EP y de la coroides, la degeneración y 

un marcado edema de la CNI y la CPI, y la degeneración total de la CCG (Karakurt et al., 

2018). En el segundo de ellos (CIS, 7 mg/kg, i.p. dosis única), más reciente, se describió 

una marcada degeneración de las capas de receptores y de CGR junto con una marcada 

gliosis, que podría estar mediada por un incremento en el marcador proinflamatorio 

TNFɑ y la activación de la vía de la caspasa 3 (Raheem & Mahmood, 2023).



INTRODUCCIÓN________________________________________________________________ 

 
 

70 

Tabla 3. Modelos animales de daño orgánico por cisplatino (CIS) empleados en el estudio de la neurotoxicidad  

Referencia Animales Cisplatino (dosis, vía) 
Tiempo a la 
evaluación 

Test  Resultados principales Resultado principal 

Shabani et al., 
2012 

Ratas,  
Wistar, machos y 

hembras 

5 mg/kg (i.p.) 
3 ciclos de 1 dosis 

(7 días entre ciclos) 
5 semanas 

Rotarod & Test de 
agarre forzado 

↓ tiempo en el Rotarod 
↓ permanencia en el agarre (machos) 

Alteración de la 
coordinación motora 

Campo abierto 
↓ distancia recorrida 

↓ menos tiempo en el centro 
(machos) 

Comportamiento de tipo 
ansioso 

↓ en hembras 

Laberinto acuático 
de Morris 

↑ tiempo nadando 
Trastornos en el 

aprendizaje 

Zhou et al., 2016 
Ratones, 

C57/BL6J, hembra 

2,3 mg/kg (i.p.) 
3 ciclos de 5 dosis  

(5 días entre ciclos) 
6-8 días 

TRO ↓ índice de discriminación 
Marcado déficit cognitivo 

RS ↓ umbral de retirada 

Filamentos de Von 
Frey 

↓ índice de discriminación Alodinia mecánica 

Chiu et al., 2017 
Ratones,  

C57BL/6, macho 

2,3 mg/kg (i.p.) 
2 ciclos de 5 dosis  

(5 días entre ciclos) 
7 días 

TRO ↓ índice de discriminación 
Marcado déficit cognitivo 

LY ↓ alternancia entre brazos 

Chiang et al., 
2019 

Ratones, 
C57BL/6, macho 

2,3 mg/kg (i.p.) 
2 ciclos de 5 dosis  

(5 días entre ciclos) 
3-4 meses 

TP ↑ tiempo para resolver la prueba 
Marcado déficit cognitivo 

TRO ↓ índice de discriminación 

Alexander et al., 
2021 

Ratones,  
C57BL/6J 

2,3 mg/kg (i.p.) 
2 ciclos de 5 dosis  

(5 días entre ciclos) 
14 días 

TP ↑ tiempo para resolver la prueba 

Marcado déficit cognitivo TRO ↓ índice de discriminación 

LY ↓ alternancia entre brazos 

Squillace et al., 
2022 

Ratones, 
C57/BL6J,  

macho y hembra 

2,3 mg/kg (i.p.) 
3 ciclos de 5 dosis  

(5 días entre ciclos) 
14 días 

LT ↑ ensayos para alcanzar el criterio 

Marcado déficit cognitivo TRO ↓ índice de discriminación 

TP ↑ tiempo para resolver la prueba 

LT, laberinto en T; LY, laberinto en Y; RS, reconocimiento social; TP, test del puzle; TRO, test de reconocimiento de objetos 
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A lo largo de este apartado se han descrito los mecanismos de toxicidad 

asociados al CIS, en los diferentes sistemas. En el caso del SNC, tras consultar los 

resultados de los principales estudios publicados, podemos indicar que la administración 

sistémica de CIS puede provocar un incremento local en diferentes citoquinas 

proinflamatorias: TNFɑ en estructuras oculares (Raheem & Mahmood, 2023), IL1β en 

hipocampo (Squillace et al., 2022); aunque algunos estudios no lograron observar 

fenómenos de neuroinflamación en regiones cerebrales específicas (Chiu et al., 2017). 

Algunos autores han descrito un notable daño mitocondrial tras la administración de 

CIS, junto con un incremento en los fenómenos de oxidación celular (Alexander et al. 

2021; Squillace et al., 2022). Se ha descrito también que al menos parte de los efectos 

de la administración de CIS podrían estar mediados por el receptor TLR4 (receptor tipo 

Toll 4) que forma parte del sistema inmune innato (Squillace et al., 2022), y al que se 

unen diversos metales. Esta vía de activación ha sido también descrita como mecanismo 

de acción para los efectos tóxicos del CIS a nivel renal (Zhang et al., 2008), y para sus 

efectos ototóxicos (Babolmorad et al., 2021). La activación de TLR4 mediaría la 

liberación de un elevado número de citoquinas y quimioquinas, entre ellas el TNFα, que 

activaría la vía de NF-kB exacerbando así la respuesta inflamatoria. Además, tras la 

activación de TLR4 se activan a su vez diversas vías y mecanismos, como los mediados 

por MyD88 o TRIF que resultan en la activación del inflamasoma mediado por NLRP3 

(receptor tipo NOD con dominio pirina 3); (Fernandes-Alnemri et al., 2013). 

Recientemente se ha descrito la implicación de NLRP3 en los mecanismos de 

neurotoxicidad, en concreto en la formación hipocampal se ha descrito un incremento 

en la expresión de esta molécula tras la administración sistémica de CIS en ratones 

(Squillace et al., 2022). 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN________________________________________________________________ 

 
 

72 

2.6. Fármacos protectores frente a la toxicidad asociada al CIS 

Como ya se ha descrito en profundidad en el apartado anterior, los efectos 

adversos, tóxicos, del CIS son numerosos y en la mayor parte de los casos dosis-

dependientes. En el caso de la nefrotoxicidad, se emplea tanto la hidratación con suero 

salino como la diuresis osmótica como medidas de prevención en la clínica, con un éxito 

relativo (para revisión consultar: Dos Santos et al., 2012). Sin embargo, en la actualidad 

no existen medidas que puedan prevenir los casos de neurotoxicidad y ototoxicidad, y 

sólo se aplican medidas tan drásticas como la reducción de la dosis y/o el cese del 

tratamiento, con las consecuencias que ello puede tener en la evolución del cáncer. Es, 

por tanto, una necesidad inminente encontrar agentes protectores que eviten (o 

atenúen) la aparición de los efectos neurotóxicos asociados al CIS, y, en la literatura 

encontramos varios trabajos que recogen información a este respecto (para revisión 

consultar: Qi et al., 2019; Santos et al., 2020).  

En general, se han propuesto compuestos con propiedades antioxidantes, 

antinflamatorias, anti-apoptóticas y neurotróficas (para revisión consultar: Dos Santos 

et al., 2020 donde se recoge un listado más exhaustivo). En la misma línea, es necesario 

encontrar compuestos que protejan frente a la retinotoxicidad asociada al CIS.  

De hecho, en trabajos previos se ha propuesto el selenio como posible agente 

protector. El selenio es un oligoelemento esencial, que ha de incluirse en la dieta, que 

tiene importantes propiedades antioxidantes y neuroprotectoras, y que es además un 

componente importante de varias enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa, 

la tiorredoxina reductasa y las seleno-proteínas (Ognjanovic et al., 2012; Rezvanfar et 

al., 2013; Yazici et al., 2014). El selenio ha demostrado su eficacia en el tratamiento de 

la toxicidad asociada al CIS a nivel renal (Ognjanovic et al., 2012), en la espermatogénesis 

(Rezvanfar et al., 2013), y más recientemente en la neurotoxicidad (Karavelioglu et al., 

2015) y la retinotoxicidad (Yazici et al., 2014) donde el tratamiento con selenio fue capaz 

de reducir el número de neuronas apoptóticas en el cerebro y de limitar el edema 

retiniano asociado al CIS, disminuir el engrosamiento observado en la retina, y mostrar 

propiedades neuroprotectoras.  
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Se ha propuesto también el uso de la luteína, un importante carotenoide con 

importantes propiedades antioxidantes que ha demostrado ya su eficacia en el 

tratamiento de diversas enfermedades crónicas de la retina (Brazionis et al., 2008); en 

el tratamiento de la retinotoxicidad asociada al CIS, la coadministración de luteína 

resultó eficaz al evitar y/o prevenir el daño histopatológico observado, probablemente 

por sus acciones antioxidantes y antiinflamatorias (Karakurt et al., 2018). Más 

recientemente se ha propuesto el uso de azilsartán medoxomilo (AZIL), que actúa como 

antagonista del receptor de angiotensina II, tipo 1 (AT1), y que debería su eficacia a la 

modulación del sistema renina-angiotensina que parece tener un papel crucial frente al 

daño del CIS (Raheem & Mahmood, 2023), donde demuestra un gran papel 

antioxidante. Hasta donde hemos conseguido llegar en nuestra búsqueda bibliográfica, 

estos son los tres únicos trabajos que proponen nuevos fármacos para el tratamiento 

de la retinotoxicidad asociada al CIS, tratándose aún de estudios preclínicos sin 

conocimiento claro de su efectividad a nivel clínico. Es por ello por lo que sigue siendo 

urgente la necesidad de buscar nuevos compuestos protectores frente a la toxicidad del 

CIS que puedan aplicarse en la clínica. Es en este contexto donde surge nuestra 

propuesta de evaluar la posible eficacia de la cilastatina (CIL).  
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3. CILASTATINA, UN FÁRMACO PARA LA PREVENCIÓN DEL 

DAÑO ASOCIADO AL TRATAMIENTO CON CISPLATINO  

3.1. Cilastatina, imipenem y enzima dehidrodipeptidasa renal I 

La CIL es la sal monosódica del ácido (Z)-7-[(2R)-2-amino-3-hidroxi-3-

oxopropil]sulfanil-2-{[(1S)-2,2-dimetilciclopropanocarbonil]amino}hept-2-enoico (Fig. 

27), con fórmula empírica C16H25N2NaO5S y un peso molecular de 280.44 Da . Es un 

fármaco que se emplea desde 1985 en la clínica en combinación con imipenem, un 

antibiótico β-lactámico de amplio espectro de la familia de los carbapenémicos, 

empleado en el tratamiento de infecciones polimicrobianas graves, abarcando a 

patógenos Gram-negativos, Gram-positivos, aerobios y anaerobios lo que lo hace 

idóneo para el tratamiento de aquellas infecciones que se muestran resistentes a otros 

antibióticos. A pesar de ser un antibiótico con un espectro antibacteriano inusual, es 

metabolizado rápidamente por el riñón, lo que reduce su permanencia en el organismo 

(Kropp et al., 1982). 

 

Figura 27. Estructura molecular de la cilastatina. Tomado de MedChemExpress., 2024. 

La CIL fue creada para evitar el metabolismo renal del antibiótico, actuando 

como inhibidor competitivo de la enzima renal dehidropeptidasa renal I (DHP-I), que se 

localiza en el borde en cepillo de las células de los túbulos proximales renales (Parkin et 

al., 2001). Esta enzima es una glicoproteína encargada de hidrolizar los dipéptidos 

presentes en el ultrafiltrado glomerular, rompiendo los enlaces peptídicos y resultando 

esencial en la recuperación y reabsorción de los aminoácidos en el túbulo proximal.  
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Además, DHP-I también puede romper el anillo β-lactámico del imipenem, 

generando metabolitos tóxicos para las células tubulares proximales y produciendo su 

muerte celular.  

Al inhibirse la DHP-I renal con CIL, esta es incapaz de romper la estructura del 

imipenem, por lo que no se metaboliza tan rápidamente y permanece en el organismo 

más tiempo, incrementando su eficacia, además de reducir el riesgo de toxicidad renal 

asociada a su uso (Pastel, 1986). La dosis de empleo óptima de la CIL en combinación 

con el imipenem es de 1:1 imipenem/cilastatina, lo que asegura la permanencia del 

imipenem en el torrente sanguíneo al menos 8h (Norrby et al., 1983). 

Más recientemente se ha descrito también su capacidad para inhibir la acción de 

los transportadores de aniones orgánicos (OAT), que median la entrada de diversos 

fármacos, incluido el imipenem, en las células del túbulo proximal renal (Huo et al., 

2019); y de la megalina, transportador de la familia de receptores de LDL, que se expresa 

en las membranas apicales de las células epiteliales del túbulo proximal y que también 

participa en el transporte de diversos fármacos nefrotóxicos (Hori et al., 2017).   

 

3.2. Efectos protectores de cilastatina.  Estudios preclínicos 

En los últimos años nuestro grupo de investigación ha descubierto y 

caracterizado los efectos protectores de CIL a nivel renal, en modelos animales y cultivos 

celulares, frente al fracaso renal agudo causado por fármacos nefrotóxicos como 

antibióticos (gentamicina, vancomicina), inmunosupresores (ciclosporina, tacrolimus), 

analgésicos (paracetamol) y quimioterápicos como el CIS (Pérez et al., 2004; Tejedor et 

al., 2007; Lázaro et al., 2010; Humanes et al., 2012; 2015, 2017; Jado et al., 2020). 

Específicamente, hemos podido demostrar como la protección de la CIL frente al fracaso 

renal agudo inducido por CIS es capaz de reducir la muerte celular de las células 

tubulares por apoptosis reduciendo la activación de las caspasas 3 y 8 (Camaño et al., 

2010; Humanes et al., 2012), la inflamación, incrementando las citoquinas 

antiinflamatorias (como IL-10) y la reducción de las proinflamatorias, así como NF-KB y 

TNFα (Humanes et al., 2010, 2012, 2017).  
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Además, la CIL ha demostrado tener también capacidad antioxidante al reducir 

los niveles de peróxido de hidrógeno e impedir el deterioro del perfil antioxidante 

endógeno a nivel renal y metabólico en ratas tratadas con CIS (Humanes et al., 2012). 

Más recientemente, también hemos demostrado que CIL puede tener también 

propiedades antinflamatorias y neuroprotectoras en el SNC. Más concretamente en la 

retina de ratones sometidos a un modelo experimental de glaucoma, donde la 

administración sistémica de CIL fue capaz de atenuar y/o prevenir tanto la activación 

macroglial como microglial presente en la retina tras la inducción experimental de un 

glaucoma, así como de proteger el descenso observado en el marcador de CGR 

(Martínez-López et al., 2024). Esta es, por tanto, la primera evidencia del potencial 

protector del CIL más allá del riñón a nivel de la retina, y, por tanto, del SNC.  

3.3. Mecanismo de acción de cilastatina 

En los últimos años se ha avanzado también en el conocimiento de los 

mecanismos de acción a través de los cuales la CIL es capaz de ejercer su efecto 

protector. En el riñón, CIL inhibe como se ha comentado la enzima DHP-I, que se 

encuentra presente en las balsas de colesterol de las células del túbulo proximal renal. 

Estas balsas son dominios ricos en colesterol y glicoesfingolípidos, que están implicadas 

en procesos de transporte a través de la membrana (Zajchowski & Robbins, 2002). La 

CIL al interactuar con las balsas de colesterol altera la fluidez de éstas (Pérez et al., 2004), 

impidiendo el correcto acoplamiento de los ligandos con los receptores presentes en 

ellas (Humanes et al., 2012; Jado et al., 2020; González-Nicolás, 2022) así como su 

endocitosis y recambio natural. Se ha demostrado que algunos de los receptores que se 

encuentran afectados por este hecho son TLR4 (Szabo et al., 2007) o ligando de Fas 

(FasL) (Humanes et al., 2012; 2017; Jado et al., 2020). Sin embargo, CIL también puede 

impedir la reabsorción del CIS a través de la inhibición del receptor megalina también 

presente en las células de túbulo proximal renal, impidiendo así el efecto nefrotóxico 

del CIS (Hori et al., 2017).  Como consecuencia del bloqueo de los receptores, se produce 

la inactivación de rutas inflamatorias como la del NF-kB (Humanes et al., 2017); así como 

la vía extrínseca de la apoptosis (Camaño et al., 2010; Humanes et al., 2012, Jado et al., 

2020), lo que lleva a la supervivencia celular y la protección frente al fracaso renal. 
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3.4. Cilastatina un prometedor fármaco para su uso en la práctica 

clínica 

Aunque a nivel preclínico se han hecho todos los hallazgos acerca de la 

nefroprotección, también hay datos clínicos que apoyarían este hecho y por tanto la 

llegada de CIL hasta su uso clínico.  

Se ha demostrado el efecto nefroprotector de la CIL (en la combinación 

imipenem/cilastatina) frente a la nefrotoxicidad causada por ciclosporina en pacientes 

sometidos a trasplante cardiaco, renal o de médula ósea (Markewitz et al., 1994; Gruss 

et al., 1996; Tejedor et al., 2007). Recientemente, nuestro grupo de investigación 

también lo ha demostrado frente a la nefrotoxicidad del CIS en pacientes con 

carcinomatosis peritoneal sometidos a citorreducción y perfusión intraperitoneal 

intraoperatoria hipertérmica (HIPEC) con CIS (Zaballos et al., 2021); y, en la actualidad, 

estamos llevando a cabo un ensayo clínico en fase II, empleando la CIL (sin el imipenem) 

como tratamiento nefroprotector en pacientes sometidos a HIPEC-CIS (Número 

EudraCT: 2022-001417-39). 

En resumen, CIL es un fármaco seguro, ya empleado en humanos, aunque en 

combinación con imipenem; efectivo como nefroprotector en la toxicidad asociada al 

CIS; sin alterar las propiedades antitumorales del quimioterápico, al menos en modelos 

animales (Camaño et al., 2010; Humanes et al., 2012; Arita et al., 2021). CIL ha 

demostrado importantes propiedades antinflamatorias, antioxidantes y anti- 

apoptóticas a nivel renal (Camaño et al., 2010; Humanes et al., 2012; 2017), y más 

recientemente a nivel del SNC (Martínez-López et al., 2024), lo que podría ser 

importante para disminuir a este nivel el daño causado por CIS 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                       OBJETIVOS 
 

 
 

81 

ESTADO ACTUAL DE LA CUESTIÓN  

El cáncer es un grave problema de salud en nuestra sociedad, en el año 2020, se 

diagnosticaron 18,1 millones de casos nuevos (Sociedad Española de Oncología Médica: 

SEOM., 2023) y 10 millones de personas fallecieron a causa de este (World Health 

Organization: WHO., 2022). El CIS se ha convertido en un fármaco habitual para el 

tratamiento clínico de tumores, pero su uso es limitado por los graves efectos 

secundarios tóxicos que causa. Si bien la nefrotoxicidad es el efecto que aparece con más 

frecuencia, existen alteraciones en otros órganos que afectan la calidad de vida del 

paciente como la neurotoxicidad que produce, entre otros, alteraciones cognitivas, 

auditivas y visuales. CIS no es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica, pero se ha 

descrito en la bibliografía que factores como el aumento de citoquinas a nivel sistémico, 

lo cual CIS induce por su efecto nefrotóxico, son capaces de alterar la integridad de la 

barrera permitiendo su paso hacia el SNC. La necesidad de entender el mecanismo de la 

neurotoxicidad inducida por CIS y la búsqueda de un tratamiento farmacológico que 

ayude a paliar los efectos secundarios asociados a su uso, ha llevado a generar diversos 

modelos animales que intenten reproducir los síntomas observados en los pacientes y a 

probar posibles tratamientos, cuyo objetivo final será, en caso de obtener resultados 

positivos, poder trasladarlo a la clínica. Entre las muchas terapias propuestas para 

revertir los efectos nocivos del CIS, se ha demostrado una alta eficacia de las terapias 

antiinflamatorias, antiapoptóticas y antioxidantes. En el presente trabajo proponemos el 

tratamiento con un fármaco que reúne todas esas propiedades como es CIL y con el cual 

ya hemos obtenido resultados muy prometedores tanto en los casos de daño por CIS a 

nivel renal, o de daño en SNC, en concreto en la retina en un modelo animal de glaucoma 

(Camaño et al., 2010; Humanes et al. 2012; 2017; Blanco-Codesido et al., 2013; Martínez-

López et al., 2024). 
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HIPÓTESIS 

El estado actual del tema nos llevó a plantear la hipótesis de que una única dosis de 

cisplatino generará neurotoxicidad a lo largo de toda la vía visual en un modelo animal 

desarrollado en ratas y que la cilastatina será capaz de prevenir y/o revertir el daño que 

el cisplatino genera a nivel del sistema nervioso central. 

OBJETIVOS 

En la presente Tesis Doctoral evaluaremos en un modelo animal de rata el posible daño 

neurotóxico de la administración del agente antineoplásico cisplatino (CIS) en el sistema 

visual, y analizaremos el potencial efecto protector de la cilastatina (CIL).  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Con el fin de abordar el estudio del posible daño neurotóxico de la administración del 

agente antineoplásico CIS en el sistema visual se han planteado los siguientes objetivos: 

1. Evaluar el efecto nefrotóxico de una única dosis de cisplatino, mediante el análisis 

de los principales parámetros bioquímicos afectados en clínica:  creatinina sérica 

y nitrógeno ureico en sangre (NUS). 

2. Realizar el diagnóstico no invasivo del daño por CIS en el Sistema Nervioso 

Central (SNC) mediante tomografía de coherencia óptica (TCO). 

3. Caracterizar el efecto neurotóxico del CIS en retina por medio del estudio 

mediante inmunohistoquímica de tres poblaciones celulares: células 

ganglionares de la retina (CGR), células de macroglía y células de microglía, 

mediante el empleo de los marcadores Brn3a (homeobox específica del 

cerebro/proteína de dominio POU 3A), GFAP (proteína ácida fibrilar glial) e Iba1 

(molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado), respectivamente. 
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4. Caracterizar el efecto del fármaco experimental CIL en la retina por medio del 

estudio mediante inmunohistoquímica de tres poblaciones celulares: CGR, 

células de macroglía y células de microglía; mediante el empleo de los 

marcadores Brn3a, GFAP e Iba1, respectivamente. 

5. Evaluar los mecanismos inflamatorios retinianos asociados a la neurotoxicidad 

por CIS, mediante el estudio por inmunofluorescencia de dos marcadores del 

inflamasoma: TLR4 (receptor tipo Toll 4) y NLRP3 (dominio pirina 3 de la familia 

NLR). 

6. Caracterizar el efecto neurotóxico del CIS en la vía visual, en concreto en el 

colículo superior, el núcleo geniculado lateral y la corteza visual primaria, por 

medio del estudio mediante inmunohistoquímico de tres poblaciones celulares: 

neuronas, células de macroglía y células de microglía, mediante el empleo de los 

marcadores NeuN (proteína de unión a hexaribonucleótidos-3), GFAP e Iba1, 

respectivamente. 

7. Caracterizar el efecto del fármaco experimental CIL sobre la vía visual, en 

concreto en el colículo superior, el núcleo geniculado lateral y la corteza visual 

primaria, por medio del estudio mediante inmunohistoquímica de tres 

poblaciones celulares: neuronas, células de macroglía y células de microglía; 

mediante el empleo de los marcadores NeuN, GFAP e Iba1, respectivamente. 
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Material y métodos 

En la presente Tesis Doctoral se han empleado animales con fines 

experimentales, siguiendo la Directiva del Parlamento Europeo 2010/63/UE, y de 

acuerdo con la normativa española vigente recogida en el Real Decreto 53/2013, de 1 de 

febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los 

animales utilizados en experimentación y otros fines científicos, incluida la docencia. 

Este proyecto de investigación fue aprobado por el Comité Local de Ética de la 

Universidad Complutense de Madrid (CEA-UCM) y recibió la aprobación final de la 

Autoridad competente correspondiente, la Consejería de Medio Ambiente, Ordenación 

del territorio y Sostenibilidad de la Comunidad de Madrid (Ref. PROEX 284.3/21). 

Además, a lo largo de este estudio, se han considerado las Directrices ARRIVE (del inglés: 

Animal Research: Reporting In Vivo Experiments), tanto en la planificación, como en el 

desarrollo y redacción de los estudios realizados en animales (Kilkenny et al., 2010; du 

Sert et al., 2020). 

1. Animales 
Se emplearon ratas (Rattus norvegicus) macho, de la estirpe Wistar, procedentes 

de Charles River Laboratories (Francia), que se alojaron en las instalaciones del 

Animalario de la UCM (CAI Animalario UCM, Nº de Registro: ES-28079-000086). A su 

llegada a las instalaciones, los animales fueron estabulados por parejas, en jaulas de 

policarbonato de 55x32x18 cm de tamaño, en condiciones controladas de temperatura 

(21 ± 1°C) y humedad relativa (60 ± 10%), en un ciclo de luz/oscuridad de 12h (encendido 

de las luces programado a las 8.00h). Los animales se mantuvieron en condiciones de 

enriquecimiento ambiental durante el periodo de alojamiento, con tubos de cartón y/o 

piezas de madera en el interior de las jaulas. Asimismo, tuvieron acceso ad libitum a agua 

y comida en forma de pellets (Hybridpellet, Altromin ®).  
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2. Fármacos 

2.1. Cisplatino (CIS) 

El cisplatino (CIS) [cis-diaminodicloroplatino (II)] se obtuvo de la farmacia del 

Hospital General Universitario Gregorio Marañón (HGUGM, Madrid, España), disuelto 

en solución salina (NaCl 0,9%) a una concentración de 1 mg/ml. En el día del tratamiento, 

el CIS se diluyó hasta alcanzar una concentración final de 0,5 mg/ml, que se administró 

a los animales por vía intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 10 ml/kg. En base a 

estudios previos de nuestro grupo de investigación se decidió administrar una única 

dosis de CIS de 5 mg/kg (Humanes et al., 2012; 2017). Los animales que no recibieron 

este fármaco recibieron una inyección i.p. del mismo volumen del vehículo (VH, solución 

salina). 

2.2. Cilastatina (CIl) 

La cilastatina (CIL) [sodio (Z)-7-[[(2R)-2-amino-2-carboxietil] sulfanil]-2- [[(1 S)-

2,2-dimetil ciclopropil] carbonil] amino]- hept-2-enoato], fue suministrada en polvo por 

Sun Pharmaceutical Industries Limited (India) al laboratorio de Fisiopatología Renal del 

Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio Marañón, HGUGM. La CIL se preparó a 

diario, disolviendo el fármaco en solución salina (NaCl 0,9%) hasta alcanzar una 

concentración de 30 mg/ml. Los animales recibieron una inyección diaria de CIL, durante 

un periodo de 5 días (cada 24h), a una dosis de 150 mg/kg, i.p., en un volumen de 5 

ml/kg. Esta dosis y tiempo de administración fueron seleccionados en base a resultados 

previos de nuestro grupo de investigación en los que la CIL demostró efectos 

nefroprotectores frente a diversos tóxicos (Jado et al., 2020). Los animales que no 

recibieron este fármaco recibieron el mismo número de inyecciones i.p. del vehículo (VH, 

solución salina) al mismo volumen. 
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3. Diseño experimental 

Los animales, tras su llegada a las instalaciones, estuvieron un periodo de 

habituación de, al menos, una semana. A continuación los animales se distribuyeron 

aleatoriamente entre los diferentes grupos experimentales: 1) Animales del grupo 

Control, que recibieron sólo inyecciones de solución salina (VH+VH); 2) Animales del 

grupo CIL, que recibieron inyecciones de solución salina y de CIL (VH+CIL); 3) Animales 

del grupo CIS, que recibieron una única administración de CIS y varias inyecciones de 

solución salina (CIS+VH); y 4) Animales que recibieron la combinación de fármacos, una 

única administración de CIS y varias inyecciones de CIL (CIS+CIL) (Fig. 28). El primer día 

de administración (día 1), los animales recibieron primero la única dosis de CIS (o su VH), 

e, inmediatamente después, la primera dosis de CIL (o su VH); los siguientes días los 

animales recibieron una única inyección diaria de CIL (o su VH) en la misma franja horaria 

(entre las 10.00h y las 13.00h). Durante este periodo, los animales se pesaron 

diariamente, y, el sexto día (día 6), se sacrificó a los animales con una sobredosis de 

pentobarbital sódico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol). En esta Tesis se han 

empleado un total de 36 animales, distribuidos en dos cohortes: una primera en la que 

se usaron 8 animales (n=2 por grupo experimental, con un peso inicial de 182,6 ± 11,2 

g) para los estudios preliminares in vivo mediante TCO, y una siguiente en la que se 

emplearon los 28 animales restantes (n=6-8 por grupo experimental, con un peso inicial 

de 270,78 ± 19,59 g) y cuyos tejidos se dedicaron a la realización de los estudios 

inmunohistoquímicos en SNC: retina y principales núcleos de la vía visual. 
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Figura 28. Diseño experimental. Ratas macho Wistar recibieron una única dosis intraperitoneal 
de cisplatino (CIS, 5 mg/kg, i.p., o su vehículo, VH, solución salina), el día 1 del tratamiento, junto 
con una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p., o su VH, solución salina) cuya administración 
se repitió durante un total de 5 días. El peso de los animales se registró a lo largo de todo el 

estudio. Al sexto día se realizaron los estudios in vivo de Tomografía de Coherencia Óptica (TCO) 
y se sacrificó a los animales para los posteriores análisis y estudios inmunohistoquímicos. Se 
emplearon un total de 36 animales distribuidos en 4 grupos experimentales: VH+VH, VH+CIL, 
CIS+VH, CIS+CIL.  
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4. Tomografía de Coherencia Óptica (TCO) 

La TCO es una técnica de diagnóstico oftalmológico que proporciona imágenes 

de alta resolución de la estructura retiniana. Esta técnica se utiliza de forma rutinaria en 

el diagnóstico oftalmológico para la observación transversal de las capas de la retina y 

permite, mediante el empleo de interferometría, realizar mediciones cuantitativas del 

grosor retiniano. En un origen, la TCO se utilizó en el diagnóstico de enfermedades de la 

retina, pero, cada vez son más numerosos los estudios que ponen de manifiesto su 

potencial en la evaluación de pacientes con afecciones neuro-oftalmológicas y/o 

neurodegenerativas (López-Cuenca et al., 2021). 

En este estudio, en una aproximación inicial in vivo, se realizó la valoración de las 

retinas de los animales experimentales mediante TCO empleando una Spectralis OCT 2 

(Alemania) adaptada a roedores, en la que se colocó un cabezal con una lente de +20D, 

y se aplicó un software específico (Heidelberg Eye Explorer v6.13, Heidelberg 

Engineering, Alemania). Esta valoración se realizó siguiendo el protocolo descrito en 

Salobrar-García et al., 2021. El análisis de la TCO se realizó en el ojo izquierdo de un total 

de 8 animales a los que se les administró anestesia general, una mezcla de ketamina (75 

mg/kg, i.p., Anesketin®, Dechra Veterinary Products SLU, España) y medetomidina (0,26 

mg/kg, i.p., Medetor®, Virbac España S.A., España). Para evitar la hipotermia asociada a 

la anestesia, los animales se mantuvieron en contacto con almohadillas térmicas. Previo 

a la evaluación, se administró a los animales en su ojo izquierdo un colirio para dilatar la 

pupila (Colircusi Tropicamida®, 10 mg/ml, Alcon Healthcare, España), y se les colocó una 

lente de contacto especie-específica (para rata, en este caso) de polimetilmetacrilato 

(Cantor&Nissel, Reino Unido) con el fin de crear una superficie refractiva uniforme; la 

córnea se mantuvo hidratada mediante un colirio de lágrima artificial reticulada (VisuXL, 

VisuFarma, España). Cada ojo analizado, se alineó con respecto al haz de medición para 

garantizar que el disco óptico estuviera en el centro del análisis de la TCO. Para 

compensar los pequeños movimientos oculares resultado de la respiración, los posibles 

artefactos se minimizaron mediante el uso del software TruTrack Active Eye Tracking 

(Heidelberg Engineering, Alemania).  
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La captura de imágenes de la retina se realizó utilizando el modo de escaneo en 

cubo centrado en el NO, para el análisis del espesor de la retina total, y se aplicó el Scan 

Peripapilar para analizar el espesor de la capa de fibras retinianas. Tras la realización de 

estas valoraciones, y antes de la recuperación de los animales, se les sacrificó mediante 

la administración de una sobredosis de pentobarbital sódico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, 

Vetoquinol). Estos estudios fueron realizados en el Instituto Universitario de 

Investigaciones Oftalmológicas Ramón Castroviejo (IIORC-UCM) por un investigador 

experimentado y especialista en la captura y análisis de los resultados provenientes de 

la TCO (Dra. Elena Salobrar-García).  
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5. Obtención de suero sanguíneo y análisis bioquímicos 

En el momento del sacrificio se tomaron muestras de sangre (Fig. 29), mediante 

punción cardiaca de la aurícula derecha, en tubos comerciales cedidos por el HGUGM. 

Las muestras de sangres se centrifugaron a 2000 rpm, durante 15 minutos (min), para la 

obtención del suero sanguíneo. Los sueros fueron analizados en el Autoanalizador 

Dimension RxL (Dade-Behring, Siemens, Alemania) del Servicio de Bioquímica del 

HGUGM. Se realizaron medidas de los valores de creatinina (mg/dL) y de urea en suero 

(mg/dL), y, a partir de este valor se calcularon los valores de nitrógeno ureico en sangre 

(NUS) aplicando la siguiente fórmula:  

[NUS (mg/dl) = Urea (mg/dL)/ 2,14]. 

 

 

Figura 29. Procesamiento y análisis de las muestras de sangre. Tras el tratamiento de los 
animales (ver diseño experimental) los animales fueron sacrificaron mediante una sobredosis de 
pentobarbital sódico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol). En el momento del sacrificio se 
tomó una muestra de sangre por punción cardiaca (1); la sangre se centrifugó (2), y, a 
continuación, con se tomaron las muestras de suero que fueron almacenadas en frío 
(congelación) hasta su análisis en el autoanalizador Dimension RxL (3). 15´, 15 minutos; rpm, 
revoluciones por minuto.  
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6. Obtención de las muestras de tejido 

Tras la administración de la sobredosis de anestésico (pentobarbital sódico, 650 

mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol), los animales se perfundieron por vía transcardiaca: 

pasando primero solución salina fría (4°C) con heparina al 0,001% (Heparina al 1%, 

Hospira Invicta, España), y, a continuación, una solución fijadora de paraformaldehido 

(PFA 4%, Santa Cruz, CA, EE. UU.), también fría (4°C). Se emplearon unos 150 ml de cada 

una de las soluciones, que pasaron por el sistema gracias a la fuerza de la gravedad. Una 

vez finalizada la perfusión se obtuvieron las muestras de interés: globos oculares y 

cerebro. Para extraer los globos oculares se realizó, primero, un punto de sutura en el 

párpado superior para preservar la posición anatómica del ojo durante el procesamiento 

de la muestra y analizar después la organización espacial del tejido. A continuación, se 

extrajo cuidadosamente el cerebro completo. Estos tejidos fueron sumergidos en PFA al 

4%, durante 48h en frío (4°C), reemplazando el PFA por solución de PFA limpia a las 24h. 

En el caso de los globos oculares, a las 24h, se seccionaron las córneas y se obtuvieron 

los cristalinos antes de volver a introducir las copas ópticas en el fijador. Tras las 48h, se 

realizaron 3 lavados de 10 min con solución salina fosfato tamponada (PBS 1X, pH 7,5), 

en el caso de las copas ópticas, y en tampón fosfato (PB 0,1M, pH 7,5), los cerebros. Tras 

estos lavados, los tejidos se pasaron a una solución de sacarosa (Millipore Merck, 

Alemania) de concentraciones crecientes: primero 48h en sacarosa al 11% (en PBS o PB, 

según correspondiera) a 4°C, y, a continuación, otras 48h adicionales, en una solución de 

sacarosa al 33% (en PBS o PB) a 4°C; con el fin de evitar posibles contaminaciones las 

soluciones de sacarosa se prepararon y cambiaron cada 24h. Finalmente, estos tejidos 

(ojos y cerebros) fueron incluidos en el medio de congelación Tissue-Tek® O.C.T. 

Compound (Sakura Finetek, CA, EE. UU.), y se almacenaron a -30°C hasta su posterior 

uso (Fig. 30). 
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Figura 30. Obtención y procesamiento de las muestras biológicas para analizar. Tras el 
tratamiento de los animales (ver diseño experimental) éstos fueron sacrificaron mediante una 
sobredosis de pentobarbital sódico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol). Tras el sacrificio, se 
realizó un punto de sutura en el párpado superior de cada ojo, antes de la extracción de los 
globos oculares (1A) y, posteriormente, de los cerebros (1B); a continuación, los tejidos se 
crioprotegieron mediante inmersión en un fijador (PFA), lavados, e inmersión en soluciones con 
concentraciones crecientes de sacarosa (2); finalmente, las muestras se incluyeron en medio de 
congelación Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, CA, EE. UU.) (3) y fueron después 
almacenadas a bajas temperaturas hasta su uso posterior h, horas; PBS, solución salina fosfato 
tamponada; PB, tampón fosfato. 
 
 

Posteriormente, se empleó un criostato (modelo CM3050, Leica, Alemania) para 

la obtención de los cortes de los tejidos: para obtener las secciones de retina se 

realizaron cortes sagitales de 16 μm de las copas ópticas, desde la zona nasal a la 

temporal; y para las secciones de cerebro se realizaron cortes coronales de 20 μm, desde 

las zonas más rostrales a las más caudales (Fig. 31 A).  
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Figura 31. Esquema del procesamiento de cortes de las muestras para 
inmunohistoquímica y su posterior análisis.  A. Se realizaron cortes sagitales de la copa óptica 
en el criostato (1ª) y se recogieron en portaobjetos en los que poder analizar la organización 
espacial de la retina considerando las regiones Nasal, Central y Temporal; y, en cada una de ellas, 
las zonas Superior, Central e Inferior (2A). B. Se realizaron cortes sagitales del cerebro en el 
criostato (1B) y se prepararon portaobjetos en los que poder analizar la organización espacial de 
la retina considerando las áreas, previamente seleccionadas con el atlas Paxinos & Watson, 2007 
(2B). Se realizaron los análisis inmunohistoquímicos con los anticuerpos específicos para la 
detección de células ganglionares de la retina (Brn3a, en verde), neuronas (NeuN, en rojo), 
macroglía: astrocitos y células de Müller (GFAP, en morado) y microglía (Iba1, en amarillo). Las 
secciones se observaron con el microscopio a los aumentos indicados (10x o 20x), y se realizaron 
los contajes de forma directa al microscopio en el caso de las CGR y de la microglía retiniana, o 
se tomaron microfotografías para el resto de los análisis. Brn3a, homeobox específica del 
cerebro/proteína de dominio POU 3A; GFAP, Proteína ácida fibrilar glial; Iba1, molécula 
adaptadora 1 de unión al calcio ionizado; NeuN, proteína de unión a hexaribonucleótidos-3; NGL, 
núcleo geniculado lateral; CS, colículo superior; V1, corteza visual primaria. 
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Las secciones de retina se recogieron en portaobjetos gelatinizados (2 secciones 

por portaobjetos), manteniendo siempre las referencias anatómicas de la retina, con el 

fin de poder identificar las regiones de retina nasal, central y temporal, y las áreas 

superior, central e inferior (Fig. 31 A). De esta manera, el estudio de la retina se realizó 

considerando su organización anatómica espacial tanto en el eje horizontal, con las 

regiones nasal, central y temporal; como en el eje vertical, con las zonas superior, central 

e inferior; dando lugar a 9 áreas anatómicas en la retina que denominaremos: nasal 

superior (NS), nasal central (NC), nasal inferior (NI), central superior (CS), central central 

(CC), central inferior (CI), temporal superior (TS), temporal central (TC) y temporal 

inferior (TI) (Fig. 32). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Organización anatómica espacial de la retina. Esquema de las consideraciones 
anatómicas aplicadas al estudio de la retina, mediante la que se obtienen 9 áreas en base a los 
planos de corte sagitales realizados sobre el eje horizontal, que permite establecer las regiones 
Nasal (N), Central (C) y Temporal (T), en la imagen de la izquierda; y la organización en el eje 
vertical en las zonas Superior (S), Central (C) e Inferior (I) establecidas sobre cada uno de los 
cortes de retina sobre los portaobjetos, en la imagen de la derecha. Imagen tomada de 
Fernández-Albarral et al., 2021 y modificada. 
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Las secciones de cerebro se recogieron en portaobjetos gelatinizados (4 

secciones en cada uno) seleccionando al microscopio las zonas de interés en base a un 

atlas neuroanatómico (Paxinos & Watson, 2007) (Fig. 31 B). Las áreas de interés fueron 

los 3 núcleos de relevo principales de la vía visual: el núcleo geniculado lateral (Bregma: 

desde –4.20 hasta –4,44; NGL), el colículo superior (Bregma: desde -4.92 hasta –5,60; 

CS) y la corteza visual primaria (Bregma: -4,92 hasta -7,32; V1) (Fig. 33). Los portaobjetos 

con las secciones fueron almacenados a -30°C hasta su posterior uso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Principales núcleos de relevo de la vía visual. Se muestran las secciones coronales 
del atlas neuroanatómico Paxinos & Watson, 2007 en las que se localizan los 3 núcleos de relevo 
de la vía visual que son objeto del presente estudio: el núcleo geniculado lateral (NGL) en verde, 
el colículo superior (CS) en rojo, y la corteza visual primaria (V1) en azul. Tomada de Paxinos & 
Watson, 2007 y modificada. 
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7. Análisis Inmunohistoquímicos 

Los análisis inmunohistoquímicos se realizaron en las secciones seleccionadas de 

los tejidos, siguiendo un protocolo previamente empleado por nuestro grupo de 

investigación (Martínez-López et al., 2024) con algunas modificaciones. En cada uno de 

los grupos experimentales se seleccionaron muestras de, al menos, 5 animales 

diferentes para los análisis de los anticuerpos de interés. Para la realización de los análisis 

inmunohistoquímicos, los portaobjetos se dejaron a temperatura ambiente (TA) durante 

30 min. Todos los lavados e incubaciones se realizaron en tampón de 

inmunohistoquímica [tampón IHQ: 0,1M PBS, pH 7,4; 0,5% albúmina de suero bovino 

(bovine serum albumin, BSA, Sigma Aldrich, Merck, Alemania); 0,3% Tritón X-100 (Sigma 

Aldrich, Merck, Alemania). En primer lugar, se bloqueó la peroxidasa endógena con una 

solución de 0,5% de peróxido de hidrógeno (Merck KGaE, Alemania) disuelto en tampón 

de IHQ, durante 15 min. a TA. A continuación, se realizaron 3 lavados con tampón IHQ y 

se dejaron las muestras en incubación con el anticuerpo primario durante toda la noche 

a 4°C (Tabla 4, Figs. 31). Al día siguiente, tras la realización de tres lavados con tampón 

IHQ, con el fin de eliminar el anticuerpo sobrante, se incubaron las muestras con el 

correspondiente anticuerpo secundario, durante 2h a TA (Tabla 4). Después, se realizaron 

3 lavados con tampón IHQ y se incubaron las muestras durante 90 min. con el complejo 

avidina-biotina peroxidasa (Vectastain ABC Kit, Thermo Scientific, MA, EE. UU.; [1:250]) 

a TA. El revelado se realizó con 3,3- diaminobencidina (DAB, Sigma Aldrich, MA, EE. UU.) 

activada con 0,2% de peróxido de hidrógeno en PBS 1X, durante 10 min.  

aproximadamente, en función del anticuerpo empleado en cada caso. Los portaobjetos 

se montaron con Aquatex® (Merck KGaE, Alemania).   

Cada prueba inmunohistoquímica contenía al menos un portaobjetos con tejido 

de un animal de cada grupo experimental; además, en el caso de la retina había un 

portaobjetos de cada región (N, C y T), y en el caso de la vía visual de cada núcleo de 

estudio (CS, NGL y V1). Siempre se incluyó un control negativo (sin anticuerpo primario) 

para evaluar la especificidad de la prueba. 
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Los portaobjetos con las secciones inmunomarcadas se observaron en un 

microscopio ZEISS, que tiene acoplada una cámara de fotos de alta resolución (Zeiss 

Axioplan 712 color, Alemania) (Fig. 31). Se empleó un software específico para la 

obtención de microfotografías (ZEN2, Carl Zeiss AG, Alemania) manteniendo siempre 

fijas las condiciones ópticas de luz, brillo y contraste. Las láminas que contienen las 

microfotografías se han preparado empleando el programa Adobe Photoshop CS4 

Extended versión 10.0 (Adobe Systems, CA, EE. UU.). 

 

 

Tabla 4. Anticuerpos empleados en los análisis inmunohistoquímicos 

Célula 
marcada 

Proteína 
marcada 

Anticuerpo primario Concentración Anticuerpo secundario Concentración 

 

Células 
ganglionares 
de la retina 

(CGR) 

Brn3a 
Anti-Brn3a 
monoclonal 

de ratón 

Millipore, 
Merck, 

Alemania,                        
MAB1585 

[1:600] 
Anti- ratón 
IgG (H+L) 

Biotinilado 
de cabra 

Vector 
Laboratories, 
CA, EE.UU., 

BA9200 

[1:200] 

 

 

Neuronas NeuN 
Anti-NeuN 

clon A60 de 
ratón 

Millipore,  
Merck, 

Alemania,                                        
MAB377 

 [1:600]  

Astrocitos y 
células de 

Müller 
GFAP 

Anti-GFAP 
monoclonal 
de conejo 

Dako,  
Agilent, CA, 

EE.UU.,                                                  
Z0334 

[1:600] 

Anti-conejo 
IgG (H+L) 

Biotinilado 
de cabra 

Thermo 
Scientific, 

MA, EE.UU.,         
31820 

[1:200] 

 

 

Células 
microgliales 

Iba1 
Anti-Iba1 

monoclonal 
de conejo 

Wako 
Chemicals, 

Fujifilm, 
Alemania               

019-19741 

[1:1000] 

 

 

Brn3a, homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3A; NeuN, proteína de unión a 
hexaribonucleótidos-3; GFAP, proteína ácida fibrilar glial; Iba1, molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado.  
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7.1. Inmunofluorescencia 

Los análisis de inmunofluorescencia (IF) se realizaron en secciones de retina 

siguiendo el protocolo descrito en estudios previos del grupo (Fernández-Albarral et al., 

2021). En este caso, el objetivo fue la identificación de posibles mecanismos moleculares 

subyacentes y, para ello, se realizaron dobles marcajes por IF para la identificación en 

determinadas poblaciones celulares de la retina (CGR, astrocitos/células de Müller, 

células de microglía) de marcadores de la vía del inflamasoma, en concreto, NLRP3 

(Receptor tipo NOD dominio pirina 3) y TLR4 (Receptor tipo Toll 4). Todos los lavados e 

incubaciones se realizaron en tampón de IF [0,1 M PBS, pH 7,4 (Sigma-Aldrich, Merck, 

Alemania), 0,1% Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania)]. Para la realización de 

las IF, los portaobjetos se dejaron a TA durante 30 min., y a continuación se hidrataron 

en PBS 0,1M durante 15 min. Se realizaron 3 lavados con tampón de IF, y se realizó la 

incubación toda la noche a 4°C, con los anticuerpos primarios (Tabla 5) diluidos en 

tampón de IF con un 0,5% de suero universal Animal-Free Blocker® and Diluent, R.T.U. 

(Vector Laboratories, Inc., CA, EE. UU.). Se realizaron 3 lavados con tampón de IF para 

eliminar el anticuerpo sobrante y, a continuación, se realizó una incubación de 2h a TA 

con los anticuerpos secundarios específicos (Tabla 5). Tras 3 lavados con tampón de IF, 

se montaron las preparaciones con medio de montaje (Vectashield Vibrance Antifade® 

con DAPI, Vector Laboratories, Inc., CA, EE. UU.). Las secciones inmunomarcadas se 

observaron con el microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioplan Microscope, Alemania), 

acoplado a una cámara de alta resolución (Zeiss Axioplan 712 color, Alemania) empleada 

para la captura de imágenes. Se empleó un software específico (ZEN2, Carl Zeiss AG, 

Alemania) manteniendo siempre fijas las condiciones ópticas de luz, brillo y contraste. 

Las láminas que contienen las microfotografías se han preparado empleando el 

programa Adobe Photoshop CS4 Extended versión 10.0 (Adobe Systems, CA, EE. UU.). 
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Tabla 5. Anticuerpos empleados en los análisis de inmunofluorescencia 

Color Anticuerpo primario Concentración Anticuerpo secundario Concentración 

 

Verde 

Anti-NLRP3 
monoclonal de 

conejo 

Novus 
Biological, 

CO, EE.UU., 
NBP2-12446  

[1:500] 
Anti-Conejo IgG 

H&L de cabra  
(Alexa Fluor® 488) 

Abcam, 
Reindo Unido, 

150077 
[1:500]  

Anti-TLR4 
monoclonal de 

ratón 

Santa Cruz, 
CA, EE.UU., 
SC293072 

[1:200] 
Anti-Ratón IgG 
H&L de cabra  

(Alexa Fluor® 488) 

Abcam,  
Reino Unido, 

A11001 
[1:300]  

Rojo 

Anti-Brn3a 
monoclonal de 

ratón 

Millipore, 
Merck, 

Alemania            
MAB1585 

[1:600] 

Anti-Ratón IgG1 
Cross-Adsorbed de 

cabra  
(Alexa Fluor™ 594) 

Thermo 
Scientific,  

MA, EE.UU.,    
A21125 

[1:1000]  

Anti-GFAP 
monoclonal de 

pollo 

Sigma 
Aldrich, 
Merck, 

Alemania 
AB5541 

[1:500] 
Anti-Pollo IgY 
(H+L) de cabra  

(Alexa Fluor™ 594) 

Thermo 
Scientific,  

MA, EE.UU., 
A11042 

[1:500]  

Anti-Iba1 
monoclonal de 

cabra 

Abcam, 
Reino 
Unido, 
AB5076 

[1:1000] 

Anti-Cabra IgG 
(H+L) Cross-

Adsorbed de burro  
(Alexa Fluor™ 594) 

Thermo 
Scientific,  

MA, EE.UU., 
A11058 

[1:700]  

NLRP3, Dominio pirina 3 de la familia NLR; TLR4, receptor tipo Toll 4; Brn3a, homeobox específica del cerebro/proteína 
de dominio POU 3A; GFAP, proteína ácida fibrilar glial; Iba1, molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado. 
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8. Análisis Cuantitativo 

8.1 Espesor de la retina: datos obtenidos en la TCO 

El análisis de los datos de TCO se realizó mediante la medición del espesor de la retina 

total en 61 cortes. Se dividió el área observada en círculos concéntricos por proximidad 

al disco óptico siguiendo el modelo EDTRS: 1, 2, 3 mm. De esta forma se obtienen tres 

áreas circulares concéntricas: un área central (C0) que corresponde a la zona más 

cercana al disco óptico, un área sectorial cuyo límite circunferencial está a 1 mm del disco 

(AS1) y un área más externa cuyo límite se encuentra a 2 mm del disco (AS2). Estas dos 

áreas se dividieron a su vez en las zonas Temporal, Nasal, Superior e Inferior, 

estableciendo así 8 regiones de estudio (Fig. 34): sector 1 (T1, I1, N1, S1) y sector 2 (T2, 

I2, N2, S2). 

 

Figura 34. Imagen de la retina obtenida por tomografía de coherencia óptica (TCO). Áreas 
descritas en el análisis.  A) Imagen obtenida en la TCO, en la que se ha superpuesto el esquema 
de las regiones a analizar. B) Esquema de las regiones establecidas en el análisis de TCO. Área 
central (C0), o zona más cercana al disco óptico; área sectorial situada a 1 mm del disco (S1, en 
amarillo); y área más externa situada a 2 mm del disco (S2, en rojo). Se indican las áreas en 
función de la distribución anatómica: I, Inferior; N, Nasal; y T, Temporal.  
 

El área de retina analizado se delimito de forma manual en una imagen en plano 

(Fig. 35). Se consideró como retina total el área desde la capa limitante interna hasta la 

membrana de Bruch. Se llevó a cabo una revisión posterior por parte del investigador 

experimentado quien realizó correcciones manuales en el caso de ser necesarias.  
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Figura 35. Esquema de la retina en el análisis del espesor total de la retina por tomografía de 

coherencia óptica (TCO). Las líneas rojas indican el área de retina empleado para medir el 
espesor de la retina. ILM, Membrana Limitante Interna; BM, membrana de Bruch. Barra de 
aumentos: 200 µm. 
 

Además, se realizó el análisis del espesor de la CFNO, cuya área se delimitó 

también manualmente por el mismo examinador sobre un B-Scan peripapilar centrado 

en el NO (Fig. 36). La capa de fibras se midió en seis sectores proporcionados por el 

software de Heidelberg: Nasal (N), Temporal (T), Nasal superior (NS), Temporal Superior 

(TS) y Nasal Inferior (NI), Temporal Inferior (TI). La media de todos los sectores se muestra 

en el centro como el valor global (G).  

 

 

Figura 36. Esquema de la retina en el análisis del espesor de capas de fibras por tomografía de 

coherencia óptica (TCO). A la izquierda imagen de B-Scan de la TCO y a la derecha las áreas de 
estudio. La línea roja delimita la membrana limitante interna y la azul la capa de fibras del nervio 
óptico (NO).  ILM, Membrana Limitante Interna; RNFL, Capa de fibras retinianas; G, Global; N, 
Nasal; NI, Nasal Inferior; NS, Nasal Superior; T, Temporal; TI, Temporal Inferior; TS, Temporal 
Superior. Barra de aumentos: 200 µm.  
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8.2 Análisis cuantitativo de los marcadores celulares 

de la retina 
En todos los casos, las valoraciones de los diferentes marcadores se realizaron a 

ciegas respecto al grupo experimental analizado, y se llevó a cabo por dos miembros del 

grupo de investigación, considerando siempre menos de un 15% de coeficiente de 

variación entre las medidas de ambos investigadores.  

a. Células ganglionares de la retina (CGR) 

Brn3a (homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3A) es un 

marcador específico de las CGR (Nadal-Nicolás et al., 2009). Las secciones 

inmunoteñidas con Brn3a se observaron en el microscopio con un aumento de 10x. Se 

contaron todas las células Brn3a positivas en cada una de las áreas de la retina. Los datos 

se expresan como el número de células Brn3a positivas (Fig. 37). 

 

Figura 37. Análisis por contaje de las células Brn3a positivas en retina. Imagen representativa 
de la cuantificación realizada en el microscopio de las células ganglionares de la retina (CGR), 
marcadas con Brn3a (homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3A). Se indican 
mediante números cada una de las CGR presentes en esta imagen. Barra de aumentos: 50 µm. 
 

b. Células de macroglía: astrocitos y células de Müller 

Se empleó como marcador GFAP (proteína ácida fibrilar glial), marcador muy 

específico de la activación macroglial que se produce en respuesta a diferentes formas 

de daño en la retina; durante la macrogliosis los astrocitos y las células de Müller 

aumentan la expresión de este marcador (Eng, 1985). El marcaje de GFAP se cuantificó 

en microfotografías tomadas a 20x realizándose el densitometrado óptico-digital de 2 

microfotografías para cada una de las áreas de la retina analizadas mediante el empleo 

del software libre ImageJ (Research Services Branch-NIH, EE. UU.).  
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Se emplearon 8 regiones de interés (ROIS) por capa retiniana, lo que supone un área 

total analizada de 0,01 mm2 en cada capa y en total de la retina un área de 0,06 mm2, y 

2 ROIS adicionales para seleccionar los blancos del tejido y del portaobjetos (Fig. 38). En 

cada una de las áreas se analizaron de forma independiente las siguientes capas de la 

retina: capa de CFNO y de CCG juntas, CPI, CNI, CPE, CNE y EP. Los resultados se expresan 

en unidades arbitrarias de densidad óptica (D.O.). 

 

 

Figura 38. Análisis por densitometrado del marcaje de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) en 
retina. Imagen representativa de la cuantificación realizada en cada una de las microfotografías 
de retina con marcaje de GFAP (proteína ácida fibrilar glial). Se indican (recuadro amarillo) las 
regiones de interés (ROIS) empleadas y su localización en cada una de las capas de la retina. Se 
incluyen dos blancos (ROIS 1 y 2) y ocho ROIS por cada una de las capas: CCG, Capa Células 
Ganglionares (ROIS 3-10); CPI, Capa Plexiforme Interna (ROIS 11-18); CNI, Capa Nuclear Interna 
(ROIS 19-26); CPE, Capa Plexiforme Externa (ROIS 27-34); CNE, Capa Nuclear Externa (ROIS 35-
42) y EPR, Epitelio Pigmentario Retiniano (ROIS 43-50).  Barra de aumentos: 50 µm.  
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c. Células de microglía 

Iba1 (molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado) es un marcador específico 

de las células microgliales, cuya expresión aumenta en procesos de activación microglial 

(Ito et al., 1998). La cuantificación de las células Iba1 positivas se realizó por contajes 

directos en el microscopio a 10x aumentos. Se contaron todas las células positivas en 

cada una de las 9 áreas y, en ellas, en las siguientes capas de la retina: CCG-CFNO, CPI, 

CNI, CPE, CNE+SE (Fig. 39).   

 

  

Figura 39. Análisis por contaje de las células Iba1 positivas en retina. Imagen representativa de 
la cuantificación realizada en el microscopio de las células microgliales de la retina, marcadas 
con Iba1 (molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado). Se indican con números cada una 
de las células presentes en las distintas capas retinianas: CCG-CFNO, Capa Células Ganglionares 
y Fibras del Nervio Óptico; CPI, Capa Plexiforme Interna; CNI, Capa Nuclear Interna; CPE, Capa 
Plexiforme Externa y CNE+SE, Capa Nuclear Externa y Segmento Externo de los fotorreceptores. 
Barra de aumentos: 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 MATERIAL Y MÉTODOS__________________________________________________________ 
 

 
 

108 

En condiciones patológicas se produce un cambio en el patrón de distribución de 

microglía hacia las capas nucleares de la retina, y cambios en su morfología, pasando del 

morfotipo que tienen en situación de inmunovigilancia hacia el de microglía migratoria 

activada (Ito et al., 1998). Por ello, se analizó también el nivel de activación microglial, 

mediante el estudio de la morfología y orientación de estas células considerando la capa 

en la que se encuentran. Se distinguen 3 morfotipos: radial (RD), con un soma redondo 

con prolongaciones en todas las direcciones del espacio; horizontal (HZ), con las 

prolongaciones paralelas a las capas de la retina, en el eje horizontal; y vertical (VT) con 

las prolongaciones perpendiculares a las capas de la retina, en el eje vertical, entre 

distintas capas (Fig. 40; Martínez-López et al., 2024). Los valores del total de células 

microgliales por área y/o capa se expresan en células Iba1 positivas; los valores de los 

morfotipos microgliales se expresan como el porcentaje de cada morfotipo respecto al 

total de células para cada área y/o capa de la retina. 

 

 

Figura 40. Morfotipos representativos de las células microgliales en la retina. Se muestran los 
distintos morfotipos presentes en la retina tras el marcaje con Iba1 (molécula adaptadora 1 de 
unión al calcio ionizado): morfotipo radial (RD), cuya morfología consiste en un soma redondo y 
prolongaciones en todas las direcciones característico de una microglía vigilante; morfotipo 
horizontal (HZ), con las prolongaciones en el eje horizontal, extendiéndose a lo largo de la misma 
capa; y morfotipo vertical (VT) con las prolongaciones extendidas en vertical, extendiendo sus 
ramificaciones entre distintas capas de la retina. Barra de aumentos: 100 µm.  
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8.3 Análisis cuantitativo de los marcadores celulares de 

la vía visual 
Los análisis de la vía visual se realizaron en los 3 núcleos de relevo principales: CS, 

NGL y V1. En todos los casos, las valoraciones de los diferentes marcadores se realizaron 

a ciegas respecto al grupo experimental analizado, y se llevó a cabo por dos miembros 

del grupo de investigación, considerando siempre menos de un 15% de coeficiente de 

variación entre las medidas de ambos investigadores.  

a. Neuronas 

NeuN (proteína de unión a hexaribonucleótidos-3) es un marcador ampliamente 

usado para la identificación de neuronas ya que se localiza en los núcleos y en el 

citoplasma perinuclear de la mayoría de las neuronas del SNC de los mamíferos (Mullen 

et al., 1992). El análisis cuantitativo de las células NeuN positivas, se realizó sobre 2 

microfotografías tomadas con un aumento de 10x, de cada una de las zonas de estudio. 

En cada una de las microfotografías se realizó un análisis por densitometría óptica digital 

empleando el software libre ImageJ (Research Services Branch-NIH, EE. UU.); para lo que 

se diseñaron ROIS específicos. En el caso del CS y el NGL se emplearon 6 ROIS de un área 

específica de 0,034 mm2, lo que supone un área total analizada de 0,16 mm2en cada 

núcleo, que se localizaron de forma aleatoria dentro de cada una de las microfotografías 

(Fig. 41 A y B), y en el caso de V1 se emplearon 4 ROIS del mismo tamaño 0,012 mm2, en 

cada una de las capas (Fig. 41 C), lo que supone un área total analizada de V1 de 0,16 

mm2
. En todos los casos los resultados se expresan en unidades arbitrarias de D.O. 
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Figura 41. Análisis por densitometrado del marcaje con NeuN en núcleos de la vía visual. 
Microfotografías representativas de la cuantificación realizada en cada uno de los núcleos de 
relevo de la vía visual estudiados para el marcaje con NeuN (proteína de unión a 
hexaribonucleótidos-3). Se indican (recuadro amarillo) las regiones de interés (ROIS) empleadas 
y su localización en cada una de las áreas de la vía visual. Se incluyen dos blancos (ROIS 1 y 2). A. 
y B. Ejemplo de la posición de los 6 ROIS (3-8) empleados en las áreas de Colículo Superior y 
Núcleo Geniculado Lateral respectivamente. B. ejemplo de la posición de los 2-4 ROIS empleados 
en las distintas capas de Corteza Visual Primaria: Capa I (ROIS 2-4), Capa II (ROIS 5-6), Capa III 
(ROIS 7-11), Capa IV-V (ROIS 12-15) y Capa VI (ROIS 16-17). Barra de aumentos: 50 µm. 
 
 

b. Células de macroglía: astrocitos  

Como se indicó anteriormente, se empleó como marcador GFAP. El análisis 

cuantitativo de las células de GFAP positivas se realizó sobre 2 microfotografías, tomadas 

con un aumento de 10x, de cada una de las zonas de estudio. En cada una de las 

microfotografías se realizó un análisis por densitometría óptica digital empleando el 

software libre ImageJ (Research Services Branch-NIH, E.E.U.U.); para ello se diseñaron 10 

ROIS con el mismo tamaño, 0,02 mm2 para cada área de la vía visual que se localizaron 

de forma aleatoria dentro de cada una de las microfotografías (Fig. 42). El área total 

cuantificada en cada zona de estudio es de 0,21 mm2. En todos los casos los resultados 

se expresan en unidades arbitrarias de D.O. 
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Figura 42. Análisis por densitometrado del marcaje con GFAP en núcleos de la vía visual. 
Microfotografías representativas de la cuantificación realizada en cada uno de los núcleos de 
relevo de la vía visual estudiados para el marcaje con GFAP (proteína ácida fibrilar glial). Se 
indican (recuadro amarillo) las regiones de interés (ROIS) empleados y su localización. Se 
incluyen dos blancos (ROIS 1 y 2) y 10 ROIS (3-12) en todas las áreas. A. Colículo Superior; B. 
Núcleo Geniculado Lateral y C. Corteza Visual Primaria. Barra de aumentos: 50 µm. 
 
 

c. Células de microglía 

La evaluación cuantitativa de las células microgliales se llevó a cabo con el marcador 

Iba1. El análisis se realizó sobre 2 microfotografías tomadas con un aumento de 10x de 

cada una de las zonas de estudio. En cada una de las imágenes se incorporó una 

cuadricula de contaje y, empleando el software libre ImageJ (Research Services Branch-

NIH, EE. UU.), se contaron manualmente todas las células positivas de 6 cuadriculas de 

0,07mm2 cada una, el área total de estudio fue de 0,42 mm2 (Fig. 43). Los resultados 

obtenidos se expresaron como el número de células inmunopositivas (células Iba1+) por 

unidad de área (104 μm2).  

Además, en cada una de las cuadrículas de contaje de la cuadricula, se analizó la 

morfología de estas células, distinguiendo entre los siguientes morfotipos (Fig. 44; Diz-

Chaves et al., 2012): I, microglía residente de soma pequeño y prolongaciones largas; II, 

microglía residente con un soma mayor y clásicamente dos prolongaciones en el eje 

vertical; III, soma con forma piramidal y tres prolongaciones; IV, soma grande y 

redondeado, con prolongaciones cortas y gruesas en todas las direcciones y V, 

morfología ameboide típica. Se calculó el porcentaje de cada morfotipo en relación con 

el número total de células Iba1+. Los resultados obtenidos se expresaron como el 

porcentaje relativo de cada uno de los morfotipos respecto al número total de células 

inmunopositivas (células Iba1+). 
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Figura 43. Análisis por contaje de las células Iba1 positivas. Imágenes representativas de la 
cuantificación realizada en cada una de las microfotografías de los núcleos de relevo de la vía 
visual para el marcaje con Iba1 (molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado). A la izquierda 
se indican las cuadriculas empleados en una imagen representativa de un área de la vía visual 
(recuadros rojos). A la derecha se muestra una imagen ampliada de una de las cuadrículas, con 
el contaje realizado en el mismo. Barras de aumentos: 50 µm. 
 
 

 

Figura 44. Morfotipos de las células de microglía cerebrales. Se muestran microfotografías 
representativas de los distintos morfotipos microglías cerebrales. Morfotipo I: microglía 
residente de soma pequeño y prolongaciones largas; Morfotipo II: microglía residente con un 
soma mayor y clásicamente dos prolongaciones en el eje vertical; Morfotipo III: soma con forma 
piramidal y tres prolongaciones; Morfotipo IV: soma grande y redondeado, con prolongaciones 
cortas y gruesas en todas las direcciones; y; Morfotipo V: morfología ameboide típica. Barra de 
aumentos: 10 µm.  
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 9. Colocalizaciones por inmunofluorescencia 

Los estudios de colocalización se realizaron en la retina. Se seleccionaron 

portaobjetos con secciones de retina correspondientes a animales de los grupos 

experimentales que hubieran mostrado mayor daño neuronal y mayor activación glial 

(seleccionados tras la realización de los estudios previos) y animales control VH+VH. Se 

analizó al microscopio la colocalización (o no) de cada uno de los marcadores estudiados, 

mediante el empleo de los filtros adecuados al marcaje del anticuerpo secundario (verde 

y rojo) (ver apartado 7.1. “Inmunofluorescencia”) y se tomaron microfotografías 

representativas.  

10. Análisis Estadísticos 

Los datos se analizaron considerando dos factores independientes: el fármaco 

antineoplásico CIS, con dos niveles (CIS o VH), y el tratamiento experimental CIL, con dos 

niveles (CIL o VH). Los resultados se analizaron mediante pruebas paramétricas siempre 

que se cumplieran los criterios de normalidad y homocedasticidad, que se verificaron 

usando las pruebas de Shapiro Wilk y Levene, respectivamente. Se realizaron análisis de 

la varianza (ANOVA) de 2 vías siempre que fue posible, y en el caso de encontrar una 

interacción significativa entre los factores (tratamientos farmacológicos) se realizaron 

comparaciones a posteriori mediante el test de Tukey. En todos los casos se consideraron 

diferencias estadísticamente significativas siempre que el p valor fuera menor a 0,05 

(p<0,05). Los resultados se presentan siempre como la media ± la desviación estándar 

(D.E.). El análisis estadístico se realizó empleando el software SPSS Statistics ®, versión 

25 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.) y los resultados fueron representados gráficamente 

con GraphPad Prism ®, versión 8.0.2 (San Diego, CA, EE. UU.). 
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Resultados  

Evolución del peso corporal  

En este estudio la administración de una única dosis de CIS indujo una marcada 

disminución en la ganancia de peso. El análisis de los datos de peso a lo largo del estudio 

(Tabla 7, Fig. 45 A) mostró que una única dosis de CIS induce una reducción significativa 

sobre el peso de los animales desde el cuarto día tras su administración, efecto que se 

mantuvo hasta el final del tratamiento (día 5). Por el contrario, la administración repetida 

de CIL no pareció afectar al peso de los animales, ni tampoco se observó una interacción 

CIS x CIL significativa entre los fármacos en este parámetro (Tabla 6, Fig. 45 A). Hay que 

indicar que en este estudio no pudimos disponer del registro de peso del total de los 

animales durante todos los días por problemas en el alojamiento de estos y en su 

manipulación por ello contamos con una n=5-6 animales por grupo experimental.   

 

Figura 45. Efectos sobre el peso corporal (en gramos, g). Ratas Wistar macho recibieron una 
única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas 
de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis se 
realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En las gráficas se muestran las medias ± 
desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. A) 
Evolución del peso corporal (en gramos, g) a lo largo de los días del tratamiento. Se muestran los 
datos como la media ± desviación estándar (D.E.). ANOVA de 2 vías para cada día: efecto general 
de CIS, aa p<0,01; aaa p<0,005. B) Diferencia de peso corporal, peso final frente inicial. ANOVA 
de 2 vías, post-hoc: **** p<0,001 vs VH+VH; ### p<0,05; #### p<0,001 vs CIS+VH.  n=5 animales 
en los grupos VH+VH, VH+CIL y 6 animales en los grupos CIS+VH, CIS+CIL. 
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La observación detallada de la evolución de peso de los animales (Fig. 48) sugirió 

un posible efecto de la CIL en los días finales del estudio, por lo que se hizo un análisis 

adicional considerando la diferencia de peso en los animales frente a su peso 

inicial/basal. Confirmamos el efecto estadísticamente significativo del CIS [F (1,18) 

=163,47; p<0,001], así como un efecto estadísticamente significativo de la CIL [F (1,18) 

=6,90; p=0,017] y de la interacción CIS x CIL entre los fármacos [F (1,18) =5,58; p=0,03]. 

El análisis a posteriori (Fig. 45 B) mostró que el CIS produjo una pérdida de peso 

estadísticamente significativa [CIS+VH vs VH+VH, p<0,001], de alrededor del 10%. En los 

animales control (VH+VH) se observaba una ganancia de peso, de alrededor de un 5% 

respecto a su peso inicial, similar a la observada en el grupo tratado con CIL (VH+CIL). La 

interacción CIS x CIL mostró una pérdida de peso menor en comparación con los 

animales CIS+VH [CIS+CIL vs VH+VH, p<0,001; CIS+CIL vs CIL+VH, p=0,008]. 

Tabla 6.  Análisis de la variación de peso corporal durante los días de modelo experimental: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

  CIS CIL INTERACCIÓN 

Basal F=0,26; ns F=0,00; ns F=0,26; ns 

Día 1 F=0,26; ns F=0,02; ns F=0,30; ns 

Día 2 F=0,41; ns F=0,04; ns F=0,45; ns 

Día 3 F=3,59; ns F=0,17; ns F=1,03; ns 

Día 4 F=8,33; p=0,01 F=0,58; ns F=1,76; ns 

Día 5 F=13,44; p=0,002 F=1,06; ns F=1,88; ns 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,18), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); Interacción de los factores 
CIS x CIL. n=5 animales en los grupos VH+VH, VH+CIL y 6 animales en los grupos CIS+VH, CIS+CIL. 
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Parámetros bioquímicos: función renal 

En el presente estudio, la administración de los dos fármacos provocó una 

modificación significativa de los parámetros bioquímicos analizados en relación con la 

función renal (Fig. 46). Tanto los niveles de NUS como de creatinina sérica se vieron 

modificados por la administración de una dosis única de CIS [NUS: F(1,18)=37,15; 

p<0,001; Crea: F(1,18)=57,37; p<0,001], se vieron afectados también por la 

administración repetida de CIL [NUS: F(1,18)=14,48; p=0,001; Crea: F(1,18)=22,15; 

p<0,001], y se encontró una interacción CIS x CIL significativa entre los tratamientos para 

los dos parámetros medidos [NUS: F(1,18)=11,46; p=0,003; Crea: F(1,18)=19,69; 

p<0,001]. Los análisis a posteriori mostraron que una única dosis de CIS era capaz de 

inducir un incremento estadísticamente significativo en los niveles tanto de NUS como 

de creatinina sérica, es decir, incrementaba los niveles de los marcadores de 

nefrotoxicidad, mientras que la administración repetida de CIL, que per se no parecía 

afectar a la función renal, era capaz de hacer volver estos parámetros a los niveles 

observados en los animales control (VH+VH);  CIL atenúa el daño nefrotóxico inducido 

por el CIS. 

 

 

Figura 46. Efecto sobre el NUS y la creatinina sérica (en mg/dL). Ratas Wistar macho recibieron 
una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis 
repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis 
se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las medias 
± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. A) 
Niveles de NUS (en mg/dL). Prueba de Kruskall-Wallis: efecto global significativo de la 

interacción: **** p<0,001 vs VH+VH; #### p<0,001 vs CIS+VH. B) Niveles de creatinina sérica (en 
mg/dL). Prueba de Kruskall-Wallis: efecto global significativo de la interacción: **** p<0,001 vs 
VH+VH; #### p<0,001 vs CIS+VH. n=5 animales en los grupos VH+VH, VH+CIL y 6 animales en los 
grupos CIS+VH, CIS+CIL. 
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Estudio in vivo: resultados de la TCO 

Como se indicó en la sección de Material y Métodos (pág. 91), en este estudio, 

se realizó una primera aproximación in vivo, en la que se llevó a cabo la valoración de las 

retinas de nuestros animales experimentales mediante TCO. En este primer estudio 

piloto se registró el peso de los animales, pero, posiblemente debido al bajo número de 

datos, no encontramos efectos de los fármacos sobre la evolución del peso corporal 

(resultados no significativos, no se muestran; Fig. 47). 

 

Figura 47. Evolución del peso corporal (en gramos, g). Ratas Wistar macho recibieron una única 
dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis se realizaron 
a los 6 días tras la administración con CIS. En la gráfica se muestran las medias ± desviación 
estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. n=2 animales por 
cada grupo experimental. 
 

Se analizaron las diferentes regiones de la retina, en una primera aproximación, 

considerando tres círculos concéntricos por proximidad al disco óptico: un área central 

(C0), un área sectorial (AS1) con límite a 1 mm del disco óptico y un área AS2 cuyo límite 

está a 2 mm del disco; así como las zonas de regionalización dentro de estas: I, N, S y T. 

En este primer análisis (Fig. 48) solo se vieron diferencias en el C0, debidas al tratamiento 

con CIL, donde se veía una reducción en el grosor de la retina (VH+VH vs VH+CIL, p=0,04); 

y en S1 (CIS+VH vs VH+CIL, p=0,05) y N2 (CIS+VH vs VH+CIL, p=0,04) donde las retinas de 

los animales tratados con CIS+VH presentaban un grosor mayor a la de los animales 

tratados con VH+CIL.  
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Figura 48. Espesor total de la retina (en micras). Análisis del espesor total de la retina en las 
distintas zonas: C0, centro óptico; S1, superior 1; I1, inferior 1; N1, nasal 1; T1, temporal 1; S2, 
superior 2; I2, inferior 2; N2, nasal 2; T2, temporal 2. Ratas Wistar macho recibieron una única 
dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis se realizaron 
a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las medias ± desviación 
estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: 
post-hoc * p<0,05 vs VH+VH, # p<0,05 vs CIS+VH. n=2 animales por cada grupo experimental.  

Con el fin de profundizar en la comprensión de estos resultados, se analizaron los 

datos agrupándolos por sectores (círculos concéntricos por proximidad al disco óptico: 

AS1 (S1+I1+N1+T1) y AS2 (S2+I2+N2+T2) y por zonas (Superior, S, S1+S2; Inferior, I, I1+I2; 

Nasal, N, N1+N2; Temporal, T, T1+T2). Se obtuvieron diferencias similares en las zonas S 

(CIS+VH vs VH+CIL, p=0,034) y N (CIS+VH vs VH+CIL, p=0,041], donde la retina 

presentaba un grosor mayor en los animales tratados con CIS+VH frente a los tratados 

con VH+CIL (Fig. 49). Se encontró un resultado similar al analizar los datos de AS1 

(CIS+VH vs VH+CIL, p=0,032), y se obtuvieron resultados más complejos al analizar el AS2 

donde, además del resultado ya descrito (CIS+VH vs VH+CIL, p=0,002), se observaba un 

incremento en el grosor de la retina tras el tratamiento con CIS (VH+VH vs CIS+VH, 

p=0,022). En el AS2 de la retina hay resultados más prometedores, ya que se observa un 

efecto del CIS, que induce un incremento en el grosor de la retina comparado con todos 

los grupos experimentales, posiblemente asociado a la aparición de un edema, 

prevenido, o atenuado, tras la administración de CIL.  
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Figura 49. Espesor total de la retina (en micras). Análisis del espesor total de la retina en micras 
en las distintas zonas agrupadas: S, superior, S1+S2; I, inferior, I1+I2; N, nasal, N1+N2; T, 
temporal, T1+T2; AS1, área sectorial 1, S1+I1+N1+T1; AS2, área sectorial 2, S2+I2+N2+T2). Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: post-hoc * p<0,05 vs VH+VH, # p<0,05 vs CIS+VH, ## 
p<0,01 vs CIS+VH. n=2 animales por cada grupo experimental.  
 
 

Con el fin de estudiar la existencia de un posible daño en el NO se analizó el grosor 

de la CFNO dividiendo su estudio en las zonas anatómicas de la retina: TS, temporal 

superior; T, temporal, TI, temporal inferior; NS, nasal superior, N, nasal y NI, nasal inferior 

y añadiendo la media de todas las áreas como el valor Global (G) de dicha retina. No se 

observaron diferencias en el grosor de la CFNO tras el tratamiento con los fármacos en 

este primer estudio piloto (Fig. 50). 
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Figura 50. Espesor de la capa de fibras del nervio óptico (en micras). Análisis del espesor de la 
capa de fibras en micras por las distintas zonas: G, global; TS, temporal superior; T, temporal; TI, 
temporal inferior; NS, nasal superior; N, nasal; NI, nasal inferior. Ratas Wistar macho recibieron 
una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis 
repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis 
se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las medias 
± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. n=2 
animales por cada grupo experimental. 
 

Estudio inmunohistoquímico de la retina 

• Análisis de células ganglionares (Brn3a) 

El análisis de la expresión de las células Brn3a+ en la totalidad de la retina no 

mostró diferencias estadísticamente significativas [CIS: F(1,12)=0,43; ns; CIL: F(1,12) 

=1,50; ns; CIS x CIL: F(1,12)=0,30; ns] (Fig. 51). Sin embargo, al analizar la expresión del 

marcador Brn3a en las diferentes áreas de la retina (Tabla 7, Fig. 52) encontramos un 

efecto estadísticamente significativo del CIS en las áreas CC (p=0,03) y TS (p<0,001), en 

las que se observó una reducción en la expresión de este marcador de CGR. Este análisis 

reveló un efecto estadísticamente significativo de la CIL, en las áreas NC (p=0,02) y TS 

(p=0,04), donde su efecto pareció incrementar la expresión del marcador Brn3a. En 

ninguna de las áreas se observó una interacción CIS x CIL significativa entre los fármacos. 
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Figura 51. Expresión de células Brn3+ (número) en la retina completa. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, 
dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los 
análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las 
medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; 
CIS+CIL. n=4 animales por cada grupo experimental. Barra de aumentos: 50 µm. 
 

Tabla 7. Análisis de la expresión de las células Brn3+ en las diferentes áreas de la retina: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

BRN3a+ NASAL CENTRAL TEMPORAL 

SUPERIOR 

CIS F= 0,14; ns F=0,83; ns F=25,03; p<0,001 

CIL F= 0,09; ns F=0,34; ns F=5,14; p=0,04 

 CIS x CIL F= 0,82; ns F=0,99; ns F=0,05; ns 

CENTRAL 

CIS F=1,23; ns F=5,82; p=0,33 F=0,02; ns 

CIL F=7,38; p=0,02 F=0,28; ns F=0,87; ns 

 CIS x CIL F=2,97; ns F=0,53; ns F=0,22; ns 

INFERIOR 

CIS F=0,01; ns F=0,95; ns F=0,46; ns 

CIL F=1,76; ns F=0,52; ns F=1,45; ns 

 CIS x CIL F=0,20; ns F=0,58; ns F=0,08; ns 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,12), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); Interacción, interacción de los 
factores CIS x CIL. n=4 animales en todos los grupos experimentales.  
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Figura 52. Expresión de células Brn3+ (número) en las diferentes áreas de la retina. Ratas Wistar 
macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL.  ANOVA de 2 vías: a, efecto general de CIS, a p<0,05; aaaa p<0,001; b, 
efecto general de CIL, b p<0,05. n=4 animales por cada grupo experimental.  
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• Análisis de Células Macrogliales (GFAP) 
El análisis de la expresión de GFAP en toda la retina no mostró efectos 

estadísticamente significativos en ninguno de los factores analizados [CIS: F (1,16) = 0,19, 

ns; CIL: F (1,16) = 0,69, ns;  CIS x CIL: F (1,16) =0,49, ns] (Fig. 53). El posterior análisis de 

la expresión de GFAP en cada una de las regiones y zonas de la retina (Tabla 8, Fig. 54) 

reveló que el CIS ejerce un efecto estadísticamente significativo en NC (p=0,004) donde 

la expresión de GFAP aumenta, mientras que en las regiones temporales tanto en la 

zonas superior y central los niveles de expresión de GFAP son significativamente 

menores (p<0,001 y p=0,04, respectivamente). Por otro lado, la administración de CIL 

también afectó de forma estadísticamente significativa a la expresión de GFAP, en 

concreto, en NS (p=0,03) donde CIL redujo la expresión de GFAP, y en CS (p=0,04) y TC 

(p=0,004) donde CIL incrementó los niveles de expresión de la misma. La interacción CIS 

x CIL tuvo un efecto significativo en el área TI (p=0,03). Los análisis a posteriori en dicha 

zona mostraron diferencias entre los animales tratados con CIS con o sin CIL y los VH+CIL 

[CIS+VH vs VH+CIL, p=0,04; CIS+CIL vs VH+CIL, p=0,008]. 
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Figura 53. Expresión de GFAP (Densidad Óptica, D.O.) en la retina completa. Ratas Wistar 
macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. n=5 animales por cada grupo experimental. Barra de aumentos: 50 µm. 
 

Tabla 8. Análisis de la expresión de las células GFAP+ en las diferentes áreas de la retina: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías 

GFAP+ NASAL CENTRAL TEMPORAL 

SUPERIOR 

CIS F=0,17; ns F=0,34; ns F=19,89; p<0,001 

CIL F=5,77; p=0,03 F=4,89; p=0,042 F=4,04; ns 

CIS x CIL F=0,38; ns F=1,53; ns F=0,05; ns 

CENTRAL 

CIS F=11,59; p=0,004 F=0,00; ns F=11,64; p=0,04 

CIL F=3,45; ns F=0,20; ns F=11,35; p=0,01 

CIS x CIL F=0,54; ns F=1,11; ns F=0,39; ns 

INFERIOR 

CIS F=1,61; ns F=1,83; ns F=8,27; p=0,01 

CIL F=3,52; ns F=0,57; ns F=1,95; ns 

CIS x CIL F=4,11; ns F=1,28; ns F=5,91; p=0,03 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,16), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); CIS x CIL, interacción de los 
factores CIS x CIL. n=5 animales en todos los grupos experimentales. 
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Figura 54. Expresión de células GFAP+ (Densidad Óptica, D.O.) en las diferentes áreas de la 
retina. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su 
vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, 
durante un total de cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. 
En el histograma se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos 
experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: a, efecto general de CIS, aaa 
p<0,005, aaaa p<0,001; b, efecto general de CIL, b p<0,05, bbb p<0,005. ANOVA de 2 vías: post-
hoc, α p<0,05 vs VH+CIL, ααα p<0,005 vs VH+CIL. n=5 animales por cada grupo experimental. 

La expresión de GFAP se emplea tanto para estudiar la presencia y/o activación 

tanto de astrocitos como de células de Müller localizadas en capas diferentes de la 

retina: los astrocitos en las capas CCG y CFNO; mientras que las células de Müller tienen 

sus somas en la capa CNI y extienden sus prolongaciones por las distintas capas de la 

retina (ver Introducción). Por ello, en un análisis posterior, estudiamos la expresión de 

GFAP en las diferentes capas de la retina (Tabla 9, Fig. 55). Sólo encontramos un efecto 

estadísticamente significativo del CIS en las capas CPI (p=0,03) y SE (p=0,006), donde 

indujo un efecto opuesto: en CPI el CIS incremento de forma significativa la expresión de 

GFAP, mientras que en SE, la capa que incluye los segmentos externos de fotorreceptores 

la expresión de GFAP se vio reducida notablemente.  
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Por otro lado, la administración de CIL también provocó un efecto 

estadísticamente significativo en CNE (p=0,032), capa en la que indujo un aumento en la 

expresión de GFAP.  

Tabla 9. Análisis de la expresión de las células GFAP+ en las diferentes capas de la retina: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

GFAP+ CCG CPI CNI CPE CNE SE 

CIS F=0,38; ns F=5,64; p=0,03 F=2,36; ns F=0,79; ns F=0,50; ns F=9,97; p=0,01 

CIL F=0,53; ns F=2,29; ns F=0,22; ns F=3,01;  ns F=5,49; p=0,03 F=0,32; ns 

CIS x CIL F=0,43; ns F=0,25; ns F=0,20; ns F=0,33; ns F=0,18; ns F=0,84; ns 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,16), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); Interacción de los factores CIS 
x CIL. n=5 animales en todos los grupos experimentales. CCG, capa células ganglionares; CPI, capa 
plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear 
externa; SE, segmento externo. 
 

 

 

Figura 55. Expresión de células GFAP+ (Densidad Óptica, D.O.) en las diferentes capas de la 
retina. Análisis de la expresión de GFAP de cada capa retiniana (CCG, capa de células 
ganglionares; CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme 
externa; ONL, capa nuclear externa; SE, capa del segmento externo). Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, 
dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los 
análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las 
medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; 
CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: efecto general de CIS, a p<0,05, aa p<0,01; efecto general de CIL, b 
p<0,05. n=5 animales por cada grupo experimental. 
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• Análisis de células Microgliales (Iba1) 

El análisis de la expresión de células Iba1+ en la retina, global, mostró un efecto 

estadísticamente significativo del CIS [F(1,12)=10,64; p=0,007], que fue capaz de reducir 

de forma general la expresión de Iba1; así como un efecto estadísticamente significativo 

de la CIL [F(1,12)=11,57; p=0,005], que indujo el efecto contrario, incrementando la 

expresión de Iba1 (Fig. 56). Estos tratamientos farmacológicos no mostraron una 

interacción significativa [CIS x CIL: F(1,12)=0,51; ns]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Expresión de células Iba1+ (número) en la retina completa. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, 
dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los 
análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las 
medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; 
CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: a, efecto general de CIS, aa p<0,01; b, efecto general de CIL, bbb 
p<0,005. n=4 animales por cada grupo experimental. Barra de aumentos: 50 µm. 
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El análisis regional complementario (Fig. 57) reveló resultados estadísticos 

significativos (Tabla 10). Se observó un efecto generalizado de CIS reduciendo las células 

Iba1+ en las zonas nasales y centrales (NI p=0,024; NC p=0,03; NS p=0,004; CC p=0,007; 

CS p=0,04; excepto en CI). La CIL produjo un aumento en el número de células Iba1+ en 

dos de las zonas afectadas por el CIS (NI p<0,001; CS p=0,01), además de mostrar un 

aumento de numero de células en la zona CI (p=0,02). Por último, se vio que la 

combinación de ambos fármacos podía producir un cambio en el número de células 

Iba1+ solo en el área TC (p=0,02). La coadministración de CIS+CIL produjo un aumento 

de células que no se observa con la administración única del CIS [CIS+CIL vs CIS+VH, 

p=0,01]. 

 

Tabla 10. Análisis de la expresión de las células Iba1+ en las diferentes áreas de la retina: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

Iba1+ NASAL CENTRAL TEMPORAL 

SUPERIOR 

CIS F=13,11; p=0,01 F=5,16; p=0,04 F=2,26; ns 

CIL F=0,11; ns F=8,55; p=0,01 F=0,02; ns 

CIS x CIL F=4,21; ns F=2,11; ns F=1,19; ns 

CENTRAL 

CIS F=6,02; p=0,03 F=10,52; p=0,01 F=1,90; ns 

CIL F=2,31, ns F=1,36, ns F=7,78; p=0,02 

CIS x CIL F=3,35, ns F=0,07, ns F=7,40; p=0,02 

INFERIOR 

CIS F=6,70; p=0,02 F=1,92; ns F=2,21; ns 

CIL F=36,81; p<0,001 F=7,68; p=0,02 F=1,13; ns 

CIS x CIL F=0,72; ns F=0,15; ns F=1,29; ns 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,12), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); CIS x CIL, Interacción los 
factores CIS x CIL. n=4 animales en todos los grupos experimentales. 
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Figura 57. Expresión de células Iba1+ (número) en las diferentes áreas de la retina. Ratas Wistar 
macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: a, efecto general de CIS, a p<0,05; aa p<0,01; aaa 
p<0,005; b, efecto general de CIL, b p<0,05, bbbb p<0,001. ANOVA de 2 vías: post-hoc ## p<0,01 
vs CIS+VH. n=4 animales por cada grupo experimental.  

 

Con el objetivo de profundizar en el estudio de los anteriores efectos, se realizó 

el contaje del número de células Iba1+ en las diferentes capas de la retina (Fig. 58). El 

tratamiento con CIS no pareció alterar el número de células Iba1+ en ninguna capa (Tabla 

11), mientras que la administración de CIL sí produjo un efecto estadísticamente 

significativo en las capas CCG y CNE+SE [F(1,8)= 9,75; p=0,01 y CNE+SE: F(1,8)=5,55; 

p=0,04, respectivamente]: CIL incrementó el número de células Iba1+ en la CCG pero 

produjo una reducción en la capa de los segmentos externos de fotorreceptores y CNE 

(CNE+SE). 
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Tabla 11. Análisis de la expresión de las células Iba1+ en las diferentes capas de la retina: 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

Iba1+ CCG CPI CNI CPE CNE+SE 

CIS F=3,59; ns F=3,11; ns F=0,76; ns F=0,16; ns F=2,56; ns 

CIL F=9,75; p=0,01 F=0,06; ns F=0,84; ns F=0,48; ns F=5,55; p=0,04 

 CIS x CIL F=1,21; ns F=0,62; ns F=0,48; ns F=1,01; ns F=0,97; ns 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,12), seguidos del p-valor 
(p) en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); CIS x CIL, Interacción, 
interacción de los factores CIS x CIL. n=4 animales en todos los grupos experimentales. CCG, 
capa células ganglionares; CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa 
plexiforme externa; CNE+SE, capa nuclear externa + segmento externo. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Expresión de células Iba1+ (número) en las diferentes capas de la retina. Ratas Wistar 
macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: b, efecto general de CIL, b p<0,05, bb p<0,01. n=4 
animales por cada grupo experimental. CCG, capa de células ganglionares; CPI, capa plexiforme 
interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa; SE, 
capa del segmento externo. 
 

En cuanto al estudio de la expresión de Iba1 se evaluó además el grado de 

activación microglial mediante el análisis de los diferentes morfotipos en toda la retina 

(Fig. 59).  El análisis de morfotipos mostró un efecto estadísticamente significativo del 

CIS en el número de microglía de morfotipo RD [F(1,12)=4,77; p=0,05], en ausencia de 

efectos sobre los VT [F(1,12)=0,00, ns], y una ligera tendencia en los HZ [F(1,12)=4,48; 

p=0,06].  
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El CIS produjo una reducción estadísticamente significativa en los morfotipos RD, 

de forma neta o quizás relacionada con el ligero incremento (no significativo) en los HZ. 

El ANOVA mostró además un efecto de la administración de CIL, en este caso, sobre los 

morfotipos RD y VT [F(1,12)=8,43; p=0,013 y F(1,12)=21,91; p=0,001, respectivamente], 

en ausencia de efectos sobre HZ [F(1,12)=1,52, ns]. La administración de CIL incrementó 

la presencia de morfotipos RD, reduciendo los VT. No se detectó una interacción 

significativa entre los tratamientos a este nivel [CIS x CIL: HZ: F (1,12) =0,69, ns; VT: F 

(1,12) =1,39, ns; RD: F (1,12) =0,21, ns]. 

 

 

Figura 59. Expresión de células Iba1+ (número) en la retina completa. Diversidad de morfotipos 
microgliales y representación fotográfica de cada uno de los morfotipos. Análisis de los 
morfotipos (HZ, horizontal; VT, vertical; RD, radial) de células Iba1+ expresados en porcentaje (%) 
en toda la retina. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), 
o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, 
durante un total de cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. 
En el histograma se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos 
experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: a, efecto general de CIS, a 
p<0,05; b, efecto general de CIL, b p<0,05, bbbb p<0,001. n=4 animales por cada grupo 
experimental.  
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Estudio de la localización de marcadores del inflamasoma en 

la retina  

Con objeto de investigar los mecanismos moleculares implicados en el daño 

producido por el CIS en la retina, así como los posibles efectos protectores de las CIL nos 

centramos en el estudio del inflamasoma realizando para ello estudios de localización, 

por inmunofluorescencia, de los principales marcadores del inflamasoma: en concreto, 

se evaluó la expresión de los receptores NLRP3 y TLR4 en las diferentes poblaciones 

neuronales y gliales de la retina.  

El estudio se realizó en animales de los grupos tratados, CIS+VH y CIS+CIL, donde 

se pudo observar la colocalización del marcador NLRP3 con las CGR, marcadas con Brn3a 

(Fig. 60), pero no se pudo describir una colocalización del mismo con astrocitos, células 

de Müller y/o microglía, identificados con GFAP e Iba1, respectivamente (Tabla 12). En 

las microfotografías resultantes (Fig. 60), se observan, en las muestras de CIS+VH, como 

las CGR (Brn3a+), se localizan en su capa correspondiente, en rojo, y son estás mismas 

células las que expresan NLRP3, en verde, en la imagen conjunta; de hecho, en la imagen 

fusionada son numerosas las CGR que coexpresan ambos marcadores (Brn3a+/NLRP3+) 

y muestran un color anaranjado. Nuestros datos indican que las CGR son capaces de 

expresar este marcador de inflamasoma, NLRP3. Hemos de destacar que, en las 

muestras de CIS+CIL, este marcaje conjunto se ve reducido, ya que parecen ser menos 

las CGR que muestran este doble marcaje. NLRP3 parece reducir su expresión en las CGR 

tras el tratamiento con CIL. Además, la expresión de NLRP3 no sólo se restringe a la CCG, 

sino que también se expresa en la CNI, donde podría expresarse en otros tipos celulares 

como las células bipolares, las células amacrinas y/o horizontales. 
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Tabla 12. Análisis de la vía del inflamasoma en la retina: resultados de colocalización  

Marcadores Brn3a GFAP Iba1 

NLRP3 SI (en CGR) NO NO 

TLR4 NO SI (en astrocitos) NO 

Colocalización por inmunofluorescencia de NLRP3 (dominio pirina 3 de la familia NLR) y TLR4, 

(receptor tipo Toll 4), con células ganglionares (Brn3a, homeobox específica del 

cerebro/proteína de dominio POU 3A), astrocitos/células de Müller (GFAP, proteína ácida fibrilar 

glial) y células microgliales (Iba1, molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado) en un 

modelo de tratamiento con cisplatino en ratas. 

 

 

Figura 60. Estudio inmunohistoquímico de la expresión de NLRP3 en retina. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, 
dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los 
análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En las figuras se muestran 
microfotografías representativas con marcaje individual en cada canal de color NLRP3 (verde), 
Brn3a (rojo), y su combinación (amarillo) en los grupos experimentales: CIS+VH; CIS+CIL. Brn3a, 
homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3A; NLRP3, dominio pirina 3 de la 
familia NLR; DAPI, 4′,6-diamidino-2-fenilindol; CCG, capa de células ganglionares, CPI, capa 
plexiforme interna, CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear 
externa. Barra de aumentos: 50 µm. 

También se realizó un estudio de la colocalización del marcador NLRP3 con la 

macroglía, marcada con GFAP en animales de los grupos tratados, CIS+VH y CIS+CIL (Fig. 

64), pero no se pudo describir una colocalización del mismo con CGR y microglía, 

identificados con Brn3a e Iba1, respectivamente (Tabla 12).  
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Se observan en las microfotografías resultantes de ambos animales como la 

macroglía (GFAP+) localizada en la CCG en verde (Fig. 61), es la que expresa TLR4 en rojo. 

En la imagen fusionada se muestran algunos astrocitos que coexpresan ambos 

marcadores (GFAP+/TLR4+) y muestran un color amarillo. Esto parece sugerir que los 

astrocitos presentes en la CCG expresan este receptor de daño, TLR4. Hemos de destacar 

que, en las muestras de CIS+CIL, este marcaje conjunto se ve reducido, ya que parecen 

ser menos las CGR que muestran este doble marcaje. TLR4 parece reducir su expresión 

en las CGR tras el tratamiento con CIL. Cabe destacar también que la expresión de TLR4 

no sólo se restringe a la CCG, sino que también se expresa en la CNI, donde al igual que 

ocurría con NLRP3 podría expresarse en otros tipos celulares que también estarían 

expresando factores del inflamasoma. 

 

Figura 61. Estudio inmunohistoquímico de la expresión de TLR4 en retina. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, 
dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los 
análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En las figuras se muestran 
microfotografías representativas con marcaje individual en cada canal de color GFAP (verde), 
TLR4 (rojo), y su combinación (amarillo) en los grupos experimentales: CIS+VH; CIS+CIL. TLR4, 
receptor tipo Toll 4; GFAP, proteína ácida fibrilar glial; DAPI, 4′,6-diamidino-2-fenilindol; CCG, 
capa de células ganglionares, CPI, capa plexiforme interna, CNI, capa nuclear interna; CPE, capa 
plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa. Barra de aumentos: 50 µm. 

Este estudio de colocalización es aún preliminar, pero proporciona evidencias de 

la implicación del inflamasoma, mediado por NLRP3 y TLR4, en el daño inducido por el 

CIS en la retina, y además permite señalar un posible mecanismo de acción de la CIL que 

reduce y/o atenúa la expresión de NLRP3 en la población dañada de CGR.  
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Estudio inmunohistoquímico de la vía visual 

• Análisis de neuronas (NeuN) 

Se analizó la expresión celular de NeuN en tres zonas de la vía visual: CS, NGL y 

V1, anteriormente explicadas. Ninguno de los tratamientos farmacológicos, ni su 

interacción, afectó a la expresión de NeuN en el CS [CIS: F(1,16)=0,02; ns; CIL: F(1,16) 

=3,68; ns; CIS x CIL: F(1,16)=0,17; ns] ni en el NGL [CIS: F(1,16)=0,85; ns; F(1,16)=2,43; 

ns; CIS x CIL: F(1,16)=2,89; ns]. Sólo en V1 se observó un efecto estadísticamente 

significativo de la administración de CIS [F(1,16)=5,50; p=0,03], que redujo de forma 

general la expresión de este marcador; no se detectó ningún efecto de CIL [F(1,16)=0,55; 

ns], ni de la interacción de los fármacos [F(1,16) =2,23; ns]  (Fig.62). 
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Figura 62. Expresión de células NeuN+ (Densidad Óptica, D.O.) en los principales núcleos de 
relevo de la vía visual. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg 
i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o 
su VH, durante un total de cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración 
con CIS. En el histograma (panel superior) se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) 
de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: a, efecto 
general de CIS, a p<0,05. n=5 animales por cada grupo experimental. CS, colículo superior, NGL, 
núcleo geniculado lateral, V1, corteza visual primaria. Barra de aumentos: 50 µm. 
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• Análisis de células macrogliales (GFAP) 

Los ANOVA de 2 vías realizados para cada una de las áreas no mostraron ningún 

efecto estadísticamente significativo ni de los fármacos ni de la interacción, ni en el CS 

[CIS: F(1,16)=0,00; ns; CIL: F(1,16)=1,44; ns; CIS x CIL: F(1,16)=0,58; ns], ni en V1 [CIS: 

F(1,16) =0,12; ns; CIL: F(1,16)=2,57; ns; CIS x CIL: F (1,16) =0,90; ns]; sólo en el NGL se 

observó una interacción significativa en ausencia de efectos generales de los fármacos 

[CIS: F(1,16)=2,88; ns; CIL: F(1,16)=0,63;  ns; CIS x CIL: F(1,16)=7,27; p=0,016], aunque 

los posteriores análisis post-hoc no lograron mostrar ninguna diferencia 

estadísticamente significativa entre los grupos experimentales en la expresión de GFAP 

(Fig.63). 
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Figura 63. Expresión de células GFAP+ (Densidad Óptica, D.O.) en las diferentes áreas de la vía 
visual. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su 
vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, 
durante un total de cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. 
En el histograma se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos 
experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. n=5 animales por cada grupo experimental. 
CS, colículo superior, NGL, núcleo geniculado lateral, V1, corteza visual primaria. Barra de 
aumentos: 50 µm. 
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• Análisis de Células Microgliales (Iba1) 

El análisis de la expresión de Iba1 (Fig. 64) mostró en el CS un efecto 

estadísticamente significativo de la administración de CIS [F (1,16)=11,12; p=0,004], en 

ausencia de efectos generales de la administración de CIL [F (1,16)=3,93; p=0,065], y una 

interacción significativa entre los fármacos [F (1,16)=8,53; p=0,010]. Las comparaciones 

a posteriores mostraron un incremento estadísticamente significativo en el número de 

células Iba1+ en el grupo CIS+VH (CIS+VH vs VH+VH, p=0,002) que se revertía tras la 

administración de CIL (CIS+VH vs CIS+CIL, p=0,015). En las dos regiones restantes, NGL y 

V1 no se observaron efectos estadísticamente significativos de ninguno de los fármacos 

analizados [CIS, en NGL: F(1,16)=0,14 y en V1: F(1,16)=3,95; p=0,064; CIL, en NGL: 

F(1,16)=0,01; ns; y en V1: F(1,16)=0,60; ns] ni de su interacción [NGL: F(1,16)=0,01; ns; y 

V1: F(1,16)=4,33; p=0,054]. 
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Figura 64. Expresión de células Iba1+ (número) en las diferentes áreas de la vía visual. Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a 
continuación, dosis repetidas de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de 
cinco días; los análisis se realizaron a los 6 días tras la administración con CIS. En el histograma 
se muestran las medias ± desviación estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; 
VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: post-hoc *** p<0,005 vs VH+VH, # p<0,05 vs CIS+VH, 
αα p<0,005 vs VH+CIL. n=5 animales por cada grupo experimental. CS, colículo superior, NGL, 
núcleo geniculado lateral, V1, corteza visual primaria. Barra de aumentos: 50 µm. 
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 Al evaluar la expresión de Iba1 se analizó además el grado de activación de la 

microglía cuantificando el porcentaje de cada uno de los morfotipos presentes en cada 

región analizada (Tabla 13). Los resultados más significativos demuestran que en el CS la 

administración de CIS provocó una reducción en la presencia del morfotipo I, 

posiblemente a expensas del morfotipo IV que se ve significativamente incrementado en 

el grupo CIS+VH (CIS+VH vs VH+VH, p=0,003); este incremento en el morfotipo IV en CS 

se ve completamente atenuado y/o revertido por la administración de CIL (CIS+CIL vs 

CIS+VH, p=0,023). En el NGL no se observan cambios en los niveles de activación de la 

microglía. Sin embargo, en V1 se observa un efecto general de la administración de CIS, 

que parece incrementar la presencia del morfotipo I, reducir la del morfotipo II, e 

incrementar ligeramente la presencia del morfotipo IV; de forma similar, la 

administración de CIL también incremento la presencia del morfotipo I y redujo la del 

morfotipo II, sin modificar el porcentaje de los demás morfotipos (Fig. 65). 

Tabla 13. Análisis de la expresión de las células Iba1+ en los distintos núcleos de la vía visual, 

colículo superior (CS), núcleo geniculado lateral dorsal (dNGL) y corteza visual primaria (V1): 

Resultados estadísticos del ANOVA de dos vías  

Iba1+ I II III IV V 

CS 

CIS F=3,68; p=0,07 F=0,26; ns F=0,04; ns F=11,24; p=0,01 - 

CIL F=3,28; p=0,09 F=1,06; ns F=2,76; ns F=3,68; ns - 

 CIS x CIL F=4,36; ns F=1,68; ns F=2,48; ns F=7,29; p=0,02 - 

dNGL 

CIS F=0,01; ns F=2,96; ns F=1,52; ns F=1,20; ns F=1,00; ns 

CIL F=2,41; ns F=1,68; ns F=0,42; ns F=0,06; ns F=1,00; ns 

 CIS x CIL F=0,64; ns F=1,88; ns F=3,82; ns F=0,90; ns F=1,00; ns 

V1 

CIS F=18,02; p=0,001 F=10,24; p=0,006 F=1,80; ns F=5,09; p=0,04 - 

CIL F=8,79; p=0,01 F=6,14; p=0,025 F=0,19; ns F=1,94; ns - 

 CIS x CIL F=2,85; ns F=1,12; ns F=1,34; ns F=1,11; ns - 

Se muestran los valores del estadístico F, con sus grados de libertad (1,16), seguidos del p-valor (p) 
en el caso de efectos estadísticamente significativos; o ns (no significativo), en el caso de no 
encontrar efectos estadísticamente significativos. CIS, cisplatino, efecto de dosis única (5 mg/kg 
i.p.); CIL,cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); Interacción, interacción de los 
factores CIS x CIL. n=4 animales en todos los grupos experimentales. CS, colículo superior, NGL, 
núcleo geniculado lateral, V1, corteza visual primaria. 
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Figura 65. Expresión de células Iba1+ (número) en las diferentes áreas de la vía visual. 
Diversidad de morfotipos microgliales. Análisis de los morfotipos (I, II, III, IV y V) de las células 
Iba1+, expresados en porcentaje (%) respecto al número total de células de cada animal, en cada 
uno de los núcleos de interés de la vía visual. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de 
cisplatino (CIS, 5 mg/kg i.p.), o su vehículo (VH), y, a continuación, dosis repetidas de cilastatina 
(CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH, durante un total de cinco días; los análisis se realizaron a los 6 
días tras la administración con CIS. En el histograma se muestran las medias ± desviación 
estándar (D.E.) de los grupos experimentales: VH+VH; VH+CIL; CIS+VH; CIS+CIL. ANOVA de 2 vías: 
a, efecto general de CIS, a p<0,05, aaa p<0,005, aaaa p<0,001; b, efecto general de CIL, b p<0,05, 
bb p<0,01. ANOVA de 2 vías: post-hoc *** p<0,005 vs VH+VH, # p<0,05 vs CIS+VH, αα p<0,005 
vs VH+CIL. n=5 animales por cada grupo experimental. CS, colículo superior, NGL, núcleo 
geniculado lateral, V1, corteza visual primaria.  
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Discusión 

En la presente Tesis Doctoral encontramos que la administración de CIS induce, 

en nuestro modelo animal, una marcada reducción del peso y fallo renal; la 

administración repetida de CIL fue capaz de revertir parcialmente la pérdida de peso y 

bloquear el daño renal asociado. Al evaluar los efectos del CIS en la retina, en el estudio 

preliminar de TCO encontramos un ligero engrosamiento en la zona más alejada del 

disco óptico (AS2), lo cual sugiere un posible edema, que fue prevenido y/o atenuado 

por la administración de CIL. El análisis inmunohistoquímico de la retina permitió 

describir que el efecto del CIS produjo un descenso de células Brn3a positivas, pero solo 

en la zona de retina CC y TS; un aumento de la expresión de GFAP en el área NC y una 

disminución en todas las áreas temporales; y el principal efecto se observa sobre todo a 

nivel de las células de microglía cuya expresión se reduce, afectando principalmente a 

las células de morfología radial. La administración de CIL no modificó los efectos 

inducidos por la administración de CIS en la retina. En la vía visual el CIS produce una 

reducción significativa la expresión del marcador neuronal NeuN en la V1, y produce un 

incremento significativo en la expresión de Iba1 en las células microgliales en el CS y un 

aumento de células microgliales activas tanto, en el CS como en la V1.  La administración 

de CIL consiguió atenuar o revertir los efectos inducidos por el CIS en cuanto al número 

de células microgliales y su mayor activación en el CS. 

Nuestro estudio (y previos) muestran que una única administración de CIS, 

incluso a dosis menores de las empleadas por otros autores, es capaz de reducir el peso 

corporal de los animales (Ali et al., 2007; Humanes et al., 2012; Kumar et al., 2017; Chen 

et al., 2019; Goswami et al., 2019); esta reducción en el peso se ha relacionado, en 

algunos casos, con una reducción en la ingesta (Chen et al., 2019; Goswami et al., 2019) 

o con la toxicidad gastrointestinal inducida por el CIS cuando este se administró de forma 

crónica (Uranga et al., 2017; Nardini et al., 2020).  
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En estudios iniciales (Sugihara & Gemba, 1986), la administración de una dosis 

similar de CIS produjo una pérdida de peso muy marcada, asociada muy posiblemente a 

la presencia de diarrea en dichos animales; en nuestro estudio no hemos observado este 

efecto. La pérdida de peso podría también relacionarse con los efectos nefrotóxicos del 

CIS, de hecho, en este trabajo hemos descrito un marcado daño renal tras una 

administración única de CIS similar al descrito en estudios previos de nuestro grupo de 

investigación (Moreno-Gordaliza et al., 2011; Humanes et al., 2012; 2017) y en otros 

estudios (Ali et al., 2007; Arita et al., 2021; Li & Zhao, 2024). En estos trabajos el daño 

renal no solo se infirió a través de los niveles incrementados de creatinina y NUS en 

suero, sino también a través de estudios histológicos, y/o análisis de otros marcadores 

de fracaso renal. Ali et al. (2007) sugirieron que la reducción del peso corporal tras el 

tratamiento con CIS pudiera deberse al daño nefrotóxico, por la lesión de los túbulos 

renales y a la consiguiente pérdida de células tubulares encargadas de la reabsorción de 

agua, lo que provocaría la deshidratación y pérdida de peso corporal en los animales.  

En nuestro modelo, la administración de CIL atenuó la pérdida de peso asociada 

a la administración de CIS, como en estudios anteriores de nuestro grupo de 

investigación (Camaño et al., 2010; Humanes et al. 2012; 2017; González-Fernández et 

al., 2022). En este caso, es posible que esa atenuación en la pérdida de peso sea 

consecuencia del efecto de CIL a nivel renal, ya que la administración repetida de CIL 

logró recuperar los parámetros renales alterados, creatinina y NUS, y, por tanto, la 

pérdida de peso derivada.  

 

En este estudio se ha realizado una primera aproximación que permitiera evaluar 

el posible daño retinotóxico del CIS, in vivo, mediante la aplicación de la TCO. En este 

caso, nuestros resultados no mostraron grandes modificaciones en el grosor de la retina, 

ni el grosor de la CFNO. Sin embargo, al reevaluarlos agrupándolos por sectores, 

encontramos un incremento significativo en el grosor de la retina tras el tratamiento con 

CIS, de forma específica en el área sectorial que dista 2 mm del disco óptico, el AS2. Este 

incremento en el grosor de la retina sugiere la presencia de un edema en la retina, similar 

al descrito en estudios previos (Yazici et al., 2014).  
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Yazici y colaboradores mostraron, mediante estudios histológicos, un aumento 

en el grosor de la retina de forma global, como consecuencia de la administración de CIS, 

y además vieron que este incremento en el grosor era también evidente en diferentes 

capas de la retina: CNE, CNI y CPI. Los autores relacionan la presencia del edema con el 

daño citotóxico encontrado, que demostraron mediante el incremento en el índice 

apoptótico, tanto en CNI como en CCG. Sin embargo, el daño descrito por estos autores 

parece mucho mayor y más extendido que el observado en nuestro estudio, 

posiblemente debido a las diferencias en la dosis y perfil de administración de CIS: en 

nuestro estudio empleamos una dosis única de CIS de 5 mg/kg, mientras que en este 

estudio la dosis aplicada fue de 16 mg/kg durante 3 días consecutivos.  

En este sentido, cabe reseñar que los efectos retinotóxicos del CIS descritos en 

humanos (Tabla 2 del apartado “Introducción”) se han encontrado, en todos los casos, 

tras la administración de dosis mayores de CIS, y tras la administración repetida del 

quimioterápico. En pacientes, el rango de dosis recomendado se encuentra entre los 50 

y los 100 mg/kg2 (Fresenius Kabi, 2017), y, en nuestro estudio la dosis aplicada (5 mg/kg2) 

trasladada a humanos ha sido algo menor, 30 mg/kg2 (U.S. FDA & CDER, 2005). Además, 

los efectos del CIS parecen ser dosis dependiente, alcanzando un mayor interés la dosis 

acumulada de CIS, que es la resultante tras la administración repetida del fármaco 

durante los diversos ciclos de tratamiento con el quimioterápico. De hecho, en la TCO se 

ha descrito que el efecto del CIS sobre la reducción del CFNO es dosis dependiente, 

correlacionándose con la dosis acumulada de CIS (Dulz et al., 2017). En nuestro estudio 

no observamos ningún efecto a este nivel, posiblemente debido a la dosis empleada. En 

estudios futuros, posiblemente sea de interés valorar un reajuste en la dosis, y extender 

la administración de una dosis mayor de CIS a varios ciclos con el fin de hacer el 

tratamiento más similar al administrado en pacientes humanos.  

La administración de CIL fue capaz de atenuar y/o revertir el incremento en el 

grosor de la retina observado en el área AS2, sugiriendo un posible potencial terapéutico 

al corregir el edema asociado al tratamiento con CIS.  
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Esta observación va en línea con nuestros resultados más recientes, en los que 

demostramos que CIL es capaz de atenuar y/o prevenir tanto la activación macroglial 

como microglial presente en la retina tras la inducción experimental de un glaucoma 

(Martínez-López et al., 2024), y el edema observado en la retina sería, por tanto, 

bloqueado y/o reducido gracias a las propiedades antinflamatorias de CIL. Por otro lado, 

en este estudio se encontró un efecto de la administración de CIL, per se, en la zona C0, 

o centro óptico, donde el grosor de la retina pareció reducido frente al grosor observado 

en las retinas de los animales control.  

Serán necesarios más estudios para verificar si este efecto es consistente al 

incrementar el número de animales, o si se replica en alguna otra área de la retina.  

 

En los estudios inmunohistoquímicos hemos podido demostrar que la 

administración de una única dosis de CIS afecta a diferentes poblaciones celulares de la 

retina (Tabla 14), ejerciendo un efecto más marcado en las células microgliales. La 

administración de CIS no pareció afectar a las CGR al considerarse la retina completa, 

pero, al analizar por separado cada una de las 9 áreas de ésta, encontramos que el CIS 

provocó una reducción en la expresión del marcador de CGR en las áreas CC y TS. Estos 

resultados discrepan de la literatura anterior, en la que se había descrito en la CCG un 

incremento en el índice de apoptosis (Yazici et al., 2014), una marcada degeneración 

(Raheem & Mahmood, 2023) e incluso la degradación total (Karakurt et al., 2018); 

aunque, en estos casos, tras la administración de dosis mayores (Yazici et al., 2014; 

Karakurt et al., 2018; Raheem & Mahmood, 2023). En dos de estos estudios la 

administración de CIS se realiza de forma repetida durante 3 días (Yazici et al., 2014) o 

14 días (Karakurt et al., 2018) de forma que la dosis acumulada que se alcanza en cada 

uno de los estudios es mucho mayor (48-70 mg/kg) y, tal y como se ha descrito 

previamente, la toxicidad retiniana parece ser dosis-dependiente (Dulz et al., 2017); por 

tanto, nuestros resultados parecen indicar que la dosis empleada en nuestro modelo 

resulta más baja que la necesaria para provocar un daño similar, de degeneración de 

CGR, al encontrado en estudios previos.  
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Tabla 14. Resumen de los principales resultados obtenidos en la retina, en las distintas áreas 
analizadas, tras la administración de cisplatino (CIS). 

 NASAL CENTRAL TEMPORAL 

S C I S C I S C I 

Brn3a 

CIS     ↓  ↓   

CIL  ↑     ↑   

CISxCIL          

GFAP 

CIS  ↑     ↓ ↓ ↓ 

CIL ↓   ↑    ↑  

CISxCIL         ↓ 

Iba1 

CIS ↓ ↓ ↓ ↓ ↓     

CIL   ↑ ↑  ↑  ↑  

CISxCIL        ↑  

Principales resultados del análisis inmunohistoquímico de células ganglionares (Brn3a), 
astrocitos/células de Müller (GFAP) y células microgliales (Iba1). CIS, cisplatino, efecto de dosis 
única (5 mg/kg i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, i.p.); CISxCIL, 
interacción de los factores CISxCIL; Brn3a, homeobox específica del cerebro/proteína de dominio 
POU 3; GFAP, proteína ácida fibrilar glial; Iba1, molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado; 
S, superior; C, central; I, inferior 

 

La literatura existente describe también un daño muy marcado en las otras capas 

nucleares de la retina. La capa de fotorreceptores aparece afectada en todos los estudios 

encontrados: Yazici et al. (2014) indica la presencia de edema tanto en la CNE como en 

la CNI, encontrando además en esta última un mayor índice de apoptosis; Karakurt et al. 

(2018) muestra una atrofia y desorganización en el segmento externo de los 

fotorreceptores, y la degeneración de la CNI; y Raheem & Mahmood (2023) describen 

una marcada degeneración de la capa de fotorreceptores. Los estudios en humanos 

(Tabla 2 del apartado “Introducción”) muestran también, de forma bastante consistente, 

una afectación en la percepción del color, lo que implicaría alteraciones en los 

fotorreceptores, fundamentalmente en los conos, que han sido demostradas en algunos 

casos tras los registros ERG (Wilding et al., 1985; Marmor et al., 1993; Dulz et al., 2017); 

aunque en los estudios histológicos post-mortem no siempre se han observado 

alteraciones en la capa de fotorreceptores (Katz et al., 2003).  
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En estudios futuros, los análisis inmunohistoquímicos serán ampliados a otras 

poblaciones celulares de la retina, incorporando análisis de la capa de fotorreceptores y 

de otros tipos celulares presentes en la CNI, prestando un especial interés a las células 

bipolares que conectan los fotorreceptores y las CGR. De forma complementaria se 

realizarán valoraciones funcionales de las diferentes poblaciones celulares de la retina, 

mediante registros ERG, con el fin de evaluar si el daño funcional precede a la 

degeneración celular, pudiendo así discernir si en nuestro modelo actual nos 

encontramos en estadios tempranos del daño o si, por el contrario, se ha administrado 

una dosis tan baja de CIS que no es capaz de inducir una degeneración celular. 

Un daño en la retina provoca, generalmente, una macrogliosis (Shinozaki & 

Koizumi, 2021). Sin embargo, en nuestro estudio, no hemos observado diferencias en la 

expresión de GFAP entre nuestros grupos experimentales al analizar la retina completa. 

Aunque el estudio detallado por áreas sí nos ha permitido observar un incremento en la 

expresión de GFAP, una activación macroglial, en el área NC, y una reducción en la 

expresión de GFAP en todas las áreas temporales (véase Tabla 14). Los estudios en los 

que se analiza la retinotoxicidad de CIS y cómo afecta a las células macrogliales de la 

retina muestran resultados contradictorios: Zueva et al. (2014) en un estudio realizado 

mediante técnicas de microscopia electrónica en relación a la acumulación intracelular 

de CIS, han demostrado que la acumulación de CIS ocurre, mayoritariamente, en células 

gliales (astrocitos y oligodendrocitos) y no en neuronas; mientras que otros autores han 

mostrado resultados similares a los nuestros, en los que no encontraron cambios en la 

expresión de GFAP tras la administración de dosis mayores de CIS en regiones específicas 

del SNC (Zhou et al., 2016; Chiu et al., 2017). En este sentido, se ha descrito, en estudios 

in vitro, con cultivos de astrocitos, que el CIS a dosis bajas produce una detención 

permanente del crecimiento de estos, suprimiendo además su capacidad autofágica 

(Jiang et al., 2018). Por tanto, no podemos descartar que el daño inducido por el CIS en 

los astrocitos, incluso a la dosis empleada en el presente Tesis Doctoral, sea mucho 

mayor del observado con nuestro marcador, GFAP.  
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Es posible, quizás, que, en nuestro estudio, la administración de CIS haya dañado 

notablemente a los astrocitos de la retina, que su función y proliferación se haya visto 

comprometida (aunque no su expresión de GFAP) y que, en las áreas temporales se haya 

iniciado un proceso de degeneración que, con el tiempo, podría extenderse a regiones 

más centrales y/o nasales de la retina.  

De manera alternativa, nuestros resultados podrían también explicarse si se 

considera que los astrocitos afectados por CIS en nuestro estudio fueran sólo aquellos 

más próximos a la zona del disco óptico (NC), donde se observa una ligera activación 

macroglial, reflejada por el incremento de la expresión de GFAP, ya que es a esta zona a 

la que llega en primer lugar el CIS, tanto en el caso de una llegada directa del fármaco, 

tras la ruptura de la BHE y BHR (como ya se ha indicado en la Introducción), como en el 

caso de la llegada de las moléculas inflamatorias circulantes resultantes de la inflamación 

sistémica inducida por CIS;  se produciría así la activación de las células macrogliales en 

la zona nasal, y, en estadios posteriores, esta oleada de activación se iría extendiendo 

hacia las zonas más temporales de la retina. Sin embargo, no podemos descartar que, 

en nuestro estudio, la dosis haya sido tan baja que sólo haya alcanzado a producir una 

activación en las zonas más próximas al disco óptico, donde llega a la mayor 

concentración, y que no se observa un daño mayor ya que esta dosis de CIS no alcanza 

áreas más distantes de la retina. En estudios futuros ampliaremos las técnicas empleadas 

para caracterizar en mayor profundidad la funcionalidad de esta población macroglial.  

Por último, nuestros resultados del estudio de la expresión por capas de la retina 

de GFAP muestran que en las retinas de los animales tratados con CIS se ha producido 

un incremento significativo en la expresión de GFAP solo en la CPI, pero no en las 

nucleares. Estos resultados difieren de los de Raheem & Mahmood (2023) quienes 

demostraron una marcada gliosis, con un elevado contenido celular en las CNI y CNE.  

Es posible que, quizás, esa activación macroglial (incremento en la expresión de 

GFAP) en CPI se produzca en una población glial específica, recientemente descrita en la 

retina de ratones precisamente en dicha localización (CPI y CCG) (Holden et al., 2024). 

Estos astrocitos desplazados presentan una distribución radial con mayor concentración 

en la cabeza del NO, de manera que puede que su migración se haya producido a partir 

del nicho de células madre presente en esta, coincidente con la activación glial 

encontrada en el área NC de la retina, área cercana a la entrada del NO.  



DISCUSIÓN____________________________________________________________________ 

 

 
 

156 

En nuestro modelo la administración de CIS afecta de forma mucho más marcada 

a la población de células microgliales (véase Tabla 14). De hecho, ya en el estudio global 

de la retina encontramos que la administración de CIS redujo de forma significativa la 

expresión del marcador molecular empleado para detectar las células microgliales, Iba1. 

En el análisis por áreas vemos que este descenso en la población microglíal se manifiesta 

principalmente en las áreas nasales y centrales, encontrando además que la reducción 

se produce mayoritariamente en la microglía radial, que es la que se encuentra en un 

estado de inmunovigilancia basal. En este estudio la administración de CIS parece tener 

efectos citotóxicos en las células de microglía, que se manifiestan fundamentalmente en 

las regiones próximas al disco óptico (regiones nasal y central en todas sus zonas), quizá 

porque es por la irrigación del disco óptico como llega principalmente el quimioterápico 

a la retina, lo que nos lleva a pensar en el efecto directo de CIS o de las sustancias 

proinflamatorias que llegan por el circulatorio a la retina.  

Es importante destacar que, aunque se reduce el número total de células de 

microglía, y de entre ellas las que presentan un morfotipo RD, es cierto que se observa 

una ligera tendencia a que la administración de CIS provoque un aumento en el 

porcentaje relativo al morfotipo HZ, morfotipo migratorio, activado, que se desplaza a lo 

largo de una misma capa, explicando así también la ausencia de diferencias en la 

expresión de células microgliales entre las diferentes capas de la retina.  

Al igual que se ha indicado en el caso de las células macrogliales de las áreas 

cercanas al disco óptico, los resultados obtenidos nos llevan a plantear que la reducción 

del número de células microgliales se deba al daño generado, que ha causado su 

destrucción o disminución de su funcionalidad; mientras que, las que no hayan sido tan 

afectadas, empiecen a activarse en la zona de mayor daño, adquiriendo morfotipos 

migratorios activos, como respuesta y que en estadios posteriores está activación se 

extienda hacia las zonas más temporales de la retina.  
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Nuestros datos mostraron que el CIS afecta principalmente a todos los grupos 

celulares estudiados de las regiones nasales y centrales de la retina (Tabla 14). Aunque 

las moléculas grandes como el CIS no traspasan la BHE, múltiples factores pueden 

contribuir a que se produzca la ruptura de esta y permita el paso al SNC (Santos et al., 

2020), el hecho de que las regiones nasal y central de la retina, las más próximas al disco 

óptico, sean las más afectadas tras la administración de CIS sugiere una alteración 

importante de la BHR y/o de la BHE. Lo que concuerda con la bibliografía previa que 

demuestra que el nervio óptico se encuentra dañado tras la administración de CIS, 

aunque en una dosis superior (7 mg/mg) a la empleada por nuestro grupo (González et 

al., 2001; Raheem & Mahmood, 2023), lo que también podría ser indicativo de que en 

nuestro modelo el daño retinotóxico del CIS está en una etapa muy inicial aún. Junto con 

la reducción en la expresión de Iba1 en casi todas las áreas de las zonas nasal y central 

podemos apreciar un incremento en la expresión de GFAP de la macroglía presente en 

dicha zona (CC). Sería interesante evaluar el daño en las diferentes poblaciones de la 

retina a diversos tiempos con el fin de conocer el patrón temporal de progreso del daño, 

así como la secuencia de activación y/o degeneración del daño descrito en los diferentes 

tipos celulares. 

La administración repetida de CIL causó algún efecto sobre las poblaciones 

celulares de la retina, en especial sobre las gliales. CIL aumentó la expresión de GFAP en 

las áreas CS y TC, así como la expresión de Iba1 en las áreas NI, CI y TS.  Esto podría 

deberse a que, en situaciones fisiológicas, CIL ejerciese un ligero efecto de activación 

macroglial y microglíal, que mejorase la protección endógena de la retina frente a otros 

posibles daños; de hecho, se observa que la administración de CIL incrementa los 

morfotipos RD de microglía, es decir, aquellos encargados de la inmunovigilancia basal, 

sin modificar, o incluso reduciendo los morfotipos reactivos migratorios HZ y VT, 

respectivamente. Es más, es en la CCG donde se ve un incremento en el número de 

células de microglía, y puede que este incremento se observe en esta localización ya que 

es la capa en la que se localizan las CGR, las neuronas encargadas de la transmisión de la 

información visual hacia otros núcleos de relevo de la vía visual.  
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En nuestro estudio no observamos una interacción entre los fármacos, un 

bloqueo o reversión de los daños inducidos por CIS. Esta falta de efecto podría deberse 

a que el daño ha sido muy leve o sutil, y CIL sólo resulte efectivo antes situaciones de 

daño más graves. De hecho, en nuestro estudio previo en un modelo experimental de 

glaucoma, donde la pérdida de CGR es muy marcada, se observa una notable activación 

macroglial, y la activación microglíal es masiva, CIL se mostró como un fármaco efectivo 

con propiedades antinflamatorias y neuroprotectoras (Martínez-López et al., 2024). 

Queda pendiente, por tanto, para un futuro, la evaluación de la posible 

interacción de estos dos fármacos en condiciones de mayor daño; condiciones que se 

logren, muy posiblemente, incrementando la dosis de CIS y extendiendo su frecuencia 

de administración a varios ciclos.  

 

Los resultados obtenidos en la retina por la acción de CIS nos llevaron a plantear 

la búsqueda de los posibles mecanismos de acción. Como se ha indicado en la 

Introducción algunos de los efectos de CIS podrían estar mediados por la activación del 

receptor TLR4 (Squillace et al., 2022; Zhang et al., 2008) y a que éste, entre otros, activa 

el inflamasoma mediado por NLRP3 (Fernandes-Alnemri et al., 2013), implicado en 

mecanismos de neurotoxicidad (Squillace et al., 2022). Por lo anterior nos planteamos 

analizar la colocalización de NLRP3, así como la de TLR4, con las distintas poblaciones 

retinianas estudiadas. 

NLRP3 se expresa en diversas partes de la retina, incluyendo el epitelio 

pigmentario, los astrocitos y las células de Müller (Rathnasamy et al., 2018; para revisión 

consultar: Coyle et al., 2021), las células de microglía (Johann et al., 2015; Deora et al., 

2020); así como en la conjuntiva, la malla trabecular y las células epiteliales de la córnea 

en situaciones patológicas (McGilligan et al., 2013; Park et al., 2019). Estudios recientes 

han demostrado que NLRP3 parece estar implicado en los procesos de muerte de las 

CGR tras una lesión del NO (Feng et al., 2016; Puyang et al., 2016). Nuestros resultados 

muestran una colocalización de NLRP3 con Brn3a, lo cual podría demostrar cierta 

activación de la vía del inflamasoma tras el tratamiento con CIS, potencial mediador 

responsable de la afectación a estas neuronas. La expresión de NLRP3 en células gliales 

está bien caracterizada en la literatura en modelos murinos (Devi et al., 2012; Johann et 

al., 2015).  
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Sin embargo, en nuestro estudio no hemos sido capaces de detectar su co-

expresión con células gliales retinianas, por lo que las modificaciones por el tratamiento 

con CIS en la reducción del número de células gliales no parecen deberse a la actuación 

directa del fármaco sobre el inflamasoma mediado por NLRP3. 

Se ha demostrado que TLR4 se expresa en las CGR y desempeña un papel 

importante en su función y supervivencia (Zhao et al., 2016); que la activación de TLR4 

en astrocitos induce respuestas inflamatorias (Bowman et al., 2003; Rodríguez- Gómez 

et al., 2020); y que es indispensables en la activación microglial (Yao et al., 2013). 

Nuestros resultados muestran que los receptores TLR4 colocalizan solo con células 

macrogliales, por lo que es posible que el aumento de la expresión de GFAP en la zona 

NC de la retina, la más cercana al disco óptico, pudiera deberse a que CIS, que es un 

DAMP, activase estos receptores e iniciase un proceso neuroinflamatorio mediado por 

las células macrogliales.  

En resumen, en nuestro estudio hemos caracterizado la expresión de NLRP3 en 

CGR y de TLR4 en células que expresan GFAP. Esta activación de TLR4 puede conducir a 

la generación de citoquinas proinflamatorias y a la generación de ROS y podrían llevar a 

la célula a la apoptosis vía NF-kB y con ello a producir una retinotoxicidad (Zhang et al., 

2007; Kono & Rock, 2008). En estudios futuros profundizaremos en el análisis completo 

de la vía del inflamasoma, analizando otros mediadores de esta como gasdermina y/o 

caspasas, en las distintas poblaciones celulares. La realización de técnicas como TUNEL, 

nos permitirá dilucidar si la reducción de expresión presente en los distintos marcadores 

celulares empleados es por pérdida de funcionalidad o es debida a un proceso 

apoptótico. Además, se ampliará el estudio a las áreas de la vía visual. 

 

Los efectos neurotóxicos producidos por la administración de CIS tanto en el SNP 

(muy frecuentes) como en el SNC (poco frecuentes) han sido estudiados tanto en 

pacientes como en modelos animales (Tabla 2 y 3 del apartado “Introducción”).  Sin 

embargo, como ya hemos indicado, aunque si hay estudios que demuestran la 

retinotoxidad causada por el CIS, el análisis de sus efectos en los principales núcleos de 

relevo de la vía visual es un estudio novedoso del que aún, hasta donde sabemos, no hay 

información en la literatura. 
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Nuestro modelo ha demostrado que el tratamiento con CIS produce algunas 

alteraciones celulares en los núcleos de relevo de la vía visual analizados: redujo de 

manera significativa la expresión del marcador neuronal NeuN únicamente en la corteza 

visual primaria (V1); no afectó a la expresión de GFAP en las células macrogliales; y 

produjo un incremento significativo en la expresión de Iba1 en las células microgliales 

en el colículo superior (CS) y una tendencia al aumento en V1; y un aumento de células 

microgliales del morfotipo IV, activo, en el CS y en la V1.   

La administración sistémica de agentes quimioterapéuticos se ha asociado con 

un aumento de la muerte celular y una disminución de la división celular en 

determinadas áreas del SNC (Shabani et al., 2012; Zhou et al., 2016). La neurotoxicidad 

inducida por quimioterápicos en el SNP se ha relacionado con el aumento de las 

concentraciones de glutamato, provocando estrés oxidativo y alteración del 

metabolismo energético mitocondrial que puede inducir la muerte neuronal (Carozzi et 

al., 2010).   

Diversos estudios en modelos animales (Tabla 3 del apartado “Introducción”) 

demostraron, en roedores, que el tratamiento con CIS induce déficits cognitivos (Chiu et 

al., 2016; Chiu et al., 2017; Chiang et al., 2017; Alexander et al., 2021; Squillace et al., 

2022) que se asocian con modificaciones estructurales en el SNC (Zhou et al., 2016), 

entre ellas una reducción de las espinas dendríticas de las neuronas de la corteza 

cingulada, lo cual dificultan su correcto funcionamiento y podría explicar los problemas 

cognitivos detectados. Otros estudios han demostrado que existe una alteración en las 

sinapsis tras la administración de CIS, en concreto se modifican los niveles de marcadores 

de integridad sináptica: se reduce la expresión de los marcadores presinápticos 

sinaptofisina y el glutamatérgico vGlut2, y aumenta la de marcador GABAérgico vGAT en 

la corteza prefrontal (Huo et al., 2018); y aumenta los marcadores de taupatia e induce 

pérdida de la integridad sináptica en la formación hipocampal (Chiang et al., 2019).  

Kanat et al. (2017) realizaron una revisión de los posibles mecanismos responsables de 

algunos síntomas neurotóxicos detectados en el SNP asociados a los tratamientos con 

quimioterápicos como CIS.  
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Los autores destacan, entre otros factores, la importancia de la dosis y el tiempo 

de administración, pues existe una relación directa entre la acumulación de los 

quimioterápicos en el organismo y la intensidad de los síntomas neurológicos que 

presentan los pacientes. En relación con los mecanismos asociados al daño que CIS 

induce en el sistema nervioso destacan, entre otros: el daño directo producido en el ADN 

neuronal; y el aumento de las corrientes de calcio, lo que produciría un aumento de la 

concentración ion intracelular de este ion, que a su vez induce la activación de la caspasa 

3 y la apoptosis.  

El estudio de los trabajos publicados sobre los efectos de CIS en el sistema 

nervioso y las alteraciones en la retina por el tratamiento con CIS en nuestro modelo 

animal nos llevaron a analizar si en algunos núcleos de relevo de la vía visual podría 

haber inducido también daño neuronal. Es importante considerar que los núcleos 

analizados en la vía visual podrían estar afectados tanto por la acción directa de CIS en 

dichas estructuras cerebrales: tras atravesar la BHE como ya se ha discutido, o por la 

inflamación sistémica que CIS induce la cual, vía el sistema circulatorio, podría llegar al 

SNC; como de forma indirecta por las alteraciones que CIS produce en la retina y que se 

podrían transmitir al resto de la vía visual.  

En nuestro modelo los niveles de NeuN solo se ven reducidos de forma 

significativa en V1, lo que nos llevan a pensar más en la acción indirecta al considerar 

que en la retina ha habido disminución de las CGR en las áreas TS y CC, lo cual puede 

alterar el envío de aferencias hacia el resto de la vía visual; es posible que en las 

estructuras anteriores a V1 no haya daño neuronal o no sea detectable, pero que las 

neuronas de V1, al converger en ellas información de múltiples núcleos de relevo 

previos, si puedan verse afectadas. Si el daño se hubiera producido directamente por 

CIS, se esperaría un daño más generalizado y mayor, aunque puede que la dosis 

empleada y el tiempo del tratamiento, como ya hemos discutido, no hubieran sido 

suficientes para provocar alteraciones mayores. Los resultados obtenidos son 

prometedores, demuestran por primera vez, hasta donde sabemos, que CIS afecta a 

neuronas de V1, y podrían explicar que pacientes con tratamientos con CIS acumulativos, 

y en mayores dosis, además de la retinotoxicidad pudieran tener afectaciones en los 

núcleos de relevo de la vía visual, lo cual explicaría algunas de las alteraciones y déficits 

visuales asociados al tratamiento.  
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La neuroinflamación es uno de los posibles mecanismos asociados a la 

neurotoxicidad inducida por CIS y las células gliales forman parte de los mediadores de 

los procesos neuroinflamatorios en el sistema nervioso. Existen estudios que han 

demostrado que la expresión de GFAP, marcador de células macrogliales, no se ve 

alterada en el SNC en los animales tratados con CIS, independientemente de la dosis 

empleada (Zhou et al., 2016; Chiu et al., 2017), resultados que serían coincidentes con 

los obtenidos en la presente Tesis Doctoral. Respecto a las células microgliales existen 

contradicciones en la literatura respecto a su implicación en la neuroinflamación del SNC 

asociada al tratamiento con CIS. Unos autores indican que no se producen cambios ni en 

número ni en la morfología de las células de microglía en al SNC (Chiang et al., 2019), 

mientras que otros describen un aumento de la expresión de macrófagos Iba1+ o 

macrófagos similares a microglía a los 8 días del tratamiento, seguido de una reducción 

significativa en el día 15 (Bedeir et al., 2022).  

El CS en roedores es uno de los primeros núcleos de relevo de la vía visual. El 

aumento de la expresión de Iba1 que detectamos en nuestro modelo en este núcleo 

podría indicar que, en el caso del daño indirecto como hipótesis más posible con los 

resultados obtenidos, todas las alteraciones inducidas por CIS en la retina le llegarían al 

CS antes que a las otras estructuras analizadas. La reducción en las expresiones de Brn3a 

e Iba1 y el aumento de la de GFAP en la retina en las áreas más próximas al disco óptico, 

generarían un estado inflamatorio que se transmitirían vía el nervio hacía el resto de la 

vía visual. Pensamos que en nuestro modelo nos encontramos en un estado inicial de la 

neurotoxicidad, por lo que es posible que la estructura de la vía visual más afectada por 

la neuroinflamación, tras la retina, fuera el CS y, si aumentamos la dosis de CIS o 

prolongamos el tiempo del estudio para que se acumule más cantidad de CIS, el daño 

inflamatorio sería mayor y ya podría progresar hacia otras estructuras. Los resultados de 

activación microglíal obtenidos en el CS, así como la tendencia al aumento de la 

expresión de Iba1 observado en V1, tampoco nos permiten descartar la posibilidad de 

una acción directa por CIS en el SNC o por la inflamación sistémica que induce y que 

podría llegar al SNC. 
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En determinadas situaciones puede no producirse una modificación significativa 

del número de células microgliales, pero sí de su nivel de activación, lo cual indicaría 

también un estado proinflamatorio. La evaluación de los morfotipos microgliales en las 

áreas de la vía visual analizadas (Tabla 15) demostró que tanto en el CS como en la V1 

hay un aumento de células del morfotipo IV, activo.  

En el CS se incrementa el número de morfotipos IV sin alterar el de los otros 

morfotipos, es decir, existe un incremento de la expresión de Iba1 en todo el CS que 

podría deberse al incremento numérico de morfotipos activos. Sin embargo, en la V1 se 

produciría un incremento del número de morfotipos IV y una reducción de morfotipos 

II, lo que explicaría que no haya más que una tendencia a aumentar la expresión total de 

Iba1, pero sí una respuesta al tratamiento con CIS mediada por un aumento en el nivel 

de activación de las células microgliales existentes en la estructura. Como ya se ha 

indicado en la Introducción existen dos fenotipos microgliales M1 y M2, relacionados 

con la respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria, respectivamente.  

Cuando el daño se cronifica puede incrementarse la respuesta del fenotipo M1, 

produciendo un incremento de citoquinas y quimioquinas en el SNC que inducen un 

estado neuroinflamatorio. A pesar de que no se ha estudiado aún el efecto del CIS sobre 

los fenotipos microgliales, nuestro trabajo demuestra que produce un incremento de 

morfotipo IV el cual representa un estado de microglía muy activa.  

 

Tabla 15. Resumen esquemático de los principales resultados del estudio de los morfotipos 
microgliales tras el tratamiento con cisplatino (CIS) en los distintos núcleos de la vía visual. 

MORFOTIPOS I II III IV V 

CS 

CIS       ↑   

CIL           

CISxCIL       ↑   

NGL 

CIS           

CIL           

CISxCIL           

V1 

CIS ↑ ↓   ↑   

CIL ↑ ↓       

CISxCIL           

Principales resultados de las IHQ de los morfotipos microgliales en la vía visual. CIS, cisplatino, 
efecto de dosis única (5 mg/kg i.p.); CIL, cilastatina, dosis repetida durante 5 días (150 mg/kg, 
i.p.); CISxCIL, interacción de los factores CISxCIL. CS, colículo superior; NGL, núcleo geniculado 
lateral; V1, corteza visual primaria. 
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En resumen, los resultados de la afectación de las células gliales con CIS 

demuestran que puede inducir en determinadas áreas del SNC una activación microglial 

y que ésta ocurre de manera independiente a la activación astrocitaria, lo cual es similar 

a lo que Hu et al. (2018) demostraron en modelos de neuropatía periférica. Esta situación 

indicaría que los astrocitos no son partícipes directos de la generación de neurotoxicidad 

en el CS y V1, al menos en estas etapas iniciales del daño por CIS; y que la 

neuroinflamación se debería a la acción de la microglía. No se puede descartar que, en 

etapas más avanzadas del proceso de daño por CIS, tanto por emplear dosis más 

elevadas, como por el uso de dosis repetidas y el acúmulo de CIS, se produzca un 

aumento de la neurotoxicidad por aumento de la neuroinflamación en la cual ya 

participen no solo las células de microglía, sino también los astrocitos.  

Sin embargo, los resultados son contrarios a los que hemos obtenido en el 

presente trabajo en determinadas áreas de la retina, dónde no observamos activación 

microglial, pero si macroglial con el mismo modelo; lo cual también nos lleva a pensar 

en una respuesta diferencial en las distintas áreas afectadas por CIS en el SNC. 

En conjunto nuestros datos muestran una reducción de la expresión de Brn3a, 

GFAP e Iba1, en algunas áreas de la retina, y un aumento en la expresión de GFAP en la 

zona del disco óptico; junto a una disminución de la expresión de NeuN en V1, así como 

un incremento en la expresión de Iba1 en CS y un aumento de los morfotipos de 

microglía activada en CS y V1. Las estructuras del SNC están en estrecha comunicación, 

lo que hace que cuando se produzca un daño o alteración en alguna de ellas, aumente 

la probabilidad de que el daño se transmita a aquellas áreas que conectan con la 

afectada. Eso ocurre entre la retina y el resto de las estructuras de la vía visual: un daño 

en la retina que produzca una neuroinflamación y/o una afectación de las CGR puede 

transmitirse hacia la corteza visual, a través de los distintos núcleos de relevo 

(degeneración anterógrada); y lo mismo ocurre al revés (degeneración retrógrada). En la 

actualidad se está profundizando mucho en el estudio de esta relación bidireccional 

(para revisión consultar: Sharma et al., 2020) y se está empleando la retina como 

modelo, pues presenta una mayor facilidad para ser estudiada de manera no invasiva y 

permite ser empleada como biomarcador en muchas enfermedades neurológicas como 

el Alzheimer (Costello & Burton., 2018; López-Cuenca et al., 2020).  
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En un daño retrógrado, es decir, de cerebro a retina, como ocurre en las 

enfermedades neurodegenerativas lo primero que se observa es la neuroinflamación y 

la pérdida neuronal del área cerebral implicado y el daño se propaga luego hacia la 

retina, en la cual algún tiempo después se observan alteraciones como pérdida de CGR 

y un menor grosor de las capas CPI y CCG (Kirbas et al., 2013; Al-Louizi et al., 2017). 

Mientras que, en un daño anterógrado de retina a cerebro, la primera estructura que 

vemos dañada es la retina, así, en patologías como el glaucoma, se produce un aumento 

de la presión intraocular que se ha visto relacionada con alteraciones en la retina las 

cuales, un tiempo después afecta a núcleos de la vía visual como la disminución en el 

número de neuronas del NGL (Yücel et al., 2001; Gupta et al., 2007).  

Otro ejemplo de daño anterógrado es la reducción del número de neuronas y el 

incremento de los procesos apoptóticos en V1 tras una axotomía del NO (You et al., 

2012).  Sin embargo, el daño por quimioterápicos aún no está lo suficientemente 

estudiado como para poder dilucidar si el daño es anterógrado o retrógrado, y los 

resultados de la presente Tesis Doctoral no permiten aún aclarar por completo el sentido 

del daño, es decir si es indirecto causado por el daño de CIS en la retina que luego se 

distribuiría a otras estructuras del SNC o al revés; o bien si es directo, causado por la 

llegada por el sistema vascular del CIS o del inflamasoma periférico que éste produce; o 

una combinación de ambos. 

 La CIL, a diferencia de lo observado en la retina, no causó alteraciones en 

ninguna de las áreas de la vía visual y tipos celulares analizadas cuando se administró a 

los animales sola.  Sin embargo, sí encontramos resultados prometedores en cuanto a 

los cambios detectados en las células microgliales cuando se administró junto con CIS. 

La combinación de ambos fármacos consiguió disminuir el número total de células Iba1 

positivas en el CS, y el número de células de microglía con morfotipo IV, activos, que 

habían aumentado por la administración de CIS.  

Las células microgliales parece que se ven protegidas por la acción antiapoptótica 

y antiinflamatoria de la CIL, que ya ha sido descrita en modelos preclínicos (Camaño et 

al., 2010; Humanes et al. 2012; 2015; 2017; Blanco-Codesido et al., 2013; Jado et al., 

2020; González-Fernández et al., 2022).  
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Esta acción podría deberse a que CIL, al igual que otros fármacos antitumorales 

(docetaxel, adriamicina y ciclofosfamida) que producen un incremento de los fenotipos 

M1 y una reducción de los M2 (Shi et al., 2019), favoreciese que se mantenga el papel 

antinflamatorio de la microglía. Aunque hay que profundizar en este estudio y realizar 

un nuevo modelo con dosis mayores y mantenidas durante más tiempo, es importante 

considerar que incluso en las condiciones de la presente investigación los resultados son 

muy prometedores y CIL podría ser un buen abordaje terapéutico para minimizar los 

efectos inflamatorios generados por el quimioterápico CIS en el SNC. Resultados previos 

de nuestro grupo en un modelo murino de glaucoma (Martínez-López et al., 2024) ya 

demostraron el efecto neuroprotector de CIL en la retina, la presente Tesis Doctoral lo 

ratifica y amplía a otras áreas del SNC. 

 

Limitaciones y Perspectivas futuras 

Una de las principales limitaciones de este trabajo es la dosis de CIS empleada en 

este estudio. La dosis usada parece no haber sido lo suficientemente alta como para 

observar un daño consistente en la retina y la vía visual. Como se ha discutido en varios 

puntos a lo largo de esta Tesis, en estudios futuros se valorará reajustar la dosis 

empleada, incrementando la dosis y/o modificando el régimen de administración, 

prolongando el tiempo de administración de esta con el fin de conseguir una dosis 

acumulada de CIS mayor que, tal y como hemos indicado, es el parámetro que mejor 

correlaciona con el daño observado en la retina (Dulz et al., 2017).   

 Otra de las limitaciones de nuestro estudio es que se realiza únicamente en 

machos. Aunque la dosis es uno de los factores claves asociados a la toxicidad del CIS, el 

sexo parece estar implicado también en la severidad de la retinopatía. De hecho, con 

dosis similares de CIS se observó que mujeres que recibieron quimioterapia por cáncer 

de ovario presentaban afectación de la visión (Wilding et al., 1985), mientras que sujetos 

varones con un tratamiento con quimioterápico similar para el cáncer de testículos no 

tuvieron alteraciones visuales (Ozols et al., 1983). En modelos animales hay gran 

controversia al respecto, estudios iniciales de Nematbakhsh et al., (2013) demostraron 

que los machos podrían ser más susceptibles a la nefrotoxicidad que las hembras; Sin 

embargo, trabajos más recientes parecen indicar lo contrario (para revisión consultar: 

Eshraghi-Jazi & Nematbakhsh, 2023).  
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En futuros estudios se incluirá la perspectiva de género con el fin de analizar, en 

animales macho y hembra, las posibles diferencias sexuales existentes con relación a la 

neurotoxicidad inducida por CIS, y, profundizar, además, en los mecanismos subyacentes 

y en las posibles diferencias en cuanto a la eficacia de los diferentes tratamientos 

farmacológicos testados.  

La literatura ha demostrado que otro factor a considerar en el tratamiento de CIS 

son los antecedentes médicos de los pacientes. En dos casos clínicos descritos en la 

Introducción (Tabla 2 del apartado “Introducción”) han podido relacionar patologías del 

sistema cardiovascular como son la fibrilación auricular (Langevin et al., 2019) o la 

anemia y la hemoglobinemia (González et al., 2001) con la aparición de retinopatía. Por 

ello creemos importante incluir parámetros de vascularización en futuros estudios, 

como los niveles de hemoglobina en sangre, para valorar su implicación en el desarrollo 

de neurotoxicidad.   

En el presente estudio de retinotoxicidad por CIS nos hemos centrado en las 

principales poblaciones celulares de la retina: las neuronas encargadas de la codificación 

final y de la salida de la información visual, y las células gliales, macro y microgliales. Sin 

embargo, no se han analizado otras poblaciones celulares que también podrían verse 

afectadas. De hecho, en los estudios en humanos (ver Tabla 2 en el apartado 

“Introducción”), son varios en los que se describen datos de afectación en los 

fotorreceptores, fundamentalmente en los conos (Wilding et al., 1985). En estudios 

futuros analizaremos también la población de fotorreceptores, y se incluirá además el 

estudio de los registros de ERG que nos permitirán caracterizar funcionalmente las 

células dañadas (Blanco et al., 2019) por la administración de CIS en las retinas de 

nuestros animales. 

En este trabajo hemos propuesto, como posible mecanismo de toxicidad del CIS 

en el SNC, la activación de la cascada inflamatoria mediada por la activación del receptor 

TRL4 y la vía del inflamasoma por NLRP3 la cual, en última instancia, puede resultar en 

un proceso neuroinflamatorio y la apoptosis celular al afectar a las células gliales y a 

diversas poblaciones celulares (Bowman et al., 2003; Rodríguez- Gómez et al., 2020).   
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Sin embargo, otros estudios han propuesto mecanismos alternativos que 

incluyen la disfunción mitocondrial (Squillace et al., 2021), CIS también puede unirse al 

ADN mitocondrial ocasionando alteraciones en los complejos respiratorios 

mitocondriales (Kruidering et al., 1997) y aumentar la producción de ROS (Jesse et al., 

2014; Marullo et al., 2013). En futuros estudios se ampliará el conjunto de vías de daño 

a analizar, incluyendo vías relacionadas con la disfunción mitocondrial y el estrés 

oxidativo. Así como posibles mecanismos de muerte celular que incluyan diversas vías 

de apoptosis. Lo anterior pensamos que nos permitirá dilucidar los mecanismos 

implicados en la neurotoxicidad del CIS en el SNC. En cuanto a la búsqueda de nuevos 

abordajes terapéuticos, la CIL ha demostrado una potencial utilidad en el tratamiento de 

la toxicidad asociada al CIS, aunque los resultados en este estudio no hayan sido del todo 

concluyentes. En este sentido, creemos que CIL será efectiva sólo en aquellos casos 

patológicos en los que el daño sea más marcado, por lo que realizaremos un nuevo 

modelo con dosis de CIS más altas y acumulativas para aumentar el daño y poder 

obtener resultados más concluyentes de la eficacia del fármaco.  
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Conclusiones 

1. Una única dosis de cisplatino redujo el peso corporal de los animales y produjo 

un efecto nefrotóxico caracterizado por el incremento de los niveles séricos de 

creatinina y nitrógeno ureico en sangre. La cilastatina resultó eficaz previniendo 

y/o revirtiendo los efectos nefrotóxicos y consiguió evitar parcialmente la 

reducción del peso. 

2. La tomografía de coherencia óptica resulta una técnica eficaz a la hora de evaluar 

el daño retinotóxico del cisplatino de forma no invasiva. El cisplatino incrementó 

el grosor de la retina en las zonas más lejanas al nervio óptico (AS2), 

posiblemente asociado a la aparición de un edema. La cilastatina parece ser una 

estrategia prometedora para evitar dicho efecto. 

3. El cisplatino afecta a las diferentes poblaciones celulares de la retina, aunque de 

manera más marcada a la microglía y en las regiones nasal y central. El hecho de 

que estas sean las más afectadas tras la administración de cisplatino podría 

indicar una alteración de la barrera hematoencefálica. 

4. La cilastatina presenta un potencial terapéutico en algunas áreas de la retina, 

pero no en todas, lo que parece indicar que su acción es dependiente del área. 

Será necesario realizar estudios posteriores para caracterizar su mecanismo de 

entrada en la retina, así como su mecanismo de acción en esta. 

5. El cisplatino produjo la activación del inflamasoma vía NLRP3 en las células 

ganglionares de la retina, y el incremento de la expresión de TLR4 en las células 

macrogliales de la capa de células ganglionares.  

6. En la vía visual el cisplatino produjo un efecto moderado similar al descrito en la 

retina, afectando mayoritariamente a los morfotipos activos microgliales en los 

primeros núcleos de relevo de esta.  

7. La cilastatina consiguió disminuir parcialmente los efectos tóxicos del cisplatino 

descritos en la vía visual.  
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