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ESTUDIO DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL SISTEMA 
NERVIOSO CENTRAL EN MODELOS DE FRACASO MUTIORGÁNICO. 

BÚSQUEDA DE NUEVAS ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS. 
En la presente Tesis Doctoral se han seleccionado dos patologías, sepsis y malaria, 

causadas por agentes infecciosos diferentes (bacterias mayoritariamente en la sepsis y 

parásitos del género Plasmodium en la malaria) que cursan con un fracaso multiorgánico 

que afecta, en sus manifestaciones más graves, al Sistema Nervioso Central (SNC), 

causando en algunos casos, déficits en la función visual. Son patologías con una elevada 

incidencia a nivel mundial, y para las que, en la actualidad no existen tratamientos eficaces 

para las alteraciones provocadas en el SNC. Nuestro grupo de investigación ha 

profundizado en los posibles mecanismos de nefroprotección de la cilastatina (CIL), y ha 

demostrado sus propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias en la retina en un 

modelo experimental de glaucoma. Por ello, en la presente Tesis Doctoral, nos planteamos 

la hipótesis de que, en patologías sistémicas como la sepsis o la malaria, existe un daño 

inflamatorio y neuronal en la vía visual, tanto en la retina como en los principales núcleos 

de relevo: colículo superior (CS), núcleo geniculado lateral dorsal (NGLd) y corteza visual 

primaria (V1). Además, en este estudio CIL podría ser un prometedor agente terapéutico en 

el tratamiento de las alteraciones descritas en el SNC. Con el fin de dar respuesta a esta 

hipótesis nos planteamos como primer objetivo caracterizar el daño inflamatorio y 

neuronal en la vía visual en dos modelos en roedores: un modelo de sepsis inducido por 

una única administración de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), y un modelo de malaria 

inducido por la inoculación del parásito Plasmodium berghei ANKA (106 glóbulos rojos 

infectados, GRI, i.p.). En ambos casos, como segundo objetivo, se planteó evaluar la 

eficacia de la CIL (150 mg/kg, i.p.) en la prevención y/o reversión del daño inducido: en el 

caso del modelo de sepsis, se realizó una administración concomitante única de CIL, 

mientras que, en el modelo de malaria, CIL se administró durante 6 días. 

En el modelo animal de sepsis encontramos una marcada disminución del peso 

corporal junto con una alteración de la función renal a corto plazo (24 h). En este modelo, 

se realizó una evaluación preliminar in vivo de la retina mediante tomografía de coherencia 

óptica, y se observó un incremento del grosor de esta en las zonas más próximas al nervio 

óptico (NO), indicativo de un posible edema. Los análisis inmunohistoquímicos 

demostraron que el LPS redujo el marcaje de Brn3a de las células ganglionares de la retina 

(CGRs), principalmente en el área nasal inferior; aumentó los niveles de expresión de GFAP; 

e incrementó el número de células microgliales, promoviendo además su activación hacia 
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un morfotipo migratorio horizontal. En los núcleos de relevo de la vía visual, el LPS provocó 

una reducción en la expresión de NeuN; un aumento de los morfotipos microgliales 

reactivos en los tres núcleos; y un incremento de GFAP en el CS y la V1. En el modelo animal 

de malaria observamos un aumento gradual de la parasitemia (9%, el día 6 postinfección), 

una reducción en la concentración de hemoglobina en sangre, y un incremento en los 

niveles de creatinina sérica. En la retina, la inoculación del parásito disminuyó el marcador 

Brn3a, principalmente en el área central inferior; provocó un aumento en la expresión de 

GFAP en casi todas las áreas; e indujo un incremento del número de células microgliales, 

más marcado en la región central, junto con una mayor presencia del morfotipo migratorio 

vertical. En los principales núcleos de relevo de la vía visual hemos demostrado una 

disminución del marcador NeuN, un incremento de la expresión de GFAP, y un aumento del 

porcentaje de morfotipos microgliales reactivos en los tres núcleos de estudio. 

La administración de CIL, per se, no mostró efectos muy marcados en los parámetros 

analizados. En el modelo animal de sepsis fue capaz de atenuar la pérdida de peso, pero 

en el modelo de malaria no logró corregir ni la parasitemia ni la reducción en los niveles de 

hemoglobina en sangre. En ambos modelos demostró sus propiedades nefroprotectoras, 

así como propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias. En el modelo de sepsis, 

aunque no fue capaz de atenuar el edema, sí logró mitigar los daños observados en la 

retina. Encontramos efectos similares en ambos modelos animales, en los que la 

administración de CIL logró revertir el daño neuronal en la retina, principalmente en las 

áreas más afectadas, impidió la activación macroglial; y atenuó el aumento en el número 

de células microgliales, en especial en las zonas próximas al NO. De forma 

complementaria, en la retina de ambos modelos, se describió la presencia del receptor 

TLR4 en las células GFAP+ (astrocitos y/o pies vítreos de las células de Müller), y la expresión 

de NLRP3 en las CGRs, como una propuesta preliminar de un posible mecanismo de 

acción tanto para el daño inducido como para la CIL. Confirmamos este papel protector de 

CIL en los diferentes núcleos de relevo de la vía visual, al evaluar la expresión de NeuN, y 

su capacidad para revertir la activación macroglial, aunque solo lograse atenuar el grado 

de activación de las células microgliales en el modelo de sepsis.  

Nuestros hallazgos muestran que la administración de CIL atenúa el daño neuronal y 

disminuye la activación glial, evidenciando su capacidad neuroprotectora y 

antiinflamatoria, al menos en dos modelos animales de patología de fallo multiorgánico. 

Aunque es necesario profundizar en los mecanismos moleculares por los que CIL ejerce 

estas acciones, CIL emerge como un novedoso abordaje terapéutico en el tratamiento de 

alteraciones del SNC de múltiple etiología. 
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INVESTIGATION OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
INFLAMMATORY RESPONSE IN ANIMAL MODELS OF MULTIORGAN 

FAILURE SEARCH FOR NOVEL THERAPEUTIC APPROACHES 
In this Doctoral Thesis we have selected two pathologies, sepsis and malaria, caused 

by diƯerent infectious agents (mainly bacteria in sepsis and parasites of the Plasmodium 

genus in malaria) that cause multiorgan failure aƯecting, in their most severe 

manifestations, the Central Nervous System (CNS) and sometimes showing deficits in 

visual function. These pathologies have a high worldwide incidence, and no eƯective 

treatment for the related CNS alterations are available at present. Our research group has 

extensively investigated the possible nephroprotective mechanisms of cilastatin (CIL), and 

we have more recently demonstrated its neuroprotective and anti-inflammatory properties 

in the retina, in an experimental model of glaucoma. Therefore, in the present Doctoral 

Thesis, we hypothesized inflammatory and neuronal damages in the whole visual pathway, 

from the retina and through main relay nuclei: superior colliculus (SC), dorsal lateral 

geniculate nucleus (dLGN) and primary visual cortex (V1), in these two systemic 

pathologies (sepsis or malaria). Furthermore, CIL could emerge as a promising therapeutic 

agent in the treatment of these CNS alterations.  

For that purpose, we established two general objectives: to characterize the 

inflammatory and neuronal damage in the visual pathway in two rodent models, one model 

of sepsis induced by a single administration of lipopolysaccharide (LPS, 10 mg/kg, i.p.), and 

another model of malaria induced by the inoculation of the parasite Plasmodium berghei 

ANKA (106 infected red blood cells, iRBCs, i.p.); and to evaluate the eƯicacy of CIL (150 

mg/kg, i.p.) in preventing and/or reversing the induced damage: a single concomitant dose 

of CIL was administered in the sepsis model, while CIL was administered for a total of 6 

days in the malaria model. 

On the one hand, in the animal model of sepsis, we found a decrease in body weight 

together with a short-term (24 h) impairment of renal function. In a preliminary in vivo 

evaluation performed by optical coherence tomography (OCT), we found an increase in 

retinal thickness, in the areas closest to the optic nerve (ON), indicative of a possible 

oedema. Immunohistochemical analysis showed that LPS administration reduced Brn3a 

expression, that is, the presence of Retinal Ganglion Cells (RGCs), mainly in the inferior 

nasal area; increased GFAP expression levels; and increased the number of microglial cells, 

promoting their activation towards a horizontal migratory morphotype. In the main relay 

nuclei of the visual pathway, LPS caused a reduction in NeuN expression; an increase in 
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reactive microglial morphotypes in all three nuclei; and an increase in GFAP in the CS and 

V1. On the other hand, in the animal model of malaria, we observed a gradual increase in 

parasitaemia (9%, on day 6 post-infection), a reduction in blood haemoglobin levels, 

together with an increase in serum creatinine levels. In the retina, parasite inoculation 

decreased Brn3a expression, mainly in the central inferior area; caused an increase in GFAP 

expression in almost all areas; and augmented the number of microglial cells, more 

markedly in the central region, promoting the presence of the vertical migratory 

morphotype. In the main relay nuclei of the visual pathway, we demonstrated a decrease in 

the NeuN marker, an increase in GFAP expression, and an increase in the percentage of 

reactive microglial morphotypes in all three study nuclei. 

The administration of CIL, per se, did not importantly modify the parameters analysed. 

In the sepsis animal model, CIL was able to attenuate weight loss, but, in the malaria model, 

it failed to correct either parasitaemia or the reduction in blood haemoglobin levels. In both 

models, it demonstrated nephroprotective properties, as well as neuroprotective and anti-

inflammatory properties. In the sepsis model, although it was not able to attenuate the 

reported oedema, it was able to mitigate the damage observed in the retina. We found 

similar eƯects in both animal models, in which the administration of CIL was able to reverse 

neuronal damage in the retina, mainly in the most aƯected areas, prevent macroglial 

activation, and attenuate the increase in the number of microglial cells, especially in areas 

close to the NO. In addition, in the retina of both models, we described the presence of TLR4 

receptor in GFAP+ cells (astrocytes and/or vitreous feet of Müller cells), and the expression 

of NLRP3 in RGCs, as a preliminary proposal of a potential mechanism of action for both 

the induced damage and CIL. We confirmed this protective role of CIL in the diƯerent relay 

nuclei of the visual pathway by assessing the expression of NeuN, and its ability to reverse 

macroglial activation, although it only attenuated the state of microglial cell activation in 

the sepsis model. 

Our findings show that CIL administration attenuates neuronal damage and decreases 

glial activation, providing further evidence for its neuroprotective and anti-inflammatory 

properties, in, at least, these two animal models of multi-organ failure. Despite additional 

research is needed to dilucidate the molecular underlying mechanisms by which CIL exerts 

its actions, CIL emerges as a novel therapeutic approach in the treatment of CNS disorders 

of multiple aetiology. 
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1. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACIÓN VISUAL 
El sistema visual desempeña un papel crucial en la percepción del entorno, nos 

permite determinar el tamaño, la forma, el color y la distancia a la que se encuentran los 

objetos, incluso si están o no en movimiento (Augustine et al., 2023). La vía visual está 

constituida por una serie de estructuras que pertenecen al sistema nervioso central (SNC) 

y que son las encargadas de procesar e integrar la información visual recibida. Está 

formada por la retina, una serie de núcleos de relevo y por la corteza visual. La retina posee 

las células receptoras sensoriales, los fotorreceptores, que transducen la energía 

electromagnética en una señal electroquímica que se transmite, procesa e integra por los 

diferentes tipos de células retinianas hasta llegar a las células ganglionares de la retina 

(CGRs). Las CGRs, si la información que reciben es excitatoria, generarán potenciales de 

acción que transmitirán, vía sus axones y por el nervio óptico (NO), a las siguientes células 

de los núcleos de relevo de la vía visual, en los cuales se continuará el procesado de la 

información visual (Kandel et al., 2013; Grossniklaus et al., 2015; Augustine et al., 2023).  

El ojo está formado por varias estructuras macroscópicas (Fig.1A), muy similares en 

humanos y roedores, que están encargadas de asegurar la correcta llegada de la 

información lumínica del exterior a las células receptoras sensoriales de la retina. (Zeiss et 

al., 2017; Augustine et al., 2023). Las estructuras desde el exterior al interior son:  
 Párpados: que protegen, limpian y lubrican la superficie ocular. 

 Córnea: tejido epitelial avascular transparente que constituye la primera lente del 

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

 Esclerótica: capa de tejido conjuntivo rico en fibras de colágeno que se inicia en 

los límites de la córnea y continua hasta la parte posterior del ojo. Protege al ojo de 

daños mecánicos y a ella se unen los músculos extraoculares. 

 Cámara anterior: situada entre la córnea y el iris, está rellena del humor acuoso 

que proporciona nutrientes y oxigena las estructuras del globo ocular carentes de 

aporte sanguíneo, como la córnea y el cristalino. Es producido en el cuerpo ciliar, 

cuyas células epiteliales regulan su producción y composición, y secretado a través 

de los procesos ciliares. El humor acuoso se drena hacia la circulación sanguínea 

principalmente en la zona del ángulo iridocorneal, donde atraviesa la malla 

trabecular y el canal de Schlemm llegando al seno venoso (Fig.1B). 

 Iris: ubicado entre el humor acuoso y el cristalino. Está compuesto por dos capas 

de músculo liso, una circular (músculo constrictor pupilar) y otra longitudinal 

(músculo dilatador pupilar) que rodean la pupila. La función del iris es regular la 
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entrada de luz a la retina mediante la modificación del tamaño pupilar, determinado 

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

 Cuerpo ciliar: situado entre el iris y la zona de la ora serrata. En su estroma se 

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

suspensorio del cristalino, 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.   

 Cámara vítrea: situada entre el cristalino y la retina, contiene el humor vítreo, 

líquido gelatinoso y transparente que ocupa el 80% del volumen del ojo. Ayuda a 

mantener la forma del ojo, la posición del cristalino y a que la retina neural 

permanezca en contacto con el epitelio pigmentario de la retina.  

 Retina: epitelio neurosensorial situado a continuación de la ora serrata, entre el 

humor vitreo y la coroides. En la retina neural se encuentran las células 

responsables de la fototransducción, y es donde se inicial el procesamiento de la 

información visual. En la retina no neural se encuentra el epitelio pigmentario. 

 Coroides: 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.  

 

 
Figura 1. Anatomía del ojo humano. (A) Esquema de las estructuras macroscópicas en una sección de ojo humano. (B) 
Detalle del segmento anterior del ojo. Tomado de Zeiss et al., 2017 y modificado. 
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La luz incide sobre la córnea, atraviesa la cámara anterior del ojo y por la pupila, llega 

al cristalino y a través de la cámara posterior del ojo, incide en la retina. La estructura 

macroscópica de la retina permite distinguir una serie de zonas (Fig.2). La mácula es una 

región circular situada en el centro de la retina. En humanos, la mácula presenta una zona 

denominada fóvea donde la densidad de conos es máxima y está implicada en la visión del 

color y en la agudeza visual. En roedores no existe ni mácula ni fóvea, sólo una zona de la 

retina no excavada, con mayor densidad de conos, que podría ser similar a la mácula 

humana. El disco o papila óptica, es la zona por la que los axones de las CGRs abandonan 

la retina para formar el NO, está región carece de fotorreceptores por lo que constituye el 

“punto ciego” de la retina. El disco óptico, además, es la zona de entrada y salida de la 

vascularización retiniana (Kandel et al., 2013; Grossniklaus et al., 2015; Zeiss et al., 2017; 

Augustine et al., 2023).  

 

 
Figura 2. Estructura macroscópica de la retina. (A) Roedor (ratón). Los roedores nocturnos como el ratón y la rata carecen 
de mácula y además presentan una vasculatura radial entorno al nervio óptico (señalado con una flecha). Barra de aumentos 
50 μm. Se muestra un detalle de la vascularización retiniana realizado por una angiografía con fluoresceína. (B) Primate 
(Macaco Rhesus). En el caso de los primates y los humanos, los vasos sanguíneos surgen del disco óptico localizado en la 
parte nasal de la retina (señalado con una flecha), y se extienden en forma de abanico hacia la zona temporal. En el centro 
podemos observar una zona avascular, la mácula (indicada con un círculo blanco), en cuyo centro aparece un punto negro 
que es la fóvea. Escala: 1 mm. Temp: Región Temporal. Tomado de Zeiss et al., 2017. 

La retina, desde el punto de vista anatómico, se subdivide en 9 áreas (ver Fig.3; 

Fernández-Albarral et al., 2021b; Martínez-López et al., 2024) determinadas por 3 regiones 

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

superior (S), central (C) e inferior (I). Lo anterior determina un total de 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). 
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Figura 3. Áreas anatómicas de la retina. (A) División en el eje horizontal en tres regiones: nasal (N), central (C) y temporal 
(T). Tomado de Fernández-Albarral et al., 2021b. (B) División en el eje vertical en tres zonas: superior (S), central (C) e inferior 
(I). Esquema tomado de Biorender.com. (C) Áreas anatómicas resultantes de la división de la retina en ambos ejes: 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). 
 

1.1. LA RETINA 
La retina presenta una compleja estructura microscópica organizada en capas 

interconectadas en las que se alternan capas celulares y capas de sinapsis denominadas 

plexiformes, y presenta dos membranas limitantes. La organización estructural de la retina 

y sus diferentes tipos celulares ya fue descrita en los primeros estudios del Dr. Santiago 

Ramón y Cajal (Fig. 4A). Es importe destacar que, aunque en la actualidad la nomenclatura 

se ha modificado en parte, la estructura en capas y los tipos celulares se han mantenido 

desde sus primeras descripciones. 

 

 
Figura 4. Esquema de la retina de mamíferos. (A) Esquema realizado por el Dr. Santiago Ramón y Cajal. Tomado de Ramón 
y Cajal, 1899. (B) Esquema de la estructura microscópica de la retina, se muestran las capas y tipos celulares. La retina se 
organiza en varias capas que, desde la más externa hacia la más interna son: epitelio pigmentario de la retina (EPR), 
segmento externo de los fotorreceptores (SE), membrana limitante externa (MLE), capa nuclear externa (CNE), capa 
plexiforme externa (CPE), capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme interna (CPI), capa de células ganglionares (CCG), 
capa de fibras del nervio óptico (CFNO) y membrana limitante interna (MLI). Tomado de Rathnasamy et al., 2019 y modificado.   
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Las capas (Fig.4B) ordenadas desde la retina externa (más próxima a la coroides) hacia 

la retina interna (más próxima al humor vítreo) (para más información consultar: Kandel et 

al., 2013; Augustine et al., 2023) son: 

 Epitelio pigmentario de la retina (EPR): se encuentra entre la coroides y la capa de 

fotorreceptores. Está formado por las células pigmentarias que presentan una 

elevada concentración de melanina, y que están en contacto con el segmento 

externo de los fotorreceptores. Esta capa pertenece a la retina no neural y forma 

parte de la barrera hematorretiniana (BHR), por lo que contribuye a la 

homeostasis retiniana; otras funciones a destacar son la de evitar la refracción de 

la luz, realizar el reciclado del fotopigmento de los fotorreceptores y nutrir a la retina 

neural. 

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

los fotorreceptores (SE), en los que se localizan los pigmentos fotosensibles que 

comienzan el proceso de la fototransducción.  

 Membrana limitante externa (MLE): formada por las prolongaciones ventriculares 

o apicales de las células de Müller, células macrogliales de la retina; y las uniones 

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

 Capa nuclear externa (CNE): formada por los somas de las células fotorreceptoras 

y la prolongación interna de las mismas. Son los encargados de la fototransducción 

y transmiten la información a las células bipolares y/o horizontales y/o 

interplexiformes. Hay dos tipos: los conos que poseen un segmento externo 

cónico, y los bastones que tienen un segmento externo de forma cilíndrica. 

 Capa plexiforme externa (CPE): formada por las sinapsis entre los fotorreceptores 

y las células bipolares y/o las células horizontales. 

 Capa nuclear interna (CNI): formada por los somas de las células de Müller y por 

las células horizontales, las células bipolares, las células interplexiformes, las 

células amacrinas y las CGRs desplazadas. Las células bipolares reciben la 

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

horizontales, interplexiformes y amacrinas modulan las sinapsis entre 

fotorreceptores, bipolares y CGRs.  

 Capa plexiforme interna (CPI): formada por las sinapsis entre las células bipolares 

y/o amacrinas con las CGRs. 

 Capa de células ganglionares (CCG): formada por los somas de las CGRs, y de las 

amacrinas desplazadas. Las CGRs son las encargadas de integrar la información 
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visual y transmitirla a través de sus axones, los cuales se agrupan y abandonan la 

retina formando el nervio óptico (NO) hacia el resto de los núcleos de la vía visual. 

 Capa de fibras del nervio óptico (CFNO): formada por los axones de las CGRs y es 

la capa con mayor vascularización. 

 Membrana limitante interna (MLI): formada la terminación de la prolongación 

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

 

En la retina encontramos 5 tipos de células que, desde la retina externa hacia la retina 

interna son (Fig. 4B) (Augustine et al., 2023): 

 Células fotorreceptoras: hay dos poblaciones que se diferencian tanto por su 

morfología como por su función: bastones y conos. Los bastones son los 

mayoritarios y presentan una elevada sensibilidad a la luz, lo que les hace 

fundamentales para la visión nocturna. Los conos son menos numerosos, 

concentrándose principalmente en la zona de la fóvea en humanos; tienen una 

menor sensibilidad a la luz, pero ofrecen una mayor capacidad de resolución 

espacial, siendo los responsables de la percepción del color y de la agudeza visual. 

 Células horizontales: establecen conexiones con los fotorreceptores y las células 

bipolares, y están implicadas en procesos de inhibición lateral. 

 Células bipolares: conectan los fotorreceptores con las CGRs y las amacrinas. 

Encontramos dos tipos diferentes: células bipolares “ON” o de centro encendido 

que se despolarizan ante estímulos luminosos y las “OFF” o de centro apagado que 

se hiperpolarizan en respuesta a la luz. 

 Células amacrinas: grupo heterogéneo de células a nivel morfológico y funcional. 

Sinaptan con las células bipolares y con las CGRs, modulando la información entre 

estos tipos celulares, y están implicadas en mecanismos de inhibición lateral. 

 Células ganglionares de la retina (CGRs): constituyen una población celular muy 

diversa en los mamíferos, se han descrito según las especies entre 20 y 46 tipos 

diferentes en base a su morfología, su función y a los marcadores moleculares que 

expresen; aunque se pueden clasificar en cuatro grandes grupos. Las CGR M o 

magnocelulares que están especializadas en la detección del movimiento, entre 

otras funciones; las CGR P o parvocelulares que intervienen en la discriminación 

del color y la percepción de la profundidad, entre otras funciones; y las CGR no M-

no P que participan en el procesamiento de información del color. Existe otro 

pequeño porcentaje de CGRs, las denominadas intrínsecamente fotosensibles, 
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que contienen altas concentraciones del pigmento melanopsina, y están 

implicadas en la regulación de los ritmos circadianos y del reflejo pupilar. En 

humanos, los núcleos pueden estar en más de una capa, mientras que en los 

roedores los somas celulares se disponen en una monocapa conformando la CCG. 

 

Las diferentes poblaciones celulares retinianas presentan marcadores específicos que 

permiten identificarlas. En la presente Tesis Doctoral para analizar la población de CGRs, 

se ha empleado uno de los marcadores más utilizados para su estudio, el factor de 

transcripción Brn3a (homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3, del 

inglés: Brain specific homeobox 3a). Los niveles de expresión del marcador están ligados 

con el estado de viabilidad y funcionalidad de las CGRs; se ha demostrado que una 

disminución de su expresión puede indicar que la célula presente una reducción de su 

capacidad funcional e incluso que esté comenzando un proceso de daño celular que 

podría llegar a producir la apoptosis celular (Xiang et al., 1995; Nadal-Nicolás et al., 2009). 
 

1.1.1. Poblaciones gliales de la retina  
En la retina también encontramos células gliales que desempeñan un papel crucial, 

entre otros, en el correcto mantenimiento de la homeostasis, en la inmunidad retiniana, en 

la transmisión de las señales nerviosas, y en la neuroprotección (Vecino et al., 2016; 

Muthuswamy et al., 2021). Existen dos grandes poblaciones: las células macrogliales y las 

células microgliales. 

Las células de macroglía de la retina son los astrocitos y las células de Müller (Fig.5). 

Están implicados en funciones como: el mantenimiento de la citoarquitectura de la retina; 

la regulación de la homeostasis, el reciclaje de neurotransmisores; la formación y el 

mantenimiento de la integridad de la BHR; el aporte metabólico; y la inmunidad retiniana, 

entre otras. La macroglía produce importantes factores tróficos esenciales para la 

supervivencia de las células de la retina como el factor neurotrófico derivado del cerebro 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), el factor neurotrófico derivado de las células 

gliales (Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor, GDNF) o el factor de crecimiento endotelial 

vascular (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) (de Hoz et al., 2016; Vecino et al., 

2016; Reichenbach & Bringmann, 2020).  

Los astrocitos (Fig.5B) están únicamente en retinas vascularizadas. En situación 

fisiológica, en mamíferos se localizan en las capas más internas de la retina en la CFNO y 

CCG. Al formar parte de la BHR sirven de intermediarios entre las células retinianas y el 

resto de los compartimentos del ojo; permiten la entrada de nutrientes y la salida de los 
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productos de deshecho generados; la homeostasis de líquidos, de iones, del pH y de los 

neurotransmisores; además intervienen en la regulación del metabolismo celular. 

También están implicados en la señalización celular y en las sinapsis; así como en el 

mantenimiento inmunitario de la retina. En la retina humana se han observado dos 

morfologías diferentes, un morfotipo estrellado y otro elongado, mientras que en roedores 

con retinas vascularizadas solo se ha descrito el morfotipo en forma de estrella (Ramírez 

et al., 1994; Ramírez et al., 2010; de Hoz et al., 2016; Muthuswamy et al., 2021). Las células 

de Müller (Fig.5A) representan el 90% de las células gliales de la retina. Es una clase de 

glía radial, sus somas celulares se encuentran en la CNI, mientras que extienden sus 

prolongaciones a lo largo de todas las capas de la retina, desde el borde más interno (en 

contacto con el vítreo, formando la MLI) hasta el final de la CNE (formando la MLE), en su 

recorrido contactan con las células adyacentes, con los vasos sanguíneos y con el humor 

vítreo. Gracias a su forma y a las uniones estrechas que crean, las células de Müller son 

esenciales para el mantenimiento estructural de las capas de la retina y de la BHR (Ramírez 

et al., 1994; de Hoz et al., 2016; Reichenbach & Bringmann, 2020; Muthuswamy et al., 

2021). Además, ayudan al mantenimiento de la homeostasis, al metabolismo celular, 

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

neurotransmisores (Reichenbach & Bringmann, 2010). 

Existen diferentes marcadores para el análisis de las poblaciones macrogliales y entre 

los más empleados se encuentra la proteína acídica fibrilar glial (Glial Fibrillary Acidic 

Protein, GFAP), componente mayoritario de los filamentos intermedios (Bignami et al., 

1972; Eng, 1985; Vecino et al., 2016; Muthuswamy et al., 2021). Este marcador se expresa 

en situación fisiológica en los astrocitos, mientras que las células de Müller pueden 

expresar algo de marcaje en la CPE (Fernández-Sánchez et al., 2015; Reichenbach & 

Bringmann, 2020). Las células de Müller expresan otros marcadores como la vimentina o 

la glutamina sintasa (Fernández-Albarral et al., 2022). 

 
Figura 5. Células macrogliales de la retina de rata. (A) Células de Müller y astrocitos marcados con vimentina (rojo), se 
puede observar cómo las células de Müller atraviesan todas las capas de la retina. (B) Astrocitos marcados con GFAP (verde), 
localizados en la capa de células ganglionares (CCG). El marcaje de los núcleos celulares se realizó con el marcador TO-
PRO3 (azul). Barra de aumentos: 20 µm. OS: segmento externo de los fotorreceptores; ONL: capa nuclear externa; OPL: capa 
plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa plexiforme interna; GCL: capa de células ganglionares. Vimentin: 
vimentina; GFAP: proteína acídica fibrilar glial. Tomada de Fernández-Sánchez et al., 2015.  
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Las células microgliales (Fig.6) forman parte del sistema de inmunidad innata del 

SNC. En condiciones fisiológicas en la retina están en las capas CPI, CPE, CCG y CFNO y 

son una población heterogénea de células que realizan una función de inmunovigilancia 

protectora, pues pueden desplazarse, presentar antígenos y fagocitar productos 

metabólicos y restos celulares (Kettenmann et al., 2013). Además, junto con las células 

macrogliales, intervienen en el mantenimiento de la homeostasis y de las sinapsis, y en la 

liberación de factores neurotróficos que contribuyen a la plasticidad y a la supervivencia 

neuronal, por lo que ayudan a la reparación, la remodelación sináptica y la neurogénesis 

(Kettenmann et al., 2013; Vecino et al., 2016; Muthuswamy et al. 2021; Murenu et al., 2022). 

Uno de los marcadores más utilizados para el análisis de las células microgliales es la 

proteína citoplasmática Iba1 (molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado; del 

inglés, Ionized calcium binding adaptor molecule 1) (Ito et al.,1998; Vecino et al., 2016; 

Muthuswamy et al., 2021). 

Las células microgliales en condiciones fisiológicas presentan un morfotipo radial 

(RD), es una microglía ramificada con un soma pequeño y con las prolongaciones en todas 

las direcciones principalmente (Murenu et al., 2022; Martínez-López et al., 2024), que está 

en constante movimiento controlando con sus prolongaciones el microambiente que les 

rodea (Nimmerjahn et al., 2005; Reichenbach & Bringmann, 2020; Murenu et al., 2022). Las 

células nerviosas, en situación fisiológica, expresan la glicoproteína transmembrana 

CD200 (del inglés, Cluster of Differentiation 200 ligand) la cual al unirse al receptor CD200R 

(del inglés, Cluster of Differentiation 200 receptor) presente en la superficie de las células 

de microglía, lo cual evita su activación y hace que se mantenga el morfotipo RD 

(Langmann, 2007; Rathnasamy et al., 2019; Reichenbach & Bringmann, 2020). 

 

 
Figura 6. Células microgliales de la retina de ratón. Los somas de las células microgliales se disponen en las capas más 
internas de la retina (CFNO, CCG) y en las capas plexiformes (CPI, CPE). Las células microgliales se marcaron con Iba1 
(blanco), y los núcleos celulares con Hoechst (azul). Barra de aumentos: 100 µm. ONL: capa nuclear externa; OPL: capa 
plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa plexiforme interna; GCL: capa de células ganglionares; NFL: capa de 
fibras del nervio óptico. Tomada de Bosco et al., 2011. 

Los astrocitos y las células microgliales activadas pueden presentar, según el tipo de 

daño y el tiempo de duración del mismo, dos fenotipos: un fenotipo proinflamatorio 
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(neurotóxico) o bien un fenotipo antinflamatorio, inmunoregulador (neuroprotector) (Tang 

& Le, 2016; Liddelow et al., 2017). El fenotipo que adquieren los astrocitos y las células 

microgliales, también depende de las señales que reciben de otras células y de la 

comunicación entre ambas poblaciones (consultar: Yang & Zhou, 2019; Kwon & Koh, 2020). 

Los fenotipos proinflamatorios liberan al medio, entre otros: citoquinas proinflamatorias, 

quimioquinas, especies reactivas del oxígeno (EROs), óxido nítrico, proteasas y 

prostaglandinas. Estos mediadores incrementan la neuroinflamación y la neurotoxicidad, 

al atraer y activar otras células gliales y del sistema inmune, lo que inicia un circuito de 

retroalimentación positiva proinflamatoria, denominado gliosis reactiva. En sus etapas 

iniciales, tiene un papel neuroprotector dirigido a reducir el daño; sin embargo, si se 

cronifica en el tiempo puede ser perjudicial aumentando la patogénesis de la enfermedad 

como se ha observado en muchas patologías retinianas como el glaucoma, la retinitis 

pigmentosa, la retinopatía diabética o la degeneración macular (de Hoz et al., 2016; 

Silverman & Wong, 2018). Por el contrario, los fenotipos antinflamatorios secretan al 

medio, entre otros, interleuquinas (IL) antinflamatorias como  la IL-4 o  la IL-10, y factores 

de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta (del inglés, Transforming 

growth factor beta, TGFβ); que van a promover la liberación de más mediadores 

antinflamatorios y neuroprotectores, contribuyendo a finalizar la neuroinflamación e 

iniciar la reparación del tejido (para revisión consultar Yang & Zhou, 2019; Kwon & Koh, 

2020). 

La activación de los astrocitos, astrogliosis, implica que se desplacen al lugar del daño, 

aumenten su número (proliferación) y el tamaño de sus prolongaciones (hipertrofia); e 

incrementen la expresión de proteínas como GFAP (Shinozaki & Koizumi, 2021). En las 

etapas iniciales del daño, la astrogliosis es beneficiosa pues los astrocitos tienen una 

mayor tasa metabólica, producen mayores niveles de factores neuroprotectores y ayudan 

a restaurar los niveles de neurotransmisores; además, son esenciales para la reparación 

de la BHR y la remodelación del tejido dañado mediante la eliminación de células muertas 

y restos celulares. Sin embargo, si se cronifica en el tiempo su activación, contribuyen a la 

neuroinflamación ya que aumentan el estrés oxidativo, secretan citoquinas 

proinflamatorias, y gran cantidad de quimioquinas, que aumentan la atracción de células 

inmunes al sitio dañado, y pueden producir daño vascular y muerte neuronal (de Hoz et al., 

2016; Reichenbach & Bringmann, 2020; Muthuswamy et al., 2021). En el caso de las células 

de Müller al activarse se observa hipertrofia junto con una desregulación de marcadores 

como la vimentina, la glutamina sintasa y GFAP, aumentando su expresión (Wang & Wong, 

2014; de Hoz et al., 2016; Vecino et al., 2016).  
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La activación de las células microgliales, microgliosis, se produce en respuesta a gran 

variedad de estímulos debido a que poseen una amplia variedad de receptores. Por 

ejemplo, las neuronas, en situación patológica, producen la quimioquina fractalquina 

(CX3CL1, del inglés, C-X3-C motif ligand 1) la cual se une al receptor microglial de la 

fractalquina CX3CR1 (del inglés, C-X3-C motif receptor 1) y contribuye a su activación, 

regulando las ramificaciones microgliales y su capacidad de migración. La microgliosis 

conlleva un cambio morfológico (ver apartado Material y Métodos para consular la 

morfología de los diferentes morfotipos), pues las células pasan del morfotipo RD a uno 

migratorio horizontal (HZ) con las prolongaciones paralelas a las capas; y/o a uno 

migratorio vertical (VT), con las prolongaciones perpendiculares a las capas de la retina 

(Silverman & Wong, 2018; Martínez-López et al., 2024). 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). Además, las células de microglía reactivas 

aumentan su capacidad migratoria, proliferativa, fagocítica y de liberación de moléculas 

proinflamatorias y EROs (Langmann, 2007) que, a su vez, pueden inducir astrogliosis, 

muerte de CGR y vasoconstricción (Kettenmann et al., 2013). Algunas de las citoquinas 

proinflamatorias liberadas por las células microgliales activadas son la IL-1β, la IL-6 y el 

factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, Tumor necrosis factor alpha, TNFα) que 

estimulan a las células de Müller; y estas, una vez aumentan la producción de sustancias 

quimioatrayentes y de adhesión que facilitan la migración de la microglía por la superficie 

de las células de Müller (Wang et al., 2011).  

En la presente Tesis Doctoral se han empleado dos especies animales distintas, rata 

(Rattus norvegicus) en el modelo animal de sepsis, y ratón (Mus musculus) en un modelo 

animal de malaria; por ello es importante matizar algunas de las diferencias anatómicas, 

macroscópicas y microscópicas entre la retina humana y la de los roedores que ayudarán 

a la mejor comprensión de los siguientes apartados (ver Tabla 1). Destacar que en 

roedores el disco óptico no se encuentra en la zona nasal, si no que se encuentra más 

desplazado hacia la retina central; no se existe ni mácula ni fóvea; al ser animales 

nocturnos, la mayoría de sus fotorreceptores son bastones y solamente poseen dos tipos 

de conos (visión dicromática). A pesar de estas diferencias, la retina de ambas especies es 

estructuralmente muy similar a la retina periférica humana, por lo que constituyen un 

modelo animal útil para el estudio de los efectos producidos por determinadas patologías 

sistémicas y/o del SNC relacionadas con la retina; además de para la búsqueda de nuevos 

tratamientos farmacológicos (Zeiss et al., 2017; Galindo-Romero et al., 2022).  
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1.2. NÚCLEOS DE RELEVO DE LA VÍA VISUAL  
El procesamiento de la información visual comienza en la retina y, mediante los axones 

de las CGRs que forman el NO, se transmite a las diferentes áreas de procesamiento visual 

del SNC (Monavarfeshani et al., 2017). El SNC de los mamíferos integra la información 

visual de los 2 ojos para conseguir la visión binocular y completa del campo visual (Fig.7, 

Priebe & McGee, 2014; Read, 2021).  El campo visual procesado por la retina de cada ojo, 

información monocular, se transmite por los axones de las CGRs hacia el quiasma óptico, 

en el cual parte de los axones decusan y enviarán información, mediante el tracto óptico, 

a áreas de la vía visual del hemisferio contralateral al ojo en el cual se encuentran; y otra 

parte no decusa y enviarán información al mismo hemisferio cerebral de la retina de la 

proceden. La posición de los ojos determina el porcentaje de axones que van a decusar en 

el quiasma óptico (Priebe & McGee, 2014; Kerschensteiner & Feller, 2024). En las especies 

animales con los ojos localizados frontalmente, como los primates, el número de 

proyecciones contra e ipsilaterales va a ser aproximadamente el mismo, en general: los 

axones de las CGRs de área nasal de la retina decusan en el quiasma transmitiendo la 

información de manera contralateral, mientras que los del área temporal van a 

proyectarse hacia los núcleos localizados en el mismo lado, de forma ipsilateral (Perry et 

al., 1984; Priebe & McGee, 2014; Augustine et al., 2023; Kerschensteiner & Feller, 2024), 

por lo que en estas especies hay un gran campo visual binocular (Priebe & McGee, 2014). 

Humanos Roedores Referencias

23,5-25 mm
Ratón: 4 mm
Rata: 6 mm

Zeiss et al ., 2017

Glándula Harderiana Ausencia Presencia
Ángulo iridiocorneal Ausencia Presencia

Mácula Presencia Ausencia
Fóvea Presencia Ausencia

Disposición del NO
Localizado en la parte nasal del globo 

óptico
Centralizado

Vascularización En arcadas desde el NO Radial desde NO

Distribució homogénea, mayor 
concentración de conos en la mácula

Mayor densidad de 
fotorreceptores en las zonas 

nasal y temporal

Menor proporción de bastones Predominan los bastones (95%)

Tipos de fotorreceptores
3 tipos (S, M y L)

Visión tricromática
2 tipos (S y M/L)

Visión dicromática
Densida de CGRs Menor Mayor

Disposición de CGRs Multicapa Monocapa
Morfología de los astrocitos Estrellado y elongado Estrellado de Hoz et al ., 2016

60% de los axones decusan en el NO
95% de los axones decusan en el 

NO
Dhande & Huberman, 

2014

Mayor campo visual frontal
(ojos dispuestos frontalmente)

Mayor campo visual
(ojos dispuestos lateralmente)

Priebe & McGee, 2014

Aferencias

Campo visual

CGR, células ganglionares de la retina; NO, nervio óptico

Tabla 1. Principales diferencias entre la retina de humano y la de roedores.

Tamaño

Macroestructura Zeiss et al ., 2017

Microestructura

Densidad y distribución de los 
fotorreceptores

Zeiss et al ., 2017

Dragër & Olsen, 1981 
Zeiss et al ., 2017
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En otras especies como los roedores, debido a la lateralización de los ojos el campo de 

visión binocular es mucho menor y más del 95% de los axones del NO decusan en el 

quiasma óptico; y, en general, los axones que decusan pertenecen en su mayoría a CGRs 

situadas en las áreas nasal y central de la retina, mientras que las CGRs cuyos axones no 

decusan se encuentran en su mayoría en la zona de la creciente temporal de la retina 

(Kerschensteiner & Feller, 2024). Es importante destacar que, en la vía visual, existe una 

organización retinotópica, que permite mantener la información espacial del campo visual 

(Johnson & Triplett, 2021). Esta organización se inicia ya en el NO, determinada por la región 

de la retina en la cual se encuentra la CGR (Fitzgibbon & Reese, 1996) y se mantiene en el 

resto de las estructuras implicadas en el procesamiento de la información visual 

(Kerschensteiner & Feller, 2024). 

 
Figura 7. Esquema del campo visual en roedores y primates. Los roedores (izquierda) tienen los ojos lateralizados por lo 
que obtienen un mayor campo visual, aunque la mayoría es monocular (azul y rosa) y poseen un bajo campo de visión 
binocular (morado).  La mayoría de las células ganglionares de la retina (CGRs), un 95%, decusan en el quiasma óptico y 
envían sus axones contralateralmente (contra) y solo un 4% lo hace de forma ipsilateral (ipsi). Los primates (derecha) poseen 
un menor campo visual, pero mayor rango de visión binocular (morado), lo cual se debe a la posición más frontal de los ojos. 
La mitad de las CGRs envían sus axones contralateralmente y la otra mitad ipsilateralmente. Tomado de Priebe & McGee, 
2014 y modificado. 
 

Las conexiones entre la retina y las áreas de la vía visual de procesado de la información 

han sido ampliamente estudiadas desde los trabajos del Dr. Santiago Ramón y Cajal 

(Fig.8). La estructura y los tipos celulares que describió inicialmente se han mantenido en 

gran parte, aunque la nomenclatura y subdivisiones anatómicas han cambiado 

parcialmente con el tiempo. 

Figura 8. Esquema de la vía visual. 
Representación general de las relaciones de los 
centros ópticos y de la marcha de las corrientes. 
Tomado de Ramón y Cajal, 1899. 
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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 que constituyen el resto de la vía visual, en primates se han 

descrito más de 15 tipos de CGRs las cuales se proyectan a más de 20 regiones cerebrales 

(Kerschensteiner & Feller, 2024); mientras que en roedores la diversidad es mucho mayor, 

se han identificado más de 40 tipos de CGRs que inervan a más de 50 regiones cerebrales 

(Fig.9A; Lawrence & Studholme, 2014; Martersteck et al., 2017; Monavarfeshani et al., 

2017).  No obstante, la mayoría de los axones de las CGR en roedores (Fig.9B) se proyectan 

al colículo superior (CS) y al núcleo geniculado lateral dorsal (NGLd) (Lawrence & 

Studholme, 2014; Ellis et al., 2016; Martersteck et al., 2017; Kerschensteiner & Feller, 

2024); y muchos de los axones que llegan al NGLd son ramas colaterales de aquellos que 

también proyectan al CS (Kondo et al., 1993). Las neuronas de segundo y tercer orden de 

los distintos núcleos de relevo de la vía visual envían información a la corteza visual 

primaria (V1) y desde ella a cortezas de nivel jerárquico superior (Erskine & Herreral, 2015).  

 

 
Figura 9. Esquema de la vía visual en roedores. (A) El esquema ilustra la amplia variedad y la 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. NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; 
IGL, folículo intergeniculado; NGLv, 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 Monavarfeshani et al., 2017 y modificado. (B) Los axones de las CGRs salen de esta a través del disco óptico, formando 
los nervios ópticos. En el quiasma óptico, los axones de las CGR de la retina temporal siguen una trayectoria ipsilateral, 
mientras que la mayoría de los axones de las CGR de la retina nasal y central decusan y continúan contralateralmente. 
Después del quiasma, a través de los tractos ópticos, los axones se dirigen a los principales núcleos de relevo de la vía visual 
en roedores: el colículo superior (CS) y el núcleo geniculado lateral (NGL). Las proyecciones ipsilaterales y contralaterales 
establecen patrones de conexión distintos en estos núcleos. Los axones ipsilaterales forman zonas de sinapsis localizadas 
en las porciones rostrales del NGL y CS (verde oscuro y claro), mientras que los axones contralaterales sinaptan en el resto 
del tejido (rojo y rosa). Las neuronas de segundo orden que surgen del CS y NGL transmiten la información hacia la corteza 
visual primaria (V1). T, temporal; N, nasal. Tomado de Erskine & Herreral, 2015 y modificado. 
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Los roedores nocturnos como la rata y el ratón son de gran utilidad para investigar todas 

las estructuras del SNC que participan en la visión, ya que, a pesar, de la lateralización 

ocular, y de la menor complejidad de sus estructuras; se observa una buena conservación 

de los circuitos involucrados en la transmisión de la información visual (Priebe & McGee, 

2014; Sefton et al., 2015).  La presente Tesis Doctoral estudia los efectos de un modelo 

animal de sepsis y de un modelo animal de malaria en la retina, el CS y el NGLd, núcleos 

de relevo de la mayoría de las eferencias retinianas; así como en la V1, dónde envían 

información las neuronas de segundo y tercer 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. 

 

1.2.1. Colículo superior (CS) 
El colículo superior (CS) se encuentra localizado en la parte posterior del 

mesencéfalo. El CS en mamíferos posee una estructura laminada (Fig.10), que es muy 

similar en primates y roedores, en la que se distinguen tres capas o láminas principales, 

subdivididas, a su vez, en varias subcapas o subláminas, diferenciadas por patrones de 

distribución neuronal, conectividad sináptica y propiedades funcionales (Ito & Feldheim, 

2018). Las capas principales son: capa superficial o superior (sCS), capa intermedia (iCS) 

y capa profunda o más interna (dCS) (Liu et al., 2022). La sCS, denominada “capa visual” 

por algunos autores, incluye varias subláminas: (a) el upper stratum griseum superficiale 

(uSGS), que recibe información principalmente de las CGRs del ojo contralateral; (b) el 

lower stratum griseum superficiale (lSGS), que recibe información de ambos ojos, además 

de recibir señales de la corteza visual primaria y extraestriada (Lund, 1969); y (c) el stratum 

opticum (SO), que recibe información predominantemente de la corteza visual. Las capas 

iCS y dCS reciben información visual, somatosensorial y auditiva, así como aferencias de 

otras partes del SNC, como los ganglios basales y el cerebelo (Lee et al., 2020). Las 

aferencias recibidas determinan que el CS sea una estructura sensoriomotora, que 

desempeña un papel crucial en la integración de respuestas visuales, auditivas y 

somatosensoriales y, si es necesario, inicie patrones motores. En roedores el CS está 

implicado, además en promover movimientos de defensa innatos y en respuestas de huida 

(Liang et al., 2015; Shang et al., 2015). 
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Figura 10. Esquema de la organización del colículo superior y 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 colículo superior (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 profundo (dCS) 
también recibe entradas del tronco encefálico y de áreas corticales: se muestran las aferencias de la V1 (azul) y S1 (marrón). 
A, anterior; P, posterior; T, temporal; N, nasal; D, dorsal; M, medial; L, latral; 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 superficiale 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. 

El número de axones de las CGRs que se proyectan al CS es una diferencia importante 

entre los roedores y los primates (Ito & Feldheim, 2018): en roedores la gran mayoría, entre 

un 85-90% de los axones llegan al CS (Salinas-Navarro et al., 2009; Ellis et al., 2016), 

mientras que en primates tan solo un 10% se proyecta hacia este núcleo (Perry & Cowey, 

1984). Las aferencias que recibe el CS de la retina presentan una organización ojo-

específica (Fig.11A): en el CS se observa una gran inervación procedente de la retina 

contralateral en todas las capas; mientras que las ipsilaterales inerva regiones periféricas, 

y más profundas (Lawrence & Studholme, 2014; Martersteck et al., 2017). Además, los 

axones de las CGRs mantienen una organización retinotópica en el CS (Fig.11B): los 

axones de las CGRs del eje naso-temporal de la retina se proyectan de forma caudo-

rostral, en el CS; y los axones de las CGRs del eje dorso(superior)-ventral(inferior) de la 

retina se proyectan de forma latero-medial en el CS (Simon y O’Leary, 1991; Assali et al., 

2014; Ito & Feldheim, 2018, Kerschensteiner & Feller, 2024). La distribución topográfica de 

las proyecciones de las CGRs en el CS se ha demostrado que está relacionada con su 

función (Fig.10); por ejemplo, las CGR selectivas de selección envían información a las 

capas más superficiales del CS, mientras que las intrínsecamente fotosensibles y otros 

tipos de ganglionares no encargados en la detección del movimiento, la envían a las capas 

más profundas (Dhande & Huberman, 2014). 
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Figura 11. Proyecciones de las células ganglionares de la retina hacia los principales núcleos retinoreceptores en 
roedores. (A) Distribución de las proyecciones procedentes de la retina, ipsilateral (verde) y contralateral (rojo), hacia el 
núcleo geniculado lateral (NGL) y el colículo superior (CS). (B) Distribución topográfica de los axones contralaterales de la 
retina nasal (azul), temporal (verde), superior/dorsal (amarillo) e inferior/ventral (rojo); hacia el NGLd y el CS. NO, nervio 
óptico; QO, quiasma óptico; TO, tracto óptico; SCN, núcleo supraquiasmático; NGLv, núcleo geniculado lateral ventral; 
NGLd, 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 a nivel funcional encontramos dos grandes poblaciones neuronales: 

GABAérgicas inhibitorias, y glutamatérgicas excitatorias (para más información consultar 

Liu et al., 2022). A nivel morfológico se han encontrado distintas poblaciones (Fig.12): 

horizontales, verticales (de campo ancho y de campo estrecho), marginales, piriformes y 

estrelladas (Edwards et al., 2002; Sefton et al., 2015). 

Figura 12. Microfotografías de los tipos celulares del colículo superior 
identificados mediante tinción con Lucifer Yellow. (A-F) Imágenes de los seis 
tipos celulares neuronales identificados en el colículo superior (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). Tomado de Edwards et al., 2002 y modificado. 
 
 
 
 
 
 
 

En roedores, el CS inerva gran cantidad de núcleos cerebrales cómo: el núcleo reticular 

talámico, el núcleo subtalámico, la formación reticular del tronco encefálico y el 

pretectum. En el caso del NGL, se observa una conexión recíproca entre ambos núcleos 

(para más información consultar: Liu et al., 2022). 



 Introducción  
 

 26 

1.2.2. Núcleo geniculado lateral (NGL) 
El núcleo geniculado lateral (NGL) se localiza en el tálamo, recibe, procesa y 

transmite la información visual hacia las siguientes zonas de relevo (Monavarfeshani et al., 

2017). En roedores nocturnos gran parte de los axones del tracto óptico proyectan al NGL 

(Fig.10 y Fig.11). En el NGL de los primates se distinguen tanto morfológica como 

funcionalmente 6 capas y se mantiene la organización retinotópica: los axones de las 

CGRs de la retina nasal y central contralateral terminan en las capas 1, 4 y 6; y los de las 

CGRs de la retina temporal ipsilateral acaban en las capas 2, 3 y 5. La información visual a 

nivel del NGL es monocular, debido a la clara separación de las aferencias ipsi y 

contralaterales en las diferentes capas. Por otro lado, 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 (Augustine et al., 2023).  

El NGL de los roedores carece de una organización laminar y presenta 3 zonas 

(Fig.13A): NGL dorsal (NGLd), intergeniculado lateral o intermedio (IGL) y NGL ventral 

(NGLv). El IGL y el NGLv tienen menor importancia en la transmisión de la información 

visual, aunque sí reciben aferencias de las CGRs y parecen estar implicados en funciones 

motoras asociadas a la información visual, en los ritmos circadianos, en funciones 

asociadas con los sistemas vestibular y ocular y, a pesar de que no envían información a la 

V1, sí que inervan otras áreas de la vía visual como el NGLd o el CS (para revisión consultar: 

Monavarfeshani et al., 2017). El NGLd está muy implicado en el procesamiento de la 

información visual y es un núcleo de relevo entre la retina y la V1 (Erskine & Herreral, 2015; 

Monavarfeshani et al., 2017).  

En los roedores nocturnos se observa una organización espacial y funcional del NGLd 

que está determinada por: si las aferencias que recibe proceden de axones de las CGRs 

del ojo ipsilateral o de las del ojo contralateral (Fig.13B); del área de la retina (N, C o T; 

Fig.13C) en la que se encuentra la CGR de la cual recibe aferencias; así como por el tipo 

funcional de CGR de la cual reciben información (Fig. 13D) (Reese, 1988; Erskine & 

Herreral, 2015; Duménieu et al., 2021). El NGLd recibe tan solo un 5-10% de proyecciones 

de CGRs ipsilaterales, que van a inervar en su mayoría una pequeña zona localizada en la 

parte dorsomedial del NGLd; mientras que las aferencias que proceden de CGR 

contralaterales inervan el resto del NGLd (Fig.13B) (Martersteck et al., 2017; 

Monavarfeshani et al., 2017; Duménieu et al., 2021). Además, en el NGLd de roedores se 

pueden distinguir dos zonas diferentes (Fig.13B): shell, localizado en la parte dorsolateral; 
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y core localizado en la parte ventromedial, ocupando la mayor parte del NGLd (Reese, 

1988; Martersteck et al., 2017; Monavarfeshani et al., 2017; Okigawa et al., 2021). El shell 

recibe proyecciones de axones de CGRs contralaterales, mientras que al core llegan 

aferencias contra e ipsilaterales (Reese, 1988; Monavarfeshani et al., 2017). En este 

núcleo, también existe una organización retinotópica determinada por el área de la retina 

(N, C, T) en la cual se encuentran las CGRs: los axones de las CGR de la retina T terminan 

principalmente en el NGLd en la parte superior; las de las CGR de C terminan en la zona 

medial del NGLd, y las que proceden de la retina N terminan en la porción inferior del NGLd 

(Fig.13C) (Monavarfeshani et al., 2017). En cuanto a las proyecciones de las CGR de las 

zonas superiores se dirigen hacia la parte ventral del NGLd; mientras que proyecciones de 

las CGR de las zonas inferiores se proyectan hacia la superior/dorsal del NGLd (Fig.11) 

(Lund et al., 1974; Assali et al., 2014). Por último, las proyecciones que recibe el NGL 

también están organizadas espacialmente según el tipo funcional de CGRs de la cual la 

reciben (ver Fig.13D) (para revisión consultar: Monavarfeshani et al., 2017 y 

Kerschensteiner & Guido, 2017). 

 

 
Figura 13. Estructura anatómica y funcional del núcleo geniculado lateral en roedores. (A) Sección coronal de un cerebro 
de ratón teñido con Nissl. El núcleo geniculado lateral (NGL) es uno de los núcleos talámicos, formado por tres zonas 
(indicadas por flechas): NGL dorsal (NGLd), intergeniculado lateral (IGL) y NGL ventral (NGLv). La imagen está tomada del 
Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org). (B) Representación esquemática de una sección coronal del NGL, que muestra 
la separación de las proyecciones procedentes de las CGR del ojo ipsilateral y del ojo contralateral, en el NGLd, IGL y NGLv. 
Las proyecciones de la retina contralateral (puntos naranjas) van a inervar prácticamente todo el NGLd, a excepción de una 
pequeña zona localizada en la parte dorsomedial que va a estar inervada por las proyecciones ipsilaterales (puntos verdes). 
La línea discontinua en el NGLd representa el límite aproximado que separa shell dorsolateral (s) del core ventromedial (c). 
La línea discontinua en NGLv representa el límite que separa la capa externa (e) de la capa interna (i). (C) Esquema de las 
terminaciones de los axones en el NGLd, NGLv e IGL, en función de la localización de las CGRs en la retina nasal (N) o 
temporal (T). Las CGRs nasales (puntos rosas y morados) inervan la zona ventral del NGLd mientras que las CGRs temporales 
(azules y verdes) inervan la zona dorsal del NGL. (D) Representación topográfica de las terminaciones de las CGRs, en función 
del tipo celular, en el NGLd, NGLv e IGL. Los puntos de colores de mayor tamaño representan algunos tipos de CGRs; 
mientras que los puntos pequeños coloreados en NGLd, IGL y NGLv 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 Monavarfeshani et al., 2017 y modificado.  
 

El NGLd contiene dos tipos principales de células: las neuronas talamocorticales (TCs) 

y las interneuronas (Kerschensteiner & Guido, 2017; Monavarfeshani et al., 2017). Las 

células TCs se caracterizan por su morfología, presentando un axón grueso y no 

ramificado, un soma grande y redondo, y un complejo árbol dendrítico multipolar. En 
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roedores, existen tres tipos de células TCs (Fig.14; Krahe et al., 2011): las bicónicas o tipo 

X, ubicadas en la región ventral que recibe axones del ojo contralateral; las simétricas o 

tipo Y, en la región central, en el core, que recibe aferencias de ambos ojos; y las 

hemisféricas o tipo W, localizadas en la región dorsal o shell, recibiendo proyecciones del 

ojo contralateral (Krahe et al., 2011; Bickford et al., 2015). Por otro lado, las interneuronas, 

con soma fusiforme y procesos sinuosos, están dispersas por todo el NGLd y forman 

conexiones inhibidoras únicamente con las células TCs (Kerschensteiner & Guido, 2017). 

Aunque ambas poblaciones reciben proyecciones retinianas, solo las TCs envían axones 

fuera del NGLd (Pinault, 2004). 

 
Figura 14. Esquema de los tipos celulares del núcleo geniculado 
lateral dorsal. Se distinguen dos grandes grupos celulares las 
talamocorticales (TCs) y las interneuronas (marrón) que muestran 
arquitecturas dendríticas distintas y se localizan en zonas 
específicas de esta estructura. Las TCs a su vez se subdividen en 
bicónicas (X, rojo), simétricas (Y, verde), y hemisféricas (W, azul). 
Tomado de Kerschensteiner & Guido, 2017 y modificado. 
 
 

 
 

El NGLd recibe referencias tanto retinianas como no retinianas, lo que le permite 

procesar y modular la información visual antes de enviarla a otras áreas corticales; recibe 

una gran cantidad de proyecciones de áreas como la V1, el CS y el núcleo reticular 

talámico, entre otras (Fig.15A) (Monavarfeshani et al., 2017; Duménieu et al., 2021; 

Okigawa et al., 2021). Las proyecciones eferentes (Fig.15B) de las células TCs del NGLd se 

dirigen a la V1 y al núcleo reticular talámico, con una organización topográfica: así en el 

ratón, la región core del NGLd proyecta principalmente a la capa IV, relacionada con la 

formación de imágenes; mientras que la región shell proyecta a las capas superficiales (I-

II), transmitiendo información sobre el movimiento (Monavarfeshani et al., 2017). 

 
Figura 15. Aferencias y eferencias del núcleo geniculado lateral dorsal en roedores. (A) Aferencias. El núcleo geniculado 
lateral dorsal (NGLd, naranja) recibe aferencias tanto de las células ganglionares de la retina (CGRs) como de otros núcleos 
cerebrales (verde). (B) Eferencias. Las regiones inervadas por el NGLd aparecen coloreadas en naranja. NGLv, 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; V1-I, corteza visual primaria, capa I; V1-IV, corteza visual primaria, capa IV; V1-VI, corteza 
visual primaria, capa VI. Tomado de Monavarfeshani et al., 2017 y modificado. 
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1.2.3. Corteza visual primaria (V1)  
En roedores, la corteza visual (CV) comprende la corteza visual primaria (V1), 

conocida como área 17, y dos áreas extraestriadas: la 18 (lateral) y la 19 (medial) (Caviness, 

1975; Sefton et al., 2015). La V1, localizada en el lóbulo occipital, está implicada en recibir, 

procesar y analizar la información visual. Sin embargo, en roedores nocturnos, no ha sido 

tan investigada como en especies diurnas, ya que estos animales dependen menos de la 

visión y más de otras modalidades sensoriales, como el tacto y el olfato (Hübener, 2003). 

La citoarquitectura y las conexiones de la V1 son bastante similares entre los mamíferos; 

los roedores también poseen 6 capas corticales siendo la I la más superficial, y la VI, la 

más profunda. (Narayanan et al., 2017; Himmelhan et al., 2018; Kong et al., 2023).  Las 

capas del área 17 son: la capa I es superficial, delgada y con pocas células; las capas II y 

III en conjunto ocupan el 45% del grosor de la V1, y sus límites son difíciles de distinguir; la 

capa IV tiene neuronas pequeñas y constituye el 55% del grosor total; la capa V tiene 

cuerpos celulares de diferentes tamaños; y la capa VI es la más profunda, se puede dividir 

en subcapas dependiendo de la disposición celular (Peters et al., 1985; Ortiz, 2006). 

Se ha demostrado que, en la V1 de ratón, cada hemisferio tiene una representación 

completa del campo visual contralateral (Dräger, 1975). Sin embargo, debido a la 

lateralización de los ojos, el campo visual binocular es reducido y solo un tercio de V1 de 

cada hemisferio, en su parte lateral, recibe información de ambos ojos (Fig.16; Dräger & 

Olsen, 1981; Hübener, 2003). 

 
Figura 16. Esquema del sistema visual de roedores. 
El hemicampo visual izquierdo se representa en rojo y 
el derecho en verde. El campo visual comprendido 
entre los números 1-2 (rojo continuo) es procesado 
por la retina nasa (N) y central (C, roja) del ojo 
ipsilateral, y los axones de las CGR decusan en el 
quiasma, por lo que envían información al NGLd 
contralateral (rojo) y desde éste a V1 contraletaral 
(rojo), terminando en las zonas 1, 2 y 3 de V1. Esta 
información procede por tanto solo de uno de los ojos, 
es monocular. Lo mismo ocurre en el caso del campo 
visual comprendido entre 4-5 (verde continuo). Sin 
embargo, el campo visual comprendido entre 2 y 3 
(rojo-rosa) es detectado por la retina N y C del ojo 
ipsilateral (rojo) pero también por la temporal (T) del 
contralateral (rosa); como los axones de las CGR de la 
retina T no decusan en el quiasma, continuarán hacia 
el NGLd del mismo lado y de ahí se dirige la 

información a la zona 3 (roja-rosa) de V1, confluye así con la información procedente de la retina N y C del ojo contralateral, 
siendo esta la zona de recepción de información binocular. Lo mismo ocurre con el campo visual comprendido entre 3-4. 
CGR, células ganglionares de la retina; NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. Tomado de 
Hübener, 2003 y modificado. 
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Las células corticales pueden clasificarse según distintos criterios: morfológicos, de 

conectividad o electrofisiológicos, entre otros. Sin embargo, no ha sido posible crear una 

clasificación única que abarque todos estos aspectos. La introducción de la 

transcriptómica ha facilitado una clasificación, que integra aspectos anatómicos, 

fisiológicos y de conectividad. A partir de estos avances, se han identificado tres grandes 

grupos celulares en la corteza de los mamíferos: neuronas glutamatérgicas, neuronas 

GABAérgicas y células no neuronales (para revisión consultar: Zeng & Sanes, 2017; Cheng 

et al., 2022): 

 Neuronas glutamatérgicas (Fig.17A): células excitadoras que se subdividen en 5 

clases según sus características morfofuncionales. Entre estas están las 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. Las células 

glutamatérgicas, tienen diversas funciones según su capa de origen.  

 Neuronas GABAérgicas (Fig.17B): células inhibidoras que se clasifican en 

subtipos según los marcadores celulares que expresen: las células en cesta 

expresan parvoalbumina (PVALB+), las células de Martinotti expresan 

somatoestatina (SST+), las células bipolares expresan péptido intersticial 

vasoactivo (VIP+) y receptor 3A de la 5-hidroxitriptamina sin VIP (HTR3A+VIP-), con 

más subdivisiones según su morfología. 

 Células no neuronales: como oligodendrocitos, astrocitos y células microglía. 

 
Figura 17. Esquema de las neuronas de la 
corteza visual primaria. (A) Disposición de las 
neuronas glutamatérgicas en las diferentes 
capas (L1-L6) de la V1. Tomado de Cheng et al., 
2022 y modificado. (B) Representación de los 3 
tipos de neuronas GABAérgicas de la V1. La 
célula bipolar (morado) expresa el péptido 
intestinal vasoactivo (Vip), la célula de 
Martinotti (amarillo), expresa somatostatina 
(Sst) y la célula de cesta (rosa), que expresa 
parvalbúmina (Pvalb). Tomado de Zeng & 
Sanes, 2017 y modificado. 
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La V1 presenta un complejo entramado de interconexiones, donde las células de la 

capa IV, tras recibir aferencias del NGLd, proyectan la información hacia capas superiores 

e inferiores; mientras que las de las capas II/III, V y VI van a tener un mayor número de 

conexiones intracorticales (para más información consultar: Sefton et al., 2015; 

Narayanan et al., 2017).  La V1 recibe múltiples aferencias con información visual, y envía 

eferencias a más de 18 áreas del SNC diferentes (para revisión consultar: Froudarakis et 

al., 2019), entre las que destaca el envío de eferencias desde la capa VI hacia el NGLd y 

desde la capa V hacia el CS (Ji et al., 2015; Sefton et al., 2015; Resulaj et al., 2021). Esto 

establece una comunicación bidireccional entre la V1 y el NGLd, mientras que la conexión 

entre la V1 y el CS es exclusivamente desde la V1 hacia el CS (Simmons et al., 1982).  

 

1.2.4. Poblaciones gliales en los núcleos cerebrales  
En la presente Tesis Doctoral hemos analizado en dos modelos animales, uno de 

sepsis y otro de malaria, dos de las poblaciones de células gliales del SNC: los astrocitos 

y las células de microglía. 

Los astrocitos son un grupo celular muy heterogéneo que realizan múltiples funciones, 

como ya se indicó en el apartado anterior en los astrocitos de la retina, añadiendo en el 

resto del SNC su implicación en el mantenimiento la integridad de la barrera 

hematoencefálica (BHE) (Miller, 2018). 

Las células microgliales, realizan las mismas funciones indicadas en la microglía 

retiniana, pero cuando se produce la activación microglial cursa con cambios 

morfológicos diferentes a los descritos en la retina (ver apartado Material y Métodos para 

consular los diferentes morfotipos); su forma cambia del morfotipo basal (morfotipos I y II) 

con un soma pequeño y largas prolongaciones, hacia morfotipos reactivos (morfotipos III-

V) con somas de gran tamaño y prolongaciones anchas y cortas, e incluso llegando a 

adquirir en última instancia un morfotipo ameboide (Diz-Chaves et al., 2012; Kierdorf & 

Prinz, 2013; Gomes et al., 2015; Garrido et al., 2021).  
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2. SEPSIS 
La sepsis es una disfunción orgánica causada por una respuesta descontrolada del 

huésped ante una infección. Se trata de una respuesta inmunitaria exacerbada que daña 

los tejidos, provocando su disfunción, y desencadenando, en algunos casos, un fracaso 

multiorgánico que puede llegar a ser mortal. En esta última definición de la patología, 

alcanzada por consenso en 2016 (Singer et al., 2016) se incluye el concepto de disfunción 

orgánica cuya severidad puede además ser evaluada mediante la escala específica para la 

evaluación de fallo orgánico relacionado con la sepsis (SOFA, Sepsis-related Organ Failure 

Assessment, Tabla 2). 

 

La sepsis es un grave problema de salud mundial, con una elevada incidencia y 

mortalidad. En un estudio llevado a cabo por la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

se analizaron resultados procedentes de 51 estudios, en su mayoría de países de ingresos 

elevados, alcanzando en este estudio una incidencia de sepsis de 189 casos por cada 

100.000 personas/año, en adultos en tratamiento hospitalario, con una mortalidad 

asociada del 26,7% (Fleischmann-Struzek et al., 2020). Cabe destacar otro estudio 

reciente en el que se encontraron tasas de incidencia aún mayores: 48,9 millones de casos 

de sepsis a nivel mundial, con 11 millones de muertes relacionadas con la sepsis, es decir, 

casi el 20% de todas las muertes a nivel mundial; observándose peores resultados en los 

0 1 2 3 4

Pao2/Fio2,
 mmHg (kPa)

≥400 (53,3) <400 (53,3) <300 (40,0)
<200 (26,3) 

con soporte respiratorio
<100 (13,3) 

con soporte respiratorio

Plaquetas, 
*103/µL

≥150 <150 <100 <50 <20

Bilirrubina, 
mg/dL

<1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12

Escala de coma 
de Glasgowb 15 13-14 10-12 6-9 <6

Creatinina en 
suero, mg/dL

<1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5

Producción de 
orina, mL/día

<500 <200

Dopamina >15
o adrenalina >0,1

o noradrenalina >0,1b

Tabla 2. Escala para la evaluación de fallo orgánico relacionado con la sepsis

Sistema
Puntuación

Respiración

Coagulación 

Hígado

Cardiovascular
PAM ≥70 mm Hg PAM <70 mm Hg

Dopamina <5 
o dobutamina 

(a cualquier dosis)b

Dopamina 5,1-15
o adrenalina ≤0,1

o noradrenalina ≤0,1b

SNC

Renal

Pao2: presión paracial del oxígeno; Fio2: fración de oxígeno inspirada; PAM: presión arterial media; SNC: sistema nervioso central. a. Las dosis de catecolaminas
se expresan en µg/kg/min por al menos 1 hora. b.Escala de coma de Glasgow: una puntuación más alta indica una mejor función neurológica (rango 3-15). Tabla
adaptada de Singer et al ., 2016.
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países con economías menos desarrolladas (Fig. 18; Rudd et al., 2020). Ante la magnitud 

de los datos y la severidad de la patología, y con el fin de hacer frente a esta amenaza 

sanitaria mundial, en 2017, la Asamblea Mundial de la Salud adoptó una resolución 

destinada a mejorar «la prevención, el diagnóstico y el tratamiento clínico de la sepsis» 

(WHA, 2017; Reinhart et al., 2017), incluyéndose además la lucha contra la sepsis como 

una parte integral del desarrollo de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). 

 

 
Figura 18. Incidencia de la sepsis en 2017 estandarizada por edad para ambos sexos. Tomado de Rudd et al., 2020. 
 

 

Aunque la sepsis pueda afectar a cualquier persona, existen grupos de riesgo, con una 

mayor vulnerabilidad a padecer la patología, como son los niños y los recién nacidos, las 

personas de edad avanzada, o los pacientes inmunodeprimidos como consecuencia de 

diversas enfermedades crónicas como el SIDA, la cirrosis, las enfermedades 

autoinmunes, la enfermedad renal crónica, la diabetes y el cáncer (Gotts & Matthay, 2016, 

Reinhart et al., 2017; Rudd et al., 2020). El diagnóstico de la sepsis resulta complejo ya que 

los signos y síntomas de la patología son muy inespecíficos, siendo los más comunes la 

disnea, la debilidad muscular, alteraciones en el estado mental, dolor, tos, edemas, 

náuseas, hipertensión y fiebre (Singer et al., 2016). Aunque la sepsis no siempre resulte 

mortal, en los supervivientes, induce importantes secuelas entre las que destacan el daño 

neurológico: fundamentalmente se han descrito problemas de memoria y concentración, 

y en algunos casos se han observado síntomas de trastorno de estrés postraumático, 

depresión y/o ansiedad, así como situaciones de fatiga y debilidad muscular (Gotts & 

Matthay, 2016; Cecconi et al., 2018; Catarina et al., 2021). Además, se ha observado en los 

pacientes que logran superar la sepsis una alteración del sistema inmune, una 

inmunosupresión, lo que aumenta de manera significativa la susceptibilidad a infecciones 

secundarias (Hotchkiss et al., 2009; Nedeva et al., 2019).  
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2.1. FISIOPATOLOGÍA DE LA SEPSIS 
Las causas más comunes de la sepsis son las infecciones por bacterias, tanto 

grampositivas (Staphylococcus aureus) como gramnegativas (varias especies del género 

Pseudomonas y Escherichia coli), siendo los focos de infección principales las infecciones 

pulmonares (64% de los casos), abdominales (20%), del torrente circulatorio (15%), y de 

los tractos renal y genitourinario (14%) (Vincent, 2009; Cecconi et al., 2018). La primera 

línea de defensa frente a estos patógenos son las células del sistema inmune innata 

(monocitos, macrófagos, neutrófilos…). Estas células son capaces de detectar la 

presencia de Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns, PAMPs), como, por ejemplo, algunos componentes bacterianos tales 

como el lipopolisacárido (LPS), peptidoglicano, o flagelina, a través de los Receptores de 

Reconocimiento de Patrones (Pattern Recognition Receptors, PRRs), entre los que 

destacan los receptores tipo Toll (Toll Like Receptors, TLRs) y los receptores tipo NOD (del 

inglés, Nucleotide-Binding Oligomerization Domain (NOD) – Like Receptors, NLRs). Esta 

unión desencadena una serie de eventos (Fig.19) que culminan en la liberación de 

mediadores proinflamatorios, como citoquinas, quimioquinas, especies reactivas de 

oxígeno (EROs) y del nitrógeno (ERNs) (Kumar, 2020). A nivel celular, la sepsis genera estrés 

oxidativo y daño mitocondrial, lo que agrava la disfunción energética y contribuye a la 

apoptosis celular y a la inflamación (Galley, 2011; Singer 2014). La inflamación, la 

disfunción mitocondrial y la apoptosis son tres factores importantes que median la 

disfunción orgánica producida por la sepsis (Cecconi et al., 2018). 

 
Figura 19. Mecanismos moleculares en el desarrollo de la sepsis. PRRs: receptores de reconocimiento de patrones; 
PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos; DAMPs: patrones moleculares asociados a daño; TLRs: receptores 
tipo Toll. NLR: receptores tipo NOD. Imagen creada con Biorender.com 
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Esta activación del sistema inmune innato acaba produciendo una respuesta 

persistente y excesiva que se caracteriza por la liberación de citoquinas inflamatorias, 

fenómeno conocido como “tormenta de citoquinas” (Rittirsch et al., 2008; Kumar, 2020). 

De hecho, datos procedentes de diversas cohortes de pacientes con sepsis muestran, en 

análisis de microarrays de sangre periférica, una sobreexpresión de los genes de los 

receptores PRRs, particularmente de los TLRs, acompañada de un aumento de la 

expresión de genes involucrados en la vía de transducción de señales del sistema inmune 

innato, como el NF-κB (Factor Nuclear-kappa B, del inglés, Nuclear Factor kappa B). Sin 

embargo, en lo que respecta a la expresión de los marcadores inflamatorios, los estudios 

presentaron resultados contradictorios, sin evidencia concluyente de una transición 

definida entre las fases proinflamatoria y antinflamatoria. A pesar de esto, en todos los 

estudios existía una desregulación en la expresión de múltiples marcadores inflamatorios 

(Tang et al., 2010). En pacientes con sepsis, 24 h después de su admisión en la UCI (Unidad 

de Cuidados Intensivos), se observó un aumento significativo de los niveles plasmáticos 

de múltiples moduladores inflamatorios como: IL-1α, IL-1β, IL-18, MCP-1 (Proteína 

Quimiotáctica para Monocitos 1, del inglés, Monocyte Chemoattractant Protein-1) y TNFα, 

en comparación con los controles ingresados en la misma UCI (Andonegui et al., 2018). En 

pacientes con sepsis, también se han detectado altas concentraciones de LPS en plasma 

(Opal et al., 1999), y, además, la administración de este en pacientes sanos provoca un 

incrementen en los niveles plasmáticos de citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10 y TNFα) así como 

otras modificaciones como fatiga, dolor de cabeza, disminución de la presión arterial y 

aumento de la frecuencia cardiaca (Sandiego et al., 2015).  

Aunque en condiciones fisiológicas la activación del sistema inmune innato y la 

consiguiente inflamación sean procesos necesarios y relevantes para la defensa del 

organismo frente a agentes infecciosos, en situaciones de sepsis esta activación se 

produce de forma excesiva y/o descontrolada provocando daños a nivel de otros tejidos y 

sistemas (Fig.20), alcanzando, en muchos casos, las dimensiones de un fracaso 

multiorgánico (Rittirsch et al., 2008; Nedeva et al., 2019). La respuesta inflamatoria 

sistémica en la sepsis provoca alteraciones circulatorias al dañar la barrera endotelial, lo 

que lleva a trombosis microvascular y disfunción multiorgánica. La sobreactivación del 

sistema del complemento, junto con la disfunción endotelial, contribuye a la formación de 

edemas en órganos clave como el hígado, los pulmones y el cerebro, resultando en 

hipoperfusión y daño a múltiples órganos (consultar: Sweis et al., 2016; Arora et al., 2023). 
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 Figura 20. Afectación multiorgánica. Tomado de Nedeva et al., 2019 y 
modificado.  
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

2.2. AFECTACIÓN DEL SNC POR LA SEPSIS 
Una complicación común es la encefalopatía asociada a la sepsis (sepsis-associated 

encephalopathy, SAE), que afecta al 70% de los pacientes críticos con esta patología, 

causando trastornos mentales desde confusión o delirio hasta coma (ver Gofton & Brian 

Young, 2012; Gao & Hernandes, 2021; Pan et al., 2022). Estos trastornos se deben a 

procesos inflamatorios y oxidativos que causan neuroinflamación (activación glial) y 

neurotoxicidad en algunas áreas del cerebro, como la corteza frontal, el hipocampo y la 

amígdala (Heming et al., 2017; Catarina et al., 2021; Li et al., 2022).  

Esto ocurre, ya que una de las estructuras afectadas por la tormenta de citoquinas es 

la BHE, alterando su funcionamiento normal y causando neuroinflamación (Gu et al. 2021; 

Pan et al., 2022). La fisiopatología de la sepsis en el SNC es compleja, con tres rutas 

principales de afectación (Fig.21): la ruta humoral, la ruta celular y la ruta neural. En la 

primera, se produce una entrada de las citoquinas periféricas al cerebro a través de la BHE 

debilitada o mediante transportadores específicos, difundiendo por las diferentes áreas 

del cerebro y uniéndose a sus receptores expresados en neuronas, células gliales y células 

endoteliales. En la ruta celular, la activación de las células inmunes del SNC (macrogliales 

y microgliales) incrementa la liberación de mediadores inflamatorios. Tanto las citoquinas 

periféricas como las producidas localmente, van a aumentar la permeabilidad de la BHE e 

inducir la atracción e infiltración de células inmunes periféricas. En el caso de la ruta neural 

intervienen las fibras nerviosas autónomas; dónde las terminaciones nerviosas detectan 

estímulos infecciosos lo que induce una activación de los receptores de citoquinas en las 

fibras nerviosas aferentes, transmitiendo de esta forma la señal inflamatoria hacia el 

cerebro (consultar: Xin et al., 2023). 
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Figura 21. Rutas de afectación del sistema nervioso central en la sepsis. Ruta humoral. Las citoquinas periféricas entran 
en el parénquima cerebral a través de la barrera hematoencefálica (BHE) previamente debilitada o a través de 
transportadores específicos; aumentando la permeabilidad de la BHE y la infiltración de células periféricas. Ruta celular. La 
activación de las células inmunes del sistema nervioso central (microglía y astrocitos) produce la liberación mediadores 
inflamatorios, lo que facilita la infiltración de células inmunes periféricas en el cerebro y la activación de las células 
endoteliales contribuyendo a la perdida de integridad de la BHE. Ruta neural. las terminaciones nerviosas autónomas 
detectan estímulos infecciosos, activando receptores de citoquinas en las fibras nerviosas aferentes, y transmitiendo la 
señal inflamatoria hacia el cerebro. PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos; DAMPs: patrones moleculares 
asociados a daño. Tomado de Xin et al., 2023 y modificado. 
 

El edema cerebral y la apoptosis neuronal junto con este ambiente proinflamatorio, es 

lo que provoca cambios en el comportamiento o disfunción cognitiva de manera transitoria 

o de manera permanente en aquellos pacientes que superan la sepsis (Catarina et al. 2021; 

Li et al., 2022). Estos efectos se han observado en pacientes recuperados de sepsis que 

presentaban deterioro cognitivo, especialmente en la memoria visuoespacial (Andonegui 

et al., 2018). La afectación de la función visual podría deberse tanto a la neuroinflamación 

cerebral observada cómo a la afectación directa del ojo. La diseminación hematógena del 

patógeno puede propagarse hasta el ojo causando una infección ocular conocida como 

endofalmitis endógena (EE) (Khan et al., 2002). Se ha observado que la EE puede producirse 

por infecciones procedentes de diversos focos, causando una pérdida de la agudeza visual 

(Yoshida et al., 2020). Esta afección ocular también se ha observado en un caso de sepsis, 

dónde el paciente presentó como síntoma inicial un deterioro de la visión en ambos ojos 

(Łątkowska et al., 2024). Además, en pacientes de edad avanzada que han superado sepsis 

severa, se han documentado secuelas cómo la pérdida de visión (Iwashyna et al., 2012). 

Así mismo, en pacientes sépticos, se han observado lesiones retinianas como manchas 

algodonosas, angiopatías microvasculares, hemorragias retinianas o presión intraocular 

(PIO) elevada (Celik et al., 2006; Erikson et al., 2017; Simkiene et al., 2020).  La BHR, al igual 
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que la BHE, tiene una función protectora sobre las neuronas controlando la composición 

plasmática, debido a la similitud de ambas barreras, el estudio de la retina puede 

proporcionarnos información sobre lo que está ocurriendo con la circulación cerebral en 

pacientes críticos (Courtie et al., 2020). Dado el impacto de la sepsis en la visión, sería 

fundamental realizar exámenes oftalmológicos regulares en estos pacientes, no solo para 

evitar la pérdida de visión, sino también para comprender mejor los procesos 

fisiopatológicos sistémicos que afectan tanto al cerebro como a la retina. 

Es necesario profundizar en los mecanismos del daño visual causado por la sepsis, lo 

cual se ve limitado en humanos por la complejidad de la patología, la variabilidad de la 

población afectada y la falta de biomarcadores claros. En este contexto, los modelos 

animales siguen siendo indispensables, ya que permiten replicar signos, síntomas y el fallo 

multiorgánico a la sepsis en corto periodo de tiempo. 

 

2.3. MODELOS ANIMALES DE SEPSIS 
Son diversos los modelos animales empleados en el estudio de la sepsis los cuales se 

llevan a cabo de forma diferente: (1) mediante la administración de patógenos vivos; (2) la 

administración de componentes microbianos como LPS; o (3) mediante la ruptura de la 

barrera intestinal como es el caso de la ligadura de punción cecal (cecal ligation puncture, 

CLP) que va a generar la salida de microorganismos intestinales creando la infección 

(Buras et al., 2005; Nandi et al., 2020; Cai et al., 2023). En el estudio actual, hemos utilizado 

un modelo basado en la administración de una dosis única de LPS. El LPS, componente de 

la membrana externa de las bacterias gramnegativas, puede provocar una respuesta 

inmune innata, principalmente debido a su acción como agonista de los receptores tipo 

Toll, entre los que se encuentra el TLR4 (receptor tipo Toll 4). La activación de TLR4, activa 

el factor de transcripción NF-kB, lo que induce la producción de citoquinas inflamatorias 

tanto en células microgliales como en astrocitos. Se ha observado en la sepsis que la 

activación de TLR4 puede conducir a la activación del inflamasoma NLRP3 (dominio pirina 

3 de la familia NLR, del inglés, Nod-like receptor protein 3), que activa la caspasa-1 

produciendo formas maduras de IL-1β e IL-18, así como la muerte programada por 

piroptosis (Danielski et al., 2019; Kumar, 2020; Pan et al., 2022).  

De forma similar a lo ocurrido en humanos, la administración sistémica de LPS, induce 

en roedores una gran inflamación periférica, aumentando los niveles de citoquinas 

proinflamatorias circulantes (IL-1β, IL-6, TNFα) (Jang et al., 2007; Skelly et al., 2013; Norden 

et al., 2016; Zhao et al., 2019; Rodríguez-Ramírez et al., 2024), además de producir los 
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síntomas característicos de la patología: piloerección, pérdida de peso, hipotermia, 

aumento de la frecuencia respiratoria y letargia o disminución de la actividad locomotora 

(Semmler et al., 2007, 2008; Skelly et al., 2013; Norden et al., 2016; Zhao et al., 2019) . 

La reproducción de la sepsis mediante el uso de la endotoxina ha demostrado provocar 

déficits cognitivos y alteraciones en la función motora, como los observados en pacientes, 

mediante el uso de diferentes pruebas comportamentales (Semmler et al., 2007; Bargi et 

al., 2017; Zhao et al., 2019; Li et al., 2022); por ello la administración sistémica de LPS ha 

sido ampliamente utilizada en modelos animales en ratón y rata para el estudio de los 

efectos de la sepsis sobre el SNC (Tonelli & Postolache, 2005; Hoogland et al., 2015). En el 

SNC, existe controversia sobre la acción del LPS en la BHE, algunos estudios han 

observado cambios no disruptivos, como la activación del endotelio cerebral por la unión 

de citoquinas periféricas (IL-1β o TNFα) a sus receptores, lo que va a producir la secreción 

de más moduladores inflamatorios; la sobreexpresión de receptores y transportadores en 

las células endoteliales; la modulación de la actividad de los astrocitos; o la 

transmigración de células leucocitarias como linfocitos, neutrófilos o monocitos. Sin 

embargo, otros estudios han observado una pérdida de la integridad de la BHE, es decir, 

cambios disruptivos, como la alteración de las uniones estrechas o el daño sobre las 

células endoteliales; la ruptura de la glía limitante; o la degradación de la glicocálix (para 

más detalle consultar: Varatharaj & Galea, 2017). En diversos modelos en roedores han 

demostrado que la administración de LPS produce disrupción de la BHR (Li et al., 2014; 

Kokona et al., 2018) y de la BHE (Banks et al., 2015; Towner et al., 2018); y una 

desregulación de la expresión génica y en la liberación de citoquinas tanto en la retina (Li 

et al., 2014; Kokona et al., 2018; Ren et al., 2018; Han et al., 2020; Wu et al., 2023; 

Rodríguez-Ramírez et al., 2024) como en el parénquima cerebral (Qin et al., 2007;Semmler 

et al., 2008; Skelly et al., 2013; Cazareth et al., 2014; Banks et al., 2015; Bargi et al., 2017; 

Zhao et al., 2019; Jung et al., 2022). 

Muchos modelos han analizado los efectos del LPS sobre las poblaciones neuronales 

y gliales de diferentes regiones cerebrales (ver Tabla 3). Una de las poblaciones que más 

rápido va a detectar y actuar frente a la endotoxina son las células microgliales. En 

múltiples estudios de administración de LPS se ha demostrado que la activación microglial 

se produce en las primeras 6 horas tras la administración (consultar Hoogland et al., 2015). 

Sin embargo, hay una gran variabilidad en el patrón de afectación entre las diferentes 

regiones cerebrales observándose mayor susceptibilidad en unas regiones que en otras 

(Brandi et al., 2022; Jung et al., 2022). La administración de LPS, además de aumentar la 

expresión de marcadores celulares como Iba1 y el número de células microgliales, 
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también induce un cambio de morfotipo, hacia un morfotipo ameboide (consultar Tabla 3), 

que tiene una mayor capacidad inflamatoria, aumentando la expresión génica y la 

liberación de citoquinas como la IL-1β, IL-6, TNFα o IL-10; y de quimioquinas como MCP-1 

(Cazareth et al., 2014; Norden et al., 2016). Estas moléculas van a propagar la señal 

inflamatoria activando otras células además de aumentar el reclutamiento de monocitos 

periféricos (Cazareth et al., 2014).  

 

 

Animal
(cepa, sexo)

Dosis de LPS
(vía)

Tiempo de 
evaluación

Referencia

↑Células TUNEL+ y Bax+

↓Células Bcl2+
Neurodegeneración

(apoptosis)

↑Células GFAP+

↑Células microgliales ED1+ (activadas)
Activación microglial
Activación macroglial

Alteración del registro del EEG Disfunción neuronal

↑Expresión génica de marcadores proinflmatorios 
(iNOS,  IL-1β, TNFα y MCP-1) y antiinflamatorios (TGFβ)

Neuroinflamación

↓Células NeuN+ Neurodegeneración
↑Células microgliales ED1+ (activadas)

=Células GFAP+ Activación microglial

↑Permeabilidad Ruptura de la BHE

↑Niveles de citoquinas proinflamatorias ( IL-1β, IL-1α), 
antiinflamatorias (IL-4, IL-10) y quimioquinas (MCP-1)

Neuroinflamación

↑ Expresión GFAP
↑ Expresión Iba1 y F4/80

Activación microglial
Activación macroglial

↑Expresión génica de citoquinas proinflmatorios (IL-
1β, TNFα) y antiinflamatorios (TGFβ)

Neuroinflamación

↑Expresión génica de GFAP e Iba1
↑Expresión Iba1+, del número de células, morfotipo 

ameboide
↑Expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
1β, TNFα, MCP-1) en células microgliales y astrocitos

Activación macroglial
Ativación microglial

↑Expresión génica de citoquinas proinflmatorios (IL-
1β, TNFα) y antiinflamatorios (TGFβ)

Neuroinflamación

↑Expresión Iba1+, del número de células y del 
morfotipo ameboide
Sin cambios en GFAP

↑Expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
1β, TNFα) en células microgliales

Activación microglial

Ratas
Sprague-Dawley

(♂)

10 mg/kg
(i.p.) 24 h ↑Permeabilidad Ruptura de la BHE

Towner et al ., 
2018

↓Expresión génica y proteica de ZO-1, claudina-1, 
claudina-5 y ocludina

Ruptura de la BHE

↑Expresión proteica de iNOS y eNOS Estrés oxidativo
↓Neuronas dopaminérgicas (TH+) Neurodegeneración

↑Iba1, morfotipo ameboide
↑GFAP

Activación microglial
Activación macroglial

↑ Expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
1β, TNFα) y antiinflamatorias (TGFβ)

Neuroinflamación

↑Células Iba1+

↑CD68 (microglía fagocítica activa)
Activación microglial

Datos obtenidos de diferentes regiones cerebrales, fundamentalmente corteza e hipocampo. LPS: lipopolisacárido; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; d: día; BHE: barrera
hematoencefálica; IL:interleuquina; MCP-1:proteína quimiotáctica de monocitos 1; NeuN: proteína de unión a hexaribonucleótidos-3; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Iba1: molécula
adaptadora 1 de unión al calcio ionizado; EEG: electroencefalograma; iNOS: óxido nítrico sintasa inducible; eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial; ZO-1: zonula occludens-1 ; TNFα:
factor de necrosis tumoral alpha; TGFβ: factor transformante del crecimiento beta; TH: tirosina hidroxilasa; CD68: cluster de diferenciación 68.

Ratones BALB/c

0,33 mg/kg
(i.p.) 12 h - 24 h

Norden et al ., 
2016

0,66 mg/kg
(i.p.) 24 h

Ratones C57BL/6
(♂)

5 mg/kg
(i.p.) 24 h

Brandi et al ., 
2022

Ratones C57BL/6
0,05 mg/kg 
1 o 2 dosis

(i.p.)
24 h

Jung et al ., 
2022

Ratas
Sprague-Dawley

(♂)

Efecto observado

Tabla 3. Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la administración de LPS en el cerebro de roedores.

24 h
Banks et al ., 

2015

Ratas Wistar
(♂)

10 mg/kg
(i.p.) 24 h

Semmler et al ., 
2005

Ratas Wistar
(♂)

10 mg/kg
(i.p.) 24 h

Semmler et al ., 
2008

5 mg/kg
(i.v.) 14d

Huang et al ., 
2020

Ratones CD1
(♂)

3 mg/kg
(i.p.)
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Al igual que las células microgliales, otra población afectada por la administración de 

LPS son los astrocitos, evidenciándose una activación por el incremento de expresión de 

GFAP en diferentes regiones (ver Tabla 3). La activación de los astrocitos también va a 

incrementar la expresión de mediadores inflamatorios como la IL-1β, la IL-6, TNFα, MCP-1 

y factores de crecimiento como el TGFβ (Norden et al., 2016). Los astrocitos activados 

desempeñan un papel crucial en la neuroprotección y en la limitación de la inflamación al 

liberar factores que favorecen la supervivencia neuronal y la homeostasis del sistema 

nervioso. Sin embargo, su activación también puede tener efectos perjudiciales. Por 

ejemplo, pueden dañar las uniones estrechas de BHE, reduciendo su integridad y 

permitiendo que sustancias o células accedan al sistema nervioso central. Además, los 

astrocitos activados liberan citoquinas y quimioquinas que aumentan la infiltración de 

células inmunitarias en el tejido cerebral, lo que puede exacerbar la inflamación y 

contribuir al daño neuronal (Shulyatnikova & Verkhratsky, 2020). 

En la retina, los efectos del LPS han sido ampliamente estudiados en modelos animales 

revelando tanto cambios morfológicos como funcionales significativos (consultar Tabla 4). 

La endotoxina produce un aumento en el grosor retinal (Rodríguez-Ramírez et al., 2024) y 

una dilatación de las venas retinianas (Tsioti et al., 2023); parámetros evaluados mediante 

la técnica de imagen TCO (tomografía de coherencia óptica en dominio espectral, del 

inglés, optical coherence tomography). Esta técnica no invasiva permite visualizar las 

estructuras de la retina con alta resolución, proporcionando medidas precisas del grosor 

de las capas retinales (Zeppieri et al., 2023). Junto con el aumento del grosor retinal, 

también se observa una alteración en las ondas del electroretinograma (ERG), una técnica 

electrofisiológica que evalúa la respuesta de la retina a estímulos luminosos, lo que indica 

una disfunción visual relacionada con la inflamación inducida por LPS (Tsioti et al., 2023; 

Rodríguez-Ramírez et al., 2024). Además de estos cambios morfológicos y funcionales, la 

administración periférica de LPS produce una notable reducción en el número de CGRs-

Brn3a+, lo que sugiere un daño neuronal asociado a la inflamación y la activación glial en la 

retina (Rodríguez-Ramírez et al., 2024).  

En cuanto a las poblaciones gliales, se observó un aumento del número de células 

microgliales en la retina junto con una activación de las estas (ver Tabla 4). Además de la 

activación microglial, también se ha demostrado en modelos animales una alteración de 

las poblaciones macrogliales, una activación de los astrocitos y de las células de Müller 

que comienzan a expresar mayores niveles de GFAP (ver Tabla 4).  
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Animal

(cepa, sexo)
Dosis de LPS

(vía)
Tiempo de 
evaluación

Efecto Observado Referencia

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

5 mg/kg 
(i.p.)

24 h ↑Grosor de la retina: Edema
Rodríguez-Ramirez et 

al ., 2024

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

200 µg/ml en 1 µl
(i.vt.)

24 h ↑Grosor de la retina: Edema Wu et al ., 2023

Ratones BALB/c
1 mg/kg/día x 4d

(i.v.)
4d

↑Permeabilidad: Disrrupción de BHR
↑Grosor de la retina: Edema

Dilaración de los vasos retinianos
Kokona et al ., 2018

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

1 mg/kg/día x 4d
(i.v.)

4d Dilatación de las venas de la retina Tsioti et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
6 mg/kg 

(i.p.)
24 h Kuribara et al ., 2006

Ratas Sprague-
Dawley

(♂)

1 mg/kg
(pata)

24 h Lin et al ., 2018

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

200 µg/ml en 1 µl
(i.vt.)

24 h Wu et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

1 mg/kg/día x 4d
(i.v.)

4d Tsioti et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

5 mg/kg 
(i.p.)

3d-7d
Rodríguez-Ramirez et 

al ., 2024

1 mg/kg
(i.v.)

24h
Matriz de 

anticuerpos

↑Expresión de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, 
TNFα), antiinflamatorias (IL-4, IL-10), quimioquinas (MCP-1) 

y factores de crecimiento (VEGF): Neuroinflamación

1 mg/kg/día x 4d
(i.v.)

4d Citometría de flujo
↑Macrófagos, neutrofilos y/o células dendríticas. Activación 

de los macrófagos: Neuroinflamación
Ratas 

Sprague-Dawley
(♂)

1 mg/kg
(pata)

48 h PCR
↑Expresión génica de  IL-1β, IL-6, TNFα y MMP9: 

Neuroinflamación
Ren et al ., 2018

Ratas Sprague-
Dawley
(♀  y ♂)

125 ng/µl en 2µl
(i.vt.)

24 h
PCR
WB

↑Expresión génica de caspasa-3, Bax y ↓Bcl2: Apoptosis
↑Expresión génica (IL-6, TNFα) y proteica (TLR4,  IL-1β, IL-6, 

TNFα): Neuroinflamación
Han et al ., 2020

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

1 mg/kg/día x 4d
(i.v.)

4d Citometría de flujo  ↑Células microgliales y macrófagos: Neuroinflamación Tsioti et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

200 µg/ml en 1 µl
(i.vt.)

24 h
PCR
WB

↑Expresión génica de caspasa-3, Bax y ↓Bcl2: Apoptosis
↑Expresión génica y proteica de iNOS, IL-6 y TNFα: 

Neuroinflamación
Wu et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

5 mg/kg 
(i.p.)

24 h-72 h
ELISA

Citometría de flujo
↑IL-1β y TNFα: Neuroinflamación

↑Células inmunes: Neuroinflamación
Rodríguez-Ramirez et 

al., 2024

Ratas 
Sprague-Dawley

(♀  y ♂)

125 ng/µl en 2µl
(i.vt.)

24 h IHQ - TUNEL ↑Células TUNEL+: Apoptosis Han et al ., 2020

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

200 µg/ml en 1 µl
(i.vt.)

24 h IHQ - TUNEL ↑Células TUNEL+ (CCG): Apoptosis Wu et al ., 2023

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

5 mg/kg 
(i.p.)

3d-45d IHQ- Brn3a ↓Células Brn3a+ : Neurodegeneración 
Rodríguez-Ramirez et 

al ., 2024

Ratones BALB/c
150 ng en 2µL

(i.vt.)
21d IHQ -Brn3a ↓Células Brn3a+ : Neurodegeneración Livne-Bar et al ., 2024

Ratones C57BL/6J
6 mg/kg 

(i.p.)
24 h IHQ - GFAP ↑GFAP en las CM: Activación macroglial Kuribara et al ., 2006

Ratones BALB/c
1 mg/kg/día x 4d

(i.v.)
4d IHQ - Iba1 ↑Células Iba1+, morfotipo ameboide y migración hacia la 

CNE: Activación microglial
Kokona et al ., 2018

Ratas 
Sprague-Dawley

(♂)

1 mg/kg
(pata)

24 h IHQ - GFAP/Iba1
↑GFAP, desde CFNO hasta CNI: Activación macroglial

↑Iba1+ y migración de células a la CNI: Activación microglial
Lin et al ., 2018

IHQ - GFAP/OX-42
↑GFAP en las CM: Activación macroglial

↑Células OX-42+ en la CCG: Activación microglial

IHQ - GFAP/Iba1
↑GFAP en las CM: Activación macroglial

↑Células Iba1+ en CCG y CNI: Activación microglial

IHQ - Iba1 ↑Células Iba1+, morfología ameboide: Activación microglial

IHQ - Iba1 ↑Células Iba1+ en CCG y activación: Activación microglial

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

1 mg/kg/día x 4d
(i.v.)

4d IHQ - Iba1 ↑Células Iba1+ en CCG y CNI, morfotipo ameboide: 
Activación microglial

Tsioti et al ., 2023

IHQ - Iba1/Ki67 ↑Células Iba1+: Activación y proliferación microglial

IHQ - Iba1 Migración de células microgliales a la CCG

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

5 mg/kg 
(i.p.)

3d-45d IHQ - Iba1 ↑Células Iba1+, morfología ameboide: Activación microglial
Rodríguez-Ramirez et 

al ., 2024

Ren et al ., 2018

LPS: lipopolisacárido; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; i.vt.: intravítreo; d: día; TCO: tomografía de coherencia óptica; ERG: electroretinograma; ELISA: Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas; PCR:
Reacción en Cadena de la Polimerasa; WB: Western Blot ; Brn3a: homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de unión al calcio
ionizado; BHR: barrera hematorretiniana; IL: interleuquina; TNFα: factor de necrosis tumoral alpha; MMP9: metaloproteinasa 9; TLR4: receptor tipo Toll 4; iNOS: óxido nítrico sintasa inducible; CM: células de
Müller; CFNO: capa de fibras del nervio óptico; NO: nervio óptico; CCG: capa de células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa nuclear externa.

Tabla 4. Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la administración de LPS en la retina de roedores

Metodología

Ratas 
Sprague-Dawley

(♀  y ♂)

125 ng/µl en 2µl
(i.vt)

24 h Han et al ., 2020

Ratones C57BL/6J
(♀  y ♂)

200 µg/ml en 1 µl
(i.vt.)

24 h Wu et al ., 2023
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La administración de LPS provoca hipertrofia en los astrocitos y altera su disposición, 

mientras que, en las células de Müller induce una alta expresión de GFAP y 

desorganización en sus prolongaciones terminales (Ren et al., 2018). Estas alteraciones en 

la macroglía indican una posible disrupción de la BHR, comprometiendo su integridad y 

función (Vecino et al., 2016). La activación de las células microgliales y macrogliales 

parece estar estrechamente interconectada, ya que la activación de una población puede 

inducir la activación de la otra, amplificando así el ambiente inflamatorio en la retina (Wang 

et al., 2011). 

Teniendo en consideración todas las evidencias mencionadas anteriormente, 

podemos concluir, la administración sistémica de LPS en modelos en roedores es una 

buena forma para reproducir los efectos observados en la sepsis para el estudio tanto de 

regiones cerebrales cómo de la retina; así como para la búsqueda de nuevos tratamientos 

farmacológicos. 

 

2.4. MANEJO Y TRATAMIENTO DE LA SEPSIS  
La mortalidad por sepsis y choque séptico es bastante alta en países de ingresos bajos 

y medios, superando el 40% y el 50%, respectivamente, y se mantiene elevada en países 

de ingresos altos (sepsis: 15-25%; choque séptico: 30-40%), a pesar de las mejoras 

implementadas en atención médica y detección temprana. Además, entre los 

supervivientes se detecta una elevada morbilidad y una disminución en la calidad de vida, 

fundamentalmente relacionada con un deterioro cognitivo y una discapacidad funcional 

sustancial. Aunque los tratamientos tempranos han contribuido a la reducción de esta 

mortalidad, es necesaria la búsqueda de nuevas terapias que mejoren los resultados a 

largo plazo (consultar: Cecconi et al., 2018; La Via et al., 2024). 

El manejo de la sepsis es muy complejo y ha de realizarse con urgencia, siendo la 

prioridad eliminar el foco de infección. Al inicio se utilizan antimicrobianos de amplio 

espectro, que han de ajustarse posteriormente según los resultados obtenidos en las 

pruebas de laboratorio. En el tratamiento de urgencia se incluyen diversas intervenciones 

relacionadas con la restauración de la perfusión tisular, la administración de fluidos en la 

primera hora tras el ingreso, y, en algunos casos, la eliminación de tejido infectado, o el 

drenaje de abscesos. Otras acciones a realizar son la administración de vasopresores para 

garantizar una correcta perfusión de los tejidos, el control de la glucemia, y la 

monitorización continuada del estado de los pacientes y la resolución de la disfunción 

orgánica. Es también frecuente el uso de corticosteroides, la oxigenoterapia, la 
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modulación de la coagulación o la inmunoterapia. Sin embargo, la práctica clínica cada 

vez más se dirige a una medicina de precisión ya que la sepsis es un síndrome heterogéneo, 

y los tratamientos deben adaptarse a las características específicas de cada paciente. 

Aunque los pacientes logren superar la sepsis son muy frecuentes las secuelas a corto y/o 

largo plazo, detectándose disfunción cognitiva, psicológica y física. Estos pacientes, 

además, tienen riesgo de readmisión al hospital, incrementándose las tasas de mortalidad 

y la necesidad de cuidados paliativos (Evans et al., 2021; Jarczak et al., 2021).  

Se han descrito numerosas alteraciones neurológicas asociadas con la sepsis, siendo 

las más graves la aparición de delirio y coma; a largo plazo se puede observar deterioro 

cognitivo, déficit de atención, disminución de la fluidez verbal y de la función ejecutiva, 

ansiedad, depresión y estrés postraumático. Sin embargo, no existe un tratamiento 

específico para paliar las consecuencias neurológicas de la sepsis (Heming et al., 2017; 

Pan et al., 2022). 

Entre las estrategias más prometedoras se encuentra la regulación de la 

neuroinflamación, una diana clave que ha sido destacada por diversos estudios; como por 

ejemplo el uso de minociclina, antibiótico que ha demostrado propiedades 

inmunomoduladoras al reducir la neuroinflamación y el deterioro cognitivo en modelos 

animales; y se ha comenzado a testar en pacientes con delirio en la UCI (revisar: Ferlini & 

Gaspard, 2023). Recientemente, se está analizando la estimulación del nervio vago, que 

parece atenuar la inflamación periférica, la activación microglial y la expresión de 

citoquinas proinflamatorias en el cerebro; se están probando también terapias con 

antioxidantes, para reducir el estrés oxidativo; o en la administración de glucocorticoides, 

para regular la secreción de hormonas y mediadores antinflamatorios (para más 

información consultar: Gu et al., 2021; Pan et al., 2022). En algunos centros se está 

comenzado a utilizar terapia cognitiva, en combinación con la terapia física, que parece 

inducir una mejoría en los pacientes supervivientes de la sepsis o el shock séptico (Evans 

et al., 2021). Sin embargo, es necesario continuar investigando nuevos abordajes 

terapéuticos que resulten efectivos y que permitan mitigar la disfunción cerebral y, en 

última instancia, mejorar la calidad de vida de estos pacientes.   
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3. MALARIA 
La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria causada por varias especies de 

protozoos del género Plasmodium y transmitida por mosquitos Anopheles hembra. Existen 

más de 120 especies, pero solamente 5 infectan al ser humano: Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi (Varo 

et al., 2020; White, 2022; Fikadu & Ashenafi, 2023). Entre ellas, P. falciparum es la que tiene 

una mayor virulencia y tasa de replicación, presentando un peor pronóstico (Garrido-

Cárdenas et al., 2019; Varo et al., 2020). Esta especie se distribuye ampliamente a lo largo 

del continente africano, ocasionando un gran problema de salud en los países 

subsaharianos donde se registran el 90% de los casos y el 91% de las muertes a nivel 

mundial, principalmente en niños. Por otro lado, P. vivax aparece en el resto de las áreas 

endémicas ocasionando cuadros clínicos menos graves. Las demás especies de parecen 

tener una menor prevalencia (Garrido-Cárdenas et al., 2019).  

Según el último informe de la OMS, en 2022 se estimaron 249 millones de casos de 

malaria, y 608.000 muertes en todo el mundo (WHO, 2023). Sin embargo, y a pesar de los 

esfuerzos realizados para controlar y eliminar la enfermedad, ésta sigue siendo una causa 

importante de morbilidad y mortalidad, particularmente en regiones endémicas, como 

África subsahariana y el sudeste asiático, y, en menor medida, América Latina (Garrido-

Cárdenas et al., 2019; Varo et al., 2020). Aunque en la mayoría de los casos la transmisión 

se produce por la interacción mosquito-humano, ocasionalmente puede producirse por 

transfusiones de sangre, trasplante de órganos o de manera congénita (Varo et al., 2020). 

 

3.1. CICLO Y TRANSMISIÓN DE LA MALARIA 
En general todas las especies de Plasmodium tienen un ciclo vital similar, en los que 

interviene un artrópodo como vector y un animal vertebrado (mamíferos, aves, reptiles) 

como huésped (Garrido-Cárdenas et al., 2019; Fikadu & Ashenafi, 2023). La reproducción 

sexual del parásito tiene lugar en el vector mientras que en el huésped se produce la fase 

de replicación asexual (Giribaldi et al., 2015; Garrido-Cárdenas et al., 2019). En el ser 

humano el ciclo comienza con la picadura de un mosquito hembra infectado, que 

transmite el parásito en forma de esporozoitos, los cuales viajan a través del torrente 

sanguíneo hasta el hígado (Fig.22). Cada esporozoito va a invadir un hepatocito donde se 

va a replicar dando lugar a varios merozoitos, proceso que requiere de 2-14 días, 

dependiendo de la especie; a esta fase se le conoce como etapa preeritrocítica o 
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exoeritrocítica y cursa sin síntomas. Cada merozoito hepático va a invadir un glóbulo rojo 

dentro de los cuales van a continuar su replicación asexual, multiplicándose hasta llegar a 

la forma de esquizonte. Posteriormente se rompe la célula y se liberan los merozoitos para 

invadir a más eritrocitos y continuar el ciclo. Esta fase se conoce como fase eritrocítica o 

intraeritrocítica; en la cual se empiezan a manifestar los primeros síntomas de la 

enfermedad. Durante la fase eritrocítica, parte de los merozoitos pueden transformarse en 

gametocitos macho y hembra (gametogénesis), los cuales pueden ser absorbidos por un 

segundo mosquito donde se va a llevar a cabo la reproducción sexual, concretamente en 

el estómago, transformándose en zigotos. Tras un periodo de 1-3 semanas los nuevos 

esporozoitos formados se trasladan a las glándulas salivares, los cuales pueden volver a 

infectar a un nuevo huésped cuando el mosquito hembra vuelva a alimentarse de otro 

individuo (consultar Garrido-Cárdenas et al., 2019; Varo et al., 2020). 

 

 
Figura 22. Ciclo vital del parásito Plasmodium en el mosquito y en el humano. Tomado de Garrido-Cárdenas et al., 2019 
y modificado.  
 

3.2. COMPLICACIONES CLÍNICAS Y FISIOPATOLOGÍA DE LA 
MALARIA 

La malaria se caracteriza por picos de fiebre que se producen tras la ruptura de los 

eritrocitos, con una periodicidad variable en función de la especie de Plasmodium 

(consultar Tabla 5). Esta fiebre se acompaña de otros síntomas menos específicos como 

fatiga, dolor de cabeza, náuseas y vómitos, entre otros (Varo et al., 2020).  
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Las manifestaciones clínicas y la evolución de la patología varían en función de la 

especie del parasito, de la inmunidad del huésped y del tratamiento escogido, por lo que 

se establecen tres categorías principales: asintomática, leve o grave (Milner, 2018). Los 

pacientes asintomáticos son aquellos con parasitemia, pero sin sintomatología; los 

pacientes leves presentan parasitemia, que cursa con síntomas menores como fiebre y 

escalofríos, pero no hay evidencia clínica que indique gravedad o disfunción orgánica 

(Milner, 2018; Garrido-Cárdenas et al., 2019). En la mayor parte de los casos, la patología 

cursa como una infección asintomática o leve, destacando la efectividad de la respuesta 

inmune adaptativa; en estos casos, durante una infección inicial, la fagocitación de 

merozoitos por los macrófagos o la ruptura de los esquizontes produce la liberación de 

TNFα, que, junto con otras moléculas, son las responsables de los picos de fiebre durante 

la infección. Ante infecciones posteriores, la respuesta inmune adquirida mejora la 

eficiencia de los macrófagos en la producción de anticuerpos, y, de esta manera, los 

pacientes con malaria leve son capaces de eliminar más fácilmente el parásito, siempre 

que se trate adecuadamente con antimaláricos específicos (Milner, 2018; Fikadu & 

Ashenafi, 2023). Si la patología progresa da lugar a una malaria más severa, o grave, que 

cursa con anemia severa y fracaso multiorgánico, que afecta principalmente a los 

pulmones, los riñones y el cerebro, incrementando además el riego de muerte en los 

pacientes. En estos pacientes con malaria severa el diagnostico se realiza, principalmente, 

en base a la presencia de una alta parasitemia (>10%), la aparición de coma persistente, 

anemia severa, ictericia y alteración del medio sanguíneo (Garrido-Cárdenas et al., 2019; 

Varo et al., 2020; White, 2022). El cuadro clínico de la malaria severa (Fig.23): fiebre, 

anemia, acidosis, y coma, es el resultado del ciclo biológico del parásito junto con la 

respuesta fisiopatológica del huésped (Milner, 2018, White, 2022). 

Especie Prevalencia
Duración de la 

fase eritrocítica
Citoadherencia y órganos 

afectados
Frecuencia de causar enfermedades 

graves y mortalidad
Complicaciones mayores

P. falciparum
Mundial, con 

alta prevalencia 
en África

48 h
Fuerte, en la mayoría de 

los órganos
A menudo causa enfermedades 

graves, altamente mortal

MC, AS, SDRA, acidosis, aumento de la 
permeabilidad intestinal, reducción del flujo 

hepático y fallo multiorgánico.

P. vivax

Asia, América 
Latina y algunas 

regiones de 
África

48 h
Débil, principalmente en 

pulmones
Sin complicaciones, 

ocasionalmente mortal

AS, SDRA, fracaso renal, rotura esplénica, 
disfunción hepática y síntomas 

gastrointestinales.

P. ovale
África y islas del 

Pacífico 
occidental

48 h Ausente Sin complicaciones, rara vez mortal SDRA, fracaso renal y rotura esplénica

P. malariae Mundial 72 h Ausente Sin complicaciones, rara vez mortal Síndrome nefrótico

P. knowlesi Sudeste asiático 24 h
Débil, en pulmones y 

probablemente en 
cerebro

Desde enfermedades sin 
complicaciones a graves 

Aumento rápido de la parasitemia, SDRA, 
dolor abdominal, diarrea, vómitos, 

trombocitopenia grave, fallo multiorgánico, 
hipotensión, acidosis y hemorragia renal

Tabla 5. Prevalencia, características y complicaciones de las especies de Plasmodium  que infectan a humanos.

MC, malaria cerebral; AS, anemia severa; SDRA, síndrome de distrés respiratorio agudo.  Adaptado de Coban et al ., 2018 y de Gowda & Wu, 2018. 
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Figura 23. Proporciones de las complicaciones en 
los pacientes con malaria grave por P. 
falciparum. Tomado de White, 2022 y modificado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La anemia se produce por la citoadhesión, la activación de la respuesta inmune, y los 

continuos ciclos de invasión y lisis de los eritrocitos durante la fase eritrocítica; se estima 

que por cada eritrocito infectado se eliminen 10 sanos, lo que contribuye al desarrollo de 

una anemia grave. Otros parámetros que contribuyen a la anemia son el secuestro de 

glóbulos rojos en el bazo y la producción anormal de los mismos en la médula ósea. En las 

zonas de elevada propagación la anemia es el principal síntoma de la malaria, y, se evalúa 

su gravedad en base a los niveles de hemoglobina en sangre (Perkins et al., 2011; Coban et 

al., 2018; White, 2022). La acidosis metabólica puede ser producida tanto por el 

incremento en la producción de lactato como por la disminución de su eliminación, y suele 

ir acompañada de hipoglucemia. El aumento en la producción de lactato puede deberse al 

metabolismo de los parásitos, al aumento de la glucólisis por las células inmunes activas, 

o al aumento de la glucólisis por las células y tejidos hipóxicos como consecuencia de la 

anemia; mientras que la disminución de su eliminación podría deberse a la disfunción 

hepática y al daño renal. Esta acidosis conlleva una disminución en el pH de la sangre, y, 

por tanto, a un aumento de la frecuencia respiratoria, a una hiperventilación y a 

dificultades respiratorias (para más información consultar Possemiers et al., 2021).  

La malaria es una enfermedad muy heterogénea que va a afectar a diferentes órganos 

vitales dependiendo de donde se acumulen los eritrocitos infectados (Scholfield & Grau, 

2005; White, 2022; Fikadu & Ashenafi, 2023). La adhesión de estos glóbulos rojos 

infectados (GRI) al endotelio vascular (citoadhesión, ver Tabla 5) es el principal factor en 

la patogénesis de la malaria grave. En el caso de P. falciparum existen varias proteínas 

involucradas en la citoadhesión, destacando la proteína 1 de membrana de eritrocitos 

(erythrocyte membrane protein 1 of Plasmodium falciparum, PfEMP1), que se expresa en 

la membrana de los GRI y lleva a cabo la unión de estos a diferentes receptores 
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endoteliales (ver Tabla 6; consultar: Schofield & Grau, 2005; Fikadu & Ashenafi, 2023). La 

unión de los eritrocitos al endotelio evita que estos lleguen, a través de la circulación, al 

bazo para su posterior eliminación (Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu, 2018), y, 

además, los GRI pueden unirse también a eritrocitos no infectados formando rosetas que 

promueven la obstrucción microvascular, y, en ocasiones, podrían causar hipoxia (Coban 

et al., 2018; Fikadu & Ashenafi, 2023).  

Aunque los síntomas clínicos de la malaria se observen sólo en la etapa eritrocítica (y 

no en la preeritrocítica o hepática), en ambas fases se produce una respuesta inmunitaria 

innatas con el fin de conseguir una inmunidad adaptativa. Los parásitos producen 

diferentes moléculas, denominadas toxinas o productos bioactivos del parásito (Tabla 6), 

que se liberan de manera sincrónica tras la ruptura de los eritrocitos, lo que induce la 

activación del sistema inmune innato. Esta activación, que está implicada en la 

patogénesis de la malaria grave, ocurre mediante la interacción de dichas moléculas con 

los receptores celulares (TLRs, NLRs…) lo que conduce a la sobreproducción de citoquinas 

y quimioquinas (para más información revisar: Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu 2018). 

Tanto la anemia como la acidosis son resultado y causa de la desregulación de la 

respuesta inmune (Perkins et al., 2011; Possemiers et al., 2021).  

El glucosilfosfatidilinositol (GPI) es un glucolípido esencial para la supervivencia del 

parásito, y un elemento clave en la patogenicidad de la malaria, al menos en el caso de P. 

falciparum. Su administración provoca, en modelos animales, los síntomas 

característicos de la malaria. GPI es necesario para el anclaje de los merozoitos a la 

membrana de los glóbulos rojos, y su detección, a través del heterodímero TLR1- TLR2 y, 

en menor medida de TLR4, aumenta la expresión de diversas citoquinas proinflamatorias. 

Estas citoquinas inicialmente tienen un papel protector en la defensa antimicrobiana, 

aunque su la sobreproducción puede causar fiebre, una mayor actividad de la iNOS (óxido 

nítrico sintasa inducible, del inglés: inducible nitric oxide synthase) y un aumento en la 

expresión de moléculas de adhesión en el endotelio vascular, moléculas reconocidas por 

PfEMP1 que de esta manera reactiva la citoadhesión (Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu 

2018; Fikadu & Ashenafi, 2023). El ADN y el ARN del parásito puede producir la activación 

de receptores endocíticos (TLR7, TLR9) induciendo la expresión de citoquinas y 

quimioquinas proinflamatorias. El reconocimiento de estos PAMPs también puede activar 

otras vías inflamatorias, al ser reconocido por receptores citosólicos (NLRP3), induciendo 

la activación de la caspasa 1 quien va a producir las formas maduras de la IL-1β y la IL-18 

(consultar: Gowda & Wu, 2018). Otro producto parasitario es la hemozoína, residuo 

derivado de la digestión de la hemoglobina por el parásito. Esta molécula ha demostrado 
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ser generalmente inmunosupresora ya que inhibe la proliferación de los leucocitos, causa 

disfunción de monocitos y macrófagos e induce la producción de IL-10 antinflamatoria; sin 

embargo, también se ha observado que puede promover la inflamación al aumentar la 

expresión de citoquinas proinflamatorias como TNFα e IL-12 (Schofield & Grau, 2005). La 

fagocitación de grandes cantidades de parásitos enteros y hemozoína causa acidificación 

del fagolisosoma y la muerte apoptótica de los macrófagos. La hemozoína también puede 

desestabilizar la membrana del fagolisosoma lo que causa la liberación de ácido nucleico 

y hemozoína al citosol donde son reconocidos por varios receptores entre ellos el NLRP3 

lo que conlleva a la activación de la caspasa 1 y a la consecuente maduración de la IL-1β, 

que induce fiebre. Los parásitos también producen ácido úrico, el cual se acumula en los 

eritrocitos y se libera al torrente sanguíneo cuando estos estallan, además, durante la 

malaria, la muerte de macrófagos y otras células inmunes también causa la liberación de 

este compuesto. Estos elevados niveles de ácido úrico van a contribuir a la activación del 

inflamasoma mediado por NLRP3 durante la malaria (para más información consultar: 

Gowda & Wu, 2018). 

 

 

Además del reconocimiento de los PAMPs (GPI, ADN y ARN) y de los DAMPs (hemozoína 

y ácido úrico), la fagocitación de los parásitos y la citoadhesión van a activar la respuesta 

inmune. Una de las vías es a través del receptor CD36 (expresado por macrófagos, células 

dendríticas, plaquetas y células endoteliales), que además de mediar la fagocitación del 

parásito, va a detectar a PfEMP1 induciendo la producción de citoquinas proinflamatorias, 

entre ellas, TNFα. Otro receptor involucrado es el receptor de proteína C endotelial 

Receptor Efectos patológicos y celulares

PfEMP1
ICAM1, VCAM1, CD31, CD36, E-

selectina, TSP, CSA, EPCR y 
ácido hialurónico.

La unión dirige al parásito hacia el cerebro, la placenta y posiblemente otros 
órganos diana; se propone que la activación de CD36 suprime la activación de 

CDs y macrófagos. Involucrado en la citoadhesión.

GPI TLR1/2, TLR4 y lectinas tipo C.

Induce la expresión generalizada de genes que codifican proteínas 
proinflamatorias (incluidos TNFα, IL-1, IL-6, IL-12, iNOS, ICAM1, VCAM1); activa 

células natural killer ; e induce la producción de citoquinas. Aumento de 
expresión de moléculas de adhesión.

ARN/ADN TLR7, TLR9 y NLRP3
Activación de vías inflamatorias mediadas por caspasas (caspasa-1) y aumenta 

la expresión y liberación de citoquinas proinflamatorias (IFN-1, IL-1β, IL-18)

Hemozoína TLR9 y NLRP3

Inmunosupresión: inhibe proliferación de células inmunes y promueve la 
producción de IL-10. 

Inflamación: aumento de la expresión de citoquinas inflamatorias como TNFα e 
IL-12. Activación de la caspasa-1 y liberación de citoquinas proinflamatorias.

Ácido úrico NLRP3 Activación del inflamasoma: liberación de citoquinas proinflamatorias

Tabla 6. Componentes y productos bioactivos del parásito.

PfEMP1, proteína 1 de membrana de eritrocitos de P. falciparum ; GPI, glucosilfosfatidilinositol ;ICAM1, molécula de adhesión intracelular 1; VCAM1, molécula de adhesión
celular vascular 1; CD31, cluster de diferenciación 31; CD36, cluster de diferenciación 36; TSP, trombospondina; CSA, sulfato de condroitina A; EPCR: receptor de la proteína C
endotelial; CDs, células dendríticas; TLR, receptor tipo toll ; TNFα, factor de necrosis tumoral alpha; IL, interleuquina; iNOS, óxido nítrico sintasa inducible; NLRP3: dominio
pirina 3 de la familia NLR, IFN: interferón. Adaptado de Schofield & Grau, 2005 y Gowda & Wu, 2018.
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(endothelial protein C receptor, EPCR), glicoproteína transmembrana localizada en los 

vasos sanguíneos. La unión de PfEMP1 a ECPR puede reducir el papel antinflamatorio de 

este receptor además de incrementar la coagulación sanguínea, la respuesta inflamatoria 

y la apoptosis de las células endoteliales, disminuyendo la integridad de la barrera. La 

molécula de adhesión intracelular 1(Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM1), expresada 

en las células endoteliales, media la captación del parásito a través de PfEMP1 en el 

cerebro, lo que va a inducir una respuesta inflamatoria, infiltración celular y daño de la 

barrera celular. El papel de ICAM1 en el desarrollo de la malaria cerebral es incierto, ya que 

se ha observado en ratones deficientes en ICAM1 tienen una mayor supervivencia sin 

embargo en otro estudio demostró que era imprescindible para el desarrollo de la patología 

(consultar Gowda & Wu, 2018). La acumulación de eritrocitos parasitados va a producir 

una amplificación de la señal inflamatoria produciendo daño endotelial, infiltración de 

células inmunes y finalmente disfunción y fallo orgánico (Gowda & Wu, 2018; Coban et al., 

2018). 

 

Algunas de las complicaciones que ocurren a consecuencia de los procesos 

previamente mencionados son el síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), el fracaso 

renal agudo (FRA) o la malaria cerebral (Possemiers et al., 2021; White, 2022). El SDRA se 

ha observado en varias especies del parásito y afecta a un gran número de pacientes 

adultos. Es una complicación grave que se asocia con un peor pronóstico, donde se ha 

demostrado inflamación alveolar y aumento de la permeabilidad de la capilaridad alveolar 

lo que resulta en edema pulmonar e hipoxemia severa (Van den Steen et al., 2013). La 

alteración de la función renal puede aparecer tanto en niños como en adultos y se asocia 

con el fallo multiorgánico y un peor pronóstico (Katsoulis et al., 2021; White, 2022). La 

hipovolemia y la disminución de flujo sanguíneo a nivel renal van a inducir hipoxia y 

disfunción endotelial que junto al estrés oxidativo y a la liberación de hemoglobina y 

moléculas proinflamatorias inducidas por la hemólisis contribuyen a una fuerte respuesta 

inflamatoria y la muerte celular a nivel renal. La necrosis tubular, nefritis intersticial y 

glomerulonefritis son características en el FRA inducido por malaria (consultar: Katsoulis 

et al., 2021). Sin embargo, dos de las complicaciones más comunes durante la malaria 

grave son la malaria cerebral (MC) y la retinopatía malárica o palúdica (RM). 
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3.3. AFECTACIÓN DEL SNC POR LA MALARIA 
3.3.1. Malaria cerebral (MC) 

La infección por P. falciparum es la principal causa de MC, caracterizada por la 

aparición de fiebre alta, cefalea, delirio, confusión, convulsiones y coma (White, 2022). La 

MC es la encefalopatía no traumática más común en todo el mundo con una alta tasa de 

mortalidad (WHO, 2023). 

La adhesión de los glóbulos rojos al endotelio puede causar una alteración en el 

correcto funcionamiento de la circulación sanguínea, ya que se ha descrito el secuestro de 

glóbulos rojos en la circulación cerebral en pacientes que fallecieron por MC (Silamut et 

al., 1999; Lewallen et al., 2000; Taylor et al., 2004). En un modelo murino de malaria se ha 

observado el secuestro de glóbulos rojos, y una disminución del flujo cerebral en estadíos 

previos a la observación de una activación macroglial y microglial, y al aumento de 

marcadores inflamatorios y apoptóticos, lo que sugeriría que la neuroinflamación fuera un 

evento tardío causado por la acumulación de GRI (Oelschlegel et al., 2024). Por el 

contrario, dado que en otras patologías como la encefalopatía séptica, que cursa sin 

secuestro de glóbulos rojos, pero con inflamación sistémica, y que presenta un cuadro 

clínico similar al de la MC, se ha propuesto una posible alternativa en la que son las 

elevadas concentraciones de citoquinas, óxido nítrico y ácido láctico las que median el 

coma y la muerte en los pacientes con MC (revisar: Clark et al., 2006). 

 

3.3.2. Retinopatía Malárica (RM) 
La retinopatía malárica (RM) presenta una mayor prevalencia en niños, y está 

principalmente asociada a las infecciones por P. falciparum. En adultos se ha observado 

que un 63% de los pacientes con malaria grave presentaban RM, y entre los pacientes con 

MC el porcentaje aumentaba al 70% (Maude et al., 2009). En estos pacientes se observan 

anomalías en los vasos, blanqueamiento de la retina, hemorragias, papiledema y manchas 

algodonosas (Beare et al., 2006; Maude et al., 2009). Se han descrito también casos en los 

que la RM aparece sin observarse afectación cerebral (Lakhotia et al., 2015; Verma & 

Krishna 2015), o en casos menos graves de malaria (Maude et al., 2009).  

Dadas las similitudes entre la retina y el cerebro es muy probable que ambos tejidos 

compartan procesos patológicos, siendo más vulnerables al secuestro de eritrocitos 

infectados (MacCormick et al., 2014). En este sentido se han descrito hemorragias, 

anomalías en la BHR y en la BHE, así como daño axonal en ambas patologías (Fig.24, 

Greiner et al., 2015).  
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Figura 24. Comparación de los signos encontrados en la retina (panel 
izquierdo) y en el cerebro (panel derecho) de niños con MC. (A) 
Parásitos secuestrados en los vasos de la capa de células ganglionares y 
en la capa nuclear interna. (B) Parásitos secuestrados en la corteza 
cerebral. (C) Un vaso de la retina con trombo y rodeado de hemorragia. (D) 
Hemorragia en la sustancia blanca con un microvaso con trombo y 
gránulos de hemozoína. (E) Extravasación de fibrinógeno en la retina (F) en 
el cerebro debido a una gran acumulación de glóbulos rojos infectados. (G) 
Daño axonal en la capa de células ganglionares y (H) daño axonal difuso en 
la sustancia blanca. (A-D) Tinción de hematoxilina-eosina. (E, F) Tinción 
del fibrinógeno. (G, H) Tinción con β-APP (proteína precursora del beta-
amiloide). (A-C, E, F, H) 400 aumentos. (D, H) 200 aumentos. Tomado de 
Greiner et al., 2015. 

 
 

 

 

 

 

 

Son numerosos los casos de pacientes con malaria, o recuperados de la misma, que 

presentan pérdida de visión o alteraciones en la agudeza visual, uni o bilateral, siendo en 

muchos casos estas secuelas no reversibles. Además, en las evaluaciones oftalmológicas 

se han descrito manchas algodonosas, hemorragias, zonas de blanqueamiento junto con 

alteraciones en las capas, en el flujo sanguíneo y en los vasos en valoraciones por TCO 

(Maude et al.,2014; Lakhotia et al., 2015; Verma & Krishna 2015; Nanfack et al.,2017; 

Bezzina et al., 2024). El diagnóstico precoz del daño en la retina asociado a la malaria es 

esencial para prevenir el desarrollo de una posible ceguera (Verma & Krishna, 2015), 

además, en regiones endémicas permite realizar un diagnóstico diferencial frente a otras 

enfermedades tropicales o que cursen con coma (Brodeur et al., 2023). El seguimiento de 

la malaria mediante técnicas de imagen no invasiva puede ser de gran interés para valorar 

la progresión y severidad del daño (Barrera et al., 2018; Wilson et al., 2023). Ya que se ha 

descrito que la aparición de RM en los pacientes diagnosticados con MC podría ser un 

índice predictivo de la duración del coma y del riesgo de muerte (Lewallen et al., 1996; 

Beare et al., 2004, 2006).  

 

3.4. MODELOS ANIMALES DE MALARIA 
Los modelos animales en roedores y en primates no humanos (ver Tabla 7) han sido y 

son fundamentales para avanzar en el conocimiento de la malaria, tanto de los 

mecanismos patogénicos y de la respuesta inmune asociada, como en el desarrollo de 

nuevas terapias y vacunas. Estos modelos animales son ampliamente utilizados debido a 
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las similitudes que comparten con la enfermedad en humanos en cuanto a la 

sintomatología clínica y a la respuesta inmune (Langhorne et al., 2011; Simwela & Waters, 

2022). Estos han sido cruciales a la hora de estudiar la farmacocinética y la eficacia de 

nuevas terapias y tratamientos in vivo; y en la predicción de fracasos en el desarrollo de 

vacunas (Langhorne et al., 2011). Sin embargo, las diferencias entre huéspedes (roedor, 

primate y humano) y la divergencia entre las diferentes especies del parásito Plasmodium, 

complican la extrapolación de los datos y su traslación a la clínica (Simwela & Waters, 

2022). Una vez más se hace esencial la comunicación y la transferencia de información 

entre investigadores básicos y clínicos para perfeccionar los modelos y mejorar la 

traslación de las terapias (Langhorne et al., 2011; Craig et al., 2012). La investigación in vitro 

también ha resultado esencial para el conocimiento sobre la biología del parásito y el 

desarrollo de antimaláricos, aunque el organismo vivo, en esta patología, resulta crucial 

para entender el ciclo de vida del parásito incluyendo el secuestro de eritrocitos, la 

alteración del flujo sanguíneo y el ambiente inmune (Langhorne et al., 2011; Simwela & 

Waters, 2022). En los modelos en roedor, ratón y rata, los más frecuentes, se han inoculado 

4 especies del parásito diferentes (P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi, y P. vinckei, ver Tabla 

7), y, más recientemente, mediante al desarrollo de ratones humanizados, se ha 

conseguido infectar a ratones con P. falciparum, generando un modelo con un valor 

traslacional mucho mayor (Simwela & Waters, 2022).  

 

 
 

Modelo
Especie de 

Plasmodium
Forma de la enfermedad Aplicaciones comunes

P. berghei

Provoca una enfermedad grave (anemia, 
MC). La patología de la enfermedad varía 

entre las cepas de P. berghei  y las líneas de 
ratones.

Modelo de MC experimental, evaluación de la eficacia de fármacos 
en vivo, modelo para otras formas graves de malaria (anemia, 

malaria placentaria).

P. yoelii

Puede provocar una enfermedad grave 
(anemia, MC). Hay diferencias significativas 
en la patología y severidad de la enfermedad 

según las cepas.

Modelo primario para el estudio de la interacción entre receptor-
parásito, mecanismos inmunes en la malaria en fase sanguínea y 

desarrollo de vacunas, patogénesis y MC experimental.

P. chabaudi
Generalmente no es fatal y resulta en una 

infección crónica.
Mecanismos inmunes, modelo de resistencia a fármacos y eficacia, 

variaciones antigénicas, patogénesis general de la enfermedad.

P. vinckei
Aparentemente fatal, aunque la mayoría de 

los estados patológicos no han sido 
estudiados extensivamente.

Mecanismos inmunes, modelo de resistencia a fármacos y eficacia, 
patogénesis general de la enfermedad.

Ratones 
humanizados

P. falciparum Patología estándar de la malaria (no severa).
Biología preeritrocítica de los parásitos de la malaria, desarrollo de 

vacunas para la infección en fase sanguínea.
P. falciparum 
(cepas GB4, 
FVO, FUP)

Patología estándar de la malaria, anemia 
grave.

Evaluaciones de la eficacia de vacunas contra la malaria, modelo de 
anemia humana inducida por malaria, evaluaciones de la eficacia de 

fármacos.

P. knowlesi
Patología estándar de la malaria, 

extremadamente fatal si no se trata.
Estudios de virulencia, inmunidad a la malaria, variación antigénica, 
biología de la invasión del merozoito y otras patologías de la malaria.

P. coatneyi
Patología de la malaria similar a P. 

falciparum
Modelo importante para estudiar la fisiopatología de la malaria grave.

P. cynomolgi
Malaria leve que se asemeja a la infección en 

humanos por P. vivax .
Modelo más confiable para estudiar la malaria humana causada por 

P. vivax .

Primates no 
humanos

Roedores 
(ratones y 
ratas)

MC, malaria cerebral. Adaptada de Simwela & Waters, 2022

Tabla 7. Aplicaciones de los modelos animales de malaria.
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En la presente Tesis Doctoral se ha empleado como modelo animal la infección con 

Plasmodium berghei ANKA en ratones C57BL/6, ya que es el modelo más utilizado para el 

estudio de la MC (Ghazanfari et al., 2019). A pesar de que el nivel de secuestro de glóbulos 

rojos en el cerebro es bajo, al contrario de lo que ocurre en la enfermedad en humanos, 

este parásito causa una acumulación de células inflamatorias, y funciona relativamente 

bien modelizando los síntomas neurológicos más característicos de esta patología 

(Langhorne et al., 2011; Strangward et al., 2017; Simwela & Waters, 2022). La infección con 

P. berghei en ratones produce disrupción de la BHE, hemorragias, inflamación y daño en la 

mielina de forma similar a lo observado en humanos; siendo, por tanto, un buen modelo 

para estudiar los eventos producidos tras la acumulación de GRI (Strangward et al., 2017, 

2018). En los modelos experimentales de MC se ha observado, tras la acumulación de GRI, 

un aumento del número de células microgliales y una activación tanto de las células 

microgliales como macrogliales, lo cual se asocia con el aumento posterior de 

moduladores inflamatorios, tales como citoquinas y quimioquinas y la estimulación de 

procesos apoptóticos; eventos que preceden al desarrollo de los síntomas característicos 

de la MC (consultar Tabla 8). 

En estos modelos animales también se ha estudiado la afectación de la retina (ver 

Tabla 9). En ratones infectados con P. berghei se ha detectado la presencia del parásito 

dentro de vasos retinianos, e incluso dentro de las capas de la retina; y se ha sugerido la 

ruptura de la BHR, tal y como se observa en el caso de la BHE. En este modelo se ha podido 

también observar los síntomas característicos de la RM mediante técnicas no invasivas de 

imagen (Fig.25), tales como áreas blanquecinas que sugieren una reducida perfusión 

sanguínea; o edema retiniano por una alteración en el drenaje de los vasos sanguíneos 

(Paquet-Durand et al., 2019). En la retina la activación de las poblaciones gliales también 

se produce antes del desarrollo de los síntomas, lo que significa que juegan un papel 

importante en la patogenia de la RM (Medana et al., 1996; Medana et al., 1997a). 

 

Figura 25. Alteraciones producidas en la retina 
en un modelo de RM por P. berghei ANKA en 
ratones. Imágenes tomadas mediante 
oftalmoscopia de láser de barrido (A-B) y 
angiografía (C): dilatación vascular (flechas), 
blanqueamiento retiniano (estrellas). (D) 
Tomografía de coherencia óptica: edema (punta 
de flecha). CNE, capa nuclear externa. Barra de 
aumentos: 200 µm. Tomada de Paquet-Durand et 
al., 2019 y modificada.  
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Ratones
(cepa, sexo)

Parásito
(cepa, dosis, vía)

Tiempo de 
evaluación

Referencia

↑Expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, 
TNFα)

↑Monocitos adheridos a los vasos
Neuroinflamación

↑Células GFAP+

Células microgliales con morfología ameboide
Activación macroglial
Activación microglial

d4: <10%; d6: <20%; d7: <25% Parasitemia
↓Células neuronales

Alteración de la morfología neuronal
Neurodegeneración

d6: <5%; d10: ≈15% Parasitemia
↑Permeabilidad Ruptura de la BHE

↑Infiltración celular
↑Expresión génica de quimioquinas

Neuroinflamación

d4: <5%; d6: <15%; d7: ≈15% Parasitemia
↑Permeabilidad Ruptura de la BHE

↑Expresión de genes de proliferación celular, citoquinas y 
quimioquinas proinflamatorias

Neuroinflamación

↑Células microgliales Activación microglial
d4: <10%; d5: <15% Parasitemia

↑Expresión de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, TNFα)
↑Niveles de citoquinas proinflamatorias  (IL-1β, IL-6, TNFα)

Neuroinflamación

d5: <10%; d6: <15%; d8: <20% Parasitemia
Acumulación de GRI Oclusión de vasos

↑Expresión génica y proteica de TLR4, IL-17 y TNFα
↓Expresión génica y proteica IL-10

Neuroinflamación

↑GFAP
↑CD11; agregación de células microgliales

Activación macroglial
Activación microglial

↓NeuN  Neurodegeneración
d4: <1%; d7: <10% Parasitemia

↑Carga parasitaria en el cerebro Acumulación 
Acumulación de GRI  principalmente en los capilares Oclusión de vasos

↑Células inmunes en los vasos Neuroinflamación 
↑Permeabilidad;  ↑Edema;  Hemorragias Ruptura de la BHE

d6: <5%; d8: <10% Parasitemia
Acumulación de GRI Oclusión de vasos

↑Células inmunes en los vasos Neuroinflamación 
↑Permeabilidad; ↑Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE

d6: <20% Parasitemia
↑Permeabilidad; ↑Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE

Acumulación de GRI Oclusión de vasos
↑Células inmunes en los vasos Neuroinflamación 

↓Células  Neurodegeneración
d6: <10%; d10: ≈15% Parasitemia
Acumulación de GRI Oclusión de vasos

↑Permeabilidad Ruptura de la BHE
↑Expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, 

TNFα, IFNγ), quimioquinas (MCP-1) y moléculas de adhesión 
(ICAM1)

↑Niveles de citoquinas proinflamatorias (TNFα, IFNγ)

Neuroinflamación

d4: <5%; d6: <10%; d7: <15% Parasitemia

↑Carga parasitaria en el cerebro
Acumulación del 

parásito
Acumulación de GRI; ↓Flujo (RM) Oclusión de vasos

↑Permeabilidad; ↑Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE
↑Infiltración celular

↑Expresión génica de quimioquinas y citoquinas 
proinflamatorias (TNFα)

Neuroinflamación 

↑GFAP
↑Iba1

Activación macroglial
Activación microglial

↑Caspasa-3 Apoptosis

Tabla 8.Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la inoculación de P. berghei  en el cerebro de ratones.

Datos obtenidos de diferentes regiones cerebrales. GRI: glóbulos rojos infectados; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; d: día; BHE: barrera hematoencefálica; RM: resonancia magnética; IL:
interleuquina; NeuN: proteína de unión a hexaribonucleótidos-3; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado; TNFα: factor de necrosis tumoral
alpha; MCP-1:proteína quimiotáctica de monocitos 1;  IFNγ: interferón gamma; CD11: cluster de diferenciación 11; TLR4: receptor tipo Toll  4.

Efecto observado

CBA/T6
P. berghei

(ANKA, 106 GRI, i.p.)
7d

Medana et 
al ., 1997b

Swiss
(♂)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

6d
Ataide et 
al ., 2020

Swiss
(♂)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

8d
Sarkar et 
al ., 2017

C57BL/6
(♀)

C57BL/6
(♀)

P. berghei
(ANKA, 5x104 GRI, i.p.)

6d-7d
Clark et al ., 

2005

C57BL/6
(♀)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

5d
Miranda et 

al ., 2016

C57BL/6
(♀)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

10d
Zhu et al ., 

2015

C57BL/6
(♀)

P. berghei
(ANKA, 105 GRI, i.p.)

7d
Capuccini 

et al ., 2016

C57BL/6
(♀  y ♂)

P. berghei
( ANKA, 104 GRI, i.v.)

7d
Strangward 
et al ., 2017

C57BL/6 y 
BALB/c
(♀  y ♂)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

5d-7d
Oelschlegel 
et al ., 2024

P. berghei
( ANKA, 104 GRI, i.v.)

8d
Strangward 
et al ., 2018

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

10d
Mukherejee 
et al ., 2022

C57BL/6
(♀  y ♂)



  
Introducción 

 

 57 

 

La extensa caracterización de la MC y la RM en modelos murino de infección por P. 

berghei (Paquet-Durand et al., 2019; Oelschlegel et al., 2024) proporciona evidencias 

sólidas para el empleo de este modelo en el estudio de las alteraciones producidas por la 

malaria en las poblaciones neuronales y gliales a lo largo de los principales núcleos de la 

vía visual, así como para evaluar la posible eficacia de fármacos y terapias que puedan 

ejercer efectos antiinflamatorios y neuroprotectores y así evitar y/o mitigar las secuelas 

producidas por el parásito de la malaria. 

 

Ratones
(cepa, sexo)

Parásito
(cepa, dosis, vía)

Tiempo de 
evaluación

Efecto obtenido Referencia

Tinción de Hoechts
↓Integridad endotelial

↓Viabilidad de las células endoteliales

Tinción de azul de Evans
 ↑Permeabilidad: Ruptura BHR

Disminución de la perfusión retiniana
Tinción H-E ↑Permeabilidad: Edema

Tinción de azul de monastral
 ↑Monocitos ↑Actividad fagocítica ↑Adhesión: 

Neuroinflamación
Tinción de azul de Evans ↑Permeabilidad: Ruptura BHR

Tinción HRP ↑Permeabilidad: Ruptura BHR

Tinción HRP-Azul de toluidina
↑Edema (CFNO, CCG,CPI): Ruptura BHR

Oclusión de vasos
↑Monocitos adheridos: Neuroinflmación 

IHQ- VCAM1/ICAM1 ↑ICAM1 ↑VCAM1: Neuroinflamación

IHQ-GFAP
↑GFAP, apariencia gliótica: Activación 

macroglial

Tinción de azul de monastral
↑Monocitos activados en la circulación 

retiniana: Neuroinflamación

Tinción de azul de monastral
↑Monocitos ↑Adhesión ↑Extravasación : 

Neuroinflamación
Histología - lectina GS / 

NDPasa
 ↑Células microliales, morfología ameboide: 

Activación microglial
Tinción de azul de Evans ↑Permeabilidad: Ruptura BHR
Histología - lectina GS / 

NDPasa
 ↑Células microliales, morfología ameboide: 

Activación microglial
In vivo ERG Disminución de la amplitud.

ELISA (citoquinas)  Sin cambios
Espectrofotometría ↓GSH: Estrés oxidativo

Ensayo de captación ↑Captación de glutamato: Estrés oxidativo

TCO
OLB 

Presencia del parásito (capas vasos y 
retinianos)

Engrosamiento de los vasos.
Anormalidad en la perfusión.
↑Edema: Ruptura de la BHR

Alteraciones en el grosor
Áreas opacas y pálidas: Blanqueamiento 

ERG Sin cambios

Histología
Presencia del parásito tanto en la zona 

vascular como avascular: Extravasación

IHQ - GFAP
↑GFAP: Activación macroglial

CM infectadas con el parásito.

IHQ-TUNEL ↑Células TUNEL+ (CNE, CNI y CCG): 
Neurodegeneración

IHQ-Caspasa-3 Sin marcaje

Medana et al ., 
2000

GRI: glóbulos rojos infectados; i.p.: intraperitoneal; i.v.:intravenosa; d: día; H-E: hematoxilina-eosina; HRP: horseradish peroxidase ; IHQ: inmunohistoquímica; VCAM1:
molécula de adhesión vascular 1; ICAM1: molécula de adhesión intracelular 1; TCO: tomografía de coherencia óptica; OLB: oftalmoscopía de láser de barrido; GFAP:
proteína ácida fibrilar glial; ERG: elctroretinograma; ELISA:Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas; GS: Griffonia simplicifolia ; NDPasa: nucleosido difosfatasa; BHR:
barrera hematorretiniana; CFNO: capa de fibras del nervio óptico; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; GSH: glutation; NO: nervio óptico.

CBA/T6
P. berghei

(ANKA, 106 GRI, i.p.)
6d-7d Ex vivo

Medana et al ., 
1996

CBA/T6
P. berghei

(ANKA, 106GRI, i.p.)
5d-7d Ex vivo

Medana et al ., 
1997a

CBA/T6
P. berghei

(ANKA, 106 GRI, i.p.)
7d Ex vivo

Tabla 9. Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la inoculación de P. berghei  en la retina de ratones

Metodología

CBA y DBA
(♀  y ♂)

P. berghei
(ANKA, 106GRI, i.p.)

6d-7d Ex vivo
Neill et al ., 

1993

P. berghei
(ANKA, 106GRI, i.v)

C57Bl/6
(♂)

Ma et al ., 1996

In vivo

Ex vivo

C57Bl/6
(♀ ♂)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

4d-7d
Oliveira et al., 

2017

Paquet-
Durand et al ., 

2019
6d

Ex vivo

CBA/T6
(♀)

P. berghei
(ANKA, 106 GRI, i.p.)

7d Ex vivo
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3.5. DIAGNÓSTICO Y MANEJO DE LA MALARIA 
EL diagnóstico de la malaria y su posterior manejo son complejos ya que la patología 

cursa con un amplio rango de síntomas inespecíficos. De forma general, el diagnóstico de 

la patología se lleva a cabo mediante la realización de frotis sanguíneos y su posterior 

observación al microscopio lo que permite confirmar la presencia del parásito en la sangre 

y cuantificar la parasitemia (Varo et al., 2020; Fikadu & Ashenafi 2023). Sin embargo, en el 

caso de infecciones por P. falciparum esta técnica subestima la parasitemia (White, 2022) 

por lo que se están implementando otras metodologías de diagnóstico, como la PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa; del inglés: polymerase chain reaction); sin embargo, 

la PCR es una técnica muy costosa que ha de realizarse en el laboratorio (White, 2022; 

Fikadu & Ashenafi, 2023). Y que, en áreas endémicas, en casos agudos no resulta útil ya 

que genera un elevado porcentaje de falsos positivos (White, 2022). Por otro lado, el 

manejo de la malaria implica tanto enfoques preventivos, como el control de vectores, 

quimioprofilaxis, vacunas; como curativos (WHO, 2023).  

Una de las primeras medidas es el control de los vectores, por ejemplo, a través del 

empleo de mosquiteras tratadas con o sin insecticidas; estas mosquiteras proporcionan 

una barrera física contra los insectos, y puede ir acompañada del uso de insecticidas que 

incrementa la protección frente a estos insectos. Se emplea también la quimioprofilaxis, o 

toma de fármacos profilácticos contra el parásito, bien en su etapa hepática o 

preeritrocítica (profilaxis causal), o en su etapa sanguínea o eritrocítica (profilaxis 

supresiva), cuyo consumo ha de mantenerse durante al menos 4 semanas tras el contacto 

con el parásito. La toxicidad asociada a la quimioprofilaxis y la resistencia del parasito 

frente a los antimaláricos ha impulsado el desarrollo de vacunas (para revisión consultar: 

Arora et al., 2021; Fikadu & Ashenafi, 2023); vacunas que desde 2021 la OMS recomienda 

administrar en niños, en regiones de alta trasmisión de P. falciparum (WHO, 2023). 

En el tratamiento de la malaria se emplean antimaláricos que pueden agruparse en tres 

categorías dependiendo de su estructura y/o mecanismo de acción: los derivados de la 

quinolona, antifolatos y derivados de la artemisinina. La OMS recomienda la combinación 

de, al menos, dos fármacos antimaláricos con diferentes mecanismos de acción para 

evitar la aparición de la resistencia a estos medicamentos (Fikadu & Ashenafi, 2023). El 

artesunato, derivado de la artemisina, está siendo ampliamente utilizado y ha mejorado 

notablemente la tasa de mortalidad producida por la malaria severa y la malaria cerebral; 

sin embargo, la tasa de mortalidad sigue siendo alta y las complicaciones neurológicas 

persisten. De forma adicional, se están estudiando diferentes terapias adyuvantes 
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(corticoides, transfusiones sanguíneas, terapias anti-TNF), que no están jugando un papel 

esencial en la reducción de la mortalidad y el daño neurológico (Varo et al., 2020). Es, por 

tanto, aún necesario la búsqueda e investigación de fármacos que pueden resultar de 

utilidad para el tratamiento de la malaria. Hoy en día la malaria sigue suponiendo un 

enorme problema de salud pública, principalmente en aquellas áreas donde la 

transmisión es más elevada, por lo que es necesario continuar con la búsqueda de nuevos 

tratamientos que reduzcan la tasa de mortalidad y las complicaciones neurológicas 

asociadas a la misma. 
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4. CILASTATINA 
La cilastatina (CIL) es la sal monosódica del ácido {R-[R*, S*-(Z)]}-7-[(2-amino-2- 

carboxietil)tio]-2-{[(2,2-dimetilciclopropil)carbonil]amino}-2-hepteonico. Su fórmula empírica 

es C16H25N2NaO5S (Fig.26) y tiene un peso molecular de 380,44 Da (Clissold et al., 1987). 

 
Figura 26. Estructura química de la cilastatina. Tomado de 
Clissold et al., 1987.   
 

 

 

 
Es un fármaco que actúa como inhibidor de la enzima dehidropeptidasa renal I (DHP-

I, DPEP1), y que se utiliza desde el año 1985 en combinación con el antibiótico de amplio 

espectro imipenem (Fig.27) para el tratamiento de infecciones bacterianas (consultar: 

Clissold et al., 1987). La DHP-I es una glicoproteína, localizada en el borde en cepillo de las 

células renales, principalmente en las balsas de colesterol (Parkin et al., 2001), cuya 

función principal es la de hidrolizar dipéptidos presentes en el filtrado glomerular, 

facilitando la reabsorción de aminoácidos en el túbulo proximal (Campbell et al.,1966; 

Adachi et al., 1990). La inhibición de la DHP-I renal previene la hidrólisis del anillo beta-

lactámico del imipenem y su degradación (Kropp et al., 1982) aumentando su 

concentración plasmática y la recuperación urinaria del antibiótico del 7,7%-43% al 72%, 

sin alterar su vida media (Norrby et al., 1983).  

 

 
Figura 27. Mecanismo de entrada del imipenem a las células epiteliales del túbulo renal y acción de cilastatina. La 
dehidropeptidasa I (DHP-I) se localiza en las células epiteliales del túbulo renal. La degradación del antibiótico imipenem por 
la DHP-I produce una serie de metabolitos los cuales pueden entrar al interior de las células; otro mecanismo de entrada del 
imipenem es a través de los transportadores de aniones orgánicos renales (organic anion transporters, OATs). La 
acumulación de estos fármacos, o de sus metabolitos en las células epiteliales produce nefrotoxicidad. La administración 
conjunta con cilastatina evita este daño renal gracias a la inhibición de la enzima DHP-I o al bloqueo de los OATs. Tomado de 
Huo et al., 2019 y modificado. 
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4.1. PROTECCIÓN DE LA CILASTATINA FRENTE AL FRA 
Los primeros estudios que demostraron el papel nefroprotector de CIL frente a 

fármacos tóxicos fueron llevados a cabo en la década de los 80 y 90 utilizando la 

combinación de imipenem/cilastatina o bien sólo CIL (consultar Shayan & Elyasi, 2020).  La 

combinación de CIL con imipenem ha demostrado su efecto nefroprotector frente a 

inmunosupresores como la ciclosporina en pacientes sometidos a un trasplante de 

corazón (Markewitz et al., 1994) o de médula ósea (Gruss et al., 1996). Recientemente 

nuestro grupo de investigación ha llevado a cabo un estudio clínico observacional 

retrospectivo/prospectivo en pacientes oncológicos tratados con cisplatino en los que 

este tratamiento combinado consiguió una mejora en la función renal de estos pacientes 

(Zaballos et al., 2021). Además, tras demostrar su seguridad en pacientes sanos en un 

ensayo clínico en fase I (NCT03595189); se ha iniciado un nuevo ensayo (en curso, EudraCT 

Number: 2022-001417-39, fase II) con el fin de confirmar su potencial como 

nefroprotector. 

Nuestro grupo de investigación ha profundizado también en los mecanismos de 

nefroprotección de CIL mediante el empleo de diversos modelos animales de inducción de 

FRA (ver Tabla 10) descubriendo importantes propiedades antiapoptóticas, 

antioxidantes y antinflamatorios. Estos hallazgos han sido respaldados por otros autores 

en otros modelos de daño renal por isquemia/reperfusión (Hong et al., 2020; Funahashi et 

al., 2024). 

En los últimos años, se ha investigado el mecanismo de acción de la CIL en la 

nefroprotección, destacando su capacidad para atenuar la activación de las vías 

inflamatorias y apoptóticas. CIL ha demostrado producir cambios en la fluidez de las 

balsas lipídicas (Pérez et al., 2004), estructuras celulares que tienen un papel esencial en 

el transporte a través de la membrana plasmática (Zajchowski & Robbins, 2002). De esta 

manera, CIL es capaz de limitar el correcto acoplamiento de los ligandos a sus receptivos 

receptores como por ejemplo Fas (Camaño et al., 2010; Humanes et al., 2012; Jado et al., 

2020) o TLR4 (González-Nicolás et al., 2022), inhibiendo diferentes rutas inflamatorias, 

como la vía NF-kB (Humanes et al., 2017; González-Fernández et al., 2022) o la activación 

del inflamasoma mediado por NLRP3 (González-Nicolás, 2022), así como la vía extrínseca 

de la apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular, ejerciendo así mecanismos de 

protección frente al FRA (Camaño et al., 2010; Humanes et al., 2012; Jado et al., 2020; 

González-Nicolás, 2022). 
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Modelo Estudio Efecto Evidencias Referencia
Nefrotoxicidad 
(ciclosporina)

In vitro Nefroprotector
↑Viabilidad celular
↓Degradación DNA

Pérez et al ., 2004

Nefroprotector
↑Viabilidad celular
↓Degradación DNA

Anti-apoptótico ↓ Células Anexina V+/IP+

Nefroprotector ↓Degradación DNA
Anti-apoptótico ↓ Caspasa-3

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS ↑TFG ↓KIM-1

↓Alteraciones morfológicas

Anti-apoptótico

↓Ratio Bax/Bcl2
↓Caspasa-3 / 9

↓Fas y FasL
↓Células TUNEL+

Antioxidante ↑CAT / SOD ↓4-HNE

Anti-inflamatorio
↓TNFα

↓Células CD68+

↓VCAM1

Nefroprotector
↑Viabilidad

↓Degradación DNA

Anti-apoptótico
↓Liberación LDH

↓Caspasa-3 / 8 /9

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS ↑TFG ↓Diuresis
↓Alteraciones morfológicas

Anti-apoptótico

↓ Caspasa-3 / 8 / 9
↓Fas y FasL

↓Ratio Bax/Bcl2
↓Células TUNEL+

Antioxidante
↑CAT

↓H2O2 (EROs)

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS ↑TFG ↓KIM-1

↓Alteraciones morfológicas

Anti-inflamatorio

↓NF-Kb
↓MCP-1 / IL-6/ TNF-α ↑IL-10

↓Células CD68+

↓VCAM1 / ICAM1

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS ↑TFG ↓Diuresis
↓Alteraciones morfológicas

Anti-inflamatorio ↓NF-Kb ↓TNFα

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS

↓Alteraciones morfológicas
Antioxidante ↓4-HNE

Anti-inflamatorio ↓Células CD68+

Nefroprotector
↓Cres  ↓NUS ↑TFG ↓KIM-1

↓Alteraciones morfológicas

Anti-apoptótico

↓Caspasa-3 / 8 / 9
↓Fas y FasL

↓Ratio Bax/Bcl2
↓Células TUNEL+

Antioxidante
↑CAT / SOD

↓4-HNE

Anti-inflamatorio

↓TLR4 ↓ NF-kB
↓CD68 / MCP-1 

↓NLRP3 / Caspasa-1 / IL-1β
↓VCAM1 / ICAM1

En la tabla se muestran de forma resumida las principales evidencias obtenidas por el grupo de investigación sobre el papel de la CIL en cultivos celulares o en modelos
animales de daño renal. CLP: ligadura y punción cecal; LDH: lactato deshidrogenasa; IP: propidio yoduro; Cres: creatinina sérica; NUS: nitrógeno uréico en sangre; TFG:
tasa de filtración glomerular; KIM-1: molécula de lesión renal 1; CAT: catalasa; SOD: superóxido dismutasa; 4-HNE: 4-hidroxinonena; TNFα: factor de necrosis tumoral
alpha; CD68: cluster de difrenciación 68; VCAM1: molécula de adhesión vascular 1; ICAM1: molécula de adhesión intracelular 1; H2O2: peróxido de hidrógeno; EROs:
especies reactivas del oxígeno; IL: interleuquina; NF-Kb: factor nuclear kappa B; TLR4: receptor tipo Toll  4; NLRP3: dominio pirina 3 de la familia NLR.

Nefrotoxicidad 
(cisplatino)

In vivo Moreno-Gordaliza et al ., 2024

Sepsis
(CLP)

---------------------
Rabdomiólisis

(glicerol)

In vivo González-Nicolás, 2022

Nefrotoxicidad 
(cisplatino)

In vivo Humanes et al ., 2017

Nefrotoxicidad 
(cisplatino)

In vivo González-Fernández et al ., 2022

Nefrotoxicidad 
(gentamicina)

In vitro

Jado et al ., 2020
In vivo

Nefrotoxicidad 
(cisplatino)

In vivo Humanes et al ., 2012

Tabla 10. Principales resultados de nuestro grupo en relación con los mecanismos de acción propuestos para cilastatina en el ámbito de la 
nefrotoxicidad

Nefrotoxicidad 
(cisplatino)

In vitro Camaño et al ., 2010

Nefrotoxicidad 
(vancomicina)

In vitro Humanes et al ., 2015
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Recientemente, se ha demostrado que DHP-I actúa también como receptor de 

adhesión de neutrófilos tanto en células endoteliales de pulmón e hígado (Choudhury et 

al., 2019), cómo de riñón (Lau et al., 2022) en modelos animales; y los efectos beneficiosos 

de CIL, por tanto, podrían deberse también a su papel en el bloqueo del reclutamiento de 

neutrófilos lo cual reduciría los procesos inflamatorios asociados. 

CIL no solo es capaz de bloquear DHP-1, sino, otros tantos transportadores cómo los 

transportadores de aniones orgánicos (del inglés, organic anion transporters, OATs) o la 

megalina. La CIL inhibe los OATs de las células del túbulo proximal renal (Fig.27), 

reduciendo la entrada de fármacos tóxicos como el imipenem, cisplatino y diclofenaco. 

Esto previene el acúmulo de estos compuestos, protegiendo las células renales, 

disminuyendo el estrés oxidativo, la inflamación y promoviendo la supervivencia celular 

(Huo et al., 2019, 2020). Por su parte, la megalina es un receptor endocítico que se expresa 

en varios tejidos, principalmente en la membrana apical de las células del túbulo proximal. 

Tiene múltiples ligandos como hormonas, vitaminas, lipoproteínas, pero también puede 

introducir fármacos al interior celular (Hori et al., 2017; Elsakka et al., 2022). En modelos 

animales, la CIL ha demostrado efectos nefroprotectores al inhibir la endocitosis mediada 

por megalina, reduciendo la toxicidad de fármacos (Hori et al., 2017, Jado et al., 2020, Arita 

et al., 2021) y otros factores dañinos cómo el inducido por rabdomiólisis, isquemia-

reperfusión (Matsushita et al., 2021; Funahashi et al., 2024) o por el incremento de 

mioglobina (Han et al., 2022).  

 

4.2. POTENCIAL ACCIÓN PROTECTORA DE LA CILASTATINA 
EN EL SNC 

Estudios recientes de nuestro grupo de investigación han demostrado por primera vez, 

en modelos animales, el potencial neuroprotector y antinflamatorio de CIL (ver Tabla 11). 

En un modelo murino de glaucoma, la administración periférica del fármaco aislado evitó 

la pérdida de CGRs-Brn3a+ y la activación macro- y microglial en la retina (Martínez-López 

et al., 2024). De forma similar, en un modelo animal de toxicidad por cisplatino, la CIL fue 

capaz de atenuar la activación glial, principalmente a nivel del CS (Martín-Sánchez, 2024). 
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Ambos estudios sugieren una posible eficacia de CIL como agente neuroprotector y 

antinflamatorio, aspectos que estudiaremos en la presente Tesis Doctoral en nuestros 

modelos de patología de sepsis y de malaria. 

 

Modelo animal
Tipo de 
estudio

Región Efecto
Resultados tras la 

administración de CIL
Referencia

Neuroprotector ↑Células Brn3a+

Anti-inflamatorio
↓GFAP

↓Células Iba1+

Neurotoxicidad
(inducida por cisplatino)

In vivo CS Anti-inflamatorio ↓Células Iba1+

↓Activación microglial
Martín-Sánchez, 2024

En la tabla se muestran de forma resumida las principales evidencias obtenidas por el grupo de investigación sobre el papel de la CIL en el SNC. CS: colículo
superior; Brn3a: homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de unión al
calcio ionizado.

Tabla 11. Principales resultados de nuestro grupo en relación con los potenciales efectos terapéuticos de cilastatina en el SNC

Glaucoma
(por hipertensión ocular)

In vivo Retina
Martínez-López et al ., 

2024



HIPÓTESIS 

Y OBJETIVOS 





  Hipótesis y objetivos  

 67 

HIPÓTESIS 
En base a estas evidencias, nos planteamos la hipótesis de que, en patologías 

sistémicas, como la sepsis o la malaria, existe un daño inflamatorio y neuronal en la vía 

visual, tanto en la retina como en los principales núcleos de relevo: colículo superior (CS), 

núcleo geniculado lateral dorsal (NGLd) y corteza visual primaria (V1). En la actualidad no 

existe un tratamiento efectivo para mitigar las alteraciones descritas en el SNC asociadas 

a estas patologías, proponemos un nuevo abordaje terapéutico con el empleo de la 

cilastatina (CIL), cuya acción ha sido ampliamente estudiada a nivel renal.  

OBJETIVOS 
En la presente Tesis Doctoral nos proponemos dos objetivos generales: 

1. Caracterizar el daño inflamatorio y neuronal en la vía visual en un modelo animal 

de sepsis inducido por una única administración de lipopolisacárido (LPS); y 

evaluar la eficacia de la CIL en la prevención y/o reversión del daño inducido. 

2. Caracterizar el daño inflamatorio y neuronal en la vía visual en un modelo animal 

de malaria inducido por la inoculación del parásito Plasmodium berghei; y evaluar 

la eficacia de la CIL en la prevención y/o reversión del daño inducido. 

MODELO ANIMAL DE SEPSIS: OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Analizar el daño a nivel del peso y de la función renal producido por el LPS mediante la 

evaluación de creatinina sérica, nitrógeno ureico en sangre (NUS), diuresis y tasa de 

filtración glomerular (TFG). Evaluar la eficacia de la CIL.  

2. Evaluar in vivo, mediante tomografía de coherencia óptica (TCO), las posibles 

alteraciones estructurales por el LPS en la retina. Evaluar la eficacia de la CIL.  

3. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquímicas el daño producido por el LPS en 

las células ganglionares de la retina (CGRs), las células macrogliales y microgliales, 

utilizando los marcadores Brn3a, GFAP e Iba1, respectivamente. Evaluar la eficacia de 

la CIL.  

4. Analizar mediante técnicas de inmunofluorescencia los posibles mecanismos 

asociados al daño inducido por LPS en la retina; en concreto la vía del inflamasoma 

mediado por TLR4 y NLRP3.  

5. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquímicas el daño producido por LPS en los 

principales núcleos de relevo de la vía visual en las neuronas, células macrogliales y 

microgliales, utilizando los marcadores NeuN, GFAP e Iba1, respectivamente. Evaluar 

la eficacia de la CIL.  
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MODELO ANIMAL DE MALARIA: OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Analizar la parasitemia, los niveles de hemoglobina, y el daño renal asociado a la 

inoculación del parásito P. berghei en nuestro modelo. Evaluar la eficacia de la CIL. 

2. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquímicas el daño producido por el 

parásito P. berghei en las células ganglionares de la retina (CGRs), las células 

macrogliales y microgliales, utilizando los marcadores Brn3a, GFAP e Iba1, 

respectivamente. Evaluar la eficacia de la CIL.  

3. Analizar mediante técnicas de inmunofluorescencia los posibles mecanismos 

asociados al daño inducido por el parásito en la retina; en concreto la vía del 

inflamasoma mediado por TLR4 y NLRP3.  

4. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquímicas el daño inducido por la 

inoculación del parásito en los principales núcleos de relevo de la vía visual en las 

neuronas, células macrogliales y microgliales, utilizando los marcadores NeuN, GFAP 

e Iba1, respectivamente. Evaluar la eficacia de la CIL.  
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En la presente Tesis Doctoral se han empleado dos modelos animales de fracaso 

multiorgánico: uno inducido por sepsis (Modelo 1) y otro inducido por malaria (Modelo 2). 

Los estudios, en los que se han empleado animales con fines experimentales, fueron 

diseñados y realizados conforme a la Directiva del Parlamento Europeo 2010/63/UE y de 

acuerdo con la normativa española vigente recogida en el RD53/2013, el cual establece las 

normas básicas aplicables para el uso de animales en experimentación y otros fines 

científicos, incluida la docencia. Los proyectos de investigación fueron aprobados por el 

Comité de Ética de Experimentación Animal del Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón (HGUGM) y recibieron la aprobación final de la Autoridad Competente 

correspondiente, esto es, la Consejería de Medio Ambiente, Ordenación del Territorio y 

Sostenibilidad de la Comunidad de Madrid (PROEX: 089/18 y PROEX: 088/18). Toda la 

experimentación aquí recogida se ha realizado considerando las Directrices ARRIVE 

(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) que incluye recomendaciones para la 

planificación, el diseño y la redacción de los estudios llevados a cabo en animales (Kilkenny 

et al., 2010; Percie du Sert et al., 2020). 

 

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
En el Modelo 1 se emplearon 36 ratas (Rattus norvegicus) macho, de la estirpe Wistar: 

28 para los estudios inmunohistoquímicos; y 8 para los estudios in vivo mediante TCO. En 

el Modelo 2 se emplearon 32 ratones (Mus musculus) hembra, de la estirpe C57BL/6J; en 

ambos casos procedentes de la empresa Charles River Laboratories (Les Oncins, Francia). 

Los animales se alojaron en las instalaciones del animalario del Instituto de Investigación 

Sanitaria Gregorio Marañón (IiSGM, Madrid, España; número de registro: ES-28079-

0000087), salvo los animales empleados para el estudio por TCO que se alojaron en las 

instalaciones del animalario de la UCM (CAI Animalario UCM, Madrid, España; N° de 

Registro: ES-28079-000086). Los animales se estabularon en jaulas de policarbonato (55 x 

32 x 18 cm), y se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (22-24°C) y 

humedad (60±5%), en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (luz blanca encendida a las 8:00 h), 

y con acceso libre a agua y alimento en forma de pellets (Hybridpellet, Altromin®, 

Alemania). En todos los casos los animales disfrutaron de condiciones de enriquecimiento 

ambiental, mediante la introducción de tubos de cartón y/o piezas de madera dispuestas 

en el interior de las jaulas.  
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2. TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 
La CIL fue suministrada en polvo por la compañía Sun Pharmaceutical Industries 

Limited (Madhya Pradesh, India). La CIL se preparó a diario, antes de cada administración, 

disolviéndola en solución salina (NaCl 0,9%, Braun Medical SA, España) a una 

concentración de 30 mg/mL. Las inyecciones se realizaron, por vía intraperitoneal (i.p.), a 

una concentración de 150 mg/kg en un volumen de administración de 5 mL/kg. Para la 

elección de la dosis empleada nos basamos en resultados previos de nuestro grupo de 

investigación en los que CIL demostró propiedades nefroprotectoras en diversos modelos 

animales de daño renal agudo (Humanes et al., 2012, 2017; Jado et al., 2020). El régimen 

de administración de la CIL en el Modelo 1, consistió en una única administración 

inmediatamente posterior al daño, mientras que en el Modelo 2, se realizó una 

administración repetida de CIL con dosis diarias del fármaco durante un total de 6 días. 

 

3. DISEÑO EXPERIMENTAL  
3.1. MODELO 1: MODELO ANIMAL DE SEPSIS 

En el Modelo 1, se utilizó un modelo animal de sepsis basado en la administración de 

una dosis única de lipopolisacárido (LPS) bacteriano. El LPS (Escherichia coli O55:B5, 

Sigma-Aldrich, EE. UU.) se disolvió a una concentración de 5 mg/mL en solución salina 

(vehículo, VH), y se administró i.p., en un volumen de 5 mL/kg, a una dosis de 10 mg/kg en 

base a estudios previos (para revisión consultar: Hoogland et al., 2015). 

En la primera cohorte de animales (N=28), dedicada a los estudios 

inmunohistoquímicos (Fig.28), los animales llegaron a nuestras instalaciones con un peso 

aproximado de 140-200 g, y fueron estabulados en grupos de 2 o 3 individuos en las 

condiciones anteriormente indicadas (ver apartado “1. Animales de experimentación”). En 

todos los casos se dejó un tiempo de habituación de, al menos, 10 días.  

Los animales se distribuyeron de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales y 

recibieron dos inyecciones, una primera con LPS (10 mg/kg, i.p.), o su VH; e 

inmediatamente después otra con CIL (150 mg/kg, i.p.) o su VH. A priori, y con el fin de 

contrarrestar los posibles efectos deletéreos del LPS (Semmler et al., 2005, 2007, 2008) se 

asignó un número desigual de animales por grupo experimental (VH-VH: n=5; VH-CIL: n=5; 

LPS-VH: n=10; LPS-CIL: n=8) aunque únicamente se registró una baja en el grupo LPS-VH. 

Todas las inyecciones se realizaron en la misma franja horaria, entre las 10:00 h y las 13:00 

h para evitar posibles interferencias con los ritmos circadianos. Tras las inyecciones, los 
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animales fueron alojados de forma individual en jaulas metabólicas (Harvard Apparatus®, 

EE. UU.) para la obtención de orina durante 24 h con el fin de obtener los valores totales de 

diuresis en estos animales. Se registró el peso de los animales antes de la administración 

de los fármacos, y a las 24 h de su administración. El sacrificio y toma de muestras de los 

animales se realizó a las 24 h de la administración de los fármacos. 

 

 
Figura 28. Diseño experimental del modelo de sepsis, Modelo 1. Los animales, ratas Wistar macho, recibieron una 
inyección intraperitoneal (i.p.) de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg) o de su vehículo (VH; NaCl 0,9%) e inmediatamente 
después, recibieron una dosis i.p. del fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg) o de su VH (NaCl 0,9%). Se obtuvieron cuatro 
grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Tras los tratamientos las ratas fueron alojadas en jaulas 
metabólicas durante 24 h. Los animales fueron pesados el día de las inyecciones y 24 h después, el día del sacrificio, donde 
se obtuvo la orina de 24 h, una muestra de sangre y las muestras de tejido del sistema nervioso central. Esquema creado con 
BioRender.com 
 
 

La siguiente cohorte de animales (N=8; n=2 por grupo experimental) se dedicó a los 

estudios in vivo. En este caso, los animales llegaron a nuestras instalaciones con un peso 

aproximado de 180-200 g, se distribuyeron en los cuatro grupos experimentales 

anteriormente mencionados y se realizaron las administraciones farmacológicas en las 

mismas dosis y regímenes que en la primera cohorte, sin alojar a los animales en jaulas 

metabólicas. Los registros de TCO se realizaron 24 h después de la administración de los 

fármacos. 

 

3.2. MODELO 2: MODELO ANIMAL DE MALARIA 
En el Modelo 2 (Fig.29), se empleó un modelo animal de malaria basado en la 

administración del parásito de la especie Plasmodium berghei según estudios previos 

(Bensalel et al., 2023). En concreto, en este estudio se inyectó i.p. la cepa ANKA 

proporcionada por el Dr. Juan José García, del Dpto. de Microbiología y Parasitología de la 

Facultad de Farmacia (UCM), en un volumen de 0,2 mL de stock, que contiene 5x106 
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glóbulos rojos (GR) infectados (GRI) por mililitro en tampón fosfato salino 0,01 M 

(Phosphate Saline-BuƯer, PBS, Sigma-Aldrich, EE. UU.), por lo que la cantidad total 

inoculada fue de 1x106 GRI,  concentración similar a lo encontrado en la literatura (Zhu et 

al., 2015; Oliveira et al., 2017; Mukherjee et al., 2022). 

Los animales llegaron a nuestras instalaciones con un peso aproximado de 12-20 g y 

fueron estabulados en grupos de 5-6 animales en las condiciones anteriormente indicadas 

(ver apartado “Animales de experimentación”). Tras el periodo de habituación, de 10 días, 

se llevó a cabo el diseño experimental, realizándose el estudio en la sala de bioseguridad 

P2 del animalario del IiSGM. 

Se inoculó i.p. el parásito en los grupos animales correspondientes, e inmediatamente 

los grupos tratados con el fármaco recibieron una dosis de CIL la cual se administró 

durante 5 días consecutivos; conformado de esta manera los cuatro grupos 

experimentales (Control: n=6; Control-CIL: n=5; Malaria: n=11; Malaria-CIL: n=10). Para 

asegurar un mínimo de animales con una parasitemia adecuada, se utilizó un mayor 

tamaño muestral en los grupos inoculados con el parásito. Las inyecciones se 

administraron siempre en la misma franja horaria (10:00 h-11:00 h). El sacrificio y toma de 

muestras de los animales se realizó el sexto día.  

 

 
Figura 29. Diseño experimental del modelo de malaria, Modelo 2. Los animales C57BL/6J hembra fueron inoculados 
intraperitonealmente (i.p.) con el parásito Plasmodium berghei ANKA (106 glóbulos rojos infectados, GRI), e inmediatamente 
después se les administró una dosis del fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se inyectó diariamente hasta el día 
5 (d5) postinfección, recibiendo un total de 6 inyecciones. A uno de los grupos control se le administraron el mismo número 
y las mismas dosis de CIL. Se obtuvieron 4 grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. El segundo 
(d2), cuarto (d4) y sexto día (d6) se realizó un frotis sanguíneo para la evaluación de la parasitemia. El día del sacrificio (d6) se 
obtuvo una muestra de sangre, y se llevó a cabo la extracción las muestras de tejido del sistema nervioso central.  Esquema 
creado con Biorender.com 

 

3.2.1. Evaluación de la parasitemia 
A los 2, 4 y 6 días tras la inoculación del parásito se obtuvo una muestra de sangre se la 

cola de los animales (grupos Malaria y Malaria-CIL), con la que se realizó un frotis dónde se 
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evaluó el porcentaje de GRI, como lo realizado por Bensalel y cols. (2023). El frotis 

sanguíneo se fijó con metanol absoluto (1 min), y, tras secarse se realizó una tinción de 

Wright-Giemsa (Sigma-Aldrich, EE. UU.) durante 1 min; tras un lavado con buƯer fosfato pH 

6.6 (Thermo scientific, EE. UU.) y agua destilada, los portaobjetos se dejaron secar, y se 

guardaron hasta su valoración. Para ello, los portaobjetos fueron observados en un 

microscopio Olympus CH30 (Japón), con el objetivo de 100 aumentos (100x) y aceite de 

inmersión; en cada portaobjetos se analizaron cuatro campos aleatorios, y se contó el 

número de GRI por campo. La cuantificación se realizó por dos investigadores 

independientes. A continuación, se calculó el promedio de los campos, así como el índice 

de parasitemia, expresado como el porcentaje de glóbulos rojos infectados (%GRI) frente 

al total de GR, para cada animal, en cada uno de los días de estudio, según la siguiente 

fórmula.  

Parasitemia (%GRI)=
GRI

GR Totales
x100 

 

Los animales infectados que a lo largo del estudio no habían desarrollado parasitemia 

(0% de GRI) fueron descartados, y no se tuvieron en cuenta para el resto de los análisis. En 

el grupo Malaria hubo 3 animales que fueron eliminados del estudio por este motivo. 

 

4. VALORACIONES BIOQUÍMICAS 
Al sacrificio se obtuvieron muestras de sangre, bien de la de la aorta abdominal o bien 

mediante punción cardiaca en la aurícula derecha. Las muestras fueron recogidas en tubos 

comerciales que fueron centrifugados a 2.500 rpm durante 15 min a 4°C para la obtención 

de suero sanguíneo. En las muestras de suero y orina se analizaron, en el Modelo 1, los 

niveles de creatinina (Cre, mg/dL) y urea en suero (mg/dL), y de Cre en orina, mediante el 

empleo de un analizador automático RxL (Dade-Behring, Siemens, Alemania) en el Servicio 

de Bioquímica del HGUGM según las instrucciones y los protocolos del fabricante. A partir 

de estos valores se calcularon los siguientes parámetros de función renal: 

 

 Nitrógeno Ureico en Sangre (NUS, mg/dL):  

NUS  ൬
mg
dL

൰ = 
Urea sérica  ቀ

mg
dL ቁ

2,1428
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 Tasa de aclaramiento (mL/min): 

T. Aclaramiento  ൬
mL
min

൰ =

ቂCreorina ቀ
mg
dL ቁቃ  x 

 Volumen de orina (mL)

24 h x 60 
min
hora

ቂCresuero ቀ
mg
dL ቁቃ

 

 

 Tasa de Filtración Glomerular (TFG, mL/min/100g): 

TFG  ൮
mL
min

100 g

൲ =
T. Aclaramiento  ቀ

mL
minቁ  x 100

Peso del animal (g)
 

 

En el Modelo 2, los niveles de Cre sérica (mg/dL) se analizaron mediante un kit 

comercial enzimático (Mouse Creatinine Assay, Crystal Chem, Holanda) y en las muestras 

de sangre completa se evaluaron los niveles de hemoglobina (Hb, g/dL) en un analizador 

automático (Autohematology analyzer BC-2800 Vet, Mindray, China) disponible en el 

animalario del IiSGM del HGUGM. 

 

5. TOMOGRAFÍA DE COHERENCIA ÓPTICA  
La TCO se realizó en colaboración con el Instituto Universitario de Investigaciones 

Oftalmológicas Ramón Castroviejo (IIORC-UCM, Madrid, España). Esta prueba permite la 

obtención, in vivo, de imágenes de alta resolución de la estructura retiniana. Se emplea 

como técnica de rutina en el diagnóstico oftalmológico ya que permite, mediante el empleo 

de interferometría, la cuantificación del grosor de la retina y de sus capas. Aunque esta 

técnica se ha empleado extensamente en el diagnóstico de enfermedades de la retina, son 

cada vez más numerosos los estudios que ponen de manifiesto su potencial en la 

evaluación de pacientes con afecciones neuro-oftalmológicas y/o neurodegenerativas 

(Costello & Burton, 2018; López-Cuenca et al., 2021; Zeppieri et al., 2023).  

La TCO se realizó, de acuerdo con el protocolo previamente establecido en Salobrar-

García y cols. (2021), empleando el equipamiento clínico específico (Spectralis OCT 2, 

Heidelberg Engineering, Alemania) adaptado a modelos animales mediante una lente de 

contacto especifica de especie (rata) de polimetilmetacrilato (Cantor & Nissel, Reino 

Unido) con el fin de crear una superficie refractiva uniforme. Este análisis se realizó de 

forma unilateral únicamente en el ojo izquierdo de los animales, tras la dilatación de la 

pupila mediante la administración de un colirio específico (Colircusi Tropicamida®, 10 

mg/mL, Alcon Healthcare, España). Este procedimiento se realizó bajo condiciones de 
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anestesia general [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)]; 

manteniendo la córnea hidratada en todo momento gracias a la administración de lágrima 

artificial reticulada (VisuXL, VisuFarma, España).  

Los datos fueron obtenidos realizando un escaneo alrededor del disco óptico 

centrando la imagen en la salida de los vasos retinianos. La TCO de Spectralis dispone de 

un sistema especial (TruTrack Active Eye Tracking, Heidelberg Engineering, Alemania) en el 

que permite corregir los artefactos resultantes de los pequeños movimientos oculares 

producidos durante la respiración. Para el análisis del espesor de la retina total la captura 

de imágenes se realizó ajustando un cubo centrado en el nervio óptico, mientras que la 

cuantificación del espesor de la capa de fibras retinianas se realizó B-Scan en los 360º 

alrededor de la papila. Tanto los registros de TCO, como la captura y el análisis de las 

imágenes obtenidas, fueron realizadas por un experimentador especializado (Dra. Elena 

Salobrar-García). Los datos de espesores de las capas de la retina obtenidos se analizaron 

con el software específico de la propia TCO (Heidelberg Eye Explorer v6.13, Heidelberg 

Engineering, Alemania). Durante todo el procedimiento se vigilaron las constantes vitales 

de los animales (respiración y frecuencia cardiaca) y se garantizó la ausencia de hipotermia 

asociada a la anestesia mediante el empleo de bolsas térmicas. Este procedimiento fue 

considerado como procedimiento de no recuperación y, se les administró, antes de 

despertar una sobredosis de pentobarbital sódico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol, 

Francia).  

 

6. OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS 
PARA LOS ESTUDIOS INMUNOISTOQUÍMICOS 
 

Los animales se sacrificaron a los tiempos indicados (ver Fig.28 y Fig.29) con una 

sobredosis de anestésico, empleando una mezcla de ketamina (Ketolar, Pfizer, EE. UU.) y 

xilacina (Xylasol, Provetsa, España) según las dosis recomendadas [rata: (100 mg/kg, / 12 

mg/kg, i.p., respectivamente, y ratón: 200 mg/kg, / 20 mg/kg, i.p., respectivamente]. Para 

los estudios de inmunohistoquímica, la posición de los globos oculares y sus respectivas 

retinas se mantuvo mediante la realización de un punto de sutura en el párpado superior 

de cada ojo (Fig.30A). Tanto los globos oculares como el cerebro completo (a excepción 

del cerebelo) fueron introducidos en viales con el fijador, paraformaldehido (PFA, Santa 

Cruz, EE. UU.)  al 4% en PBS 1X, a 4°C, que fue renovado a las 24 h y, en el caso de los globos 
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oculares, se extrajeron tanto la córnea como el cristalino. El encéfalo (Fig.30B) y las copas 

ópticas (Fig.30C) se mantuvieron en frío (4°C) en el fijador, un total de 48 h. 

Figura 30. Extracción de los tejidos utilizados en los análisis. (A) Se realizó un punto de sutura en el párpado superior antes 
de la extracción de los globos oculares. (B) A continuación se extrajo el cerebro y se separó el cerebelo. (C) A las 24 h del 
sacrificio, se diseccionó la córnea y se extrajo el cristalino. 

 

A continuación, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS 0,01 M (Sigma-

Aldrich, EE. UU.) a pH 7,4, para eliminar los restos de PFA; los tejidos se crioprotegieron 

mediante inmersión en concentraciones crecientes de sacarosa (Millipore Merck, 

Alemania) disuelta en PBS 0,01 M: primero se introdujeron en una concentración de 

sacarosa al 11% durante 48 h, y a continuación, en sacarosa al 33% durante otras 48 h. Los 

tejidos se mantuvieron siempre en frío (4°C) y los medios se renovaron cada 24 h para evitar 

una posible contaminación. Por último, los tejidos fueron incluidos rápidamente 

empleando como medio de congelación Tissue-Tek (Optimal cutting temperature, O.C.T. ®, 

Sakura Finetek, EE. UU), y las muestras se almacenaron en un arcón congelador a -30°C 

hasta el momento de su uso. 

Los tejidos se cortaron en un criostato (modelo CM3050, Leica, Alemania). Las 

secciones obtenidas se recogieron en portaobjetos (Menzel Glaser, Alemania) 

gelatinizados (Gelatina, Sigma-Aldrich, EE. UU.), que posteriormente se mantuvieron a -

30°C hasta la realización de los análisis inmunohistoquímicos. 

 Corte de las copas ópticas para la obtención de secciones de la retina: se realizaron 

cortes sagitales de 16 μm de grosor en sentido Nasal-Temporal. Los cortes se 

realizaron de forma seriada y se recogieron 2-3 secciones por portaobjetos. La 

realización de este protocolo de corte nos permite mantener siempre las 

referencias anatómicas de cada retina tanto en el eje horizontal con las regiones 

Nasal, Central y Temporal, como en el eje vertical con las zonas Superior, Central e 

Inferior (Fig.31). Esta división nos permite obtener las 9 áreas anatómicas en la 

retina, según lo establecido en trabajos previos del grupo de investigación 

(Fernández-Albarral et al., 2021b; Martínez-López et al., 2024), en las que se 

realizarán los estudios posteriores: 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).  
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Figura 31. Esquema del procesamiento de las muestras: corte en el criostato y selección de las áreas de estudio. Los 
cortes se realizaron en un criostato y se recogieron en portaobjetos gelatinizados. En el caso de la retina (parte superior), se 
obtuvieron secciones sagitales de 16 µm de grosor de cada una de las regiones a analizar: Nasal (N), Central (C) y Temporal 
(T); se mantuvo la posición anatómica también para poder analizar en cada región las zonas: Superior (S), Central (C) e Inferior 
(I); obteniendo 9 áreas de estudio: 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). En el caso 
de los encéfalos (parte inferior), se obtuvieron secciones coronales de 20 µm de grosor, dónde se analizaron: el núcleo 
geniculado lateral dorsal (NGLd), el colículo superior (CS) y la corteza visual primaria (V1). Esquema creado con 
BioRender.com 
 
 

 Corte de los encéfalos para obtención de secciones de cerebrales: se realizaron 

cortes coronales de 20 μm de grosor desde la zona más rostral hacia la zona más 

caudal. Los cortes se realizaron en series de 4 portaobjetos y se situaron 4 

secciones en cada uno (Fig.31). Las áreas de interés seleccionadas fueron los 3 

núcleos de relevo principales de la vía visual: CS, NGLd, y V1. La localización de 

dichos núcleos se realizó al microscopio con la ayuda de los atlas: Paxinos & 

Watson, 2006, para el tejido de rata (Modelo 1, Fig.32A-B); y Paxinos & Franklin, 2001 

para el tejido de ratón (Modelo 2, Fig.32C-D).  
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Figura 32. Núcleos de relevo de interés de la vía visual. Se muestran secciones coronales del atlas neuroanatómico de rata 
(A-B, Paxinos & Watson, 2006) y de ratón (C-D, Paxinos& Franklin 2001), en las que se localizan los 3 núcleos de relevo 
principales de la vía visual que son objeto del presente estudio: el núcleo geniculado lateral dorsal (NGLd, verde), el colículo 
superior (CS, morado), y la corteza visual primaria (V1, naranja) Encima de las fotografías se puede observar el rango de 
bregma empleado en los cortes inmunohistoquímicos.   
 

7. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICOS 
Los análisis inmunohistoquímicos se realizaron según el protocolo establecido 

previamente en nuestro grupo de investigación (Martínez-López et al., 2024), con pequeñas 

modificaciones. Se seleccionaron muestras de, al menos, 5 animales diferentes de cada 

uno de los grupos experimentales para cada uno de los análisis inmunohistoquímicos. Para 

la realización de estos, los portaobjetos se dejaron a temperatura ambiente (TA) durante 30 

min. Los lavados e incubaciones se realizaron con el tampón de inmunohistoquímica (TI), 

compuesto por PBS 0,01 M con un 0,5% de albúmina de suero bovino (bovine serum 

albumin, BSA, Sigma-Aldrich, EE. UU.) y un 0,3% de Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU.). 

Se hidrató el tejido en un primer lavado de 10 min con TI y, a continuación, se inhibió la 

peroxidasa endógena con una solución al 0,5% de peróxido de hidrógeno (Merck KGaA, 

Alemania) disuelto en TI, durante 15 min a TA. Se realizaron 3 lavados de 10 min con TI y, 

después, se incubó con el correspondiente anticuerpo primario (Tabla 12) en TI 
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suplementado con un 5% de BSA durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, tras 3 

lavados de 10 min con TI a TA, se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario 

correspondiente (Tabla 12) en TI durante 2 h a TA. Se retiró el anticuerpo secundario y se 

realizaron 3 lavados de 10 min con TI, y posteriormente se incubaron las muestras durante 

90 min con el complejo avidina-biotina peroxidasa (Vectastain ABC Peroxidase Staining Kit, 

Thermo Scientific, EE. UU.) a TA, y a una concentración de 1:250. Tras 3 lavados de 10 min 

con TI, se procedió al revelado con 3,3- diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich, EE. UU.) 

activada con 0,2% de peróxido de hidrógeno en PBS 0,01 M, durante 10 min 

aproximadamente, en función del anticuerpo empleado en cada caso. Tras el revelado, se 

realizaron 3 lavados de 5 min con PBS 0,01 M y se procedió al montaje de los portaobjetos 

con Aquatex® (Merck KGaA, Alemania). 

En la Tabla 12 se presentan los anticuerpos empleados en el estudio para la 

identificación de diferentes tipos celulares. Se utilizó el anticuerpo Brn3a para identificar 

células ganglionares de la retina (CGRs), según lo descrito por Nadal-Nicolás et al. (2009). 

Para marcar los núcleos neuronales en las regiones cerebrales de estudio, se empleó 

NeuN, un marcador específico que se localiza en los núcleos y el citoplasma perinuclear 

de la mayoría de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) de los mamíferos (Mullen 

et al., 1992). La evaluación de las poblaciones macrogliales se llevó a cabo utilizando GFAP, 

un marcador que se expresa específicamente en los astrocitos y las células de Müller. La 

expresión de GFAP aumenta en respuesta a diferentes formas de lesión, lo que se conoce 

como macrogliosis (Eng, 1985). Por otro lado, para identificar las células microgliales, se 

utilizó el marcador Iba1, cuya expresión aumenta durante la activación microglial (Ito et al., 

1998). 

 

En cada uno de los análisis inmunohistoquímicos se incluyeron muestras de todos los 

grupos experimentales, pero, además, para los análisis de la retina se incluyeron muestras 

MARCADOR Proteina marcada Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario

Células Ganglionares 
de la Retina

Brn3a                                                                        
(brain-specific homeobox/POU 

domain protein  3A)

Mouse Anti-Brn3a
(ref. MAB1585, Merck KGaA, Alemania)                            

[1:600]

Neuronas
NeuN                                                               

(Neuronal Nuclei )

Mouse Anti-NeuN                                               
(ref. MAB377, Merck KGaA, Alemania)                             

 [1:100]

Macroglía 
GFAP                                                                             

(Glial Fibrillary Acidic Protein)

Rabbit Anti-GFAP                                                 
(ref. Z0334, Dako, EE. UU.)                                          

[1:800]

Microglía
Iba1                                                                        

(Ionized calcium binding adaptor 
molecule-1 )

Rabbit Anti-Iba1                                                
(ref. 019-19741, Wako Chemicals, Japón)                                      

[1:1000]

Tabla 12. Anticuerpos empleados en los análisis inmunohistoquímicos

Goat-Anti-mouse IgG (H+L) Biotinylated                                                    
(ref. BA9200, Vector Laboratories, EE. UU.)

[1:200]

Goat-Anti-rabbit IgG (H+L) Biotinylated          
(ref. 31820, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:200]

Entre corchetes se muestran las concentraciones a las que se empleó cada uno de los anticuerpos.Brn3a: homeobox específica del cerebro/proteína de dominio POU 3A;
NeuN: proteína de unión a hexaribonucleótidos-3; GFAP: proteína ácida fibrilar glial; Iba-1Iba1: molécula adaptadora 1 de unión al calcio ionizado. Entre conrchetes se indica la
concentración empleada de cada anticuerpo, y se indica la casa comercial y número de referencia para cada uno de ellos.
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de cada una de las regiones de interés (N, C y T); y, en el caso de los núcleos de relevo, uno 

de cada núcleo de estudio (CS, NGLd y V1). En todos los casos se incluyó un control 

negativo, portaobjetos al que no se adicionó anticuerpo primario con el fin de verificar la 

especificidad de cada anticuerpo.  

Los portaobjetos con las secciones inmunomarcadas se observaron en un microscopio 

Zeiss Axio-Imager A.12. (Zeiss Alemania), acoplado a una cámara de fotos de alta 

resolución (Zeiss Axioplan 712 color, Alemania). Las microfotografías se realizaron 

manteniendo siempre las mismas condiciones de luz, brillo y contraste, empleando un 

software específico (ZEN2, Carl Zeiss AG, Alemania). Las láminas que contienen las 

microfotografías se han realizado con el programa Adobe Photoshop CS4 Extended 10.0 

(Adobe Systems, EE. UU.).  

 

8. INMUNOFLUORESCENCIA 
Los análisis de inmunofluorescencia (IF) se realizaron siguiendo el protocolo descrito 

por Fernández-Albarral y cols. (2021a), con el fin de evaluar algunos de los posibles 

mecanismos moleculares subyacentes en la retina. Para ello, se analizaron algunos 

marcadores de la vía del inflamasoma, en concreto, NLRP3 (Nucleotide Leucine-Repeat-

containing Protein 3, Dominio pirina 3 de la familia NLR) y TLR4 (Toll Like Receptor 4, o 

Receptor tipo Toll 4) en combinación con los marcadores de las principales poblaciones 

celulares de la retina: CGR, astrocitos/células de Müller, y células de microglía. 

Para la realización de los análisis de IF, los portaobjetos se dejaron a temperatura 

ambiente durante 30 min, y, después, se hidrataron con PBS 0,01M durante 15 min a TA. 

Todos los lavados e incubaciones se realizaron en tampón de IF [PBS 0,01M, pH 7,4 (Sigma-

Aldrich, EE. UU.) con 0,1% Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU.)]. En este caso se realizaron 

3 lavados con tampón de IF, y se realizó la incubación con los anticuerpos primarios (Tabla 

13) diluidos en tampón de IF con un 0,5% de suero universal Animal-Free Blocker® and 

Diluent R.T.U. (Vector Laboratories Inc., EE. UU.), durante toda la noche a 4°C. A 

continuación, se realizaron 3 lavados para eliminar el anticuerpo sobrante, y, se realizó la 

incubación con los anticuerpos secundarios (Tabla 13) durante 2 h a TA. Finalmente, las 

preparaciones se lavaron 3 veces con PBS 0,01M y se realizó el montaje de las 

preparaciones con el medio Vectashield Vibrance Antifade® con DAPI (Vector Laboratories 

Inc., EE. UU.).  

La observación de las secciones inmunomarcadas se llevó a cabo en un microscopio 

de fluorescencia (Zeiss Axioplan Microscope, Alemania), acoplado a una cámara de alta 
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resolución (Zeiss Axioplan 712 color, Alemania). Para la captura de imágenes, se empleó 

un software específico (ZEN2, Carl Zeiss AG, Alemania) con el objetivo de 20x aumentos 

manteniendo siempre fijas las condiciones ópticas de luz, brillo y contraste. Las imágenes 

se capturaron primero en el canal rojo, luego en el canal verde, y, por último, se combinaron 

para visualizar la colocalización de ambos anticuerpos. Para la preparación de las láminas 

que contienen las microfotografías se utilizó el programa Adobe Photoshop CS4 Extended 

versión 10.0 (Adobe Systems, EE. UU.). 

Como una primera aproximación, los estudios de colocalización se realizaron en los 

grupos correspondientes a los modelos de patología (LPS-VH y Malaria), y tratados (LPS-

CIL y Malaria-CIL), tras comprobar que la expresión de NLRP3 y TLR4 en los grupos control 

(VH-VH/VH-CIL y Control/Control-CIL, Anexo I) era muy baja, reflejando posiblemente una 

expresión constitutiva de estos receptores. En estos estudios de colocalización se analizó 

la posible coexpresión de los marcadores estudiados, mediante el empleo de los filtros 

correspondientes al marcaje de cada anticuerpo secundario. 

 

9. ANÁLISIS CUANTITATIVO 
9.1. 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 

Proteina marcada Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario

NLRP3
Rabbit Anti-NLRP3

(ref. NBP2-12446, Novus Biological, EE. UU.)
[1:500]

Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
(ref. 150077, Abcam, UK)

[1:500]

Brn3a
Mouse Anti-Brn3a

(ref. MAB1585, Merck KGaA, Alemania)
[1:300]

Goat Anti-mouse IgG1 Alexa FluorTM 594
(ref. A21125, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:500]

GFAP
Chicken Anti-GFAP

(ref. AB5541, Sigma-Aldrich, EE. UU.)
[1:300]

Goat Anti-chicken IgY (H+L) Alexa FluorTM 594
(ref. A11042, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:500]

Iba1
Goat Anti-Iba1

(ref. AB5076, Abcam, UK)
[1:300]

Donkey Anti-goat IgG (H+L) Alexa FluorTM 594
(ref. A11058, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:400]

TLR4
 Mouse anti-TLR4

(ref. SC-293072, Santa Cruz, EE. UU.)
[1:200]

Goat Anti-mouse IgG1 Alexa FluorTM 594
(ref. A21125, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:300]

Brn3a
Mouse Anti-Brn3a

(ref. MAB1585, Merck KGaA, Alemania)
[1:300]

Goat Anti-mouse IgG (H+L) Alexa FluorTM 405
(ref. A31553, Thermo Scientific, EE. UU.)

[1:500]

GFAP
Rabbit Anti-GFAP                                                 

(ref. Z0334, Dako, EE. UU.)                                          
[1:500]

Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
(ref. 150077, Abcam, UK)

[1:300]

Iba1
Rabbit Anti-Iba1

(ref. 019-19741, Wako Chemicals, Japón)
[1:600]

Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
(ref. 150077, Abcam, UK)

[1:1000]

Tabla 13. Anticuerpos empleados en los análisis de inmunofluorescencia

Colocalizaciones con 
el receptor NLRP3

Colocalizaciones con 
el receptor TLR4

Entre paréntesis se muestra el número de referencia y la casa comercial, mientras que entre corchetes se muestran las concentraciones a las que se empleó
cada uno de los anticuerpos. 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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circulares concéntricas (Fig.33): 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.33B): sector 1 (T1, I1, N1, S1) y sector 2 (T2, I2, N2, S2). 
 

Figura 33. Áreas descritas en el análisis por TCO. 
(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 (AS1, en amarillo); y área más externa 
situada a 2 mm del disco (AS2, en rojo). Se indican 
las áreas en función de la distribución anatómica: 
I, Inferior; N, Nasal; S, Superior; y T, Temporal.  
 
 
 

Cada corte obtenido mediante la TCO fue delimitado manualmente por el mismo 

investigador experimentado, utilizando como referencias los límites del espesor total de la 

retina: la Membrana Limitante Interna (MLI) y la Membrana de Bruch (MB) (Fig.34). 
 

Figura 34. Esquema de la retina en el análisis del 
espesor total de la retina por TCO. Las líneas rojas 
indican el área de retina empleado para medir el 
espesor de la retina. MLI, Membrana Limitante Interna; 
MB, Membrana de Bruch. Barra de aumentos: 200 µm. 
 
 
 
 
 
 

Además, se llevó a cabo el análisis del espesor de la capa de fibras nerviosas de la 

retina (CFNR), cuya área se delimitó también manualmente por el mismo examinador 

experimentado sobre un B-Scan peripapilar centrado en el nervio óptico, tal y como se 

indica en la Fig.35. Se tomaron en consideración el promedio de la capa de fibras en los 

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 35. Esquema de la retina en el análisis del 
espesor de la capa de fibras por TCO. (A) Imagen de 
B-Scan de la TCO. (B) Áreas de estudio. La línea roja 
delimita la membrana limitante interna y la azul la 
capa de fibras del nervio óptico.  MLI, Membrana 
Limitante Interna; CFNR, capa de fibras de la retina; 
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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9.2. CUANTIFICACIÓN DE LOS MARCADORES CELULARES 
La valoración de los diferentes marcadores celulares en la retina y en los tres núcleos 

de estudio de relevo principales, se realizó en todos los casos por dos miembros del grupo 

de investigación, de forma independiente, a ciego respecto al grupo experimental analizado 

y sin permitir más de un 15 % de coeficiente de variación entre las medidas de ambos 

investigadores.  

9.2.1. Estudio inmunohistoquímico de la retina 
En la retina para la determinación de las CGRs se empleó el marcador Brn3a (Nadal-

Nicolás et al., 2009), y se realizó el contaje de las células marcadas positivamente (Brn3a+) 

directamente al microscopio con el objetivo de 10 aumentos (10x). Para cada una de las 

retinas analizadas se realizó la suma del número de células Brn3a+ contabilizadas en cada 

una de las 9 áreas, con el fin de obtener el número total de células Brn3a+ de cada retina 

completa. Los datos se expresan como el número de células Brn3a+ (ver Fig.36 como 

ejemplo de contaje). 

Figura 36. Análisis por contaje de las 
células Brn3a+ en la retina. Imagen 
representativa de la cuantificación realizada 
en el microscopio de las células 
ganglionares de la retina (CGR), marcadas 
con Brn3a. Los números indican cada una de 
las CGRs presentes en la imagen. 
Microfotografía de la retina de rata tomada a 
20 aumentos (20x). Barra de aumentos: 50 
µm.  
 
 

 

 

 

Los astrocitos y las células de Müller marcados con GFAP (Eng, 1985) se cuantificaron 

sobre microfotografías realizadas con el objetivo 20x. Para la cuantificación del marcaje se 

realizó el densitometrado óptico-digital de cada microfotografía con el software libre 

ImageJ (Research Services Branch-NIH, EE. UU.) diseñando para ello regiones de interés 

(Regions of Interest, ROIs) específicas que cubrieran una parte representativa de cada una 

de las capas de la retina (ver Fig.37 para una mayor explicación): CCG, CPI, CNI, CPE, CNE 

Y SE; que se agruparon posteriormente en retina interna (CCG, CPI y CNI) y externa (CPE, 

CNE y SE) para analizar la progresión del daño. Los resultados obtenidos se expresan en 

unidades arbitrarias de densidad óptica (D.O.). Los ROIs fueros incluidos de forma 

aleatoria, ajustándolos a las capas a evaluar, y la distribución fue la siguiente: 
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 En Modelo 1 se colocaron 2 ROIs como blancos para restar el marcaje no específico. 

Por cada capa de estudio se emplearon 6 ROIs; debido a que cada capa tiene un 

grosor diferente el área de cada ROI fue distinta [CCG (0,00042 mm2/ROI, área total 

densitometrada 0,00252 mm2), CPI (0,00083 mm2 ROI, área total densitometrada 

0,00498 mm2), CNI (0,00089 mm2 ROI, área total densitometrada 0,00534 mm2); 

CPE (0,00028 mm2 ROI, área total densitometrada 0,00168 mm2), CNE (0,00088 

mm2 ROI, área total densitometrada 0,00528 mm2) y SE (0,00027 mm2 ROI, área 

total densitometrada 0,00162 mm2)]. El área total cuantificada fue de 0,02145 mm2. 

 En Modelo 2 se colocaron 2 ROIs como blancos y 8 ROIs en cada capa analizada 

[CCG (0,00023 mm2/ROI, área total densitometrada 0,00184 mm2), CPI (0,00065 

mm2 ROI, área total densitometrada 0,00520 mm2), CNI (0,00018 mm2 ROI, área 

total densitometrada 0,00144 mm2); CPE (0,00008 mm2 ROI, área total 

densitometrada 0,00064 mm2), CNE (0,00049 mm2 ROI, área total densitometrada 

0,00392 mm2) y SE (0,00008 mm2 ROI, área total densitometrada 0,00064 mm2)]. El 

área total de la retina cuantificada fue de 0,01375 mm2. 

Figura 37. Análisis por densitometrado del marcaje de la GFAP en 
la retina. Microfotografías representativas de la cuantificación 
realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador GFAP. En 
cada fotografía se muestran unos rectángulos amarillos, 
correspondientes con las regiones de interés (regions of interest, 
ROIs) analizadas con el software ImageJ. CCG: capa de células 
ganglionares, CPI: capa plexiforme interna, CNI: capa nuclear 
interna, CPE: capa plexiforme externa, CNE: capa nuclear externa, 
SE: segmento externo. Microfotografía de la retina de rata tomada a 
20 aumentos (20x).  Barra de aumentos: 50 μm. 
 

 

 

 

 

 

 

 

La cuantificación de las células microgliales de la retina, células Iba1 inmunopositivas 

(Ito et al 1998), se realizó directamente en el microscopio con el objetivo 10x (Fig.38). Se 

contaron todas las células positivas en cada una de las 9 áreas y, en cada una de ellas, en 

las siguientes capas de la retina: CCG-CFN, CPI, CNI, CPE, CNE-SE. Los valores obtenidos 

en cada capa y/o área se expresan como número total de células Iba1+; además, la suma 

de las 9 áreas permitió obtener el número global de células microgliales. 
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Figura 38. Análisis por contaje de las 
células Iba1+ en la retina. Imagen 
representativa de la cuantificación 
realizada sobre el microscopio de las 
células microgliales retinianas, marcadas 
con Iba1. Con números se indica cada una 
de las células presentes en las diferentes 
capas: CCG-CFN, capa de células 
ganglionares-capa de fibras nerviosas; CPI, 
capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear 
interna; CPE, capa plexiforme externa; y 
CNE-SE, capa nuclear externa-segmento 
externo. Microfotografía de retina de rata 
tomada a 10 aumentos (10x), los cuerpos 
celulares se pueden observar y distinguir en 
azul (tinción con violeta de cresilo). Barra de 
aumentos: 50 µm. En el recuadro superior 
se muestran microfotografías 

representativas de los morfotipos presentes en la retina: morfotipo basal radial (RD); morfotipo migratorio horizontal (HZ) y 
morfotipo migratorio vertical (VT). Microfotografías tomadas a 40 aumentos (40x). Barra de aumentos: 10 µm.  
 

En situaciones patológicas, al activarse las células microgliales se produce tanto un 

cambio en su patrón de distribución como en su morfología, (Ito et al., 1998). Por ello, se 

analizó el grado de activación microglial mediante el estudio de la morfología y la 

orientación, estableciendo 3 morfotipos (Martínez-López et al., 2024): un morfotipo basal 

(Radial, RD) con soma redondo y las prolongaciones en todas las direcciones; y dos 

morfotipos activos migratorios: morfotipo horizontal (HZ) con el soma y las prolongaciones 

paralelas a las capas de la retina, y morfotipo vertical (VT), con el soma y las prolongaciones 

perpendiculares a las capas de la retina, atravesándolas (Fig.38). Los valores de los 

morfotipos microgliales se expresan como el porcentaje de cada morfotipo respecto al 

total de células. 

  

9.2.2. Estudio inmunohistoquímico de los núcleos de relevo  
 

El análisis cuantitativo de las neuronas, células NeuN positivas (Mullen et al., 1992), se 

realizó sobre 2 microfotografías tomadas a 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 específicas, que fueron colocados de forma aleatoria realizando los 

mínimos ajustes necesarios para situarlos sobre la estructura a analizar. En todos los casos 

los resultados se expresan en unidades arbitrarias de D.O. 

 En el Modelo 1 (Modelo de sepsis) la distribución de las ROIs (Fig.39) fue la siguiente: 

 En el caso del CS y del NGLd se emplearon 10 ROIs de un área específica de 0,00315 

mm2 cada uno, que se colocaron en cada una de las microfotografías (Fig.39A-B), 

además de incluir una ROI adicional como blanco para eliminar el background. El 

área total cuantificada en cada uno de los núcleos fue de 0,03153 mm2.  
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 En el caso de la V1 se emplearon 5 ROIs en cada una de las capas (II-III, IV, V y VI, 

Fig.39C). Cada ROI tenía un área específica de 0,00434 mm2, además en cada capa 

se incluyó una ROI como blanco. El área total cuantificada en cada fotografía fue de 

0,08688 mm2. En un análisis posterior se agruparon los ROIs en dos grupos: en 

corteza externa (capas II-III) e interna (capas IV-V y VI). 

Figura 39. Análisis por densitometrado del 
marcador NeuN en los núcleos de relevo de la 
vía visual en el Modelo 1. Microfotografías 
representativas de la cuantificación realizada en 
cada una de las inmunotinciones del marcador 
NeuN en cada uno de los núcleos estudiados: (A) 
colículo superior, CS; (B) núcleo geniculado lateral 
dorsal, NGLd; y (C) corteza visual primaria, V1. En 
cada microfotografía se muestran, a modo de 
ejemplo, la posición de las regiones de interés 
(regions of interest, ROIs) mediante unos 
rectángulos amarillos, analizadas. 
Microfotografías de rata tomadas a 10 aumentos 
(10x). Barra de aumentos: 100 μm. 
 
 

En el Modelo 2 (Modelo de malaria) la distribución de las ROIs fue la siguiente: 

 En el caso del CS se emplearon 6 ROIs de un área específica de 0,02026 mm2 que 

se colocaron dentro de cada una de las microfotografías (Fig.40A), además de 

incluir una ROI adicional como blanco para eliminar el background. El área total 

cuantificada fue de 0,12159 mm2. 

 En el caso del NGLd se emplearon 8 ROIs de un área específica de 0,01044 mm2 que 

se colocaron dentro de cada una de las microfotografías (Fig.40B), se incluyó un ROI 

adicional como blanco. El área total cuantificada fue de 0,08354 mm2 

 En el caso de la V1 se emplearon 4 ROIs en cada una de las capas (II, III, IV, V y VI, 

Fig.40C). Cada ROI tenía un área específica de 0,01044 mm2, además en cada capa 

se incluyó una ROI como blanco. El área total cuantificada en cada fotografía fue de 

0,20885 mm2. En un análisis posterior se agruparon los ROIs en dos grupos: corteza 

externa (capas II-III) e interna (capas IV, V y VI). 

 
Figura 40. Análisis por densitometrado del marcador NeuN en los núcleos de relevo de la vía visual en el Modelo 2. 
Microfotografías representativas de la cuantificación realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador NeuN en 
cada uno de los núcleos estudiados: (A) colículo superior, CS; (B) núcleo geniculado lateral dorsal, NGLd; y (C) corteza visual 
primaria, V1. En cada microfotografía se muestran, a modo de ejemplo, la posición de regiones de interés (regions of interest, 
ROIs), mediante unos rectángulos amarillos, analizadas. Microfotografías de ratón tomadas a 10 aumentos (10x).  Barra de 
aumentos: 100 μm. 
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El análisis cuantitativo de las células de GFAP positivas se realizó sobre 2 

microfotografías tomadas de cada uno de los núcleos objeto del estudio, con un aumento 

de 10x. En cada microfotografía se realizó un análisis por densitometría óptica digital 

empleando el software libre ImageJ (Research Services Branch-NIH, EE. UU.). Al igual que 

en el caso de NeuN, se diseñaron ROIs específicos, los cuales fueron colocados de forma 

aleatoria realizando los mínimos ajustes necesarios para situarlos sobre la estructura a 

analizar. En todos los casos los resultados se expresan en unidades arbitrarias de D.O.  

Las ROIs para la cuantificación del marcador GFAP en el Modelo 1 fueron: 

 En el caso del CS (Fig.41A) y de la V1 (Fig.41C), se emplearon 10 ROIs de un área 

específica de 0,00273 mm2 que se colocaron dentro de cada una de las 

microfotografías, además de incluir una ROI adicional como blanco para eliminar el 

background. El área total cuantificada fue de 0,02729 mm2 en cada una de las 

zonas. 

 En el caso del NGLd (Fig.41B) se emplearon 4 ROIs de un área específica de 0,01829 

mm2 que se colocaron dentro de cada una de las microfotografías, se incluyó una 

ROI adicional como blanco. El área total cuantificada fue de 0,07315 mm2. 

 
Figura 41. Análisis por densitometrado del 
marcador GFAP en los núcleos de relevo de la vía 
visual en el Modelo 1. Microfotografías 
representativas de la cuantificación realizada en cada 
una de las inmunotinciones del marcador GFAP en 
cada uno de los núcleos estudiados: (A) colículo 
superior, CS; (B) núcleo geniculado lateral dorsal, 
NGLd; y (C) corteza visual primaria, V1. En cada 
microfotografía se muestran, a modo de ejemplo, la 
posición de regiones de interés (regions of interest, 
ROIs) mediante unos rectángulos amarillos, 
analizadas. Microfotografías de rata tomadas a 10 
aumentos (10x). Barra de aumentos: 100 μm. 
 
 
 

Los resultados obtenidos en el Modelo 1, nos permitieron definir un análisis más 

exhaustivo de la expresión de GFAP en el Modelo 2; para ello las ROIs se distribuyeron de la 

siguiente manera: 

 En el caso del CS (Fig.42A) se cuantificó por separado la zona periférica en la que 

se emplearon 8 ROIs de 0,00199 mm2; y la zona central en la que se emplearon 6 

ROIs de 0,01169 mm2. Las ROIs se distribuyeron dentro de cada zona, y se incluyó 

una ROI en común como blanco. El área total cuantificada en el CS fue de 0,08605 

mm2. 
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 En el NGLd (Fig.42B) la expresión de GFAP también se cuantifico diferenciando la 

zona periférica (se emplearon 5 ROIs de 0,00172 mm2; 6 ROIs de 0,00144 mm2 y 5 

ROIs de 0,00099 mm2) de la zona central (se colocaron 6 ROIs de 0,00579 mm2). Las 

ROIs se distribuyeron dentro de cada zona, y se incluyó una ROI en común como 

blanco. El área total cuantificada en el NGLd fue de 0,05697 mm2. 

 En V1 (Fig.42C) se emplearon 12 ROIs de un área de 0,01044 mm2: 6 de los ROIs se 

situaron en la zona externa (capas II-III); y los otros 6 en la interna (capas IV-V-VI). Se 

estableció una ROI como blanco por cada zona. El área total fue de 0,12532 mm2. 

 

 
Figura 42. Análisis por densitometrado del marcador GFAP en los núcleos de relevo de la vía visual en el Modelo 2. 
Microfotografías representativas de la cuantificación realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador GFAP en 
cada uno de los núcleos estudiados: (A) colículo superior, CS; (B) núcleo geniculado lateral dorsal, NGLd; y (C) corteza visual 
primaria, V1. En cada microfotografía se muestran, a modo de ejemplo, la posición de regiones de interés (regions of interest, 
ROIs) mediante unos rectángulos amarillos, analizadas. Microfotografías de rata tomadas a 10 aumentos (10x). Barra de 
aumentos: 100 μm. 
 

 
El análisis de las células microgliales se realizó sobre 2 microfotografías tomadas con 

un aumento de 10x de cada uno de los tres núcleos de relevo estudiados. En cada una de 

las imágenes se incorporó, de forma automática, una cuadrícula (GRID) de contaje 

mediante el software ImageJ (Research Services Branch-NIH, EE. UU.) (Fig.43), cuyas 

celdas se numeraron de izquierda-derecha y de arriba-abajo; posteriormente mediante un 

generador de números aleatorios se establecieron las celdas en las que se llevó a cabo el 

contaje manual de todas las células Iba1+. Los resultados se expresaron como el número 

de células inmunopositivas (células Iba1+) por unidad de área (104  μm2).  

 En el Modelo 1, en el CS y en la V1 se cuantificaron 6 GRIDs de 0,01838 mm2 cada 

uno, cuantificando un área total en cada zona de estudio de 0,11025 mm2. En el 

caso del NGLd se cuantificaron 6 GRIDs de 0,07350 mm2 cada uno, cuantificando 

un área total de 0,44100 mm2. 

 En el Modelo 2, se cuantificaron 10 GRIDs en el CS, 7 en el NGLd y 20 en la V1; con 

un tamaño de 0,01838 mm2 cada uno. En este marcador, al igual que en el caso de 

GFAP, en la V1 también se realizó un estudio más detallado contando 8 GRIDs en 

corteza externa (capas II-III) y 12 en la corteza interna (capas IV, V y VI). El área total 
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cuantificado en el CS, el NGLd y la V1, fue de 0,18375 mm2, 0,12862 mm2 y 0,36750 

mm2, respectivamente. 

 

 
Figura 43. Análisis por contaje de las células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía visual. Imagen representativa de la 
cuantificación realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador Iba1. Se muestra una fotografía (10x), a modo de 
ejemplo, del colículo superior de ratón. Se dividió la imagen en celdillas “Grids” y se procedió al contaje de los diferentes 
morfotipos microgliales. Barra de aumentos: 100 μm. En la parte superior se muestra la clasificación de las células 
microgliales en función de su morfología en cinco morfotipos diferentes: los morfotipos I y II corresponden a la microglía 
residente; mientras que los morfotipos III, IV y V corresponden a la microglía reactiva. Microfotografías de rata tomadas a 40 
aumentos (40x). Barra de aumentos: 10 μm.  
 
 

Por otro lado, en cada uno de los Grids de contaje se realizó un estudio de los diferentes 

morfotipos de las células microgliales (Fig.43) de acuerdo a la siguiente clasificación (Diz-

Chaves et al., 2012; Garrido et al., 2021): tipo I, células con soma pequeño y una o dos 

prolongaciones; tipo II, soma pequeño con 3-5 prolongaciones largas; tipo III, células con 

un soma poligonal y/o más de 5 prolongaciones; tipo IV, células con un gran soma y 

prolongaciones más cortas y anchas; y tipo V (morfotipo ameboide), con un gran soma y un 

gran número de cortas prolongaciones alrededor. Los morfotipos I y II se consideran como 

los morfotipos de la microglía residente, aquellas células que están en situación fisiológica 

controlando el ambiente que les rodea. Por otro lado, los morfotipos III, IV y V, se consideran 

los morfotipos reactivos, cuyo número y expresión de Iba1 aumenta en situaciones de 

daño. 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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10. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS  
El cálculo del tamaño muestral se realizó usando la calculadora online: 

https://www.datarus.eu/aplicaciones/granmo/ y considerando un riesgo α de 0,05 y una 

potencia estadística superior a 0,8 en contraste unilateral; los cálculos se realizaron para 

detectar una diferencia mínima de entre 1,8 y 2,1 unidades entre las parejas de grupos 

asumiendo 4 grupos experimentales en cada uno de los estudios. Los cálculos mostraron 

la necesidad de un total de 10 sujetos en los grupos animales de las patologías, en los que 

se consideró una tasa de pérdidas de seguimiento del 20%; y de 5 sujetos en los grupos de 

control en los que no se consideró pérdida alguna.  

Los datos obtenidos se analizaron considerando dos variables independientes, con 2 

niveles cada una de ellas: el modelo o patología (LPS o Malaria, y su correspondiente 

Control), y el tratamiento farmacológico (CIL o VH). Se aplicaron análisis paramétricos 

siempre que fue posible, generalmente un Análisis de la Varianza (ANOVA) de 2 vías. Se 

comprobó la normalidad y la homocedasticidad de las variables, con las pruebas de 

Shapiro-Wilk y el test de Levene respetivamente; en caso de no cumplir dichos requisitos, 

los datos se transformaron, empleando el logaritmo neperiano (Ln). En todos los casos se 

tomó como valor significativo un p-valor menor a 0,05. En aquellos casos en los que se 

encontró una interacción significativa se realizaron las comparaciones a posteriori 

aplicando el test de Tukey. En el caso de variables no normales y/o no homocedásticas, 

incluso tras la transformación de la misma, se aplicaron pruebas no paramétricas: test de 

Kruskal-Wallis seguido de comparaciones a posteriori por pares con la corrección de 

Bonferroni. Las correlaciones se realizaron con el test de Pearson, como la realizada entre 

la concentración de hemoglobina y la parasitemia a día 6.  

La presentación de los resultados estadísticos incluye el valor del estadístico, los 

grados de libertad de cada análisis y el p-valor alcanzado. Se obtuvo además el tamaño del 

efecto mediante el cálculo de la eta parcial al cuadrado (η2), alcanzando en los casos de 

los efectos estadísticamente significativos un tamaño del efecto grande (valor superior al 

0,14), por lo que los resultados obtenidos se consideraron como biológicamente 

relevantes. Los análisis estadísticos se realizaron con el programa estadístico SPSS 

(versión 27, IBM, EE. UU.), mientras que los gráficos se generaron con el programa 

GraphPad Prism® (versión 8.0.2, San Diego, CA, EE. UU.), presentándose principalmente 

histogramas que muestran la media ± la desviación estándar (D.E.).
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1. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE SEPSIS 
1.1. PESO CORPORAL Y VALORACIONES BIOQUÍMICAS 

El análisis del peso corporal de los animales no mostró diferencias estadísticamente 

significativas tras la administración de los diferentes tratamientos (no se muestran los 

datos). Sin embargo, al analizar las diferencias en el peso corporal de los animales 

encontramos un efecto estadísticamente significativo del tratamiento farmacológico 

[Χ2(3)=16,37; p<0,001]  mostrando los animales tratados con LPS una mayor pérdida de 

peso que animales del grupo VH-CIL (LPS-VH vs. VH-CIL, p<0,001; LPS-CIL vs. VH-CIL, 

p=0,012), aunque las diferencias con el grupo control (VH-VH) no resultaron 

estadísticamente significativas. Cabe destacar además que en el grupo LPS-VH más de la 

mitad de los animales (5 de 9) mostró una pérdida de peso notable (mayor del 10%), 

mientras que en el grupo LPS-CIL este porcentaje se reduce hasta el 25% (2 de 8). 

Podemos, por tanto, indicar que el tratamiento con LPS provocó una considerable pérdida 

de peso en estos animales, y que dicha pérdida resultó menos marcada en los animales 

que habían recibido además el tratamiento con CIL (Fig.44). 
 

 
Figura 44. Análisis del peso corporal. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, 
i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los pesos se 
registraron antes de los tratamientos y 24 h tras la administración de los mismos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, 
LPS-VH y LPS-CIL. (A) Cambio en el peso corporal.  Se muestran las diferencias de peso entre el peso de los animales en el 
día del sacrificio y el de los tratamientos. El histograma muestra la mediana ± la desviación estándar (D.E.). Kruskal-Wallis, 
comparaciones con la corrección de Bonferroni: #p<0,05, ###p<0,001 vs. VH-CIL. (B) Diagrama de frecuencias de la 
severidad de la pérdida de peso. Se muestra la distribución de los animales de los grupos experimentales tratados con LPS 
en función de la severidad de la pérdida de peso mostrada (n=5-9 animales por grupo experimental). 
 

 

Las valoraciones bioquímicas, es decir, el análisis de los niveles de creatinina sérica y 

de NUS, junto con los datos de diuresis y el cálculo de la TFG, nos permitieron inferir la 

presencia de un daño renal en los animales tratados con LPS. Al analizar los niveles séricos 

de creatinina (Fig.45A) encontramos un efecto estadísticamente significativo del LPS 

[F(1,23)=8,87; p=0,007], en ausencia de efectos de CIL [F(1,23)=0,70; ns] o de la interacción 

entre factores [F(1,23)=0,33; ns]; en este caso, la administración de LPS indujo un 
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incremento significativo en los niveles de creatinina sérica. Además, entre los animales 

administrados con LPS la severidad del daño pareció ser algo menor en los animales 

tratados con CIL, ya que en el grupo LPS-VH más de la mitad de los animales (5 de 9) 

mostraron niveles elevados de creatinina sérica (valores superiores a 0,30 mg/dL), y en el 

grupo LPS- CIL este porcentaje de afectación se vio reducido por debajo del 40% (3 de 8) 

(Fig.45B). Al analizar los niveles de NUS (Fig.45C) no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas [X2(3)=5,84; ns], aunque el perfil de la gráfica fue muy 

similar; y, de la misma manera que para los niveles de creatinina, los niveles de NUS fueron 

mayores en los animales del grupo LPS-VH, donde más de la mitad de los animales (5 de 9) 

presentaron valores por encima de los 20 mg/dL, mientras que en el grupo doble tratado, 

LPS-CIL, este porcentaje se redujo a la mitad, al 25% (2 de 8) (Fig.45D).  

 
Figura 45. Parámetros para la evaluación de la función renal. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de 
lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, 
i.p.), o su VH; las muestras de sangre se tomaron de la aorta abdominal a las 24h de la administración de los tratamientos, y 
la orina se recogió en la jaula metabólica en la que se estabuló a los animales durante dicho periodo. Grupos experimentales: 
VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. (A-B) Niveles de creatinina sérica y distribución de la severidad del daño en los 
animales tratados con LPS; (C-D) Niveles de nitrógeno ureico en sangre (NUS) y distribución de la severidad del daño 
en los animales tratados con LPS; (E) Diuresis; y (F) Tasa de Filtración Glomerular (TFG). Los histogramas muestran la 
media ± la desviación estándar (D.E.), mientras que en los diagramas de frecuencia se muestra la distribución de los animales 
de los grupos experimentales tratados con LPS en función de la severidad del daño renal. ANOVA de 2 vías: aap<0,01, 
aaap<0,001 efecto general del LPS. (n=5-9 animales por grupo experimental) 
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En los animales experimentales se encontró además un efecto estadísticamente 

significativo de la administración de LPS sobre la diuresis (Fig.45E) [F(1,22)=25,76; 

p<0,001], en ausencia de efectos de CIL [F(1,22)=3,52; ns] o de la interacción entre 

fármacos [F(1,22)=0,76; ns]. En este caso, la administración de LPS produjo un aumento en 

el volumen de orina diario. Sin embargo, no se observaron cambios en los valores de la TFG 

(Fig.45F) [LPS: F(1,22)=2,37; ns; CIL: F(1,22)=0,11; ns; LPS x CIL: F(1,22)=0,00; ns]. 

 

Resumen: 

Una única dosis de LPS (10 mg/kg) produjo, a corto plazo (24 h), una pérdida de peso 

significativa y una disfunción renal que se manifestó mediante un aumento en la diuresis y 

un incremento en los niveles de creatinina sérica.  

La administración de CIL no modificó estos parámetros per se, pero sí fue capaz de atenuar 

tanto la pérdida de peso como la severidad del daño renal descrito.  
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1.2. ESTUDIO IN VIVO DE LA RETINA: TCO 
Los efectos del LPS y de la CIL fueron también evaluados, in vivo, mediante la aplicación 

de la TCO. En este caso se llevó a cabo un estudio piloto inicial en el que se emplearon 8 

ratas Wistar, 2 por grupo experimental. Antes de la realización de los procedimientos se 

verificó la pérdida de peso en estos animales tras la administración del LPS (Diferencia de 

peso: VH-VH: 1,88 ± 0,84%; VH-CIL: 2,14 ± 0,28%; LPS-VH: 11,70 ± 0,02%; LPS-CIL: 12,97 

± 2,42%). En la TCO se evalúa el grosor de la retina en la zona más próxima al NO, y, en un 

primer análisis por sectores concéntricos encontramos un efecto estadísticamente 

significativo del LPS, incrementando el grosor de la retina (Fig.46A), en los sectores 

situados a 1mm (AS1: LPS-VH vs. VH-VH, p=0,002; LPS-VH vs. VH-CIL, p<0,001) y a 2 mm 

(AS2: LPS-VH vs. VH-VH, p=0,040; LPS-VH vs. VH-CIL, p=0,003), pero no en la zona más 

central (C0: LPS-VH vs. VH-VH, ns; LPS-VH vs. VH-CIL, p<0,001). Cabe destacar además 

que la administración de CIL, per se, ejerció un efecto estadísticamente significativo sobre 

el grosor de la retina, en este caso sólo en C0 (VH-CIL vs. VH-VH, p=0,025) y AS1 (VH-CIL 

vs. VH-VH, p=0,043), no en AS2, reduciendo el grosor de la misma. En los animales LPS-CIL 

se observó un patrón similar a los animales LPS-VH (C0: LPS-CIL vs. VH-VH, ns; LPS-CIL vs. 

VH-CIL, p<0,001; AS1: LPS-CIL vs. VH-VH y VH-CIL, p<0,001; AS2: LPS-CIL vs. VH-VH y VH-

CIL, p<0,001). Al analizar más en detalle las diferentes regiones de la retina (Fig.46B) en la 

TCO encontramos que el efecto del LPS fue sólo fue estadísticamente significativo en la 

subárea N1 (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,039), es decir, el sector más nasal localizado a 1 mm 

de C0. La administración per se de CIL no indujo cambios en las subregiones; sin embargo, 

la combinación de tratamientos incrementó el grosor de la retina en varias subregiones (S1, 

I1, T1, S2, T2: LPS-CIL vs. VH-VH, p<0,05; N1: LPS-CIL vs. VH-VH, p<0,001). En la TCO se 

analizaron también los datos relativos al grosor de la capa de fibras del nervio óptico 

(CFNO) donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (datos no 

mostrados). 

En global, la administración de LPS parece provocar un edema en la retina, mayor en 

AS1 y que se reduce ligeramente en AS2que presenta un gradiente desde; este edema 

parece además tener una presencia mayor en la zona N1 de la misma. La administración 

de CIL, por el contrario, parece reducir el grosor de la retina en las zonas más centrales (C0 

y S1), aunque la combinación de los fármacos no parece ejercer un efecto protector frente 

a este edema.  
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Figura 46. Análisis de la retina mediante TCO. (A) Análisis del espesor total de la retina en las diferentes áreas y (B) subáreas, 
según el esquema mostrado en la figura. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, 
i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales fueron 
evaluados en la TCO en condiciones de anestesia profunda a las 24 h de la administración de los fármacos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.). Áreas 
y subáreas consideradas: centro óptico, C0; área sectorial 1, AS1, situada a 1 mm del centro óptico, y área sectorial 2, AS2, 
situada a 2 mm; diferenciándose en zonas superior, S; inferior, I; nasal, N; y temporal, T. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: 
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0, 001 vs. VH-VH; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs. VH-CIL. (n=2 por grupo experimental).  

 
 
Resumen: 

La evaluación in vivo mediante TCO permitió describir un edema en la retina de los 

animales tratados con LPS, en los sectores centrales próximos al NO, en AS1 y AS2, y 

fundamentalmente en la región nasal (N1). El grosor de la CFNO no se vio afectado. 

El tratamiento con CIL provocó, per se, una reducción en el grosor de la retina en las zonas 

más centrales (C0 y AS1). Sin embargo, la combinación de fármacos no fue capaz de 

corregir el edema inducido por el LPS. EL grosor de la CFNO no se vio afectado ni por la CIL 

ni por la combinación de los fármacos.  

Aunque preliminar, este primer estudio piloto resulta de gran interés dado su potencial 

traslacional en la evaluación y seguimiento del daño provocado en la retina por diversos 

factores (en este caso, por la administración del LPS), así como en la valoración de diversos 

fármacos protectores.  
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1.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LA RETINA 
1.3.1. Análisis de las células ganglionares de la retina (células Brn3a+) 

En el análisis estadístico del número total de células Brn3a+, empleado como marcador 

de las células ganglionares de la retina (CGRs, Fig.47), observamos un efecto general de la 

administración de LPS [F(1,14)=8,16; p=0,013], que redujo ligeramente la expresión de este 

marcador. En ausencia de efectos estadísticamente significativos de la CIL [F(1,14)=3,02; 

ns] o de la interacción entre factores [LPS x CIS: F(1,14)=1,07; ns]. 

 

 
Figura 47. Expresión de células Brn3a+ en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la 
desviación estándar (D.E.) del número de células marcadas. ANOVA de 2 vías: ap<0,05, efecto general del LPS. (n=4-5 
animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) representativas de cada uno de los 
grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm.  

 
El análisis detallado de las diferentes áreas (Fig.48) reveló una marcada reducción en 

el número de células Brn3a+ en el área Nasal-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,003), junto 

con ligero efecto general del LPS en el área Temporal-Central, donde también redujo la 

expresión del marcador. Por el contrario, CIL, per se, indujo un incremento en el marcaje de 

Brn3a+ en el área Nasal-Superior (efecto general de la CIL, p<0,05), Central-Inferior (VH-CIL 

vs. VH-VH, p<0,001) y Temporal-Inferior (VH-CIL vs. VH-VH; p=0,022). Cabe destacar que, 
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en el área Nasal-Inferior de la retina, la CIL fue capaz de prevenir y/o revertir la reducción 

en el número de células Brn3a+ inducida por LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p<0,001). Sin 

embargo, en el área Temporal-Inferior la combinación de ambos tratamientos redujo 

ligeramente la expresión de este marcador (LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,046), efecto que, en 

ausencia de diferencias estadísticas, también parece observarse en el área Temporal-

Superior (LPS-CIL vs. VH-CIL; p<0,01) (para más detalles sobre los resultados estadísticos, 

consultar la Tabla 14). 

 

 
Figura 48. Expresión de células Brn3a+ en las áreas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.). 
ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05 efecto general del LPS; bbp<0,01 efecto general de la CIL; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
vs. VH-VH; ##p<0,01, ###p<0,001 vs. VH-CIL; $$$p<0,001 vs. LPS-VH. (n=4-5 animales por grupo experimental) 
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Resumen: 

La administración periférica de LPS indujo una reducción generalizada en el número de 

células Brn3a+ en la retina global, y, más concretamente en el área Nasal-Inferior. CIL fue 

capaz de atenuar dicha reducción, y, además, per se, CIL indujo un incremento en la 

expresión de este marcador en áreas específicas de la retina. 

 
 

1.3.2. Análisis de las poblaciones macrogliales de la retina (células GFAP+) 
En cuanto a la expresión del marcador GFAP, empleado para la identificación de las 

poblaciones macrogliales de la retina, astrocitos y células de Müller (Fig.49) el análisis 

estadístico mostró un efecto general del LPS [F(1,16)=21,91; p<0,001], en ausencia de 

efectos de la CIL [F(1,16)=0,22; ns], pero en presencia de una interacción significativa entre 

factores [LPS x CIL: F(1,16)=14,36; p=0,002]. Los análisis a posteriori mostraron un 

incremento significativo en la expresión de GFAP en la retina de los animales tratados con 

LPS (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001; LPS-VH vs. VH-CIL, p=0,038), y un efecto similar, aunque 

de menor magnitud en los animales tratados con LPS y CIL (LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,011), 

cuyo marcaje con GFAP también resultó diferente del mostrado por el grupo tratado 

únicamente con LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,040); es decir, la administración de CIL 

atenuó parcialmente la activación macroglial inducida por el LPS en la retina global. De 

hecho, al observar las microfotografías de las retinas (Fig.49) correspondientes al grupo 

LPS-VH se observa un marcaje muy intenso de GFAP, pudiendo distinguirse las 

prolongaciones de las células de Müller que se extienden por las diferentes capas de la 

retina; mientras que, en el grupo doble tratado, LPS-CIL, aunque se distinguen las 

prolongaciones, su marcaje es mucho más tenue y parece limitarse a las capas más 

internas de la retina.   

Células Brn3a+ NASAL CENTRAL TEMPORAL
LPS F(1,15)=3,62; ns F(1,15)=0,11; ns F(1,16)=4,06; p=ns
CIL F(1,15)=12,07; p=0,003 F(1,15)=0,02; ns F(1,16)=0,00; ns

LPS x CIL F(1,15)=0,70; ns F(1,15)=0,07; ns F(1,16)=11,92; p=0,003
LPS F(1,16)=1,19; ns F(1,16)=0,17; ns F(1,16)=6,30; p=0,023
CIL F(1,16)=2,64; ns F(1,16)=1,58; ns F(1,16)=2,99; ns

LPS x CIL F(1,16)=0,22; ns F(1,16)=0,14; ns F(1,16)=1,66; ns
LPS F(1,16)=9,24; p=0,008 F(1,14)=14,37; p=0,002 F(1,14)=27,57; p<0,001
CIL F(1,16)=46,31; p<0,001 F(1,14)=13,56; p=0,002 F(1,14)=1,17; ns

LPS x CIL F(1,16)=8,97; p=0,009 F(1,14)=18,12; p=0,001 F(1,14)=13,39; p=0,003

Tabla 14. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Brn3a+ en las distintas áreas de
la retina en un modelo animal de sepsis

Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis
post-hoc con el test de Tukey (resultados mostrados en Fig.48).          

SUPERIOR

CENTRAL

INFERIOR
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Figura 49. Expresión del marcador GFAP en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la 
desviación estándar (D.E.) de la densidad óptica (D.O.). ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: *p<0,05, ***p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,05 
vs. VH-CIL; $p<0,05 vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) 
representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
 

En el análisis por áreas (Fig.50), se observó un efecto generalizado del LPS en todas las 

áreas de la retina, observándose un incremento en la expresión de GFAP, de mayor 

magnitud en las áreas más próximas al disco óptico: Nasal-Superior, Nasal-Central, 

Central-Central, y Central-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001); un incremento algo menor 

en las áreas Central-Superior, Temporal-Superior, y Temporal-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, 

p<0,01); y un efecto general del LPS en las áreas Nasal-Inferior y Temporal-Central 

(consultar Tabla 15). Por el contrario, la CIL fue capaz de atenuar dicha activación en las 

áreas Central-Superior, Temporal-Superior y Temporal-Inferior, donde el grupo doble 

tratado (LPS-CIL) no mostraba diferencias en el marcaje de GFAP; así como en las áreas 

Nasal-Superior y Nasal-Central donde la activación de GFAP en los grupos LPS-CIL fue algo 

menor que en el grupo LPS-VH (LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,020 y p=0,002, respectivamente). 

Cabe destacar que CIL fue capaz de atenuar y/o revertir completamente el efecto de la 

activación macroglial (incremento en el marcaje de GFAP) inducida por LPS en las áreas 

Central-Central y Central-Inferior (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,034 y p=0,003, 

respectivamente). Sorprendentemente, CIL, per se, también indujo un ligero incremento en 

la expresión de GFAP en el área Central-Central (VH-CIL vs. VH-VH, p=0,031).  
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Figura 50. Expresión del marcador GFAP en las áreas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.); de la 
densidad óptica (D.O.). ANOVA de 2 vías, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la corrección de Bonferroni: 
aap<0,01 efecto general del LPS; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; ##p<0,01, ###p<0,001 vs. VH-CIL; $p<0,05, $$p<0,01 
vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo experimental) 
 

 
 

GFAP+ NASAL CENTRAL TEMPORAL
LPS F(1,16)=32,28; p<0,001 F(1,16)=10,77; p=0,005
CIL F(1,16)=0,96; ns F(1,16)=0,26; ns

LPS x CIL F(1,16)=4,75; p=0,045 F(1,16)=5,01; p=0,040
LPS F(1,16)=37,68; p<0,001 F(1,16)=13,57; p=0,002 F(1,16)=13,49; p=0,002
CIL F(1,16)=0,03; ns F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=2,02; ns

LPS x CIL F(1,16)=11,22; p=0,004 F(1,16)=19,08; p<0,001 F(1,16)=4,00; ns
LPS F(1,16)=11,01; p=0,004 F(1,16)=12,86; p=0,002 F(1,16)=5,24; p=0,036
CIL F(1,16)=0,06; ns F(1,16)=2,54; ns F(1,16)=2,28; ns

LPS x CIL F(1,16)=0,85; ns F(1,16)=20,40; p<0,001 F(1,16)=5,84; p=0,028
Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análsis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. Análisis no 

paramétricos: Kruskal-Wallis: X2; estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción
significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correción de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados
en Fig.50).          

Tabla 15. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de GFAP en las distintas áreas de la retina
en un modelo animal de sepsis

SUPERIOR X2(3)=10,59; p=0,014

CENTRAL

INFERIOR
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Se realizó, a continuación, el análisis de la expresión de GFAP en las diferentes capas 

de la retina (Fig.51A) observándose un efecto del LPS en todas ellas, salvo en el SE: la 

administración de LPS provocó un aumento en la expresión de GFAP (efecto general de LPS 

en CCG, CPI y CNE, e incremento estadísticamente significativo frente al grupo control, VH-

VH, en CNI y CPE, p<0,001 y p=0,019, respectivamente). En este caso, la administración de 

CIL, que de forma aislada no produjo ningún efecto, fue capaz de atenuar y/o prevenir el 

incremento en la expresión de GFAP en la CNI (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,009) y bloquear la 

aparición de dicho efecto en la CPE (consultar Tabla 16 para ver en detalle los resultados 

del análisis estadístico).  

Con objeto de valorar la severidad y progresión del daño en la retina se realizó un 

análisis posterior comparando las capas más internas de la retina (Retina Interna: CCG, 

CPI y CNI) frente a las más externas (Retina Externa: CPE, CNE, SE) (Fig.51B); tras este 

análisis encontramos que el daño inducido por LPS fue significativamente mayor en la 

retina interna frente a la externa (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001 y p=0,037, respectivamente) 

(consultar Tabla 16). Sin embargo, en este análisis, CIL que no ejerció efectos per se, 

tampoco fue capaz de revertir los efectos del LPS, aunque sí observamos un menor 

incremento en la expresión de GFAP en el grupo LPS-CIL en la retina interna (LPS-CIL vs. 

VH-VH, p<0,002), y una ausencia de tal efecto en la retina externa (LPS-CIL vs. VH-VH, ns). 

 

 
Figura 51. Expresión del marcador GFAP en las capas de la retina (A) y en la retina interna y externa (B) en un modelo 
animal de sepsis. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), 
e inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para 
la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± 
la desviación estándar (D.E.); de la densidad óptica (D.O.). ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: aap<0,01, aaap<0,001 efecto general 
del LPS; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; ##p<0,01 vs. VH-CIL; $$p<0,01 vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo 
experimental) 
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Resumen: 

La administración de LPS produjo un incremento generalizado en la expresión de GFAP en 

toda la retina, principalmente en las áreas más próximas al disco óptico. Este incremento 

se observó en todas las capas de la retina, a excepción del SE de los fotorreceptores, 

pudiendo distinguirse el marcaje de las prolongaciones de las células de Müller en todas 

las capas, pero fundamentalmente en las capas de la retina interna.   

CIL no mostró efectos per se en los niveles de expresión de GFAP, pero fue capaz de atenuar 

y/o revertir la activación macroglial inducida por LPS, fundamentalmente en las áreas más 

centrales de la retina (Central-Central y Central-Inferior), y principalmente en la CNI.  

 

1.3.3. Análisis de las células microgliales de la retina (células Iba1+) 
El análisis del número de células Iba1+, indicativo del número de células microgliales, 

en la retina completa (Fig.52), reveló un efecto general del LPS [F(1,16)=57,41; p<0,001], en 

ausencia de efectos del factor CIL [F(1,16)=0,00, ns], aunque sí se encontró una interacción 

significativa entre factores [LPS x CIL: F(1,16)=15,51; p<0,001]. Las comparaciones a 

posteriori mostraron que los grupos tratados con LPS presentaban un número mayor de 

células de microglía en la retina completa al compararlos con la cantidad de células 

marcadas presentes en los grupos control (LPS-VH y LPS-CIL vs. VH-VH, p<0,001). La 

administración de CIL, per se, no modificó el número de células microgliales de la retina, 

pero sí mostró una tendencia (no significativa) hacia la atenuación del incremento inducido 

por LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,058). Estos cambios en el número de células marcadas 

con Iba1 puede observarse a continuación, en las microfotografías seleccionadas (Fig.52).  

 

INTERNA CCG CPI CNI
LPS F(1,16)=40,14; p<0,001 F(1,16)=8,94; p=0,009 F(1,16)=38,63; p<0,001 F(1,16)=26,55; p<0,001
CIL F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=1,53; ns F(1,16)=0,70; ns F(1,16)=2,22; ns

LPS x CIL F(1,16)=7,02; p=0,017 F(1,16)=3,06; ns F(1,16)=1,23; ns F(1,16)=13,89, p=0,002
EXTERNA CPE CNE SE

LPS F(1,16)=3,55; ns F(1,16)=2,44; ns F(1,16)=33,54; p=0,001 F(1,16)=0,00; ns
CIL F(1,16)=0,34; ns F(1,16)=0,07; ns F(1,16)=0,60; ns F(1,16)=2,03; ns

LPS x CIL F(1,16)=5,64; p=0,030 F(1,16)=10,08; p=0,006 F(1,16)=2,79; ns F(1,16)=0,45; ns

Tabla 16. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de GFAP en la retina interna, retina externa y
en las diferentes capas retininanas en un modelo animal de sepsis 

GFAP+

Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. p, p-valor;
ns, no significativo (resultados mostrados en Fig.51).          
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Figura 52.  Expresión de células Iba1+ en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la 
desviación estándar (D.E.) del número de células marcadas. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ***p<0,001 vs. VH-VH; ###p<0,001 
vs. VH-CIL. (n=5 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) representativas de 
cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 

 
En el análisis pormenorizado por áreas (Fig.53) se observó que el incremento en el 

número de células Iba1+ provocado por la administración sistémica de LPS era 

generalizado, observándose dicho efecto en todas las áreas de la retina. El incremento más 

marcado se detectó en las regiones Nasal-Superior, Nasal-Inferior y Temporal-Central (LPS-

VH vs. VH-VH, p<0,001), fue algo menor en las regiones Central-Inferior, Temporal-Superior 

y Temporal-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,01), y sólo se encontró como un efecto general 

del LPS en las áreas Nasal-Central, Central-Superior y Central-Inferior (para más 

información sobre los análisis estadísticos consultar: Tabla 17). CIL mostró un pequeño 

efecto en el área Temporal-Superior donde aumentó la cantidad de células microgliales 

(VH-CIL vs. VH-VH, p=0,022), y fue capaz de prevenir y/o revertir el efecto del LPS en el área 

Nasal-Superior (LPS-CIL vs. LPS-VH; p<0,01) y Nasal-Inferior (LPS-CIL vs. LPS-VH; 

p<0,001), redujo el efecto del LPS en el grupo doble tratado en el área Temporal-Superior 

(LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,018), y evitó la aparición de dicho efecto en las áreas Central-

Inferior y Temporal-Inferior (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).  
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Figura 53. Expresión de células Iba1+ en las áreas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.) del 
número de células marcadas. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: aap<0,01, aaap<0,001 efecto general del LPS; *p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 vs. VH-VH; ###p<0,001 vs. VH-CIL; $$p<0,01, $$$p<0,001 vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo experimental) 

 
 

 
 
 

Células Iba1+ NASAL CENTRAL TEMPORAL
LPS F(1,16)=26,15; p<0,001 F(1,16)=35,60; p<0,001 F(1,16)=8,64; p=0,010
CIL F(1,16)=4,74; p=0,045 F(1,16)=0,13; ns F(1,16)=3,39; ns

LPS x CIL F(1,16)=18,83; p=0,001 F(1,16)=0,71; ns F(1,16)=7,87; p=0,013
LPS F(1,16)=18,79; p=0,001 F(1,16)=8,48; p=0,010 F(1,16)=55,20; p<0,001
CIL F(1,16)=1,67; ns F(1,16)=0,19; ns F(1,16)=0,01; ns

LPS x CIL F(1,16)=3,39; ns F(1,16)=3,01; ns F(1,16)=14,81; p=0,001
LPS F(1,16)=40,25; p<0,001 F(1,16)=11,16; p=0,004 F(1,16)=6,05; p=0,026
CIL F(1,16)=12,74; p=0,003 F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=0,00; ns

LPS x CIL F(1,16)=19,72; p<0,001 F(1,16)=5,60; p=0,031 F(1,16)=14,40; p=0,002
INFERIOR

Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis
post-hoc con el test de Tukey (resultados mostrados en Fig.53).          

Tabla 17. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Iba1+ en las distintas áreas de la
retina en un modelo animal de sepsis

SUPERIOR

CENTRAL
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Se analizó además la presencia de las células Iba1+ en las diferentes capas de la retina 

(Fig.54A) encontrando que el incremento en el número de células microgliales inducido por 

LPS solo era estadísticamente significativo en las capas más internas de la retina: CCG y 

CPI (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001 en ambas capas), en las que la administración de CIL fue 

capaz de prevenir y/o revertir dicho aumento (CCG: LPS-CIL vs. LPS-VH, p<0,001; CPI: LPS-

CIL vs. LPS-VH, p=0,022). Hay que destacar además la presencia de células Iba1+ en la 

CNE-SE únicamente en el grupo tratado con LPS (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,010), ya que el co-

tratamiento con CIL elimino la presencia de este tipo celular en esta capa (LPS-CIL vs. VH-

VH, ns). (Para más información sobre el análisis estadístico consultar: Tabla 18). 

En relación con la activación microglial se llevó a cabo un análisis por morfotipos 

(Fig.54B; Tabla 18) encontrando, en este caso, que la administración de LPS reducía la 

presencia del morfotipo RD (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,002; LPS-VH vs. VH-CIL, p=0,007) a 

expensas de incrementar la presencia del morfotipo migratorio HZ (LPS-VH vs. VH-VH, 

p=0,010). Este efecto sobre el morfotipo RD fue bloqueado por la administración de CIL 

(LPS-CIL vs. LSP-VH, p=0,015), y, además, en el grupo doble tratado no se observaron 

cambios en la expresión del morfotipo HZ (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).  

 

 
Figura 54. Expresión de células Iba1+ en las capas de la retina (A) y evaluación de su morfología (B) en un modelo animal 
de sepsis. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e 
inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la 
obtención de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la 
desviación estándar (D.E.) del número de células marcadas (A) y del porcentaje de cada morfotipo (B): RD, radial; HZ, 
horizontal; VT, vertical. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la corrección de Bonferroni: 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 vs. VH-CIL; $p<0,05, $$$p<0,001 vs. LPS-VH. (n=5 
animales por grupo experimental) 
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En relación con el estudio de las células de microglía cabe destacar que la 

administración de LPS incrementó tanto su número como su grado de activación al 

favorecer la presencia del morfotipo migratorio HZ, efectos que pueden observarse en las 

microfotografías obtenidas en este estudio (Fig.52). Obsérvese además que la 

administración de CIL fue capaz de modular dicho efecto al prevenir la activación 

microglial, y reducir en algunas áreas de la retina el incremento de células microgliales 

inducido por la administración de LPS. 

 

Resumen: 

La administración de LPS provocó un aumento generalizado en el número de células 

microgliales en todas las áreas de la retina, incrementando además su presencia en las 

capas más internas de la misma (CCG y CPI) y en la CNE-SE. La administración de LPS 

provocó también la activación microglial incrementando la presencia del morfotipo 

migratorio HZ a expensas del morfotipo RD. CIL per se no afectó apenas a la población 

microglial de la retina, pero fue capaz de prevenir y/o revertir tanto el incremento en el 

número de células microgliales, principalmente en las áreas nasales y en las capas más 

internas de la retina, como la activación microglial, inducidas por LPS.  

 

 

 

 

 

 

CCG CPI CNI CPE CNE-SE

LPS F(1,16)=34,02; p<0,001 F(1,16)=13,64; p=0,002 F(1,16)=0,60; ns
CIL F(1,16)=5,01; p=0,040 F(1,16)=0,77; ns F(1,16)=3,32; ns

LPS x CIL F(1,16)=26,30; p<0,001 F(1,16)=14,02; p=0,002 F(1,16)=0,17; ns
RD HZ VT

LPS F(1,16)=12,11; p=0,003 F(1,16)=8,05; p=0,012 F(1,16)=0,46; ns
CIL F(1,16)=4,18; ns F(1,16)=0,76; ns F(1,16)=0,10; ns

LPS x CIL F(1,16)=8,39; p=0,011 F(1,16)=5,64; p=0,030 F(1,16)=0,32; ns
MORFOTIPOS

Iba1+

CAPAS X2(3)=10,09; 
p=0,018

Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análisis no paramétricos: ANOVA de 2 vías: F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando entre
paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. Análisis no paramétricos:
Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron
comparaciones a posteriori con la correción de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.54).          

Tabla 18. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Iba1+ en las distintas capas de la retina y del
porcentaje de la evaluación de los morfotipos en un modelo animal de sepsis

X2(3)=1,05; ns
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1.4. ESTUDIO DE INMUNOFLUORESCENCIA DE LA RETINA 
Con el fin de evaluar la posible implicación del inflamasoma mediado por TLR4 y NLRP3 

en la retina se llevaron a cabo estudios de colocalización por inmunofluorescencia en las 

diferentes poblaciones celulares, empleando para ello los grupos experimentales en los 

que se observó un mayor daño, tanto de pérdida de CGR como de activación glial: LPS-VH 

y LPS-CIL. 

En el caso del receptor NLRP3, se observó una coexpresión con las CGRs (células 

Brn3a+, Fig.55) pero no con las células macrogliales y/o microgliales, marcadas con GFAP 

e Iba1, respectivamente. En las microfotografías podemos observar en rojo las CGRs, 

alineadas perfectamente en la CCG, y en verde observamos el marcaje del receptor NLRP3; 

en la imagen fusionada, allí donde se coexpresan ambos marcadores (Brn3a+/NLRP3+) 

obtenemos el marcaje de color amarillo. Estas microfotografías demuestran que sólo las 

CGRs expresan el receptor del inflamasoma NLRP3 en determinadas condiciones de 

activación. Cabe destacar además que se observa un ligero marcaje de NLRP3 en la CNI, 

lo que sugiere la presencia de este receptor en otras poblaciones celulares de la retina, 

como células bipolares, o interneuronas amacrinas u horizontales.  

 

 
Figura 55. Estudio de inmunofluorescencia de la expresión de NLRP3 en las células Brn3a+ en un modelo animal de 
sepsis. Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e 
inmediatamente después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la 
obtención de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En la lámina se muestran 
microfotografías representativas con marcaje individual de cada marcador Brn3a (rojo) y NLRP3 (verde), y su combinación 
(amarillo) en los grupos experimentales: LPS-VH y LPS-CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los 
dos marcadores (Brn3a+/NLRP3+). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI. 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. 
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En cuanto al estudio del receptor TLR4, en las microfotografías obtenidas se observó 

una colocalización de este receptor con las células macrogliales (GFAP+, Fig.56); y no con 

los otros marcadores, Brn3a+ e Iba1+, de CGRs y microglía, respectivamente. En las 

imágenes de inmunofluorescencia los astrocitos y células de Müller (GFAP+) aparecen en 

color verde, mientras que el receptor TLR4 aparece en color rojo. Tras la fusión de las 

microfotografías, las zonas marcadas con ambos anticuerpos presentan un color amarillo. 

En la imagen se puede observar la colocalización del marcador de TLR4 con las células 

GFAP+ principalmente en la CFNO-CCG, sugiriendo que la expresión del receptor TLR4 se 

limita fundamentalmente a los astrocitos presentes a ese nivel de la retina, o, quizás, en 

las prolongaciones vítreas de las células de Müller. 

 

 
Figura 56. Estudio de inmunofluorescencia de la expresión de TLR4 en las células GFAP+ en un modelo animal de sepsis. 
Ratas Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente 
después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los 
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En la lámina se muestran microfotografías 
representativas con marcaje individual de cada marcador TLR4 (rojo) y GFAP (verde), y su combinación (amarillo) en los 
grupos experimentales: LPS-VH y LPS-CIL. Con flechas se indican aquellos puntos dónde colocalizan ambos marcadores 
(TLR4+/GFAP+). Los núcleos celulares se marcaron con DAPI. TLR4, receptor de tipo Toll 4; GFAP, proteína acídica 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. 
 

 

Por tanto, en la retina de ratas Wistar administradas con LPS se observa un marcaje del 

receptor NLRP3 en las CGRs, mientras que la expresión del receptor TLR4 parece limitarse 

a los astrocitos, y/o a las prolongaciones vítreas de las células de Müller, presentes en la 

CFNO-CCG. En estos estudios de colocalización no se han observado diferencias en la 

expresión de estos marcadores tras la administración de CIL (Tabla 19). 
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Resumen: 

Estos estudios de colocalización demuestran la presencia del receptor NLRP3 en las 

células Brn3a+, CGRs; mientras que el receptor TLR4 se expresa en las células GFAP+ 

presentes principalmente en la CCG, sugiriendo la expresión del receptor en astrocitos en 

las prolongaciones vítreas de las células de Müller.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Marcadores Brn3a GFAP Iba1
NLRP3 SI NO NO
TLR4 NO SI NO

Tabla 19. Resultados de la colocalización de los receptores NLRP3 y TLR4 con diferentes poblaciones 
celulares en las retinas de un modelo animal de sepsis

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 sepsis en ratas Wistar inducido por la administración sistémica de lipopolisacárido (LPS)
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1.5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS NÚCLEOS DE 
RELEVO DE LA VÍA VÍSUAL 

1.5.1. Análisis de las células neuronales (células NeuN+) 
El análisis de la expresión del marcador NeuN en las neuronas del CS (Fig.57), reveló 

un efecto general de la administración del LPS [F(1,14)=10,28; p=0,006], en ausencia de 

efectos de la administración de CIL [F(1,14)=0,04; ns]; junto con la observación de un 

efecto significativo de la interacción entre factores [F(1,14)=12,29; p=0,003]. Sin embargo, 

las comparaciones a posteriori sólo mostraron una reducción significativa en la expresión 

del marcador NeuN en el CS en los animales LPS-VH frente al grupo de control (LPS-VH vs. 

VH-VH, p=0,002). CIL no produjo cambios en la expresión de NeuN en el CS, aunque sí 

mostró una tendencia (no significativa) a prevenir y/o revertir los cambios producidos por 

LPS en el grupo doble tratado (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,063), grupo que no presentó 

diferencias respecto al grupo control (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).  

 

En el NGLd (Fig.57), el análisis estadístico reveló un efecto general del LPS 

[F(1,13)=23,59; p<0,001] y de la CIL [F(1,13)=6,41; p=0,025], así como una interacción 

significativa entre factores [F(1,13)=7,46; p=0,017]. En este caso, las comparaciones a 

posteriori mostraron una menor expresión de NeuN en el grupo tratado con LPS (LPS-VH vs. 

VH-VH, p<0,001), mientras que CIL, que per se no produjo ningún efecto, sí fue capaz de 

revertir y/o prevenir la reducción en la expresión en el marcador neuronal (LPS-CIL vs. LPS-

VH, p=0,009).  

 

En el tercer núcleo de relevo analizado, V1 (Fig.57) el análisis de la expresión de NeuN 

reveló un efecto general del LPS [F(1,16)=98,65; p<0,001], un efecto general de la CIL 

[F(1,16)=11,57; p=0,004], así como una interacción significativa entre los factores 

[F(1,16)=29,41; p<0,001]. La administración del LPS provocó una reducción muy 

significativa del marcador neuronal NeuN frente al grupo control (LPS-VH vs. VH-VH, 

p<0,001), mientras que la administración de CIL atenuó y/o revirtió dicho efecto (LPS-CIL 

vs. LPS-VH; p<0,001), aunque se siguió observando una menor expresión de NeuN en este 

grupo doble tratado frente al control (LPS-CIL vs. VH-VH; p=0,009). 
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Figura 57. Expresión de células NeuN+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de sepsis. Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente 
después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los 
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media 
± la desviación estándar (D.E.), de la densidad óptica (D.O.) obtenida en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo 
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: **p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; ##p<0,01, 
###p<0,001 vs. VH-CIL; $$p<0,01, $$$p<0,001 vs. LPS-VH. (n=4-5 animales por grupo experimental). En el panel inferior se 
muestran microfotografías (10x) representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
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En V1, al analizar los efectos de los tratamientos sobre el marcador NeuN por capas 

(Fig.58), se observaron efectos efecto estadísticamente significativo tanto en las más 

externas [LPS: F(1,16)=38,42; p<0,001; CIL: F(1,16)=7,60; p=0,014; LPS x CIL: F(1,16)=5,09; 

p=0,038] como en las más internas [X2(3)=16,82; p<0,001]. Los análisis a posteriori 

revelaron que la administración de LPS inducía una disminución del marcaje de NeuN tanto 

en la V1externa (capas II-III) como en la V1 interna (capas IV-VI) (LPS-VH vs. VH-VH y VH-

CIL, p<0,001 en ambos casos), en tanto que la administración de CIL fue capaz de revertir 

tal efecto en el caso de la corteza externa (LPS-CIL vs. LPS-VH; p=0,013), y atenuarlo en la 

corteza interna (LPS-CIL vs. VH-VH y VH-CIL, ns). 

 
Figura 58. Expresión de células NeuN+ en la V1 externa e 
interna en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho 
recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, 
i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente después, el fármaco 
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se 
sacrificaron a las 24 h para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los 
histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.), 
de la densidad óptica (D.O.). ANOVA de 2 vías, Test de 
Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la corrección de 
Bonferroni: ***p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,05, ###p<0,001 vs. VH-
CIL; $p<0,05 vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo experimental)  
 
 

Resumen: 

La administración sistémica de LPS produjo una notable reducción del marcador neuronal 

NeuN en los núcleos de relevo estudiados: CS, NGLd y V1. La administración de CIL, sin 

efectos per se, fue capaz de atenuar y/o revertir dicha reducción en el NGLd y en V1, 

fundamentalmente en las capas más externas de V1.  

 
1.5.2. Análisis de las células macrogliales (células GFAP+) 

En cuanto al estudio de la expresión de GFAP, empleado como marcador de astrocitos 

(Fig.59), en el CS, se encontró un efecto general del LPS [F(1,16)=107,73; p<0,001], en 

ausencia de efectos de la administración de CIL [F(1,16)=1,49; ns]; pero en presencia de 

una interacción significativa entre factores [F(1,16)=43,51; p<0,001]. Las comparaciones a 

posteriori mostraron un incremento altamente significativo en el grupo tratado con LPS 

frente a los controles (LPS-VH vs. VH-VH y VH-CIL; p<0,001); en el grupo de CIL se observó 

un ligero, pero estadísticamente significativo, incremento en la expresión del marcador 

(VH-CIL vs. VH-VH, p=0,008); y la administración de CIL fue capaz de atenuar el incremento 

previamente descrito tras la administración de LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p<0,001), aunque 

los niveles de expresión de GFAP fueran aún algo elevados en este grupo frente al control 

(LPS-CIL vs. VH-VH, p<0,001).  
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Figura 59. Expresión de células GFAP+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de sepsis. Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente 
después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los 
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media 
± la desviación estándar (D.E.), de la densidad óptica (D.O.) obtenida en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo 
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: bbbp<0,001 efecto general de CIL; 
**p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; ##p<0,01, ###p<0,001 vs. VH-CIL; $$p<0,01, $$$p<0,001 vs. LPS-VH. (n=4-5 animales por grupo 
experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) representativas de cada uno de los grupos 
experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
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En el NGLd no se observaron efectos estadísticamente significativos de la 

administración de LPS [F(1,15)=2,47; ns], pero sí de la administración de CIL 

[F(1,15)=32,65; p<0,001], en ausencia de una interacción significativa entre factores 

[F(1,15)=3,52; ns]. En este caso la administración de CIL pareció reducir ligeramente la 

expresión de GFAP en este núcleo de relevo.  

En V1 se observó un efecto estadísticamente significativo del tratamiento con LPS 

[F(1,16)=16,05; p=0,001], de la administración de CIL [F(1,16)=7,24; p=0,016] y de la 

interacción entre los factores [F(1,16)=9,66; p=0,007]. Las comparaciones a posteriori 

mostraron un incremento estadísticamente significativo en el marcaje de GFAP en los 

animales LPS-VH (LPS-VH vs. VH-VH; p<0,001), mientras que CIL, que per se no indujo 

ningún efecto, sí fue capaz de bloquear dicho aumento (LPS-CIL vs. LPS-VH; p=0,004). 

 

Resumen: 

La administración intraperitoneal de LPS indujo un incremento en la expresión de GFAP, 

esto es, una activación astrocitaria, en el CS y en la V1, en ausencia de cambios en el NGLd. 

La administración de CIL, en solitario, incrementó la activación macroglial en el CS, pero la 

redujo en el NGLd. La combinación de CIL y LPS fue capaz de prevenir la activación 

macroglial asociada al LPS en CS y V1.  

 

1.5.3. Análisis de las células microgliales (células Iba1+) 
En análisis del número de células Iba1+, es decir, de células microgliales (Fig.60) sólo 

mostró diferencias estadísticamente significativas en el CS, y no en NGLd ni en V1. En el 

CS se observó un efecto general del LPS [F(1,12)=5,09; p=0,043], que redujo ligeramente el 

número de células; en ausencia de efectos estadísticamente significativos ni de CIL 

[F(1,12)=0,10; ns] ni de la interacción entre factores [F(1,12)=3,14; ns]. Las células Iba1+ no 

presentaron diferencias ni en el NGLd [LPS: F(1,15)=1,30; ns; CIL: F(1,15)=1,11; ns; LPS x 

CIL: F(1,15)=3,69; ns] ni en la V1 [LPS: F(1,14)=3,11; ns; CIL: F(1,14)=0,43; ns; LPS x CIL: 

F(1,14)=3,63; ns ] en cuanto al número de células. 
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Figura 60. Expresión de células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de sepsis. Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente 
después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los 
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media 
± la desviación estándar (D.E.), del número de células obtenido en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo 
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05 efecto general del LPS (n=4-5 
animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) representativas de cada uno de los 
grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
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En cuanto a la activación microglial, el análisis de los morfotipos (Fig.61) agrupados 

mostró, en el CS, un efecto estadísticamente significativo de LPS [F(1,12)=14,30; p=0,003] 

y de la CIL [F(1,12)=13,88; p=0,003], en ausencia de una interacción entre factores 

[F(1,12)=2,08; ns]. La administración de LPS redujo el porcentaje de morfotipos residentes 

en CS, favoreciendo la presencia de morfotipos reactivos, efecto especialmente evidente 

al estudiar el morfotipo II (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,029). En CS la administración de CIL 

mostró el efecto contrario, aumentando la presencia de morfotipos residentes frente a 

reactivos (ver Tabla 20 para consultar los análisis estadísticos). 

En el NGLd el perfil observado fue similar (Fig.61), con un efecto estadísticamente 

significativo de la administración de LPS [F(1,15)=4,65; p=0,048], en este caso en ausencia 

de efectos de la CIL [F(1,15)=3,26; ns] o de la interacción entre factores [F(1,15)=1,38; ns]. 

La administración de LPS redujo la presencia de morfotipos residentes, incrementando la 

presencia de morfotipos reactivos, fundamentalmente del morfotipos IV (consultar: Tabla 

20), con una ligera tendencia (no significativa) en el morfotipo V. 

En V1 el análisis de morfotipos permitió describir un efecto estadísticamente 

significativo del LPS [F(1,14)=35,00; p<0,001], de la CIL [F(1,14)=13,86; p=0,002] así como 

de la interacción entre factores [F(1,14)=8,07; p=0,013]. La administración de LPS redujo 

notablemente la presencia del morfotipo residente frente a los morfotipos reactivos que se 

vieron muy incrementados frente al grupo de control (LPS-VH vs. VH-VH y VH-CIL, p<0,001). 

En concreto, la administración de LPS pareció reducir la presencia de microglía con 

morfotipo I (LPS-VH vs. VH-VH y VH-CIL, p<0,001) e incrementar la microglía de morfotipo 

III (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,005; LPS-VH vs. VH-CIL, p=0,011), de morfotipo IV, e incluso de 

morfotipo V (LPS-VH vs. VH-VH y VH-CIL, p=0,009) (consultar Tabla 20). Por el contrario, la 

administración de CIL, aún sin afectar per se a la activación microglial, permitió bloquear 

el paso de morfotipos residentes a reactivos en V1 (LPS-CIL vs. LPS-VH; p=0,001). Aunque 

los animales LPS-CIL experimentaron una disminución en la presencia de morfotipos I 

(LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,008), el fármaco fue capaz de atenuarla (LPS-CIL vs. LPS-VH, 

p<0,001), y fue capaz de prevenir y/o revertir el aumento en la presencia de morfotipos III 

(LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,031) y V (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,004) observada en el grupo LPS-

VH. 
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Figura 61.  Morfotipos de las células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de sepsis. Ratas 
Wistar macho recibieron una única dosis de lipopolisacárido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehículo (VH), e inmediatamente 
después, el fármaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtención de los 
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación 
estándar (D.E.), del porcentaje de los morfotipos residentes (I-II) o reactivos (III-V) en cada núcleo: CS, colículo superior; 
NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, 
comparaciones con la corrección de Bonferroni: ap<0,05, aap<0,01, aaap<0,001 efecto general del LPS; bp<0,05, bbp<0,01 
efecto general de la CIL; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,05, ###p<0,001 vs. VH-CIL; $p<0,05, $$p<0,01, $$$p<0,001 
vs. LPS-VH (n=4-5 animales por grupo experimental) 

 

 
 
Resumen: 

La administración de LPS apenas modificó la cantidad de células de microglía en los 

núcleos de relevo de la vía visual, induciendo únicamente un ligero decremento en el 

número de células Iba1+ en el CS. Sin embargo, la administración de LPS sí produjo una 

marcada activación microglial en los tres núcleos, reduciendo la presencia de morfotipos 

residentes e incrementando la presencia de morfotipos reactivos en CS, NGLd y V1, donde 

la administración de CIL bloqueó y/o revirtió dicha activación. 

MF I MF II MF III MF IV MF V
LPS F(1,12)=0,01; ns F(1,12)=0,02; ns F(1,12)=14,53; p=0,002 -
CIL F(1,12)=6,42; p=0,026 F(1,12)=2,84; ns F(1,12)=6,50; p=0,025 -

LPS x CIL F(1,12)=0,55; ns F(1,12)=0,10; ns F(1,12)=3,02; ns -
LPS F(1,15)=2,67; ns F(1,15)=0,83; ns F(1,15)=2,83; ns F(1,15)=25,83; p<0,001
CIL F(1,15)=8,91; p=0,009 F(1,15)=0,00; ns F(1,15)=0,00; ns F(1,15)=6,24; p=0,025

LPS x CIL F(1,15)=3,28; ns F(1,15)=3,15; ns F(1,15)=0,17; ns F(1,15)=0,84; ns
LPS F(1,14)=46,20; p<0,001 F(1,14)=0,11; ns F(1,14)=11,62; p=0,004 F(1,14)=15,17; p=0,002
CIL F(1,14)=1,79; ns F(1,14)=15,17; p=0,002 F(1,14)=3,42; ns F(1,14)=5,49; p=0,035

LPS x CIL F(1,14)=30,74; p<0,001 F(1,14)=11,22; p=0,005 F(1,14)=5,61; p=0,033 F(1,14)=1,22; ns

X2(3)=10,68; p=0,014

X2(3)=14,17; 
p=0,003

X2(3)=16,47; 
p<0,001

Tratamientos: LPS, lipopolisacárido; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando entre 
paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. Análisis no
paramétrico: Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa
se realizaron comparaciones a posteriori con la correción de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.61).          

Tabla 20. Principales resultados estadísticos del análisis de los morfotipos de las células Iba1+ en los núcleos de relevo
de la vía visual en un modelo animal de sepsis

CS

NGLd

V1
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2. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE MALARIA 
2.1. PARASITEMIA Y VALORRACIONES BIOQUÍMICAS 

La evaluación de la parasitemia se realizó únicamente en los grupos tratados con el 

parásito (Fig.62A): en el primer día de valoración (d2) no se observaron diferencias entre los 

grupos (U=40,00; ns), que presentaron un valor próximo al 0%; en el momento de la 

siguiente medida (d4) ya se observó un ligero incremento en la parasitemia en ambos 

grupos (grupo Malaria: 3,64 ± 2,07 % y grupo Malaria-CIL: 1,80 ± 0,47 %) siendo 

significativamente menor el grado de parasitemia en el grupo Malaria-CIL (U=16,50; 

p=0,034); al final del estudio (d6), los niveles de parasitemia habían incrementado 

considerablemente en ambos grupos, aunque los niveles encontrados fueron similares 

(Malaria: 8,92 ± 2,81 %; Malaria-CIL: 8,69 ± 2,07 %; U=39,50; ns). 

 

 
Figura 62. Parámetros fisiopatológicos. Ratones C57BL/6J hembra fueron inoculados con Plasmodium berghei ANKA (10⁶ 
glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.), e, inmediata después, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), a diario, 
hasta el día 5 postinfección (d5). El grupo de control del fármaco recibió el mismo número de administraciones de CIL a la 
misma dosis. Los animales se sacrificaron el d6. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. (A) 
Evaluación del porcentaje de parasitemia. Se muestra la media ± la desviación estándar (D.E.) del porcentaje de GRI 
encontrado en un frotis sanguíneo, en los días 2, 4 y 6 postinfección. Análisis no paramétrico: Mann Whitney: $p<0,05 vs 
Malaria (n=8-10 por grupo experimental). (B) Concentración de hemoglobina (g/dL). El histograma muestra la media ± 
desviación estándar (D.E.). ANOVA de 2 vías: aaap<0,001 efecto general de la Malaria (n=5-10 por grupo experimental). (C) 
Correlación entre el grado de parasitemia d6 y los niveles de hemoglobina en sangre. Se muestra la correlación lineal 
entre los dos parámetros: coeficiente de Pearson (r) y p-valor. (D) Concentración de creatinina en suero (mg/dL). El 
diagrama muestra las medianas ± la desviación estándar (D.E.). Análisis no paramétrico: Kruskall-Wallis, post-hoc con la 
corrección de Bonferroni: **p<0,01 vs. Control (n=5-10 por grupo experimental). 
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En el análisis de la concentración de hemoglobina en sangre (Fig.62B), encontramos un 

efecto estadísticamente significativo del factor Malaria [F(1,25)=48,69; p<0,001] en 

ausencia de efectos del fármaco [F(1,25)=0,19; ns] o de la interacción entre factores 

[F(1,25)=0,76; ns]. Los grupos inoculados con el parásito mostraron niveles menores de 

hemoglobina en sangre; además, al analizar la correlación entre los niveles de 

hemoglobina en sangre y la parasitemia al final del estudio, d6 (Fig.62C), encontramos una 

relación inversamente proporcional entre ambas variables (Pearson: r = -0,489; p=0,040): a 

medida que aumenta el grado de parasitemia se reduce la concentración de hemoglobina 

en sangre, y, por tanto, la severidad de la patología. 

Se analizaron además los niveles de creatinina sérica con el fin de evaluar el posible 

daño renal (Fig.62D). EL análisis estadístico reveló diferencias significativas entre los 

diferentes grupos [X2(3)=10,47; p=0,015], mostrando los animales del grupo de Malaria 

unos niveles de creatinina sérica significativamente mayor que los animales Control 

(Malaria vs. Control, p=0,008), en ausencia de efectos del tratamiento con CIL. 

 
 
Resumen: 

La inoculación de Plasmodium berghei en ratones produjo un incremento gradual de los 

niveles de parasitemia, directamente proporcionales a la reducción en los niveles de 

hemoglobina en sangre; la inoculación de este parásito se relaciona además con un 

fracaso renal ya que se encontraron elevados los niveles de creatinina sérica. La 

administración de CIL, que per se no presentó ningún efecto, moduló el incremento en los 

niveles de parasitemia, y previno del daño renal al atenuar el aumento en los niveles de 

creatinina sérica.  
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2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LA RETINA 
2.2.1. Análisis de las células ganglionares de la retina (células Brn3a+) 

El análisis del número total de CGRs-Brn3a+ (Fig.63) reveló un efecto general de la 

inoculación del parásito [F(1,16)=36,43; p<0,001], que redujo notablemente la expresión 

del marcador; así como de la administración del fármaco [F(1,16)=5,70; p=0,030], que 

indujo un ligero aumento en el mismo; no se observaron efectos de la interacción entre 

factores [F(1,16)=3,85; ns].  

 

 
Figura 63. Expresión de células Brn3a+ en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J 
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una 
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), completando 
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el 
d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y 
Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la desviación estándar (D.E.) del número de células 
marcadas. ANOVA de 2 vías: aaap<0,001, efecto general de la malaria; bp<0,05, efecto general de la CIL. (n=5 por grupo 
experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (20x) representativas de cada uno de los grupos 
experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
 

En el análisis por áreas (Fig.64) se observó una notable reducción de la expresión del 

marcador Brn3a+ en el área Central-Inferior (Malaria vs. Control, p=0,006), junto con un 

efecto general de la inoculación del parásito en las áreas Nasal-Superior, Nasal-Central, 

Temporal-Superior y Temporal-Inferior (consultar Tabla 21 para los análisis estadísticos): 

en todas ellas la inoculación del parásito de la Malaria redujo el número de células Brn3a+. 
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La administración de CIL, per se, no presentó ningún efecto; pero sí que previno y/o revirtió 

la reducción observada en el área Central-Inferior (Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,020), 

además, la combinación de tratamientos incrementó el número de células Brn3a+ en el 

área Central-Superior frente a los animales del grupo Malaria (Malaria-CIL vs. Malaria, 

p=0,042).  

 

 
Figura 64. Expresión de células Brn3a+ en las áreas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra 
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, 
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), 
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se 
sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.). ANOVA de 2 vías, test de Tukey: 
aap<0,01, aaap<0,001, efecto general de la malaria; **p<0,01 vs. Control; $p<0,05 vs. Malaria. (n=5 por grupo experimental).  
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Resumen: 

La inoculación del parásito indujo una reducción generalizada en el número de células 

Brn3a+ en la retina completa, siendo este efecto más marcado en el área Central-Inferior. 

La administración de CIL fue capaz de prevenir y/o revertir dicha reducción, en ausencia de 

otros efectos. 

 
 

2.2.2. Análisis de las poblaciones macrogliales de la retina (células GFAP+) 
El análisis de la expresión del marcador GFAP en la retina completa (Fig.65), reveló un 

efecto general de la inoculación del parásito [F(1,12)=19,37; p<0,001], en ausencia de 

efectos del tratamiento con CIL [F(1,12)=2,44; ns], pero en presencia de una interacción 

significativa entre factores [F(1,12)=8,46; p=0,013]. Los análisis a posteriori mostraron una 

mayor expresión de GFAP en los animales del grupo Malaria frente a los del grupo Control 

(p=0,001) y Control-CIL (p=0,006); y la administración de CIL fue capaz de prevenir y/o 

revertir este aumento (Malaria vs. Malaria-CIL, p=0,036). En las microfotografías 

representativas del marcaje por inmunohistoquímica de GFAP (Fig.65) se observa, en el 

grupo Control, que el marcaje de GFAP se limita, fundamentalmente, a la CCG; mientras 

que, en el grupo Malaria, se observa un mayor marcaje de GFAP a lo largo de las 

prolongaciones de las células de Müller, que se extiende a través de las distintas capas de 

la retina; sin embargo, este marcaje se reduce y atenúa notablemente en el grupo doble 

tratado: Malaria-CIL. 

 

NASAL CENTRAL TEMPORAL
MAL F(1,16)=20,68; p<0,001 F(1,16)=0,50; ns F(1,16)=12,28; p=0,003
CIL F(1,16)=0,85; ns F(1,16)=3,00; ns  F(1,16)=0,36; ns

MAL x CIL F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=5,96; p=0,027  F(1,16)=0,72; ns
MAL F(1,16)=20,82; p<0,001 F(1,16)=4,15; p=0,059 F(1,16)=0,27; ns
CIL F(1,16)=0,54; ns F(1,16)=2,29; ns  F(1,16)=1,04; ns

MAL x CIL F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=0,53; ns  F(1,16)=0,06; ns
MAL F(1,16)=4,94; p=0,041 F(1,16)=19,80; p<0,001
CIL F(1,16)=1,98; ns F(1,16)=0,01; ns

MAL x CIL F(1,16)=10,77; p=0,005 F(1,16)=0,77; ns

Tabla 21. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Brn3a+ en las 
distintas áreas de la retina en un modelo animal de malaria

SUPERIOR

CENTRAL

INFERIOR X2(3)=5,07; ns

Células Brn3a+

Trtamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey.
Análisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de
interacción significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la corrección de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo.
(resultados mostrados en Fig.64).              
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Figura 65. Expresión del marcador GFAP en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra 
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, 
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), 
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se 
sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la desviación estándar (D.E.) de la 
densidad óptica (D.O.). ANOVA de dos vías, Test de Tukey: **p<0,01 vs. Control; ##p<0,01 vs. Control-CIL; $p<0,05 vs. Malaria. 
(n=4 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (20x) representativas de cada uno 
de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 

 
En el análisis detallado de las diferentes áreas retinianas (Fig.66) se observa que la 

inoculación del parásito incrementa la expresión de GFAP en la mayor parte de las áreas de 

estudio: este aumento resultó estadísticamente significativo en el área Central-Central 

(Malaria vs. Control, p=0,010) y en el área Temporal-Superior (Malaria vs. Control, p=0,003); 

y se encontró un efecto general de la malaria en el resto de las áreas, excepto en las áreas 

Nasal-Central y Nasal-Inferior (ver análisis estadísticos en la Tabla 22). La CIL, per se, solo 

provocó un efecto residual en el área Temporal-Superior donde se vio ligeramente 

incrementada la expresión de GFAP (Control-CIL vs. Control, p<0,05), y un efecto más 

general en el área Central-Inferior donde se vio una disminución de este marcador 

macroglial tras la administración de CIL. En este caso, aunque la combinación de 

compuestos no alcanza a revertir el efecto observado, sí que lo atenúa parcialmente 

presentando, este grupo MAL-CIL, datos de activación de GFAP similares a los del grupo de 

Control.  
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Figura 66. Expresión del marcador GFAP en las áreas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra 
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, 
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), 
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se 
sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.); de la densidad óptica (D.O.). 
ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05; aap<0,01 efecto general de la Malaria; bp<0,05 efecto general de la CIL; *p<0,05, 
**p<0,01 vs. Control. (n=4 animales por grupo experimental) 
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Tras evaluar la expresión de GFAP en las diferentes capas de la retina (Fig.67A) hemos 

observado variaciones en todas ellas, excepto en la CPI, aunque se observó una tendencia 

(no significativa) de aumento (p=0,079; efecto general de la malaria). La administración del 

parásito indujo un incremento significativo de la expresión en la CCG (Malaria vs. Control, 

p=0,002), en la CNE (Malaria vs. Control, p<0,001) y en el SE (Malaria vs. Control, p=0,030); 

junto con un aumento observado por un efecto general de la malaria en la CNI y en la CPE 

(revisar Tabla 23 para ver los resultados del análisis). La CIL per se no tuvo efectos sobre la 

expresión del marcador en las diferentes capas, pero demostró una gran eficacia 

previniendo y/o revirtiendo el aumento observado en las capas más afectadas: CCG 

(Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,017), CNE (Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,001) y SE (Malaria-CIL 

vs. Malaria, p=0,023). 

Posteriormente, realizamos un segundo análisis donde hemos querido cuantificar la 

progresión del daño agrupando las capas internas (Retina Interna: CCG, CPI y CNI) y las 

externas (Retina Externa: CPE, CNE, SE) (Fig.67B), observando en ambos casos un 

incremento estadísticamente significativo. En el caso de la retina interna se observó un 

efecto general de la malaria (ver Tabla 23); mientras que, en el caso de la retina externa, se 

observó un marcado aumento en los animales del grupo inoculado (Malaria vs. Control, 

p=0,002). No se observaron efectos per se de la CIL, sin embargo, hubo una tendencia de 

atenuación del aumento de expresión de GFAP en los animales doblemente tratados 

(Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,05). 

 

 

NASAL CENTRAL TEMPORAL
MAL F(1,12)=6,89; p=0,022 F(1,12)=10,22; p=0,008 F(1,12)=10,92; p=0,006
CIL F(1,12)=0,70; ns F(1,12)=2,96; ns F(1,12)=1,61; ns

MAL x CIL F(1,12)=3,03; ns F(1,12)=3,48; ns F(1,12)=9,47; p=0,010
MAL F(1,12)=3,11; ns F(1,12)=6,42; p=0,026 F(1,12)=15,31; p=0,002
CIL F(1,12)=0,02; ns F(1,12)=0,10; ns F(1,12)=0,41; ns

MAL x CIL F(1,12)=0,78; ns F(1,12)=8,66; p=0,012 F(1,12)=2,14; ns
MAL F(1,12)=14,90; p=0,002 F(1,12)=16,90; p=0,001
CIL F(1,12)=7,02; p=0,021 F(1,12)=0,63; ns

MAL x CIL F(1,12)=2,64; ns F(1,12)=4,05; ns

Tabla 22. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de GFAP en las
distintas áreas de la retina en un modelo animal de malaria

SUPERIOR

CENTRAL

INFERIOR

Trtamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el
test de Tukey. Análisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interacción significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la corrección de Bonferroni. p, p-
valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.66).              

Χ2(3)=4,79; ns
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Figura 67. Expresión del marcador GFAP en las capas de la retina (A) y en la retina interna y externa (B) en un modelo 
animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, 
GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente 
hasta el día 5 postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número 
y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar 
(D.E.); de la densidad óptica (D.O.). ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05, aap<0,01 efecto general de la malaria; *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs. Control-CIL; $p<0,05; $$$p<0,001 vs. Malaria. (n=4 animales 
por grupo experimental) 

 

 
Resumen: 

La inoculación del parásito produjo un aumento en la expresión de GFAP en la retina 

completa, esto es, una activación macroglial tanto en astrocitos como en células de Müller, 

que fue más marcada en las regiones Central y Temporal, y que estuvo presente en todas 

las capas de la retina a excepción de la CPI. La administración de CIL atenuó la activación 

macroglial, principalmente en las zonas más afectadas, observándose una mayor eficacia 

en las capas más afectadas por el parásito (CCG, CNE y SE). 

 

2.2.3. Análisis de las células microgliales de la retina (células Iba1+) 

El análisis del número de células Iba1+ en la retina completa (Fig.68) reveló diferencias 

estadísticamente significativas [X2(3)=13,90; p=0,003], observándose un marcado 

incremento en el número de células Iba1+ en los animales inoculados con Malaria (vs. 

Control, p=0,002). No se observaron otras diferencias significativas entre los grupos, 

INTERNA CCG CPI CNI

MAL F(1,12)=13,33; p=0,003 F(1,12)=19,00; p<0,001 F(1,12)=3,67; p=0,079 F(1,12)=8,40; p=0,013
CIL F(1,12)=2,26; ns F(1,12)=6,21; p=0,028 F(1,12)=2,29; ns F(1,12)=0,00; ns

MAL x CIL F(1,12)=4,06; ns F(1,12)=6,66; p=0,024 F(1,12)=3,20; ns F(1,12)=0,77; ns
EXTERNA CPE CNE SE

MAL F(1,12)=14,98; p=0,002 F(1,12)=12,32; p=0,004 F(1,12)=20,22; p<0,001 F(1,12)=3,98; p=0,069
CIL F(1,12)=1,34; ns F(1,12)=0,71; ns F(1,12)=13,97; p=0,003 F(1,12)=4,92; p=0,047

MAL x CIL F(1,12)=8,87; p=0,012 F(1,12)=2,68; ns F(1,12)=18,69; p<0,001 F(1,12)=6,83; p=0,023

Tabla 23. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de GFAP en la retina interna, retina externa 
y en las diferentes capas retinianas en un modelo animal de malaria.

GFAP+

RETINA 
INTERNA

RETINA 
EXTERNA

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-
hoc con el test de Tukey. p, p-valor; ns, no significativo (resultados mostrados en Fig.67).          
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destacando que el número de células Iba1+ no difería entre el grupo doblemente tratado y 

el grupo control (Malaria-CIL vs. Control, ns). En las microfotografías (Fig.68), en el grupo 

Malaria, se observa un mayor número de células microgliales con un mayor grado de 

activación, un mayor número de ramificaciones. Mientras que en los otros grupos 

experimentales la presencia de células microgliales disminuye, y las presentes muestra un 

menor marcaje y un menor número de ramificaciones.  

 
Figura 68. Expresión de células Iba1+ en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J 
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una 
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), completando 
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el 
d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y 
Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media ± la desviación estándar (D.E.) del número de células 
marcadas. Kruskal-Wallis, comparaciones con la corrección de Bonferroni: **p<0,01 vs. Control. (n=5 animales por grupo 
experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (20x) representativas de cada uno de los grupos 
experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 

 
El análisis del número de células microgliales en las diferentes áreas retinianas mostró 

diferencias significativas en casi todas las áreas estudiadas (Fig.69). La inoculación del 

parásito produjo un marcado aumento en el número de células Iba1+ en todas las áreas de 

la región central (Malaria vs. Control, p<0,001), y un incremento algo menor en la región 

Temporal-Inferior (Malaria vs. Control, p=0,036); se observó además un efecto general de 

la malaria, que incrementó el número de células microgliales, en las áreas Nasal-Superior, 

Nasal-Inferior y Temporal-Central (ver Tabla 24 para los análisis estadísticos). La 
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administración de CIL, per se, no provocó cambios, pero la administración de CIL en los 

animales inoculados con el parásito bloqueó y/o atenuó el incremento en el número de 

células Iba1+, en concreto en las áreas Central-Central, Temporal-Superior y Temporal-

Inferior (Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,05), y Central-Superior y Central-Inferior (Malaria-CIL 

vs. Control, ns).  

 

 
Figura 69. Expresión de células Iba1+ en las áreas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J 
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una 
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 postinfección (d5), completando 
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el 
d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y 
Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.) del número de células marcadas. ANOVA de 
2 vías, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la corrección de Bonferroni: ap<0,05, aap<0,01, aaap<0,001 efecto 
general de la Malaria; *p<0,05, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05, ##p<0,01 vs. Control-CIL; $p<0,05 vs. Malaria. (n=5 animales 
por grupo experimental) 
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El análisis del patrón de distribución de las células microgliales en las diferentes capas 

de la retina (Fig.70A; Tabla 25) reveló diferencias estadísticamente significativas en todas 

las capas analizadas, excepto en la CNE-SE. Los animales inoculados con el parásito 

mostraron un número mayor de células Iba1+ en las capas más internas de la retina (CCG 

y CPI, Malaria vs. Control, p<0,001 en ambos casos), así como en las capas CNI y CPE 

(efecto general de la Malaria, ver Tabla 25), en la CNE-SE donde también se observó una 

mayor presencia de células microgliales, aunque la diferencia no alcanzara la significación 

estadística. CIL per se apenas tuvo efectos, sólo se observó un efecto general del fármaco, 

que disminuyó el número de células microgliales en la CNI. Sin embargo, CIL demostró una 

gran eficacia a la hora de prevenir y/o revertir el aumento microglial observado en la CCG 

(Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,034) y en la CPI (Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,007). En los 

animales inoculados con Malaria, el tratamiento con CIL redujo el número de células 

microgliales respecto a los sólo tratados con el parásito (Malaria-CIL vs. Malaria). De forma 

similar, se observó un efecto general de la Malaria sobre los morfotipos microgliales 

analizados (Fig.70B): la administración del parásito redujo la proporción de morfotipos RD 

e incrementó el porcentaje de morfotipos activados VT (consultar Tabla 25); en ausencia 

de efectos de CIL sobre este parámetro.  

 
 
 
 
 
 
 

NASAL CENTRAL TEMPORAL

MAL F(1,16)=4,63; p=0,047
CIL F(1,16)=0,55; ns

MAL x CIL F(1,16)=1,12; ns
MAL F(1,16)=23,71; p<0,001 F(1,16)=31,43; p<0,001
CIL F(1,16)=1,57; ns F(1,16)=2.27; ns

MAL x CIL F(1,16)=13,71; p=0,002 F(1,16)=3,30; ns
MAL F(1,16)=9,38; p=0,007 F(1,16)=24,12; p<0,001
CIL F(1,16)=1,18; ns F(1,16)=2,53; ns

MAL x CIL F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=4,84; p=0,043

Tabla 24. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Iba1+ en
las distintas áreas de la retina en un modelo animal de malaria

SUPERIOR

CENTRAL

INFERIOR

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el
test de Tukey. Análisis no paramétricos:Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interacción significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la corrección de Bonferroni. p, p-
valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.69).              

X2(3)=15,16; p=0,002 X2(3)=11,31; p=0,010

X2(3)=7,55; p=0,056

X2(3)=11,12; p=0,011
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Figura 70. Expresión de células Iba1+ en las capas de la retina (A) y evaluación de su morfología (B) en un modelo animal 
de malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) 
y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el 
día 5 postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis 
de CIL. Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos 
experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar 
(D.E.) del número de células marcadas (A) y del porcentaje de cada morfotipo (B): RD, radial; HZ, horizontal; VT, vertical. 
ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: aap<0,01, aaap<0,001 efecto general de la Malaria; bbbp<0,001 efecto general de la CIL; 
***p<0,001 vs. Control; #p<0,05, ##p<0,01 vs. Control-CIL; $p<0,05, $$p<0,01 vs. Malaria. (n=5 animales por grupo experimental) 
 
 

 
 
 
Resumen: 

La inoculación del parásito produjo un marcado aumento en el número de células 

microgliales en la retina completa, incremento que fue mayor en las áreas más centrales, 

y en las capas más internas (CCG y CPI) de la misma; además indujo una activación de las 

células microgliales incrementando la presencia del morfotipo migratorio VT, frente al RD. 

La administración de CIL logró prevenir y/o revertir el aumento en el número de células 

microgliales, mayoritariamente en las áreas y capas más afectadas, aunque lo logró 

modificar el cambio al morfotipo activado VT. CIL per se no mostró ningún efecto en estos 

parámetros.  

 
 
 
 

CCG CPI CNI CPE CNE-SE
MAL F(1,16)=13,67; p=0,002 F(1,16)=27,56; p<0,001 F(1,16)=51,85; p<0,001 F(1,16)=20,80; p<0,001
CIL F(1,16)=1,71; ns F(1,16)=1,63; ns F(1,16)=21,80; p<0,001 F(1,16)=3,05; ns

MAL x CIL F(1,16)=9,18; p=0,008 F(1,16)=17,54; p<0,001 F(1,16)=1,38; ns F(1,16)=1,80; ns
RD HZ VT

MAL F(1,16)=13,47; p=0,002 F(1,16)=3,11; ns F(1,16)=17,93; p<0,001
CIL F(1,16)=2,77; ns F(1,16)=2,43; ns F(1,16)=0,75; ns

MAL x CIL F(1,16)=0,69; ns F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=2,14; ns

CAPAS X2(3)=3,67; ns

MORFOTIPOS

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. Análisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X2, estadístico chi-
cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la corrección de
Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.70).              

Tabla 25. Principales resultados estadísticos del análisis de la expresión de células Iba1+ en las distintas capas de la retina y del
porcentaje de la evaluación de los morfotipos en un modelo animal de malaria

 Células Iba1+
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2.3. ESTUDIO DE INMUNOFLUORESCENCIA 
Al igual que en el modelo animal de sepis, en este modelo se evaluó también la posible 

implicación de los receptores NLRP3 y TLR4 mediante un estudio de colocalización por 

inmunofluorescencia. De forma similar, se analizaron los grupos experimentales 

inoculados con el parásito en los que se había descrito un mayor daño neuronal y glial.  

Se detectó la expresión del receptor citosólico NLRP3 en las células CGRs-células 

Brn3a+ (Fig.71); pero no se observó la coexpresión de este marcador con las células GFAP+ 

ni con las células Iba1+. En las microfotografías observamos en rojo las CGRs, 

perfectamente alineadas en la capa que les corresponde, y en verde observamos la 

expresión del NLRP3; tras fusionar las imágenes observamos las células que coexpresan 

ambos marcadores (Brn3a+/NLRP3+) en color amarillo. Estos resultados muestran que las 

CGRs expresan este receptor, que además se detecta en la CNI, indicando su posible 

expresión en otros tipos celulares presentes en esa capa.  

 

 
Figura 71. Estudio de inmunofluorescencia de la expresión de NLRP3 en las células Brn3a+ en un modelo animal de 
malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de 
manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En la lámina se muestran microfotografías representativas con marcaje individual 
de cada marcador Brn3a (rojo) y NLRP3 (verde), y su combinación (amarillo) en los grupos experimentales: Malaria y Malaria-
CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los dos marcadores (Brn3a+/NLRP3+). Los núcleos celulares 
se marcaron con DAPI. 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. 
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El estudio del receptor TLR4 mostro que, en este caso, son las células GFAP+ las que 

expresaban el receptor (Fig.72), sin observar su coexpresión por parte de las CGRs o de las 

células microgliales. En las microfotografías podemos ver a las células macrogliales, 

astrocitos y prolongaciones vítreas de las Müller, en color verde, mientras que el TLR4 

aparece en color rojo. La combinación de ambas imágenes nos indica en color amarillo 

dónde se produce la coexpresión de ambos marcadores (GFAP+/TLR4+). En este caso, la 

colocalización parece restringirse a la capa de fibras y a la CCG, lo que indica que son los 

astrocitos y las prolongaciones vítreas de las Müller las que expresan este receptor. 

 

 
Figura 72. Estudio de inmunofluorescencia de la expresión de TLR4 en las células GFAP+ en un modelo animal de 
malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de 
manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En la lámina se muestran microfotografías representativas con marcaje individual 
de cada marcador TLR4 (rojo) y GFAP (verde), y su combinación (amarillo) en los grupos experimentales: Malaria y Malaria-
CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los dos marcadores (TLR4+/GFAP+). Los núcleos celulares 
se marcaron con DAPI. TLR4, receptor de tipo Toll 4; GFAP, proteína acídica 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. 
 

En conclusión, en la retina de ratones C57Bl/6J inoculados con P. berghei se observa la 

coexpresión del receptor NLRP3 en las CGRs, y la expresión del receptor TLR4 en las 

células macrogliales, principalmente en astrocitos y en las prolongaciones vítreas de las 

células de Müller. En estos estudios de colocalización no se han observado diferencias en 

la expresión de estos marcadores tras la administración de CIL (Tabla 26). 
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Resumen: 

Los estudios de colocalización por inmunofluorescencia demuestran que las CGRs-

células Brn3a+ expresan NLRP3 y que algunas células GFAP+ expresan el receptor TLR4. La 

expresión de TLR4 se observó principalmente en la CCG, lo que sugiere su presencia en 

astrocitos y en las prolongaciones vítreas de las células de Müller.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Marcadores Brn3a GFAP Iba1
NLRP3 SI NO NO
TLR4 NO SI NO

Tabla 26. Resultados de la colocalización de los receptores NLRP3 y TLR4 con diferentes poblaciones 
celulares en las retinas de un modelo animal de malaria

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 malaria en ratones C57BL/6J inducido por la inoculación de P. berghei.
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2.4. ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS NÚCLEOS DE 
RELEVO DE LA VÍA VISUAL 

2.4.1. Análisis de las células neuronales (células NeuN+) 
Para evaluar el estado neuronal, se llevó a cabo una cuantificación del marcador NeuN 

en los diferentes núcleos de la vía visual analizados (Fig.73). El análisis de la expresión del 

marcador en el CS reveló un efecto general de la Malaria [F(1,18)=14,30; p=0,001] en 

ausencia de efectos del fármaco [F(1,18)=0,03; ns], aunque sí se detectó una interacción 

significativa entre ambos factores [F(1,18)=6,18; p=0,023]. Los análisis post-hoc revelaron 

que los animales Malaria tenían una menor expresión de NeuN en este núcleo respecto a 

los animales Control (Malaria vs. Control, p=0,001). CIL no mostró ningún efecto, y en los 

animales Malaria-CIL no se observó ningún efecto, y no difirieron de los animales Control 

(Malaria-CIL vs. Control; ns). 

 

En el NGLd encontramos resultados similares (Fig.73). Encontramos un efecto general 

de la malaria [F(1,19)=12,28; p=0,002], en ausencia de efectos de la CIL [F(1,19)=0,24; ns], 

pero en presencia de una interacción significativa entre los factores [F(1,19)=9,52; 

p=0,006]. Las comparaciones a posteriori mostraron una menor expresión de Neu N en los 

animales Malaria frente a los del grupo Control (Malaria vs. Control, p<0,001). CIL no afectó 

a la expresión de NeuN en este núcleo, y el grupo doble tratado no presentó tampoco 

cambios en la expresión de NeuN, que mostraron niveles similares a los del grupo Control 

(Malaria-CIL vs. Control; ns). 

 

En V1 (Fig.73) el análisis estadístico reveló un efecto general del parásito 

[F(1,19)=50,30; p<0,001], en ausencia de efectos de la CIL [F(1,19)=0,01; ns], y una 

interacción estadísticamente significativa entre factores [F(1,19)=13,30; p=0,002]. Las 

comparaciones a posteriori mostraron una menor expresión de NeuN en los animales 

Malaria respecto a los animales Control (Malaria vs. Control y Malaria vs. Control-CIL, 

p<0,001). La administración de CIL per se no tuvo ningún efecto; sin embargo, los animales 

doblemente tratados a pesar de que también sufrieron una reducción significativa del 

marcaje (Malaria-CIL vs Control, p<0,001), se pudo apreciar una tendencia a la atenuación 

de la pérdida de expresión (Malaria-CIL vs. Malaria; p=0,059). 
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Figura 73. Expresión de células NeuN+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de malaria. Ratones 
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera 
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media ± la desviación estándar 
(D.E.), de la densidad óptica (D.O.) obtenida en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; 
V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; ###p<0,001 vs. Control-CIL. (n=5-
6 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) representativas de cada uno de 
los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
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En el análisis del patrón de daño en V1 (Fig.74) observamos diferencias 

estadísticamente significativas tanto en la V1 externa [MAL: F(1,19)=32,54; p<0,001; CIL: 

F(1,19)=0,19; ns; MAL x CIL: F(1,19)=7,86; p=0,011] como en la V1 interna [F(1,19)=17,18; 

p<0,001; CIL: F(1,19)=0,04; ns; MAL x CIL: F(1,19)=4,99; p=0,038]. La inoculación del 

parásito indujo una reducción de NeuN tanto en la corteza externa como en la interna 

(Malaria vs. Control, p<0,001; en ambos casos), y, en ausencia de efectos de la CIL per se, 

en los grupos con el doble tratamiento se observó una atenuación del daño, esto es, una 

menor reducción del marcador NeuN (V1 externa: Malaria-CIL vs. Control, p=0,006; V1 

interna: Malaria-CIL vs. Control, p<0,05). 
 

Figura 74. Expresión de células NeuN+ en la V1 en un modelo 
animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados 
con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) 
y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 
150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de 
los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. Los 
animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para 
la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: Control, 
Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la 
media ± la desviación estándar (D.E.), de la densidad óptica (D.O.). 
ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05 efecto general de la 
Malaria; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05, 
##p<0,01 vs. Control-CIL; $p<0,05 vs. Malaria. (n=5-6 animales por 
grupo experimental)  

 
 

Resumen: 

La inoculación del parásito indujo una disminución del marcador NeuN en los tres núcleos 

de estudio (CS, NGLd y V1). La mera aplicación de CIL no indujo cambio sobre la expresión 

del marcador, pero sí fue capaz de evitar la pérdida de expresión en los animales 

inoculados con el parásito en el CS, en el NGLd, y en V1, tanto en la corteza externa como 

interna.  

 
2.4.2. Análisis de las células macrogliales (células GFAP+) 

El análisis de la expresión de GFAP (Fig.75) mostró, en el CS, un efecto general de la 

inoculación del parásito [F(1,19)=120,43; p<0,001], en ausencia de efectos de la CIL 

[F(1,19)=0,34; ns], pero en presencia de una interacción significativa [F(1,19)=49,07; 

p<0,001]. Las comparaciones a posteriori mostraron una mayor expresión de GFAP en los 

animales tratados con el parásito (Malaria vs. Control y Control-CIL, p<0,001), CIL también 

incremento la expresión del marcador (Control-CIL vs. Control, p=0,001), y, en el grupo 

Malaria-CIL, aunque también se observó un incremento en la expresión de GFAP (Malaria-

CIL vs. Control, p<0,001), este incremento fue menor que el inducido en el grupo Malaria 

(Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,001).  
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Figura 75. Expresión de células GFAP+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de malaria. Ratones 
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera 
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media ± la desviación estándar 
(D.E.), de la densidad óptica (D.O.) obtenida en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; 
V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05, ###p<0,001 vs. 
Control-CIL; $p<0,05, $$$p<0,001 vs. Malaria. (n=5-6 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran 
microfotografías (10x) representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
 



Resultados  
 

 142 

En el NGLd, el análisis de los resultados reveló un efecto general de la Malaria 

[F(1,19)=46,80; p<0,001] en ausencia de efectos del fármaco [F(1,19)=1,40; ns], pero sí de 

una interacción significativa entre los factores [F(1,19)=38,69; p<0,001]. La administración 

del parásito indujo un aumento de la expresión de GFAP (Malaria vs. Control, p<0,001), CIL 

aumento ligeramente los niveles de expresión de GFAP (Control-CIL vs. Control, p=0,012), 

y los animales doblemente tratados, que también mostraron un aumento en la expresión 

de GFAP (Malaria-CIL vs. Control, p=0,003), mostraron un incremento significativamente 

menor que los animales Malaria (Malaria-CIL vs. Malaria, p<0,001). 

En V1 la expresión de GFAP también se vio afectada significativamente por el factor 

Malaria [F(1,19)=68,36; p<0,001], en ausencia de efectos del fármaco [F(1,19)=0,10; ns], 

pero en presencia de una interacción significativa entre los factores [F(1,19)=13,68; 

p=0,002]. Los análisis post-hoc revelaron una mayor expresión en los niveles de GFAP en el 

grupo Malaria (Malaria vs. Control, p<0,001) y en el grupo con el doble tratamiento (Malaria-

CIL vs. Control, p<0,001), sin embargo, en este último, el incremento fue significativamente 

menor que en el grupo de Malaria (Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,040). La administración de 

CIL per se no modificó la expresión de GFAP en V1.  

 

Resumen: 

La inoculación del parasito indujo un marcado incremento en la expresión de GFAP, esto 

es, una activación macroglial en los tres núcleos de la vía visual estudiados (CS, NGLd y 

V1). La administración de CIL per se provocó un incremento de la expresión de este 

marcador en el CS y en el NGLd, pero la combinación de los tratamientos logró atenuar la 

activación macroglial previamente descrita.  

 

2.4.3. Análisis de las células microgliales (células Iba1+) 
El análisis de la cuantificación de las células Iba1+ (Fig.76) mostró, en el CS, un efecto 

general de la inoculación del parásito [F(1,19)=17,31; p<0,001] y del fármaco CIL 

[F(1,19)=6,40; p=0,020], en ausencia de una interacción significativa entre los factores 

[F(1,19)=0,03; ns]. Tanto el parásito de la malaria como CIL redujeron el número de células 

microgliales en el CS. En el NGLd, no se observó ningún efecto asociado a la inoculación 

del parásito [F(1,19)=2,92; ns], pero sí se observó un efecto general del fármaco 

[F(1,19)=13,92; p=0,001], en ausencia de una interacción significativa [F(1,19)=0,58; ns]. La 

CIL indujo un ligero aumento en el número de células microgliales en el NGLd. Por el 

contrario, en V1, no se observaron diferencias entre los grupos en el número total de 

células Iba1+ [MAL: F(1,16)=0,58; ns; CIL: F(1,16)=0,09; ns; MAL x CIL: F(1,16)=1,23; ns]. 
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Figura 76. Expresión de células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de malaria. Ratones 
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera 
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media ± la desviación estándar 
(D.E.), del número de células obtenido en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo geniculado lateral dorsal; V1, 
corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: aaap<0,001 efecto general de la Malaria; bp<0,05, bbp<0,01 efecto 
general de la CIL. (n=5-6 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografías (10x) 
representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 µm. 
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En el análisis por morfotipos observamos efectos similares en las tres regiones (Fig.77). 

En el CS se observó un efecto general del parásito [F(1,19)=57,27; p<0,001] y de la CIL 

[F(1,19)=27,74; p<0,001], en ausencia de efectos de la interacción entre factores 

[F(1,19)=0,58; ns]. Tanto la inoculación del parásito como la administración periférica de 

CIL produjeron una disminución de los morfotipos basales/residentes, junto con un 

aumento de los morfotipos reactivos; la inoculación del parásito indujo una disminución 

en el porcentaje de microglía de morfotipo I, incrementando la presencia de los morfotipos 

III y IV; mientras que la CIL per se redujo la presencia de microglía de morfotipo I en aras de 

incrementar el morfotipo IV.  

 

Encontramos resultados similares en el NGLd, donde se encontró un efecto general del 

factor malaria [F(1,19)=58,95; p<0,001] y del factor CIL [F(1,19)=7,61; p=0,013], en 

ausencia de efectos de la interacción entre factores [F(1,19)=0,10; ns]. Tanto la inoculación 

del parásito como la administración de CIL incrementaron la presencia de morfotipos 

reactivos a expensas de reducir los niveles de microglía basal o residente. La inoculación 

del parásito disminuyó la presencia de los morfotipos I (Malaria vs. Control, p=0,031) y II 

(Malaria vs. Control, p=0,002), incrementando la presencia de morfotipos reactivos III y IV 

(Efecto general; consultar Tabla 27). Por otro lado, la administración de CIL redujo la 

presencia del morfotipo II (Control-CIL vs. Control, p=0,006), incrementando la presencia 

del morfotipo III (Efecto general; consultar Tabla 27). 

 

En la V1 observamos un efecto general de la inoculación del parásito [F(1,16)=23,65; 

p<0,001] y del fármaco [F(1,16)=10,46; p=0,005] en ausencia de efectos de la interacción 

entre factores [F(1,16)=0,07; ns]. Tanto el parásito como la administración de CIL redujeron 

la presencia de los morfotipos basales o residentes, incrementando la presencia de los 

morfotipos reactivos. En el grupo de Malaria se observó una reducción del morfotipo basal 

II (Malaria vs. Control, p=0,028), y un incremento en los morfotipos reactivos III y IV (Efecto 

general, ver Tabla 27); mientras que CIL aumentó el porcentaje del morfotipo IV (Efecto 

general, ver Tabla 27). En este modelo animal de malaria no se observó la presencia de 

células de microglía de morfotipo V en ninguno de los núcleos de la vía visual analizados. 
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Figura 77.  Morfotipos de las células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía visual en un modelo animal de malaria. 
Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10⁶ glóbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera 
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administró diariamente hasta el día 5 
postinfección (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibió el mismo número y dosis de CIL. 
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculación del parásito para la obtención de los tejidos. Grupos experimentales: 
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media ± la desviación estándar (D.E.), del 
porcentaje de los morfotipos residentes (I-II) o reactivos (III-V) en cada núcleo: CS, colículo superior; NGLd, núcleo 
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vías, Test de Tukey: ap<0,05, aaap<0,001 efecto general de 
la Malaria; bp<0,05, bbp<0,01, bbbp<0,001 efecto general de la CIL; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05, ###p<0,001 
vs. Control-CIL. (n=5-6 animales por grupo experimental) 
 
 

 
 

Resumen: 

La inoculación del parásito P. berghei indujo una disminución en el número de células Iba1+ 

sólo en el CS; y produjo una activación microglial en los tres núcleos de la vía visual 

analizados. En este caso CIL no resultó eficaz en la atenuación de la activación microglial 

en los núcleos de relevo de la vía visual, pero, per se, produjo alteraciones tanto en el 

número de células de microglía como en el grado de activación de las mismas.  

MF I MF II MF III MF IV MF V
MAL F(1,19)=31,74; p<0,001 F(1,19)=0,40; ns F(1,19)=23,37; p<0,001 F(1,19)=28,28; p<0,001 -
CIL F(1,19)=15,25; p<0,001 F(1,19)=0,02; ns F(1,19)=3,36; ns F(1,19)=21,21; p<0,001 -

MAL x CIL F(1,19)=0,76; ns F(1,19)=2,16; ns F(1,19)=2,16; ns F(1,19)=2,83; ns -
MAL F(1,19)=42,32; p<0,001 F(1,19)=5,58; p=0,029 F(1,19)=21,14; p<0,001 F(1,19)=53,95; p<0,001 -
CIL F(1,19)=2,14; ns F(1,19)=3,96; p=0,061 F(1,19)=4,81; p=0,041 F(1,19)=4,05; p=0,059 -

MAL x CIL F(1,19)=5,34; p=0,032 F(1,19)=12,05; p=0,003 F(1,19)=1,54; ns F(1,19)=0,82; ns -
MAL F(1,16)=6,40; p=0,022 F(1,16)=5,32; p=0,035 F(1,16)=5,26; p=0,036 F(1,16)=22,23; p<0,001 -
CIL F(1,16)=14,83; p=0,001 F(1,16)=0,37; ns F(1,16)=0,26; ns F(1,16)=25,79; p<0,001 -

MAL x CIL F(1,16)=5,98; p=0,026 F(1,16)=4,64; p=0,047 F(1,16)=3,67; ns F(1,16)=2,11; ns -

Células Iba1+

Tabla 27. Principales resultados estadísticos del análisis de los morfotipos de las células Iba1+ en los núcleos de relevo de la vía
visual en un modelo animal de malaria

CS

NGLd

CV

Tratamiento:MAL, Malaria; CIL, cilastatina. Análisis paramétricos: ANOVA de 2 vías; F, estadístico F de Fisher-Snedecor, indicando entre paréntesis los
grados de libertad. En caso de interacción significativa se realizaron los análisis post-hoc con el test de Tukey. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados
mostrados en Fig.77).          
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1. DISCUSIÓN: MODELO ANIMAL DE SEPSIS 
Los resultados obtenidos demuestran que el LPS induce daño neuronal y 

neuroinflamación tanto en la retina como en los núcleos cerebrales evaluados; y 

proporciona las primeras evidencias de que la CIL podría ser una posible terapia 

farmacológica para prevenir y/o revertir estos efectos. 

En este modelo animal hemos encontrado una marcada disminución del peso corporal 

(Fig.44) junto con una alteración de la función renal (Fig.45) a corto plazo (24 h). En estudios 

previos se ha observado una pérdida de peso similar a la misma dosis (Semmler et al., 

2007; Bian et al., 2013) e incluso a dosis menores (Sachot et al., 2004; Bossù et al., 2012; 

Norden et al., 2016; Rameshrad et al., 2016; Huang et al., 2020). Esta pérdida de peso 

podría deberse a una reducción en la ingesta de alimentos y/o agua, tal y como ha sido 

sugerido previamente (Sachot et al., 2004; Rameshrad et al., 2016; Kirk et al., 2019; Zhao et 

al., 2019), que podría también estar asociada a la menor actividad motora o letargo 

inducido por el tratamiento con LPS (Bossù et al., 2012; Skelly et al., 2013; Norden et al., 

2016; Kirk et al., 2019; Zhao et al., 2019; Huang et al., 2020). Otros autores han relacionado 

la pérdida de peso con la diarrea que presentaban sus animales (Huang et al., 2020), que 

en los nuestros no hemos observado, o incluso con la pérdida de tejido muscular (para 

revisión ver Holecek, 2012).  

Respecto a la función renal, hemos detectado niveles incrementados de creatinina 

sérica y diuresis, en ausencia de cambios significativos en NUS. Estudios similares 

describen también un aumento en los niveles de creatinina sérica, así como en los de NUS 

(Chunzhi et al., 2016; Khajevand-Khazaei et al., 2019; Li et al., 2019; Lv et al., 2023). El 

aumento de creatinina sérica se relaciona con una alteración de la función renal 

(Peerapornratana et al., 2019) que también ha sido descrita a nivel histológico tanto en el 

glomérulo como en el túbulo renal, tras la administración de LPS (Chunzhi et al., 2016; 

Khajevand-Khazaei et al., 2019; B. Li et al., 2019; Lv et al., 2023). En cuanto a la diuresis 

existe cierta controversia en la literatura: unos autores indican que aumenta (Olesen et al., 

2009); mientras que otros no han visto alteraciones (Lv et al., 2023), o incluso han indicado 

una disminución (Nakano et al., 2015, 2020). Estas discrepancias podrían relacionarse con 

los diferentes métodos de cuantificación del volumen urinario y/o con diferencias en el 

modelo animal empleado. La pérdida de peso que presentan nuestros animales podría, por 

tanto, estar relacionada con el daño renal (determinado por el aumento de creatinina, así 

como por el aumento de la diuresis), lo cual en conjunto puede conllevar una ligera 

deshidratación de los animales que afectaría a su peso.  
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En el estudio piloto realizado in vivo en la retina mediante TCO detectamos un 

incremento en su grosor, en las zonas más próximas al disco óptico (Fig.46), lo cual puede 

ser indicativo de un posible edema. Mediante la misma técnica, otros investigadores (Tabla 

4) han descrito un efecto similar tras la administración de dosis menores de LPS bien a 

corto plazo (24 h), tanto en un modelo similar de administración intraperitoneal (Rodríguez-

Ramírez et al., 2024) como en otro de administración intravítrea (Wu et al., 2023); o bien a 

tiempos más largos, con dosis repetidas de administración intravenosa (Kokona et al., 

2018; Tsioti et al., 2023). Este edema podría relacionarse con un aumento en el diámetro 

de los vasos retinianos, que hemos observado en las imágenes de TCO (datos no 

mostrados), y que coinciden con datos previos del estudio de Kokona y cols. (2018). 

Los análisis inmunohistoquímicos de la retina demostraron que el LPS reduce el 

marcaje de Brn3a de las CGRs, principalmente en el área NI (Fig.47 y Fig.48); aumenta los 

niveles de expresión de GFAP (Fig.49); e incrementa el número de células microgliales, 

promoviendo además la activación microglial hacia un morfotipo horizontal migratorio 

(Fig.52 y Fig.54).  

En línea con estos resultados, Rodríguez-Ramírez y cols. (2024) encontraron una 

disminución del marcador Brn3a en las CGRs similar, aunque a tiempos más largos (desde 

los 3 días) al empleado en nuestro modelo. Otros estudios en los que el LPS se inyectó en 

el NO (Aranda et al., 2015) o de forma intravítrea (Livne-Bar et al., 2024) demostraron que 

también había una reducción de células Brn3a+ pero a tiempos muchos más largos (21 

días), aunque esta tendencia pareció ser ya evidente a tiempos menores. Es posible que si 

llevásemos nuestro modelo a tiempos más largos tras el tratamiento con LPS esta pérdida 

se mantuviese e incluso aumentase, como se ha observado en los estudios antes 

descritos. La reducción en el marcaje de Brn3a puede estar relacionada con una pérdida 

de funcionalidad de las CGRs o una pérdida de su viabilidad (Nadal-Nicolás et al., 2009); 

de hecho, la alteración funcional podría llegar a producir la muerte de las CGR. Otros 

autores han demostrado, en modelos de administración de LPS intravítreo, la muerte de las 

CGR mediante un incremento de células TUNEL+ (Han et al., 2020; Wu et al., 2023). La 

pérdida de CGRs de la retina está relacionada con la pérdida parcial o completa de la 

visión, debido a la disminución de la trasmisión de las señales visuales al cerebro, y podría 

relacionarse con los déficits visuales descritos en la sepsis (Iwashyna et al., 2012; Boerma, 

2017; Łątkowska et al., 2024). En la presente Tesis no podemos discernir si la reducción 

observada en el número de células Brn3a+ sea debido a una disminución de la 

funcionalidad de las CGR, o a que estas células estén en proceso apoptótico, en cuyo caso, 

al extender la caracterización de este modelo encontraríamos un número mucho menor.  
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En relación con las poblaciones macrogliales, astrocitos y células de Müller, se observa 

un incremento de la expresión de GFAP en toda la retina (Fig.49). El análisis detallado en 

cada una de las 9 áreas sigue demostrando esta activación general macroglial (Fig.50), 

aunque es algo mayor en las regiones nasales y centrales, las más próximas al disco óptico. 

Otros autores han obtenido resultados similares tras la administración intraperitoneal de 

la endotoxina a corto (Kurihara et al., 2006) y a largo plazo (Noailles et al., 2018). Al 

profundizar más en el análisis por capas de la retina observamos, en nuestro modelo, que 

esta activación macroglial, tanto de las células de Müller cómo de los astrocitos, se 

extiende a lo largo de todas las capas de la retina alcanzando incluso la CNE (Fig.51A), es 

decir, llegando hasta la retina externa. Resultados similares se han obtenido en otros 

modelos de administración sistémica en un periodo corto de tiempo (24-48 h) (Lin et al., 

2018; Ren et al., 2018); así como en uno que administran una baja dosis de LPS de forma 

intravítrea (Livne-Bar et al., 2024). La progresión del daño a través de las capas sugiere que, 

cuando este alcanza la CNE, el nivel de daño es considerablemente elevado (Martínez-

López et al., 2024) y las células de Müller se encuentran en un estado de activación muy 

elevado, lo cual, como luego se discutirá, favorece la activación y migración de las células 

microgliales.  

Tras la administración de LPS, el número de células Iba1+ aumentó de forma 

generalizada en toda la retina (Fig.52 y Fig.53), fundamentalmente en la CCG y en la CPI 

(Fig.54A) y se acompañó de una activación microglial determinada por el incremento del 

morfotipo migratorio HZ (Fig.54B). En el análisis detallado de cada área de la retina hemos 

encontrado un mayor número celular en áreas periNO, como NI y CI, y también en las 

regiones temporales (Fig.53). Un aumento similar en el número de células microgliales ha 

sido demostrado previamente por diversos autores en modelos tras la administración de 

LPS (ver Tabla 4). Sin embargo, otros autores empleando la administración sistémica de 

dosis muy bajas de LPS (Jang et al., 2007; Noailles et al., 2018) no han observado aumento 

del número de células microgliales ni cambios en su patrón de distribución; pero sí han 

detectado una activación microglial. Esta activación microglial ha sido también 

demostrada por otros autores en estudios in vitro, dónde la estimulación con LPS de 

células microgliales de la retina inducía una morfología ameboide, un incremento en la 

expresión de Iba1, así como un aumento en la expresión génica y liberación de citoquinas 

proinflamatorias (Wang et al., 2011; Han et al., 2020; Wu et al., 2023). Esta microgliosis 

también ha sido demostrada en modelos in vivo, bien por la demostración de la adquisición 

de un morfotipo ameboide (Wang et al., 2011; Han et al., 2020; Tsioti et al., 2023; Wu et al., 

2023; Rodríguez-Ramírez et al., 2024), por el aumento en el marcaje de Iba1 (Wang et al., 
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2011; Lin et al., 2018; Ren et al., 2018), o por un incremento de los mediadores 

proinflamatorios en la retina (Kokona et al., 2018; Han et al., 2020; Wu et al., 2023; 

Rodríguez-Ramírez et al., 2024). Kokona y cols. (2018), tras la administración intravenosa 

de dosis repetidas de LPS, observaron, además del aumento del número de células 

microgliales, una migración de estas a través de las capas hacia la CNE. En nuestro 

modelo, que es a corto plazo (24 h), detectamos un aumento de las células en las capas 

más internas de la retina, así como del morfotipo migratorio HZ, el cual migra dentro de la 

misma capa de la retina en la que se encuentra; mientras que solo encontramos un ligero 

incremento de células microgliales en la CNE (Fig.54A). Es posible que, si prolongásemos 

nuestro estudio a tiempos más largos sí que pueda incrementarse el número de células de 

morfotipo VT que migren a través de la retina, hacia las capas más externas. Respecto al 

estudio por áreas que hemos realizado, otros autores también han encontrado un aumento 

de células microgliales en zonas similares a las nuestras. Rodríguez-Ramírez y cols. (2024) 

demostraron que el incremento se apreciaba en la zona cercana al disco óptico. El daño 

que se ha producido en la retina y que ha generado tanto pérdida de CGR como activación 

de células macrogliales, podría estar atrayendo a más células de microglía hacia la retina 

y una de sus vías de entrada es el NO. En la cabeza del NO, en situación fisiológica, hay 

células microgliales quiescentes próximas a las paredes vasculares de la zona, y está 

demostrado que en daños severos estas células se activan y adquieren un morfotipo 

migrante que puede alcanzar la retina (Provis et al., 1996; Reichenbach & Bringmann, 

2020).  En otros diseños experimentales de administración sistémica, el LPS indujo, al igual 

que en nuestro estudio, una mayor presencia de células Iba1+ en las capas más internas de 

la retina a las 24h (Lin et al., 2018) y a las 48 h (Ren et al., 2018), pero también describen su 

presencia en el cuerpo ciliar justificando su entrada a la retina por esta zona (Lin et al., 

2018). Es posible que el aumento que hemos encontrado en nuestro modelo en las áreas 

de la región temporal sea por el mismo motivo. En resumen, en nuestro modelo no 

podemos descartar, que el aumento de células Iba1+ observado sea por proliferación de 

las presentes en la retina en las capas más internas, por migración celular desde zonas 

cercanas a la retina como el disco óptico o el margen ciliar; o incluso por la entrada y 

diferenciación de células inmunes periféricas.  

Wang et al., (2011) demostraron la existencia de una comunicación bidireccional entre 

las células microgliales y las células de Müller retinianas en condiciones patológicas. En 

este artículo analizaron in vitro los efectos del LPS sobre las poblaciones microgliales y las 

células de Müller. Observaron que las células microgliales tras ser estimuladas con LPS 

producían una activación de las células de Müller, al liberar citoquinas proinflamatorias (IL-
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1β, IL-6) y nitritos, además de aumentar la expresión de moléculas quimioatrayentes (MCP-

1) y adhesivas (ICAM1, VCAM1); lo que facilita la atracción y el desplazamiento de las 

células microgliales a través de la superficie de las células de Müller. A su vez, las células 

de Müller activadas inducen una mayor activación de las células de microglía las cuales 

secretan al medio más mediadores proinflamatorios, además de observarse un aumento 

de la proliferación microglial. La coactivación Müller-microglía permite, además de 

aumentar el ambiente proinflamatorio y una mayor activación de ambos tipos celulares, 

que se produzca la atracción de las células microgliales hacia las células de Müller, y las 

empleen como un andamio por el que desplazarse tanto dentro de una misma capa 

(morfotipo HZ) por las prolongaciones laterales de las células de Müller; como entre las 

distintas capas de la retina (morfotipo VT) empleando para ello las prolongaciones vítrea y 

ventricular de las células de Müller. En nuestro modelo, al ser a corto plazo (24 h) no hemos 

observado incremento significativo del morfotipo migratorio VT; sin embargo, si hemos 

descrito un aumento muy ligero de células en la CNE. El análisis del modelo en estadíos 

posteriores tras la inyección de LPS, permitiría analizar si se produce un mayor aumento 

del morfotipo VT, así como un avance de las células microgliales de las capas más internas 

hacia las más externas. Al ser un proceso de coactivación bidireccional, existe controversia 

en la literatura sobre quien detecta primero el daño en la retina. Algunos autores indican 

que podría iniciarse por las células de Müller (de Hoz et al., 2016) mientras que otros 

atribuyen el inicio a las células de microglía (Langmann, 2007; Wang & Wong, 2014). La 

estrecha relación de las células de Müller con los vasos sanguíneos, así como su 

localización radial, en todas las capas de la retina, les permitiría detectar rápidamente 

alteraciones en cualquiera de las áreas y capas de la retina (de Hoz et al., 2016). En nuestro 

modelo, hemos visto tanto activación macroglial como microglial, por lo que no podemos 

discernir quien ha detectado primero el daño solo con el estudio morfológico.  

El análisis de los posibles mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones 

que hemos encontrado en la retina, demostró que existe una coexpresión del TLR4 con las 

células GFAP+ y no con las células microgliales (Fig.56). La colocalización la hemos 

observado, principalmente en la CFNO-CCG, sugiriendo su presencia en los astrocitos y/o 

las prolongaciones vítreas de las células de Müller. Este resultado podría indicar que es la 

macroglía quien está detectando la endotoxina en primer lugar, pues TLR4 al activarse en 

las células macrogliales induce el inicio de una respuesta inflamatoria en las mismas 

(Kumar & Shamsuddin, 2012; He et al., 2013). En los cultivos de células Müller humanas, 

los diferentes receptores tipo Toll, incluido el TLR4, son capaces de detectar diferentes 

tipos de estímulos nocivos lo que conlleva a su activación y a iniciar una fuerte respuesta 
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inmune (Kumar & Shamsuddin, 2012). En nuestro modelo, la activación de las células de 

Müller en la zona de las prolongaciones vítreas a través del TLR4, podría justificar el 

aumento de expresión de GFAP observado y explicaría que este aumento haya sido en la 

zona más interna de la retina. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, no hemos 

encontrado una coexpresión del TLR4 en las células migrogliales, pero otros autores si han 

demostrado en modelos, in vivo e in vitro, que la administración de LPS activa las células 

microgliales a través de la vía TLR4/NF-kB, aumentando la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y la apoptosis celular (Han et al., 2020). Estos autores proponen que la 

activación del TLR4, que observan en las células endoteliales de la BHR por el LPS, 

produciría un aumento de la expresión de marcadores proinflamatorios que conducirían a 

la activación de las células microgliales, y la expresión de moléculas de adhesión como 

ICAM1 lo que facilitaría la adhesión y la entrada de células inmunes periféricas a la retina 

(Tsioti et al., 2023). Sin embargo, este aumento en el ambiente proinflamatorio descrito 

también podría conllevar a la activación de las células macrogliales, como la descrita en 

nuestro caso, especialmente cuando son las células macrogliales las que están en 

estrecho contacto con los vasos sanguíneos al formar parte directa de la BHR.  

No podemos establecer si el LPS actúa directa o indirectamente sobre las poblaciones 

celulares de la retina, pues existe en la literatura cierta controversia sobre si atraviesa o no 

la BHR y/o la BHE (Varatharaj & Galea, 2017). Lo que sí está aceptado es que su 

administración produce una disrupción de la BHR (Li et al., 2014; Kokona et al., 2018) o una 

alteración de su función (Daikohara et al., 2022), lo que permitiría la entrada tanto de 

células inmunes periféricas como de mediadores inflamatorios sistémicos; esto 

provocaría la activación de las células gliales y el aumento en retina de citoquinas 

proinflamatorias (Li et al., 2014; Kokona et al., 2018; Ren et al., 2018;  Han et al., 2020; Wu 

et al., 2023; Rodríguez-Ramírez et al., 2024). A su vez, la activación de las células gliales 

contribuye al aumento de la permeabilidad de la BHR, ya que fundamentalmente los 

astrocitos y las células de Müller liberan grandes cantidades de VEGF en condiciones 

patológicas, que al aumentar la permeabilidad vascular incrementarían el reclutamiento e 

infiltración de células inmunes periféricas (revisar: de Hoz et al., 2016; Reichenbach & 

Bringmann, 2020). Por otra parte, la activación de las células microgliales produce la 

liberación de IL-1β, TNFα, EROs y nitritos lo que también contribuiría a aumentar la 

permeabilidad de la barrera, pues disminuye la expresión de proteínas de unión, y 

produciría la muerte de los pericitos de la misma (Rathnasamy et al., 2019).  

Otras de las consecuencias de la administración del LPS es la formación de edema 

debido a alteraciones vasculares, tal y como hemos observado en nuestro estudio, y ha 
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sido previamente descrito por otros autores (Kokona et al., 2018; Rodríguez-Ramírez et al., 

2024). La formación de edema en modelos de administración de LPS también ha sido 

relacionada con la activación y proliferación microglial, en especial en zonas próximas a 

vasos sanguíneos (Kokona et al., 2018; Tsioti et al., 2023; Wu et al., 2023; Rodríguez-

Ramírez et al., 2024). De hecho, la inhibición de la activación microglial, o una reducción 

en su número son capaces de producir una mejoría de las alteraciones vasculares 

descritas, lo que reduciría el grosor de la retina y, por ende, el edema (Kokona et al., 2018; 

Wu et al., 2023; Rodríguez -Ramírez et al., 2024). Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos en nuestro estudio, donde hemos observado un incremento en la activación glial 

fundamentalmente en las áreas adyacentes al NO, lo cual podría estar debilitando la BHR 

e inducir la formación del edema que demostramos con la TCO. Además, es precisamente 

en estas zonas periNO, donde observamos la mayor afectación a las CGRs, posiblemente 

causado por la excesiva activación glial y la ruptura de la BHR. 

En este punto es importante recordar que en nuestro modelo hemos observado un daño 

neuronal debido a la reducción del número de células Brn3a+, que puede relacionarse, 

como ya hemos discutido, con una pérdida de funcionalidad o una pérdida de viabilidad de 

las mismas. Las alteraciones neuronales y gliales observadas hicieron necesaria la 

búsqueda del posible mecanismo molecular subyacente. Considerando los estudios 

previos del grupo, decidimos analizar si el inflamasoma mediado por NLRP3 se encontraba 

implicado. En los animales tratados con LPS demostramos una coexpresión del receptor 

NLRP3 en las CGRs (Fig.55). Esta vía del inflamasoma mediado por NLRP3 ha sido 

propuesta cómo posible vía de neurodegeneración de las CGRs (Zhang et al., 2021; Chen 

et al., 2022), como se ha observado en modelos de isquemia-reperfusión (Guan et al., 

2020), retinopatía diabética (Li et al., 2020; McCurry et al., 2024) o glaucoma (Pronin et al., 

2019; Chen et al., 2020). En el estudio de Rodríguez-Ramírez y cols. (2024), aunque no 

analizaron este receptor, sí describieron que su inhibición evitaba notablemente la pérdida 

de CGRs. NLRP3 se encuentra presente en situación basal en diversas áreas de la retina, 

como en el epitelio pigmentario, las células de macroglía y las células de microglía (Pronin 

et al., 2019; Zhang et al., 2019; Li et al., 2020; Coyle et al., 2021; McCurry et al., 2024), pero 

hasta donde sabemos, no han sido descritas en las CGR. El hecho que, en nuestro estudio, 

tras la administración de LPS las CGRs aumenten la expresión de NLRP3 respecto a los 

controles (Fig.A1, Anexo I) podría ser indicativo de una activación de esta vía del 

inflamasoma, posiblemente tanto por la acción directa de la toxina como por la llegada de 

la inflamación sistémica al SNC. En cualquiera de las dos situaciones podrían activarse, en 

un primer lugar, las células gliales debido al aumento de la expresión de TLR4 respecto a 
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los controles (Fig.A1, Anexo I), quienes, a su vez, activarían la vía del inflamasoma en las 

CGRs. Si esta hipótesis fuera cierta, la disminución en el marcaje de Brn3a+ observada en 

los animales de los grupos tratados con LPS podría ser indicativo de una pérdida de 

funcionalidad que, en último término, podría incluso llevar a la muerte piroptótica de las 

CGRs. 

Los resultados obtenidos no sólo son comparables con modelos donde han empleado 

el LPS, sino que también coinciden con numerosos estudios en modelos animales 

centrados en diversas retinopatías: glaucoma (Fernández-Albarral et al., 2021a; Martínez-

López et al., 2024), retinopatía diabética (Lobanovskaya et al., 2018; Gorbatyuk et al., 2022) 

y de retinitis pigmentosa (García-Ayuso et al., 2015). Esto sugiere que nuestro modelo 

podría ser una herramienta valiosa para la investigación de mecanismos inflamatorios 

generales asociados tanto con patologías inducidas por LPS como con patologías que 

cursen con activación glial. Además, de ser útil para la búsqueda de nuevos tratamientos 

farmacológicos que permitan prevenir o reducir la gliosis reactiva observada en estas 

patologías retinianas, ya que la inhibición de esta situación inflamatoria previene la 

apoptosis neuronal y evita la pérdida de las funciones homeostáticas de las células gliales 

(Ganesh & Chintala, 2011). 

Los efectos de la administración sistémica de LPS sobre los núcleos de la vía visual 

apenas han sido analizados en la literatura. Sin embargo, han sido muchos los estudios que 

han analizado sus efectos en otras regiones cerebrales (ver Tabla 3). En los núcleos de 

relevo de la vía visual analizados en el presente trabajo, la administración de LPS indujo una 

marcada reducción del marcador NeuN en los tres núcleos (Fig.57); un aumento de la 

expresión de GFAP en el CS y en la V1 (Fig.59); y una activación de las células microgliales, 

evidenciada por el cambio de morfotipo, en todos los núcleos, en especial en la V1 (Fig.61), 

sin afectar al número de células (Fig.60).  

La disminución de la expresión de NeuN en los tres núcleos analizados, concuerda con 

los observados en otras áreas. En el estudio de Semmler y cols. (2008), Con el mismo 

modelo, encontraron una disminución del marcaje de NeuN en la corteza y el hipocampo; 

pero no en el tálamo o el cerebelo; también en el en el hipocampo y en la corteza prefrontal, 

a largo plazo se observa una pérdida de neuronas, que no se observa en la corteza parietal 

(Semmler et al., 2007; Zhao et al., 2019); la administración de dosis repetidas induce a largo 

una disminución de neuronas en la sustancia negra pars compacta (SNpc), pero no en el 

hipocampo o en la corteza motora (Milde et al., 2021). Los estudios anteriores, demuestran 

la variabilidad de la afectación neuronal por la administración de LPS en función de la 

región analizada, lo que demuestra que, aunque LPS ejerce un daño en el SNC, hay una 
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distinta vulnerabilidad de las regiones cerebrales al mismo. En nuestro estudio, aunque 

observamos pérdida de marcaje en los tres núcleos estudiados, no están afectados por 

igual, pues la V1 es la que presenta algo más de pérdida, pudiendo ser más vulnerable a los 

efectos de la endotoxina que las otras. Aunque no podemos descartar que, dado que a V1 

llegan aferencias procedentes tanto de CS como del NGLd, los efectos que LPS ha 

producido en los anteriores núcleos podrían sumarse y la disminución que observamos en 

V1 en la expresión de NeuN se deba, tanto al efecto del tratamiento de forma directa sobre 

ella, como a recibir menos aferencias de los otros núcleos de relevo. De manera similar a 

lo discutido respecto al marcaje de Brn3a, no podemos dilucidar si la pérdida de expresión 

de NeuN está relacionada con una pérdida de su funcionalidad o con la muerte neuronal. 

Aunque, en muchas patologías la pérdida completa del marcaje de NeuN o la disminución 

en su expresión han sido tradicionalmente asociadas con la muerte celular, estudios más 

recientes sugieren que esta relación no es necesariamente directa. En estos trabajos, se 

ha planteado que la disminución o ausencia del marcaje de NeuN puede reflejar una 

pérdida temporal de funcionalidad neuronal sin comprometer la viabilidad celular 

(Gusel’nikova & Korzhevskiy, 2015; Duan et al., 2016). 

Al igual que en la retina, tras evaluar el estado de las neuronas hemos analizado los 

cambios producidos en las poblaciones gliales, ya que se ha demostrado que, entre las 

alteraciones producidas durante la sepsis en el resto del SNC, uno de los más 

característicos es la activación de las células microgliales y los astrocitos (Hoogland et al., 

2015; Shulyatnikova & Verkhratsky, 2020). En nuestro modelo, la administración de LPS 

indujo un marcado aumento de la expresión de GFAP en el CS y en la V1, sin observar 

cambios en el NGLd (Fig.59). Otros autores con el mismo modelo demuestran un aumento 

de células GFAP+ a las 24 h, pero no antes, en la corteza, el hipocampo o el estriado 

(Semmler et al., 2005); e incluso hay un trabajo que, con dosis menores demuestran un 

aumento de la expresión del marcador a las 24 h en diferentes áreas cerebrales (Banks et 

al., 2015; Brandi et al., 2022). Aunque existe algo de controversia en la literatura, pues otros 

estudios realizados a las 24 h de la administración de LPS con dosis similares a las 

nuestras, no han evidenciado el aumento de células GFAP+ en el cerebelo o el mesencéfalo 

(Semmler et al., 2005), ni en el tálamo, la corteza, el hipocampo o el cerebelo (Semmler et 

al., 2008). Lo mismo ocurre en aquellos trabajos que utilizan dosis menores, no hay 

aumento del marcaje de GFAP en el hipocampo, la corteza (Norden et al., 2016), la región 

talámica o la corteza visual (Brandi et al., 2022). Respecto a la diferente afectación 

macroglial en los núcleos que hemos analizado, los resultados son coincidentes de forma 

parcial con los de Brandi y cols. (2022): no se observan cambios en el marcaje de un núcleo 
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talámico, el NGLd; pero ellos no observan el aumento en V1 que nosotros sí observamos. 

En resumen, en los diferentes modelos animales de tratamiento con LPS, existen 

discrepancias sobre la activación de los astrocitos cuando se analiza mediante la 

expresión de GFAP, mostrando nuevamente una vulnerabilidad diferencial a la endotoxina, 

lo que coincide también con nuestros hallazgos. Sin embargo, no podemos descartar que 

exista una ligera activación macroglial, pero que aún no es posible detectarla mediante un 

aumento en el marcaje con GFAP. Por ejemplo, en el estudio de Norden y cols. (2016) a 

pesar de no observar un incremento en el marcaje de GFAP sí que se observó un incremento 

en la expresión génica del marcador a las 24 h; además en los astrocitos aislados de los 

animales se observó una mayor expresión de IL-6 y IL-1β a las 2 h y un aumento de IL-1β, 

TNFα y MCP-1 a las 24 h, indicando la activación de este grupo celular. Nuestros resultados 

han demostrado una afectación neuronal en los tres núcleos analizados, pero sólo 

activación glial detectable con el marcador empleado en CS y V1, por lo que es posible que 

en el NGLd aún estemos en niveles bajos de activación macroglial y que en tiempos 

posteriores pudiera ya ser evidente, al ir progresando el daño tanto en retina como en CS 

de los cuales recibe aferencias. 

En el caso de las células microgliales de la vía visual, hemos evaluado dos parámetros: 

el número total de células y el estado de activación mediante el estudio de los diferentes 

morfotipos. La administración de LPS prácticamente no indujo cambios en la densidad 

celular (Fig.60), pero provocó una activación microglial, incrementando el porcentaje de 

los morfotipos reactivos en todas las áreas (Fig.61), aunque de manera más marcada en la 

V1. De nuevo encontramos discrepancias en la literatura en relación al incremento de 

células microgliales: algunos autores han encontrado, a las 24 h del tratamiento con LPS, 

un mayor número de células microgliales en cerebelo a la misma dosis que nuestro modelo 

(Semmler et al., 2005), o incluso a dosis menores en regiones tales como el tálamo y la 

corteza visual (Brandi et al., 2022; Jung et al., 2022); sin embargo, estos mismo autores no 

observan cambios en el número de células de microglía en otras áreas cerebrales (corteza, 

hipocampo y estriado; Semmler et al., 2005). En nuestro modelo, aunque no hayamos 

detectado un aumento en la población microglial, sí que demostramos su activación al 

analizar el morfotipo en los tres núcleos visuales (Fig.61): hay una diminución en los 

morfotipos basales (morfotipos I-II) y un incremento de los reactivos (morfotipos III-IV-V), 

sobre todo en la V1. Nuestros hallazgos son consistentes con múltiples estudios donde han 

observado un cambio de un morfotipo ramificado hacia un morfotipo ameboide tras la 

administración de LPS (Qin et al., 2007; Masson et al., 2015; Norden et al., 2016; Brandi et 

al., 2022). La activación glial puede estar determinada, entre otros, por la hiperplasia y/o la 
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hipertrofia o modificación morfológica, en nuestro caso, aunque no haya aumento del 

número de células, si lo hay de su grado de activación, lo cual es indicativo también de un 

mayor estado inflamatorio, que acompaña a las alteraciones neuronales descritas. V1 es 

de nuevo el área cerebral más afectada y, como se ha discutido entes, es posible que se 

deba al daño directo por LPS y/o por la inflamación sistémica que el mismo produce y cuyos 

mediadores pueden llegar vía el circulatorio al SNC; pero también a que recibe aferencias 

del CS y del NGLd entre otros, lo cual hace que las alteraciones en esas estructuras 

también afecten a lo que recibe V1. Estos cambios morfológicos demuestran una 

activación microglial en respuesta al LPS y, como otros autores han descrito, va 

acompañada del aumento de mediadores proinflamatorios y del estrés oxidativo (ver Tabla 

3). 

La endotoxina afecta la BHE (para revisión ver: Danielski et al., 2018; Catarina et al., 

2021), pues se ha demostrado que la administración sistémica de LPS es capaz de dañar 

las proteínas de unión (Huang et al., 2020) y aumentar la permeabilidad de la BHE (Banks 

et al., 2015; Towner et al., 2018). De nuevo, no podemos descartar que la acción del LPS 

sea directa sobre las poblaciones celulares analizadas en los distintos núcleos de relevo 

de la vía visual; o que la inflamación periférica inducida y la alteración de la BHE provoquen 

la extravasación del LPS y de los moduladores inflamatorios periféricos que ha producido. 

Al igual que discutimos en retina, la activación macro y microglial que hemos demostrado 

va a potenciar aún más el estado inflamatorio contribuyendo a aumentar el daño local. Este 

punto nos lleva de nuevo a plantear la necesidad de analizar las vías moleculares 

específicas implicadas en los efectos observados en los núcleos de la vía visual tras la 

administración de LPS. Aunque aún no se ha completado el mismo, dado que se han 

observado efectos similares a los descritos en la retina, suponemos que el inflamasoma 

mediado por NLRP3 podría también estar involucrado.  

La pérdida de visión puede producirse por muchas etiologías diferentes (traumatismos, 

tumores, problemas vasculares, inflamación…) que afecten a alguna de las estructuras 

implicadas en la vía visual, desde la retina hasta la corteza cerebral (Sefton et al., 2015; 

Patel et al., 2021; Augustine et al., 2023). Modelos animales de glaucoma (Sapienza et al., 

2016) o de traumatismo encefálico (Evanson et al., 2018; Atapour et al., 2021; Frankowski 

et al., 2021), han demostrado que el daño neuronal y la activación macro- y microglial 

producida en algún punto de la vía visual se puede propagar anterógrada o retrógradamente 

a través de esta. Un ejemplo claro de esta traslación del daño se observa en el estudio de 

Aranda y cols. (2015) dónde la administración directa de LPS en el NO, indujo una rápida 

activación de las células microgliales (24 h) y tardía de las macrogliales (21 días), 
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induciendo finalmente una pérdida de neuronas Brn3a+ en la retina a los 21 días y 

alteraciones en el CS y el NGLd a los 7 días. Estos trabajos ponen de manifiesto que 

cualquier alteración en alguno de los puntos de la vía visual se puede trasladar anterógrada 

o retrógradamente. Por lo tanto, nuestros efectos pueden estar causados no sólo por la 

inflamación periférica o el efecto directo del LPS sobre nuestras poblaciones de estudio; 

sino que el daño producido en la retina o en los núcleos cerebrales se esté transmitiendo a 

lo largo de la vía visual potenciando el daño observado.  

 

2. DISCUSIÓN: MODELO ANIMAL DE MALARIA 
Los resultados obtenidos han demostrado que la inoculación del parásito P. berghei 

induce daño neuronal y activación glial a lo largo de la vía visual, e incrementa las 

evidencias de que la CIL sea eficaz en el tratamiento de las alteraciones producidas. 

En el modelo animal de malaria realizado mediante la inoculación del parásito P. 

berghei ANKA en ratones C57BL6J hembra, hemos observado un incremento gradual de la 

parasitemia hasta conseguir aproximadamente un 9% el día 6 postinfección; una marcada 

reducción en la concentración de hemoglobina en sangre y un ligero aumento de los niveles 

de creatinina sérica (Fig.62). La evolución de la parasitemia con una dosis de 106 GRI 

demuestra que se produce un pequeño aumento el día 4 (alrededor del 2,5%), que 

incrementa hasta alcanzar unos valores del 9% el día 6 (Fig.62A). Estudios previos en 

modelos murinos con la misma dosis y especie de parásito (Zhu et al., 2015; Oliveira et al., 

2017; Paquet-Durand et al., 2019; Mukherjee et al., 2022), obtienen niveles de parasitemia 

similares o incluso algo menores a día 5-7 post infección. Aunque la parasitemia obtenida 

con el modelo no haya sido extremadamente elevada, modelos que han empleado la 

misma cepa de parásito y la misma o menor dosis de inoculación, han observado síntomas 

característicos de la enfermedad, como ataxia, convulsiones parálisis y/o coma, durante el 

mismo periodo de evaluación (Medana et al., 1996, 1997b, 2000; Clark et al., 2005; Oliveira 

et al., 2017; Strangward et al., 2017), junto con un menor valor en la escala rápida de coma 

y comportamiento murino (Carroll et al., 2010; Miranda et al., 2013; Strangward et al., 2018; 

Oelschlegel et al., 2024); también has descrito alteraciones similares a las observadas en 

pacientes con MC, como edema y hemorragias (Strangward et al., 2017, 2018); y con RM, 

cómo zonas de blanqueamiento, hemorragias, edema y dilatación vascular (Neill et al., 

1993; Paquet-Durand et al., 2019). Estos datos sugieren que, incluso con una parasitemia 

no excesivamente alta, la inoculación de la cepa P. berghei ANKA es un modelo útil para el 

estudio de las complicaciones en el SNC asociadas a la MC y la RM. Además de la 
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parasitemia es necesario evaluar el nivel de afectación a nivel sanguíneo, con el fin de 

asegurar la presencia de alteraciones asociadas a la inoculación del parásito. En este 

sentido encontramos una marcada reducción en la concentración de hemoglobina en 

sangre 6 días tras la inoculación de P. berghei (Fig.62B); y observamos una correlación 

lineal inversa entre estos valores y los niveles de parasitemia a día 6 (Fig.62C), lo cual indica 

que a mayor concentración del parasito menor concentración de Hb, y, por tanto, mayor 

severidad de la patología. Otros autores han demostrado la disminución de esta proteína 

con carga del parásito similar a la nuestra (Lopes et al., 2016; Lakkavaram et al., 2020; 

Mogaka et al., 2023); sin embargo, hay cierta controversia al respecto ya que otros estudios 

no han encontrado cambios en los niveles de Hb o en el número de glóbulos rojos a pesar 

de haber observado un aumento en la parasitemia (Zhu et al., 2015).  

Nuestros datos muestran también una afectación renal, en los animales inoculados 

con el parásito (grupo Malaria) se observó un incremento en los niveles de creatinina sérica 

(Fig.62D). Otros autores, también han observado un incremento de la creatinina sérica tras 

la administración de P. berghei ANKA a la misma concentración que la aquí empleada 

(Abreu et al., 2014; Silva et al., 2018; Mogaka et al., 2023), demostrando la presencia de FRA 

asociado a la malaria (Katsoulis et al., 2021). En nuestro estudio el aumento de creatinina 

observado no ha sido tan pronunciado como en otros estudios (Abreu et al., 2014; Silva et 

al., 2018; Mogaka et al., 2023), ya que, aunque empleamos la misma dosis, y los daños son 

evaluados a tiempos similares, los niveles de parasitemia alcanzados fueron menores que 

los obtenidos en dichos estudios (15-20%). Por lo que, aunque empecemos a observar 

efectos a nivel sanguíneo, es posible que se necesite una mayor carga parasitaria para 

inducir un daño renal más marcado.  

Existen varios estudios que valoran las alteraciones en la retina mediante técnicas de 

imagen y de funcionabilidad in vivo, y otros que analizan los efectos sobre la circulación y 

la oclusión de los vasos sanguíneos (ver Tabla 9); sin embargo, son pocos los estudios que 

hayan caracterizado las alteraciones en las CGRs y en las poblaciones gliales. En la retina 

de los animales del grupo Malaria, pudimos observar una disminución del marcador Brn3a 

en la retina completa, principalmente en el área CI (Fig.63 y Fig.64); un aumento de la 

expresión de GFAP en casi todas las áreas (Fig.65 y Fig.66); y un aumento general del 

número de células microgliales, siendo más marcado en la región central (Fig.68 y Fig.69); 

además, de inducir su activación, demostrada por el aumento del morfotipo migratorio VT 

(Fig.70B). 

La disminución generalizada del marcador Brn3a en las CGRs (Fig.63) puede ser 

indicativa tanto de una menor funcionalidad celular como de muerte neuronal. En un 
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trabajo realizado en un modelo similar al nuestro, observaron un incremento de células 

TUNEL+ en la CCG, en la CNI y en la CNE (Paquet-Durand et al., 2019) que sugería la 

presencia de un proceso apoptótico en las CGRs, y en otras poblaciones celulares 

retinianas. En nuestro estudio, es posible que mediante el uso de algún marcador de 

muerte celular podamos discriminar si a nuestras CGRs les ocurre lo mismo y el parásito 

induce su destrucción, o si se trata, por el contrario, de un estado de “disfuncionalidad” 

transitoria.  Al igual que en el modelo de sepsis, en este estudio no todas las áreas de la 

retina mostraron el mismo grado de afectación. En este caso, en el modelo animal de 

malaria, la mayor pérdida de CGRs-Brn3a+ se concentró en el área CI (Fig.64), lo que podría 

estar relacionado con una mayor acumulación de GRI, ya que se ha descrito una mayor 

afectación en las zonas donde se acumula el parásito (Paquet-Durand et al., 2019). 

Además, el área CI se localiza en las proximidades del disco óptico, zona de mayor 

irrigación de la retina, a través de la cual se produciría la entrada del patógeno, de sus 

productos bioactivos o de los mediadores inflamatorios periféricos. 

Al igual que nosotros, otros autores con el mismo modelo han evidenciado una 

alteración de la distribución de los astrocitos y una activación macroglial (Medana et al., 

1996; Paquet-Durand et al., 2019). En el análisis detallado por áreas (Fig.66), no hemos 

detectado grandes diferencias entre ellas, por lo que no podemos establecer un patrón de 

daño espacial específico; mientras que, en el estudio por capas, el aumento de expresión 

de GFAP fue más pronunciado en la CCG y en las capas más externas CNE-SE (Fig.67). Este 

aumento de expresión en la CCG sugiere una activación tanto astrocítica como un 

incremento de marcaje de las prolongaciones vítreas de las células de Müller; mientras que 

el aumento en el resto de las capas se debe a la activación de las células de Müller, como 

puede observarse en las microfotografías tomadas (Fig.65). Es importante destacar la 

afectación de las capas más externas de la retina llegando hasta el SE, lo cual no se 

observó en el modelo de sepsis. Como ya se discutió con anterioridad, la afectación de la 

activación macroglial, hasta capas de la retina externa, es indicativo de un mayor daño, por 

lo que este modelo parece más agresivo que el de LPS. La activación macroglial que hemos 

obtenido en las capas más externas podría estar vinculada con alteraciones en los 

fotorreceptores, lo cual estaría en línea con los resultados obtenidos por Paquet-Durand y 

cols. (2019), quienes observaron un aumento de células en estado apoptótico en la CNE, 

sugiriendo la muerte de los fotorreceptores.  

En cuanto a las células microgliales, hemos detectado un incremento del número de 

células Iba1+ en toda la retina (Fig.68), en especial en la región central (Fig.69). Los 

resultados son coincidentes con los de Medana y cols. (1997a y 2000), quienes observaron 
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un aumento de células microgliales a los 7 días de la inoculación del parásito, 

principalmente alrededor del disco óptico; junto con una activación microglial evidenciada 

por el aumento del morfotipo ameboide. El aumento de células microgliales en la región 

central podría explicarse por una entrada de las mismas a través del NO. Además, al igual 

que en el modelo de sepsis, se ha observado un marcado incremento del número de 

células en las capas más internas de la retina (CCG-CPI; Fig.70A), lo cual podría explicarse 

o bien por la entrada directa de estas células desde el margen ciliar, o bien por su entrada 

a través del humor vítreo estableciéndose en las capas más internas.  

Nuestros resultados, también han mostrado una activación microglial caracterizada 

por la adquisición del morfotipo migratorio VT (Fig.70B), migratorio entre diversas capas de 

la retina, posiblemente relacionado con su interacción con las células de Müller (Wang et 

al., 2011) y su migración hacia capas más externas, explicando así el incremento en la CNI 

y en la CPE. En este modelo se observa esta activación del morfotipo VT, migratorio entre 

capas, probablemente por la duración del modelo, que es más prologando; mientras que 

en el modelo de sepsis solo se observó el incremento del morfotipo HZ, migratorio dentro 

de una misma capa, debido, posiblemente, a que se trata de un modelo más agudo (24h), 

de corta duración. 

La gran activación macro y microglial, indica un estado inflamatorio que afecta desde 

la retina interna hasta la externa; de nuevo apoya la existencia de la interacción directa 

entre las células de Müller y las células de microglía, tanto para retroalimentar de forma 

positiva la activación de ambas, como para favorecer la migración de las células 

microgliales sobre el andamiaje retiniano que constituyen las células de Müller. Es este 

caso, en el modelo de malaria, la migración de las células microgliales ocurriría, a lo largo 

de toda la longitud de la célula de Müller, desde la prolongación vítrea hacia la ventricular, 

tal y como demuestra la presencia de microglía de morfotipo VT. En este caso, al evaluar 

las alteraciones gliales en un único punto temporal, no hemos podido discernir qué 

población es la que primero detecta el daño en la retina. Sin embargo, en nuestro estudio, 

hemos observado en las células GFAP+ (Fig.72) un aumento en la expresión de TLR4 

respecto a los controles (Fig.A1, Anexo I), lo que podría indicar que fuera la macroglía quien 

detecta al parásito, o alguno de sus subproductos, activándose en primer lugar. Otros 

autores incluso han observado la presencia del parásito intracelularmente en las células 

de Müller, proponiendo que fueran éstas las que introdujeran el parásito en la retina e 

iniciasen el proceso de inflamación (Paquet-Durand et al., 2019). Por otro lado, nuestros 

resultados de inmunofluorescencia revelaron también un aumento en la expresión del 

complejo inflamatorio NLRP3 en las células Brn3a+ (Fig.71) respecto a los controles 
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(Fig.A1, Anexo I); resultado similar al observado en el modelo de sepsis. Estos datos 

sugieren, nuevamente, la hipótesis que planteamos, que podrían ser las células 

macrogliales las que respondan al daño, bien al parásito o bien a la inflamación periférica 

inducida por el parásito, a través de la vía del TLR4; aumentando así el ambiente 

inflamatorio en la retina, activando tanto a las células microgliales como la vía del 

inflamasoma mediado por NLRP3 en las CGRs, mecanismo que podría llevar a la muerte 

de estas células, quizás por un proceso de piroptosis, aunque son aún necesarios estudios 

adicionales para confirmar esta hipótesis. 

La activación astrocítica y de las células de Müller (Medana et al., 1996; Paquet-Durand 

et al., 2019) conlleva la disrupción de la BHR, produciendo edema y hemorragias en el SNC 

(Neill et al., 1993; Ma et al., 1996; Paquet-Durand et al., 2019). En estos modelos, además, 

se ha observado un aumento en la adhesión de monocitos a los vasos retinianos y el 

aumento de expresión de moléculas de adhesión cómo VCAM1 e ICAM1 (Ma et al., 1996). 

En pacientes también se ha descrito una activación glial, alteración de la BHR, y una 

alteración de las moléculas de adhesión (Barrera et al., 2018). La reducción del flujo 

sanguíneo y la consecuente hipoxia producen alteraciones en la retina causando 

inflamación, aumento del estrés oxidativo y la muerte celular de los tipos neuronales 

retinianos, resultando en deterioro visual y ceguera (revisar Osborne et al., 2004). En este 

sentido, son varios los modelos que han relacionado la hipoxia con el daño neuronal o la 

pérdida de funcionabilidad. En los modelos murinos de P. berghei se ha observado una 

oclusión mecánica de los capilares retinianos por células sanguíneas parasitadas y no 

parasitadas (Neill et al., 1993; Ma et al., 1996; Paquet-Durand et al., 2019); así como la 

presencia del parásito dentro de las propias capas de la retina (Paquet-Durand et al., 2019). 

En el modelo desarrollado por Paquet-Durand y cols. (2019) observaron procesos de 

neurodegeneración principalmente en las áreas periféricas, en las zonas donde se vio una 

mayor oclusión vascular, esto es, en las regiones que habían sufrido hipoxia. En el estudio 

de Oliveira y cols. (2017), estos procesos de neurodegeneración se relacionaron con las 

zonas en las que se encontró un deterioro electrofisiológico en la retina, junto con un 

incremento en los niveles de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en cuanto a la 

activación macroglial podrían implicar una disrupción de la BHR, lo cual explicarían el gran 

daño inflamatorio detectado, y la hipoxia podría ser otro de los factores implicados en el 

daño, que también contribuiría al daño neuronal encontrado. 

Son escasos los modelos que analizan los efectos de la administración del parásito en 

la retina, siendo el presente trabajo, hasta donde sabemos, uno de los primeros en analizar 

las consecuencias que tiene en las distintas poblaciones celulares retinianas con tanta 
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profundidad. Es necesario seguir investigando más a fondo la retina en modelos de malaria, 

ya que, se ha observado que los síntomas en la retina (Neill et al., 1993; Paquet-Durand et 

al., 2019) y la activación glial (Medana et al., 1996, 1997a) aparecen incluso antes que se 

desarrolle la MC. Si se considera la retina como una ventana al resto del SNC (López-

Cuenca et al., 2021), su análisis, mediante técnicas no invasivas como la TCO, podría 

emplearse como un biomarcador temprano de la malaria; de esta forma se podría detectar 

la presencia del daño en etapas muy tempranas, e iniciar el tratamiento adecuado en los 

pacientes antes de que aparezca una sintomatología clínica más grave que podría 

conllevar secuelas permanentes, o incluso la muerte.  

Son escasos los estudios que han analizado los efectos de la malaria en la vía visual. 

Saggu y cols. (2011) demostraron, mediante resonancia magnética, en un modelo animal 

de malaria similar al nuestro (inoculación de P. berghei, 106 GRI i.p.), una gran afectación 

de diferentes componentes del sistema visual, como los nervios y tractos ópticos, el 

quiasma óptico y la región talámica; estas alteraciones podrían ser la causa del deterioro 

visual causado por el parásito, como la pérdida de agudeza visual previamente descrita 

(Lackner et al., 2006). Nuestro estudio es uno de los primeros que profundiza en la 

afectación neuronal y glial en algunos de los núcleos de relevo principales de la vía visual, 

y, hemos demostrado que la administración del parásito (P. beghei, 106 GRI i.p.), en tan solo 

6 días, induce una marcada alteración de las poblaciones analizadas, produciendo una 

disminución del marcador NeuN (Fig.73), un incremento de la expresión de GFAP (Fig.75), 

y un aumento del porcentaje de morfotipos microgliales reactivos en los tres núcleos de 

estudio (Fig.77). Es importante destacar que, al igual que en el modelo de sepsis, los 

núcleos de relevo de la vía visual han sido escasamente analizados por otros investigadores 

(ver Tabla 8). 

La disminución de la expresión de NeuN, ha sido descrita por otros investigadores en 

otras áreas del SNC. La inoculación de dosis similares de la misma cepa del parásito 

provoca una reducción en el número total de células NeuN en la corteza (Ataide et al., 

2020); en el cerebelo y en la corteza, aunque con niveles algo mayores de parasitemia (15%) 

(Sarkar et al., 2017), así como una disminución de neuronas en la corteza y el estriado, 

junto con una alteración de su morfología, incluso a dosis menores (Clark y cols. (2005) (ver 

Tabla 8). La existencia de un daño neuronal, por tanto, parece ser común a las distintas 

áreas del SNC y podría estar relacionada con la afectación funcional descrita en la MC. De 

hecho, esta muerte neuronal se relaciona con el deterioro neuromotor descrito, la 

reducción de la locomoción, la pérdida de reflejos, la aparición de ataxia, convulsiones y 

coma (Clark et al., 2005; Ataide et al., 2020). En esta línea, nuestros resultados sobre las 
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pérdidas neuronales detectadas en toda la vía visual analizada proporcionarían un 

mecanismo explicativo al deterioro visual descrito en algunos casos de malaria. 

Respecto a la activación astrocítica hemos detectado un incremento del marcaje de 

GFAP en los tres núcleos de relevo de la vía visual analizados (Fig.75). Son escasos los 

trabajos que han estudiado la activación macroglial en los diferentes núcleos de la vía 

visual. Sin embargo, en otros estudios sí han analizado otras áreas del SNC en modelos 

animales similares. Estos autores han descrito un aumento en la expresión de GFAP, en la 

corteza, el hipocampo y el cerebelo, entre otras regiones, junto con una hipertrofia en estas 

células, sugiriendo una activación astrocitaria, así como una mayor expresión de 

marcadores proinflamatorios, como TNFα y IL-1β, lo que contribuiría a incrementar la 

inflamación local (Medana et al. 1997b; Sarkar et al., 2017; Oelschlegel et al., 2024).  

En cuanto a las células microgliales, en nuestro modelo de malaria, no hemos 

detectado grandes cambios en su número, salvo una ligera disminución en el CS (Fig.76); 

aunque sí se ha descrito un incremento en la presencia de morfotipos reactivos, 

fundamentalmente III y IV, en los tres núcleos analizados a expensas de una reducción en 

el porcentaje de microglia basal o residente (Fig.77); en este modelo no hemos observado 

la presencia de microglia de morfotipo V, considerado el más activo. Es posible que, en este 

modelo, nos encontremos aún en etapas iniciales de la activación microglial, de forma que 

sólo se observe la modificación de morfotipos, pero aún no exista una proliferación celular 

suficiente que nos permita ver un aumento en el número de células microgliales. En un 

estudio previo, con un modelo similar, encontraron un incremento en la expresión de genes 

relacionados con la división y proliferación celular (d5), y un incremento posterior en el 

número de células microgliales (d7) (Capuccini et al., 2016). La discrepancia con nuestros 

resultados podría deberse al nivel de parasitemia alcanzado (15-20%, frente a nuestro 9%), 

a pesar de que la carga de parasito inoculado por esos autores fue algo menor. Otros 

autores con dosis similares (Medana et al., 1997b) o ligeramente menores (Desruisseaux 

et al., 2008) del parásito han encontrado una marcada activación microglial en diferentes 

regiones cerebrales evidenciada en algunos casos por el aumento del tamaño de las 

mismas, hipertrofia, y en otros por el aumento de expresión de marcadores de activación 

(Capuccini et al., 2016; Sarkar et al., 2017; Oelschlegel et al., 2024). Esta activación 

microglial produce un aumento de la expresión de mediadores proinflamatorios por estas 

células, que son posteriormente liberados al medio e incrementan el estado 

proinflamatorio local (Medana et al.,1997b; Capuccini et al., 2016). 

La inoculación del parásito P. berghei, a concentraciones similares a la empleada en 

nuestro estudio (Ataide et al., 2020; Oelschlegel et al., 2024) o a concentraciones menores 
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(Strangward et al., 2017, 2018) induce una acumulación temprana de GRI que precede al 

desarrollo de los síntomas característicos de la MC; y que conlleva el desarrollo de una 

hipoxia cerebral dependiente de la carga parasitaria (Park et al., 2019). En este contexto, 

Oelschlegel y cols. (2024) observaron una acumulación de los GRI en las venas de drenaje 

del cerebro, que redujo el flujo sanguíneo cerebral, y provocó la posterior ruptura de la BHE, 

que se vio acompañada de edema y hemorragias en la corteza visual y el CS, entre otras 

regiones. Otros autores también han descrito alteraciones en la BHE e incremento del 

edema cerebral, asociado a un parénquima desorganizado, oclusión capilar, áreas 

hemorrágicas e infiltración celular (Ataide et al., 2020); o, con dosis menores, una oclusión 

mecánica de los capilares por GRI y un incremento de células inmunes periféricas en la 

microvasculatura cerebral (Strangward et al., 2017, 2018). En los diferentes modelos de 

malaria la disrupción de la BHE parece ser un factor común, por lo que, en nuestro modelo, 

sería esperable observar una ruptura similar, que, junto con la marcada activación glial 

observada, contribuiría aún más a generar un entorno inflamatorio, que podría exacerbar 

el daño neuronal en los núcleos analizados. 

Las citoquinas y quimioquinas pro y antiinflamatorias juegan un papel muy importante 

en el reclutamiento y adhesión de células inmunes durante la MC que conllevan a un peor 

pronóstico de la enfermedad (revisar: Idro et al., 2010; Dunst et al., 2017). En varios 

modelos la inoculación del parásito, al igual que ocurría en el modelo de sepsis, produce 

un aumento de las citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNFα), y un aumento de la 

permeabilidad de la BHE; lo que se ha relacionado con la aparición de los síntomas 

característicos de la MC (parálisis y coma) y la posterior muerte del animal (Miranda et al., 

2013; Zhu et al., 2015; Mukherjee et al., 2022). Además, en estos estudios se ha observado 

una desregulación de citoquinas, aumento de las proinflamatorias (IL-1β, IL-6, TNFα) y una 

reducción de las reguladoras (IL-2 e IL-10) en el hipocampo y la corteza prefrontal, lo que 

se relaciona con la pérdida de memoria a corto plazo (Miranda et al., 2013); y un aumento 

de las quimioquinas y moléculas de adhesión lo que explicaría el incremento de células 

inmunes periféricas en el cerebro (Potter et al., 2006; Desruisseaux et al., 2008; Zhu et al., 

2015; Oelschlegel et al., 2024).  

Una vez discutidos los resultados obtenidos, una visión global de los mismos 

demuestra que pueden ser varias las causas y mecanismos que produzcan el daño 

neuronal observado. Como se ha descrito, los procesos de neuroinflamación juegan un 

papel crucial, que se ven además fuertemente influenciados por la ruptura de la BHE, que 

podría exacerbar la neuroinflamación observada acelerando los procesos de daño y 

muerte neuronal. En el caso de la parasitemia, la acumulación de GRI en regiones 
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determinadas genera focos hipóxicos que resultan también críticos en la progresión del 

daño. La activación microglial, junto con las hemorragias y la adhesión de células 

periféricas inflamatorias en la vasculatura, podrían mediar en el aumento de la liberación 

de mediadores proinflamatorios que finalmente causarían la neurodegeneración y 

posterior apoptosis neuronal (Desruisseaux et al., 2008). Existen además una gran variedad 

de mecanismos moleculares descritos en relación con el daño neuronal. El papel de las 

caspasas en la muerte neuronal es innegable, pero algunos autores proponen la 

participación de la caspasa-3 (Oelschlegel et al., 2024), de la caspasa-8 (Sarkar et al., 

2017), o incluso de otros mecanismos ya que parece que la casapasa-3 no esté presente 

en las neuronas (Strangward et al., 2017). Se le ha otorgado un papel central al 

inflamasoma mediado por NLRP3 ya que, en cultivos in vitro de células microgliales, la 

administración de hemozoína, un bioproducto del parásito, incrementa la producción de 

moléculas neurotóxicas como citoquinas (IL-1β, IL-6, TNFα), nitritos y EROs; que, junto con 

el incremento en la expresión del receptor NLRP3 y la caspasa-1 podrían ser los 

responsables del posterior daño (Velagapudi et al., 2019). No existe aún un consenso sobre 

los mecanismos implicados en la activación glial y la muerte neuronal en estos modelos 

de malaria, y serán necesarios estudios adicionales que analicen tanto vías apoptóticas 

como inflamatorias para clarificar la temporalidad y progresión del daño observado en esta 

patología.  

En conclusión, nuestros resultados han demostrado la activación glial y el daño 

neuronal tras la inoculación de P. berghei en tres núcleos de relevo de la vía visual poco 

explorados hasta la fecha, coincidiendo con lo observado en otras regiones en estudios 

previos; sin embargo, es necesario continuar investigando las vías involucradas en estos 

procesos.  

 

3. ANÁLISIS DEL POTENCIAL EFECTO TERAPÉUTICO DE 
LA CILASTATINA 
El tratamiento con CIL en los dos modelos animales empleados mostró un efecto 

protector frente al daño renal, acorde a nuestros estudios previos, y, por primera vez, 

demostramos un prometedor efecto neuroprotector y antiinflamatorio en la vía visual en 

estas patologías.  

La administración de CIL atenuó la pérdida de peso y el daño renal observado en los 

animales tratados con LPS (Fig.44 y Fig.45) y, aunque no siempre se observó una reversión 

del daño inducido por el LPS, si se observó una reducción en la severidad del mismo 
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(Fig.44B y Fig.45B-D). En el modelo de malaria, aunque no fue capaz de corregir los niveles 

de parasitemia y hemoglobina, sí logró atenuar el daño renal descrito (Fig.62). En estudios 

previos, la administración de CIL ha demostrado de forma consistente propiedades 

nefroprotectoras surgiendo este fármaco como un posible abordaje terapéutico muy 

prometedor en el tratamiento del fracaso renal (ver Tabla 10). La eficacia del fármaco 

parece depender de la severidad del daño, de la dosis y de la pauta de administración 

empleada. Así, en un modelo animal de sepsis inducido por CLP, en el que el fracaso renal 

fue mucho mayor, la administración de CIL a la misma dosis, pero durante 3 días, logró 

revertir completamente el daño (González-Nicolás, 2022). Se obtuvieron resultados 

similares en un modelo animal de toxicidad inducida por la administración de cisplatino, 

en el que la administración repetida de CIL también logró una reversión del fracaso renal 

(Martín-Sánchez, 2024). La eficacia de la administración de CIL en el FRA inducido por la 

inoculación del parásito (modelo animal de malaria) fue algo mayor que en el caso de la 

administración de LPS (modelo animal de sepsis). Una posible explicación de estas 

diferencias puede deberse a que en el modelo de LPS se administró una dosis única, 

mientras que en el de malaria se realizó una administración repetida. Por lo que quizás la 

mayor duración del tratamiento consigue mejores efectos para la corrección del daño 

renal. 

En nuestro estudio in vivo mediante TCO, la administración de CIL no fue capaz de 

revertir el edema encontrado tras la administración de LPS (Fig.46). Sin embargo, en un 

estudio previo de nuestro grupo de investigación, CIL sí logro revertir el edema encontrado 

tras la administración del quimioterápico cisplatino en ratas Wistar tras un periodo de 

administración de la CIL de 5 días, tiempo suficiente para que el fármaco fuera capaz de 

resolver el edema ocasionado (Martín-Sánchez, 2024). Este resultado refuerza la 

necesidad de prolongar el tratamiento con CIL para poder ver su eficacia terapéutica.  

La administración de CIL logró revertir el daño neuronal en la retina en los dos modelos 

principalmente en las áreas más afectadas (Fig.48 y Fig.64), aquellas en las que se detectó 

una mayor disminución en el número de células Brn3a+, próximas al NO.  En los otros tres 

núcleos de relevo de la vía visual analizados, en el modelo de sepsis, CIL logró atenuar o 

revertir el daño causado por LPS (Fig.57); mientras que en el modelo de malaria sólo 

consiguió atenuar el daño (Fig.73). El papel neuroprotector de CIL, en los diferentes 

núcleos de relevo de la vía visual, hasta donde sabemos, es la primera vez que ha sido 

descrito. Es importante destacar que, en ambos modelos y con los dos marcadores 

neuronales empleados (Brn3a y NeuN), la reducción observada podría deberse a una 

disminución transitoria de la funcionalidad y no sólo la pérdida de las neuronas (Nadal-
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Nicolás et al., 2009; Gusel’nikova & Korzhevskiy, 2015). El hecho de que el tratamiento con 

CIL demuestre una menor reducción del marcador correspondiente, podría indicar que 

estuviera protegiendo a las neuronas del daño y evitase una pérdida de su funcionalidad; o 

bien que estuviera produciendo una recuperación de las neuronas “disfuncionales”. En 

ambos casos CIL evitaría que la progresión del daño ocasionara su muerte.   

La administración de CIL demostró notables propiedades antiinflamatorias a lo largo 

de la vía visual en ambos modelos. CIL revierte el aumento en el marcaje de GFAP, es decir, 

impide la activación macroglial tanto en el modelo de sepsis como en el de malaria. En el 

caso de la retina el principal efecto de CIL se observa, nuevamente, en zonas próximas al 

disco óptico (Fig.50 y Fig.66), y es evidente en los tres núcleos de relevo analizados (Fig.59 

y Fig.75). CIL atenuó el aumento en el número de células Iba1+ sólo en la retina y en 

especial en las zonas próximas al NO, en ambos modelos (Fig.52 y Fig.68). Al analizar el 

efecto de CIL sobre el grado de activación de las células microgliales se observó una 

atenuación y/o reversión únicamente en el modelo de sepsis, en toda la vía visual (Fig.54B 

y Fig.61).  

Nuestro grupo de investigación, en un modelo experimental de glaucoma en la retina 

(Martínez-López et al. 2024) ya ha demostrado las propiedades neuroprotectoras y 

antiinflamatorias de CIL. En dicho estudio los efectos protectores encontrados fueron 

también más marcados en las zonas más cercanas al disco óptico, lo cual podría explicar 

que la eficacia de CIL se concentrase, mayoritariamente, en las áreas más próximas a la 

entrada de la irrigación; bien porque actúe de forma directa en el tejido atenuando la 

inflamación local, o bien porque disminuya la inflamación sistémica inducida por ambas 

patologías, por lo que llegarían menos factores estimulantes que generasen la inflamación 

local. En la misma línea, en un estudio más reciente describimos las acciones 

antiinflamatorias de CIL, en un modelo de toxicidad inducida por cisplatino, en uno de los 

núcleos de relevo de la vía visual (CS) (Martín-Sánchez, 2024). Estos estudios nos permiten 

señalar que la eficacia de la CIL no depende únicamente de la dosis y pauta de 

administración empleada, sino, muy posiblemente, del daño generado en los modelos. En 

la presente Tesis Doctoral, CIL se administró a una dosis de 150 mg/kg, i.p., en una dosis 

única concomitante al daño (modelo animal de sepsis) y a dosis repetidas, 6 dosis, tras la 

inoculación del parásito y durante los 5 días posteriores (modelo de malaria). En otros 

modelos CIL se ha administrado también como fármaco preventivo, resultando igualmente 

eficaz (Martínez-López et al. 2024). Consideramos, sin embargo, que, en estas patologías 

(y modelos animales), la pauta de administración empleada presenta ventajas clínicas por 

su mayor valor traslacional. Sería necesario determinar la ventana terapéutica de la 
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administración de CIL, así como valorar otros posibles factores que pudieran interferir en 

su eficacia. Además, en el caso del tratamiento de la malaria, la administración de CIL 

resultaría aún más beneficiosa ya que se han descrito efectos retinotóxicos para algunos 

antimaláricos, como el artesunato (Lu et al., 2023), por lo que la administración de CIL 

tendría un gran valor como coadyuvante de estos tratamientos. Los efectos 

antiinflamatorios de CIL parecen ser más marcados cuando hay una inflamación evidente, 

allá donde se observa un incremento tanto en el número de células de microglía como en 

su activación, CIL ejerce su acción antiinflamatoria; mientras que no parece tener efectos 

en los núcleos en los que no observamos dicha activación microglial. Esto podría explicar 

la ausencia de efectos de CIL en nuestro modelo de malaria en relación con la activación 

microglial.  

En nuestro estudio la administración de CIL, per se, presenta algunos efectos, aunque 

son leves y, en cualquier caso, de menor magnitud que los beneficios observados por la 

combinación de los tratamientos farmacológicos. Por ejemplo, el aumento en la expresión 

de Brn3a+ en la retina podría indicar una mejor funcionalidad de las CGRs. A pesar de los 

posibles efectos de la CIL, su futura traslación a la clínica estaría avalada por los resultados 

obtenidos en un ensayo clínico previo (NCT03595189), así como por su extenso uso en 

combinación con el imipenem (Clissold et al., 1987). 

Una vez demostrado el posible potencial neuroprotector y antinflamatorio de CIL 

planteamos como posible mecanismo de acción el inflamasoma mediado por TLR4 y 

NLRP3, pues había sido propuesto anteriormente como mecanismo de acción en la 

nefroprotección asociada a CIL. La administración de CIL induce una reducción en la 

expresión de TLR4 y NLRP3 a nivel renal, disminuyendo los efectos inflamatorios, el estrés 

oxidativo y los mecanismos de apoptosis asociados al daño renal inducido (González-

Nicolás, 2022). Varios modelos de nefrotoxicidad, tanto in vitro e in vivo, demuestran que 

CIL, tras su unión a la enzima DHP-I, reduce la fluidez de la membrana plasmática, 

bloqueando la internalización de Fas, y de otros receptores, incluidos los TLRs (Pérez et al., 

2004; Camaño et al., 2010; González-Nicolás, 2022). En este estudio hemos descrito, en la 

retina de ambos modelos, la presencia de TLR4 en las células GFAP+ (astrocitos y/o pies 

vítreos de las células de Müller), y la expresión de NLRP3, en las CGRs. Sin embargo, en 

esta primera aproximación, no hemos cuantificado la expresión de estas proteínas, por lo 

que no podemos saber si la administración de CIL modifica su expresión en estos modelos. 

Es posible que CIL actúe en el SNC como se ha descrito en el sistema renal; así, al disminuir 

la fluidez de la membrana plasmática, estaría evitando que TLR4 se active ante la presencia 

de DAMPs y PAMPs, por lo que podría reducir la activación macroglial, disminuyendo la 
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inflamación local, lo cual contribuiría a evitar la activación de la vía del inflamasoma 

mediado por NLRP3 presente en las CGR y explicaría su papel antiinflamatorio y 

neuroprotector. 

Otros modelos animales de sepsis y de malaria han descrito la inducción de un FRA, 

que está mediado tanto por la inflamación local a nivel renal, como por el incremento en 

los marcadores de inflamación periférica detectados en el suero (modelos de LPS: Chunzhi 

et al., 2016; Khajevand-Khazaei et al., 2019; modelos de P. berghei ANKA: Silva et al., 2018; 

Simião et al., 2024). La administración de CIL demostró ser capaz de bloquear tanto la 

inflamación local como la sistémica en modelos de FRA de distinta etiología (González-

Nicolás, 2022). En nuestro estudio, la eficacia antiinflamatoria y neuroprotectora de CIL 

podría deberse a la atenuación del inflamasoma periférico debido a la disminución del 

daño renal; pero esto no excluye que CIL pueda ejercer una acción directa sobre el SNC, 

como ya se ha discutido. 

Estudios recientes indican que DHP-I/DPEP1 está presente en diversos tejidos, como 

pulmón, hígado y riñón, donde además media procesos de adhesión leucocitaria en 

células endoteliales (Choudhury et al., 2019; Lau et al., 2022); pero no se detectó ni en 

cerebro ni en bazo (Choudhury et al., 2019). Sin embargo, otros estudios sí muestran la 

expresión de DHP-I/DPEP1 en neuronas y células gliales, así como en células endoteliales 

en la médula espinal (Álvarez-Tosco et al., 2024). Esta discrepancia podría deberse a 

diferencias en el método de identificación empleado, los autores que no lo detectan 

emplean un anticuerpo específico (Choudhury et al., 2019; Lau et al., 2022); mientras que 

los que sí lo detectan utilizan un antisuero generado frente DPEP1-C recombinante 

humano (Álvarez-Tosco et al., 2024). En nuestro laboratorio, empleando este mismo 

antisuero, logramos identificar DPEP1 en la retina, específicamente en las CGRs (células 

Brn3a+) y, en algunos casos, también en las células gliales (datos no publicados). La 

confirmación de la presencia de esta enzima en la retina apoyaría la acción local y directa 

de CIL en las poblaciones neuronales y gliales que fueron dañadas por los tratamientos 

empleados; sin descartar que también ejerza una acción indirecta al mediar la disminución 

de la inflamación periférica.  

En el SNC se ha descrito la presencia de otras posibles dianas de la CIL, como son los 

OATs y la megalina (revisar: Marzolo & Fartán, 2011; Nigam et al., 2015). Los OATs se 

expresan mayoritariamente en los epitelios de barrera donde parece estar involucrado en 

el intercambio de aniones y fármacos entre la sangre y el humor vítreo; mientras que en el 

plexo coroideo y en el endotelio capilar vascular (BHE) podría estar mediando el 

intercambio de sustratos entre el líquido cefalorraquídeo y la sangre (consultar: Nigam et 
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al., 2015). En el caso de la megalina, este receptor se ha encontrado en las CGRs (Fitzgerald 

et al., 2007), en el EPR (Storm et al., 2019) así como en el plexo coroideo y los capilares 

vasculares (Chun et al., 1999), regulando el transporte de proteínas y nutrientes (revisar: 

Marzolo & Fartán, 2011). Estudios previos demuestran que, a nivel renal, los efectos 

nefroprotectores de CIL están mediados por OATs (Huo et al., 2019, 2020) y megalina (Hori 

et al., 2017; Jado et al., 2020). CIL bloquea ambos transportadores, por lo que evita la 

entrada y acumulación de los fármacos nefrotóxicos, mejorando la supervivencia celular y 

evitando así la pérdida de función renal (Huo et al., 2019; Jado et al., 2020). Por lo que, no 

podemos aún dilucidar si los efectos de CIL que observamos en nuestro estudio se deben 

solo al bloqueo de DHP-I, o también al bloqueo de OATs y megalina. 

En las dos patologías estudiadas se han descrito, como ya se ha indicado, alteraciones 

en diversas regiones del SNC responsables de que los pacientes presentes deterioro 

cognitivo, así como en algunos casos alteraciones en la función visual (Iwashyna et al., 

2012; Maude et al.,2014; Verma & Krishna 2015; Nanfack et al.,2017; Łątkowska et al., 

2024). En el presente trabajo de Tesis Doctoral nos hemos centrado en el análisis de la vía 

visual como primer abordaje para caracterizar el posible efecto protector de CIL en todo el 

SNC. 

Nuestros hallazgos muestran que la administración de CIL disminuye la activación glial 

y atenúa el daño neuronal, evidenciando su capacidad antinflamatoria y neuroprotectora, 

al menos en dos modelos animales de patología sistémica. Aunque es necesario 

profundizar en los mecanismos moleculares por los que CIL ejerce estas acciones, su 

traslación a la clínica podría ser relativamente rápida. Su empleo en humanos es una 

realidad, aunque sea en combinación con el imipenem. La seguridad de CIL ya se ha 

demostrado en un ensayo clínico (NCT03595189). Y el presente trabajo proporciona 

evidencias de que puede ser un fármaco muy prometedor para el tratamiento de 

alteraciones retinianas y cerebrales de múltiple etiología. 

 

4. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 
En la presente Tesis Doctoral nos hemos centrado en el análisis inmunohistoquímico 

de cuatro de las poblaciones celulares de la retina: CGRs, astrocitos y células de Müller, y 

células microgliales. Sin embargo, no hemos llevado a cabo ni la valoración de otras 

poblaciones celulares presentes en ella, ni la evaluación funcional del sistema visual. 

Tanto en el modelo de sepsis como en el modelo de malaria sería de gran interés valorar la 

función visual en los animales. En roedores, la función visual puede evaluarse de 
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numerosas formas, utilizando diversas tareas conductuales como la prueba del agua visual 

o el test optomotor. Sería también necesario realizar registros funcionales de la retina, 

mediante la realización de electrorretinografía (ERG) y/o el registro de potenciales 

evocados visuales (PEV) (para más información consultar Leinonen & Tanila, 2018).  

A pesar del papel crucial que juega la inflamación en las dos patologías estudiadas, 

tanto en la sepsis (Rittirsch et al., 2008; Cecconi et al., 2018) como en la malaria (Clark et 

al., 2006; 2008), en el presente estudio no hemos podido abordar la caracterización de la 

respuesta inflamatoria. Habría sido de gran interés analizar dicha respuesta, por ejemplo, 

mediante la valoración de diversas citoquinas pro y antiinflamatorias, tanto a nivel 

periférico (en sangre) como a nivel local (en la retina y en los núcleos cerebrales de interés). 

En la actualidad, hay una cierta aceptación del hecho de que, en el caso de las 

enfermedades infecciosas en general, no es el organismo invasor lo que causa la 

enfermedad, sino la respuesta desenfrenada del organismo a éste, es decir, la “tormenta 

de citoquinas” (Clark et al., 2008). Por ello, habría sido de gran interés valorar y cuantificar 

las principales citoquinas implicadas en la respuesta ante nuestros patógenos (LPS y P. 

berghei), así como la progresión temporal y regional de la misma. 

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se ha mencionado, en repetidas ocasiones, el 

papel crucial que podría jugar la ruptura de la BHE y/o la BHR en el daño generado en los 

modelos animales en estudio. En el caso del LPS, se ha descrito que la endotoxina podría 

afectar a la BHE (para revisión ver: Danielski et al., 2018; Catarina et al., 2021), al igual que 

en el caso de la malaria, donde la acumulación de los GRI podría desencadenar su 

alteración y posterior ruptura (Nishanth & Schlüter, 2019; Ataide et al., 2020; Oelschlegel et 

al., 2024). Sería necesario, en estudios futuros, evaluar la integridad de la BHE y la BHR 

mediante marcadores de permeabilidad vascular, como el azul de Evans, fluoresceína, o 

conjugados albúmina-flúor Alexa (Ahishali & Kaya, 2020), o mediante el estudio de 

marcadores de uniones estrechas, como la ocludina (Sugiyama et al., 2023). Estas 

valoraciones nos permitirían avanzar en el conocimiento de la progresión y direccionalidad 

del daño observado, es decir, nos permitirían dilucidar si el daño de los patógenos es 

directo sobre el SNC, o si, por el contrario, la mayor parte de este procede de la respuesta 

inflamatoria sistémica que irrumpe en el SNC, a través de una BHE funcional o 

estructuralmente deficiente.  

En el presente estudio se han seleccionado dos patologías, la sepsis y la malaria, que, 

aunque estén causadas por agentes infecciosos diferentes (bacterias mayoritariamente en 

la sepsis y parásitos del género Plasmodium en la malaria), presentan como mecanismo 

común una respuesta inflamatoria desregulada, que puede llevar a la disfunción 
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multiorgánica. En este trabajo, y dada la experiencia de nuestro grupo de investigación, se 

ha evaluado el daño a nivel del SNC, y a nivel renal. En estudios futuros será necesario 

ampliar nuestros estudios a otros sistemas, mediante colaboraciones con otros grupos de 

investigación, que nos permitan analizar el daño en el sistema cardiovascular, hepático, o 

pulmonar, entre otros, en los que se han descrito daños importantes en situaciones de 

sepsis y malaria, y en los que el tratamiento con CIL quizás también podría ser de interés. 

Será además necesario extender los estudios a otros posibles mecanismos 

fisiopatológicos comunes a ambas patologías, tales como la disfunción mitocondrial o el 

estrés oxidativo, que también podrían estar implicados en la eficacia terapéutica de la CIL.  

En el estudio nos hemos centrado en la caracterización del daño neuronal y glial a lo 

largo de la vía visual en dos modelos animales. Los estudios realizados se han llevado a 

cabo mediante análisis inmunohistoquímicos, y se ha realizado una primera aproximación 

mediante inmunofluorescencia de la implicación del inflamasoma mediado por TLR4 y 

NLRP3 en el daño observado, al menos a nivel de la retina. Es necesario cuantificar los 

cambios en la expresión de estos marcadores en los diferentes grupos experimentales con 

el fin de demostrar la implicación de esta vía tanto en el daño inducido como en el 

mecanismo de acción de la CIL, por lo que se deberán realizar estudios moleculares 

adicionales. Será necesario además completar la caracterización de esta vía mediante la 

valoración de otros marcadores moleculares de la misma, como MyD88 (molécula 

adaptadora con dominio de muerte de mieloide 88, del inglés, Myeloid diƯerentiation 

primary response 88), NF-kB, ASC (proteína tipo speck asociada a la apoptosis que 

contiene CARD, del inglés, Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), o 

IL-1β (Zhang et al., 2021), así como un análisis de las caspasas implicadas con el fin de 

dilucidar los mecanismos de neurodegeneración y muerte implicados en este proceso. 

Es importante también destacar que, en los modelos animales empleados, se ha 

encontrado una considerable variabilidad interindividual, tanto tras la administración de 

LPS, como tras la inoculación del parasito P. berghei, en los parámetros fisiopatológicos 

evaluados (peso corporal, función renal, parasitemia…). Esto podría deberse a una 

diferente susceptibilidad individual a los agentes patógenos, que podría, en cierta medida 

paliarse mediante la evaluación de parámetros adicionales de daño, como, por ejemplo, la 

medida de los niveles séricos de LPS o de la temperatura corporal, en el caso del modelo 

de LPS (Buras et al., 2005; Virzì et al., 2022); o la valoración de la parasitemia y los niveles 

de hemoglobina en sangre en el modelo de malaria. En este último caso sí se registraron 

estos valores, pero no siempre se han podido realizar estudios pareados considerando la 

severidad del daño. En este sentido, sería de gran interés analizar la presencia del parásito 
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en el parénquima, ya sea por técnicas de imagen no invasivas como por histología, con el 

fin de poder correlacionar la presencia del parásito con el daño observado en cada uno de 

los niveles de la vía visual. No obstante, cabe destacar que los resultados de los análisis 

inmunohistológicos y la solidez de la sistémica empleada en su estudio, han sido bastante 

consistentes en relación con la activación glial y al daño neuronal observado, y así se han 

descrito y discutido. 

En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el daño neuronal y glial en el sistema 

visual en dos modelos animales de fracaso multiorgánico, y hemos demostrado la eficacia 

de la administración de la CIL en ambos. Cabe destacar que los modelos empleados 

difieren en la especie modelo empleada, siendo el modelo de sepsis un modelo de 

administración sistémica de LPS en rata y el modelo de malaria un modelo murino de 

inoculación i.p. del parásito P. berghei. Haber demostrado las propiedades 

neuroprotectoras y antiinflamatorias de la CIL en dos especies animales distintas, refuerza 

su eficacia y potencial traslación a la clínica. Sin embargo, no podemos descartar que 

algunas de las diferencias encontradas en los modelos empleados se deban a efectos 

específicos de especie. A pesar de ser muy conscientes de la relevancia social y clínica de 

incluir el sexo como variable biológica en la investigación preclínica con modelos animales 

(Beery & Zucker, 2011) en la presente Tesis Doctoral no hemos podido considerar ambos 

sexos en los dos modelos animales planteados. En el modelo de sepsis, se decidió realizar 

el estudio en animales macho ya que la literatura indicaba una mayor incidencia de la 

sepsis en hombres que en mujeres (Lakbar et al., 2023); mientras que, en el modelo de 

malaria, aunque los datos epidemiológicos no eran claros en relación al posible 

dimorfismo sexual, algunos autores han observado que en países subdesarrollados las 

mujeres presentan un mayor riesgo de infección (Jenkins et al., 2015; Quaresima et al., 

2021); y, además, gran parte de los estudios hechos en roedores se habían realizado en 

ratones hembra (ver Tabla 8). Los resultados del presente trabajo, a pesar del sesgo de 

género, demuestran que la administración de CIL es efectiva en ambos sexos, reforzando 

el potencial terapéutico de este fármaco. No obstante, será necesario estudiar la influencia 

de las hormonas sexuales en los efectos de las patologías, donde las hembras (al menos 

en el modelo animal de sepsis) parecen estar más protegidas; los posibles dimorfismos 

sexuales en cuanto a la presencia y funcionalidad de las diferentes células gliales, ya que 

se han descrito importantes dimorfismos sexuales tanto para la microglía (Lenz & 

McCarthy, 2015), como para los astrocitos (Gozlan et al., 2024); y profundizar, en un futuro, 

en los mecanismos celulares y moleculares de las acciones neuroprotectoras y 

antiinflamatorias de la CIL en animales de ambos sexos. 
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CONCLUSIONES 

 

MODELO ANIMAL DE SEPSIS:  
1. Una única dosis de LPS provocó una reducción del peso corporal y daño renal. CIL 

consiguió atenuar las alteraciones producidas. 

2. El estudio piloto mediante TCO mostró que la administración de LPS aumentó el grosor 

de la retina en las zonas próximas al NO, sugiriendo la presencia de un edema. CIL no 

logró mitigar este efecto. 

3. LPS redujo las CGRs-Brn3a+ e indujo una marcada activación glial en la retina, 

fundamentalmente en las áreas próximas al NO. CIL demostró efectos 

neuroprotectores y antiinflamatorios, principalmente en las áreas de mayor daño. 

4. NLRP3 colocalizó con las CGRs y TLR4 con las células macrogliales en la retina de los 

grupos tratados con LPS. 

5. LPS redujo la expresión de NeuN, indujo una activación macroglial en el CS y la V1, y 

una activación microglial de forma más notable en la V1. CIL demostró efectos 

neuroprotectores y antiinflamatorios, principalmente en los núcleos más afectados. 

 

MODELO ANIMAL DE MALARIA:  
1. La inoculación del parásito Plasmodium berghei indujo parasitemia, una marcada 

reducción de los niveles de hemoglobina en sangre y daño renal. CIL solo logró atenuar 

el daño renal. 

2. La inoculación del parásito redujo las CGRs-Brn3a+ e indujo un aumento de células 

microgliales, fundamentalmente en las áreas próximas al NO; y una activación 

macroglial generalizada. CIL demostró efectos neuroprotectores y antiinflamatorios en 

la retina. 

3. NLRP3 colocalizó con las CGRs y TLR4 con las células macrogliales en la retina de los 

grupos inoculados con el parásito. 

4. La inoculación del parásito redujo la expresión de NeuN e indujo una activación glial en 

todos los núcleos de relevo de la vía visual. CIL demostró efectos neuroprotectores y 

bloqueó la activación macroglial. 
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ANIMAL MODEL OF SEPSIS:  
1. A single dose of LPS caused a reduction in body weight and renal damage. CIL managed 

to mitigate these alterations. 

2. The preliminary study using OCT showed that LPS administration increased retinal 

thickness in areas near the ON, suggesting the presence of oedema. CIL was unable to 

mitigate this eƯect. 

3. LPS reduced the number of RGCs-Brn3a+ and induced a marked glial activation in the 

retina, especially in areas near the ON. CIL demonstrated neuroprotective and anti-

inflammatory eƯects, mainly in the areas of greatest damage. 

4. NLRP3 colocalized with RGCs, and TLR4 with macroglial cells in the retina of LPS-

treated groups. 

5. LPS reduced NeuN expression, induced macroglial activation in the SC and V1, and a 

more pronounced microglial activation in V1. CIL showed neuroprotective and anti-

inflammatory eƯects, primarily in the most aƯected nuclei. 

 

ANIMAL MODEL OF MALARIA:  
1. Plasmodium berghei inoculation induced parasitemia, a marked reduction in blood 

haemoglobin levels, and renal damage. CIL could only attenuate the renal damage. 

2. Parasite inoculation reduced RGCs-Brn3a+ and increased microglial cells, especially in 

areas near to the ON, along with a generalized macroglial activation. CIL demonstrated 

neuroprotective and anti-inflammatory eƯects in the retina. 

3. NLRP3 colocalized with RGCs, and TLR4 with macroglial cells in the retina of parasite-

inoculated groups. 

4. Parasite inoculation reduced NeuN expression and induced glial activation in all relay 

nuclei of the visual pathway studied. CIL demonstrated neuroprotective eƯects and 

was able to inhibit the induced macroglial activation. 
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Figura A1. Estudio de inmunofluorescencia de la expresión de NLRP3 y TLR4 en los grupos control de los modelos 
animales empleados. En la lámina se muestran microfotografías representativas con marcaje individual de cada marcador 
NLRP3 (verde) y TLR4 (rojo), en los grupos control del modelo animal de sepsis (VH-VH y VH-CIL) y del modelo animal de 
malaria (Control y Control-CIL). NLRP3, dominio pirina 3 de la familia NLR; TLR4, receptor de tipo Toll 4; CCG, capa de células 
ganglionares. Barra de aumentos: 50 μm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


	Tesis Diego San Felipe Riba
	PORTADA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE ABREVIATURAS
	RESUMEN / ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	1. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACIÓN VISUAL
	2. SEPSIS
	3. MALARIA
	4. CILASTATINA

	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
	2. TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO
	3. DISEÑO EXPERIMENTAL
	4. VALORACIONES BIOQUÍMICAS
	5. TOMOGRAFÍA DE COHERENCIA ÓPTICA
	6. OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS PARA LOS ESTUDIOS INMUNOISTOQUÍMICOS
	7. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICOS
	8. INMUNOFLUORESCENCIA
	9. ANÁLISIS CUANTITATIVO
	10. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

	RESULTADOS
	1. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE SEPSIS
	2. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE MALARIA
	DISCUSIÓN
	1. DISCUSIÓN: MODELO ANIMAL DE SEPSIS
	2. DISCUSIÓN: MODELO ANIMAL DE MALARIA
	3. ANÁLISIS DEL POTENCIAL EFECTO TERAPÉUTICO DE LA CILASTATINA
	4. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

	CONCLUSIONES / CONCLUSIONS
	CONCLUSIONES
	CONCLUSIONS

	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO I




