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Resumen

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL EN MODELOS DE FRACASO MUTIORGANICO,
BUSQUEDA DE NUEVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS.

En la presente Tesis Doctoral se han seleccionado dos patologias, sepsis y malaria,
causadas por agentes infecciosos diferentes (bacterias mayoritariamente en la sepsis y
parasitos del género Plasmodium en la malaria) que cursan con un fracaso multiorganico
que afecta, en sus manifestaciones maés graves, al Sistema Nervioso Central (SNC),
causando en algunos casos, déficits en la funcién visual. Son patologias 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 investigacién ha
profundizado en los posibles mecanismos de nefroproteccién 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 hipotesis de que, en patologias sistémicas como la sepsis o la malaria, existe un dafo
inflamatorio y neuronal en la via visual, tanto en la retina como en los principales nucleos
de relevo: coliculo superior (CS), nucleo geniculado lateral dorsal (NGLd) y corteza visual
primaria (V1). Ademas, en este estudio CIL podria ser un prometedor agente terapéutico en
el tratamiento de las alteraciones descritas en el SNC. Con el fin de dar respuesta a esta
hipdtesis nos planteamos como primer objetivo caracterizar el dafio inflamatorio y
neuronal en la via visual en dos modelos en roedores: un modelo de sepsis inducido por
una Unica administracion de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), y un modelo de malaria
inducido por la inoculacién del parasito Plasmodium berghei ANKA (10° globulos rojos
infectados, GRI, i.p.). En ambos casos, como segundo objetivo, se planted evaluar la
eficacia de la CIL (150 mg/kg, i.p.) en la prevencidn y/o reversion del dafo inducido: en el
caso del modelo de sepsis, se realizd una administracién concomitante unica de CIL,
mientras que, en el modelo de malaria, CIL se administré durante 6 dias.

En el modelo animal de sepsis encontramos una marcada disminuciéon del peso
corporal junto con una alteracién de la funcidn renal a corto plazo (24 h). En este modelo,
se realizé una evaluacion preliminar in vivo de la retina mediante tomografia de coherencia
Optica, y se observé un incremento del grosor de esta en las zonas mas préximas al nervio
O6ptico (NO), indicativo de un posible edema. Los andlisis inmunohistoquimicos
demostraron que el LPS redujo el marcaje de Brn3a de las células ganglionares de la retina
(CGRs), principalmente en el area nasalinferior; aumenté los niveles de expresion de GFAP;

e incrementd el numero de células microgliales, promoviendo ademas su activaciéon hacia
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Resumen

un morfotipo migratorio horizontal. En los nucleos de relevo de la via visual, el LPS provoco
una reduccion en la expresion de NeuN; un aumento de los morfotipos microgliales
reactivos en los tres nlcleos; y unincremento de GFAPen el CSylaV1. En elmodelo animal
de malaria observamos un aumento gradual de la parasitemia (9%, el dia 6 postinfeccion),
una reduccidn en la concentracion de hemoglobina en sangre, y un incremento en los
niveles de creatinina sérica. En la retina, la inoculacidn del parasito disminuyé el marcador
Brn3a, principalmente en el drea central inferior; provocé un aumento en la expresién de
GFAP en casi todas las areas; e indujo un incremento del numero de células microgliales,
mas marcado en la regién central, junto con una mayor presencia del morfotipo migratorio
vertical. En los principales nucleos de relevo de la via visual hemos demostrado una
disminucién del marcador NeuN, un incremento de la expresién de GFAP, y un aumento del
porcentaje de morfotipos microgliales reactivos en los tres nucleos de estudio.

La administracién de CIL, per se, no mostré efectos muy marcados en los pardmetros
analizados. En el modelo animal de sepsis fue capaz de atenuar la pérdida de peso, pero
en el modelo de malaria no logré corregir ni la parasitemia ni la reduccion en los niveles de
hemoglobina en sangre. En ambos modelos demostré sus propiedades nefroprotectoras,
asi como propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias. En el modelo de sepsis,
aunque no fue capaz de atenuar el edema, si logré mitigar los dafios observados en la
retina. Encontramos efectos similares en ambos modelos animales, en los que la
administracion de CIL logroé revertir el dafio neuronal en la retina, principalmente en las
adreas mas afectadas, impidié la activacidon macroglial; y atenud el aumento en el nimero
de células microgliales, en especial en las zonas préoximas al NO. De forma
complementaria, en la retina de ambos modelos, se describid la presencia del receptor
TLR4 en las células GFAP*(astrocitos y/o pies vitreos de las células de Miiller), y la expresion
de NLRP3 en las CGRs, como una propuesta preliminar de un posible mecanismo de
accion tanto para el dafio inducido como para la CIL. Confirmamos este papel protector de
CIL en los diferentes nucleos de relevo de la via visual, al evaluar la expresion de NeuN, y
su capacidad para revertir la activacion macroglial, aunque solo lograse atenuar el grado
de activacion de las células microgliales en el modelo de sepsis.

Nuestros hallazgos muestran que la administracion de CIL atenua el dafio neuronaly
disminuye la activacion glial, evidenciando su capacidad neuroprotectora vy
antiinflamatoria, al menos en dos modelos animales de patologia de fallo multiorganico.
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 multiple etiologia.




Abstract

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 different infectious agents (mainly bacteria in sepsis and parasites of the Plasmodium
genus in malaria) that cause multiorgan failure affecting, 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 effective
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
agentin 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 (10° infected red blood cells, iRBCs, i.p.); and to evaluate the efficacy 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 centralinferior area; caused anincrease 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.
Inthe sepsis animal model, CILwas 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 effects in both animal models, in which the administration of CIL was able to reverse
neuronal damage in the retina, mainly in the most affected areas, prevent macroglial
activation, and attenuate the increase in the number of microglial cells, especially in areas
closetothe 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 Miiller 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 different 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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Introduccién

1. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION VISUAL

El sistema visual desempefia un papel crucial en la percepcién del entorno, nos
permite determinar el tamafio, la forma, el color y la distancia a la que se encuentran los
objetos, incluso si estdn 0 no en movimiento (Augustine et al., 2023). La via visual esta
constituida por una serie de estructuras que pertenecen al sistema nervioso central (SNC)
y que son las encargadas de procesar e integrar la informacidén visual recibida. Esta
formada por la retina, una serie de ntcleos de relevo y por la corteza visual. La retina posee
las células receptoras sensoriales, los fotorreceptores, que transducen la energia
electromagnética en una sefal electroquimica 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 informacién que reciben es excitatoria, generaran potenciales de
accion que transmitiran, via sus axonesy por el nervio 6ptico (NO), a las siguientes células
de los nucleos de relevo de la via visual, en los cuales se continuara el procesado de la
informacién visual (Kandel et al., 2013; Grossniklaus et al., 2015; Augustine et al., 2023).

El ojo esta formado por varias estructuras macroscoépicas (Fig.1A), muy similares en
humanos y roedores, que estan encargadas de asegurar la correcta llegada de la
informacién luminica 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:

e Parpados: que protegen, limpiany lubrican la superficie ocular.

e Coérnea: tejido epitelial avascular transparente que constituye la primera lente del

ojo, através de la cual entrard la luz en el mismo. Se continda con la esclerética.

e Esclerética: capa de tejido conjuntivo rico en fibras de colageno que se inicia en
los limites de la cérnea y continua hasta la parte posterior del ojo. Protege al ojo de
dafios mecanicosy a ella se unen los musculos extraoculares.

e Camara anterior: situada entre la cérnea y el iris, esta rellena del humor acuoso
que proporciona nutrientes y oxigena las estructuras del globo ocular carentes de
aporte sanguineo, como la cérneay el cristalino. Es producido en el cuerpo ciliar,
cuyas células epiteliales regulan su producciény composicion, y secretado a través
de los procesos ciliares. EL humor acuoso se drena hacia la circulacién sanguinea
principalmente en la zona del angulo iridocorneal, donde atraviesa la malla
trabeculary el canal de Schlemm llegando al seno venoso (Fig.1B).

e lIris: ubicado entre el humor acuoso y el cristalino. Estd compuesto por dos capas
de musculo liso, una circular (musculo constrictor pupilar) y otra longitudinal

(musculo dilatador pupilar) que rodean la pupila. La funcién del iris es regular la
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entrada de luz a laretina mediante la modificacién del tamano pupilar, determinado
por las capas musculares y controlado por el sistema nervioso auténomo.

e Cuerpo ciliar: situado entre el iris y la zona de la ora serrata. En su estroma se
encuentra el musculo ciliar, al cual se anclan las fibras zonulares del ligamento
suspensorio del cristalino, y que permite la modificacion de la forma del cristalino
para lograr la acomodacion adecuada a la vision lejana y cercana.

e Cristalino: se encuentra entre la camara anterior y posterior del ojo, es la segunda
lente ocular.

e Camara vitrea: situada entre el cristalino y la retina, contiene el humor vitreo,
liquido gelatinoso y transparente que ocupa el 80% del volumen del ojo. Ayuda a
mantener la forma del ojo, la posicién del cristalino y a que la retina neural
permanezca en contacto con el epitelio pigmentario de la retina.

e Retina: epitelio neurosensorial situado a continuacién de la ora serrata, entre el
humor vitreo y la coroides. En la retina neural se encuentran las células
responsables de la fototransduccidn, y es donde se inicial el procesamiento de la
informacién visual. En la retina no neural se encuentra el epitelio pigmentario.

e Coroides: capa de tejido conjuntivo ubicada entre la retina y la esclerética,
presenta una elevada irrigacion que asegura la correcta homeostasis en el epitelio

pigmentario, entre otros.
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Figura 1. Anatomia del ojo humano. (A) Esquema de las estructuras macroscépicas en una seccioén 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 cdrnea, atraviesa la camara anterior del ojo y por la pupila, llega
al cristalino y a través de la camara posterior del ojo, incide en la retina. La estructura
macroscopica de la retina permite distinguir una serie de zonas (Fig.2). La macula es una
region circular situada en el centro de la retina. En humanos, la macula presenta una zona
denominada févea donde la densidad de conos es maximay esta implicada en la visidon del
colory en la agudeza visual. En roedores no existe ni macula ni fovea, sélo una zona de la
retina no excavada, con mayor densidad de conos, que podria ser similar a la méacula
humana. El disco o papila éptica, es la zona por la que los axones de las CGRs abandonan
la retina para formar el NO, estd region carece de fotorreceptores por lo que constituye el
“punto ciego” de la retina. El disco 6ptico, ademads, es la zona de entrada y salida de la
vascularizacioén retiniana (Kandel et al., 2013; Grossniklaus et al., 2015; Zeiss et al., 2017;

Augustine et al., 2023).

(A) (B)

Temp

Figura 2. Estructura macroscopica de la retina. (A) Roedor (ratén). Los roedores nocturnos como el ratén y la rata carecen
de maculayademas presentan una vasculatura radial entorno al nervio 6ptico (sefalado con una flecha). Barra de aumentos
50 um. Se muestra un detalle de la vascularizacién retiniana realizado por una angiografia con fluoresceina. (B) Primate
(Macaco Rhesus). En el caso de los primates y los humanos, los vasos sanguineos surgen del disco éptico localizado en la
parte nasal de la retina (sefialado con una flecha), y se extienden en forma de abanico hacia la zona temporal. En el centro
podemos observar una zona avascular, la macula (indicada con un circulo blanco), en cuyo centro aparece un punto negro
que es la fovea. Escala: 1 mm. Temp: Region Temporal. Tomado de Zeiss et al., 2017.

La retina, desde el punto de vista anatémico, se subdivide en 9 areas (ver Fig.3;
Fernandez-Albarral et al., 2021b; Martinez-Ldopez 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 areas anatémicas:
nasal superior (NS), nasal central (NC), nasal inferior (NI), central superior (CS), central
central (CC), central inferior (Cl), temporal superior (TS), temporal central (TC) y temporal

inferior (TI).
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Figura 3. Areas anatémicas de la retina. (A) Divisién en el eje horizontal en tres regiones: nasal (N), central (C) y temporal
(T). Tomado de Fernandez-Albarral et al., 2021b. (B) Division en el eje vertical en tres zonas: superior (S), central (C) e inferior
(I). Esquema tomado de Biorender.com. (C) Areas anatémicas resultantes de la division de la retina en ambos ejes: nasal
superior (NS), nasal central (NC), nasal inferior (NI), central superior (CS), central central (CC), central inferior (Cl), temporal
superior (TS), temporal central (TC) y temporal inferior (TI).

1.1, LA RETINA

La retina presenta una compleja estructura microscépica organizada en capas
interconectadas en las que se alternan capas celulares y capas de sinapsis denominadas
plexiformes, y presenta dos membranas limitantes. La organizacion estructural de la retina
y sus diferentes tipos celulares ya fue descrita en los primeros estudios del Dr. Santiago
Ramony 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.

Células de Mller

Células
Horizontales

Células Bipolares

Células
Microgliales

Células
Ganglionares de la
Retina

—
. i

Células Amacrinas Astrocitos

Figura 4. Esquema de la retina de mamiferos. (A) Esquema realizado por el Dr. Santiago Ramén y Cajal. Tomado de Ramoén
y Cajal, 1899. (B) Esquema de la estructura microscépica de la retina, se muestran las capas y tipos celulares. La retina se
organiza en varias capas que, desde la mas externa hacia la mas 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),
capade fibras del nervio 6ptico (CFNO) y membrana limitante interna (MLI). Tomado de Rathnasamy et al., 2019y modificado.
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Las capas (Fig.4B) ordenadas desde la retina externa (mas préxima a la coroides) hacia

la retina interna (mas préoxima al humor vitreo) (para mas informacién consultar: Kandel et

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

Epitelio pigmentario de la retina (EPR): se encuentra entre la coroides y la capade
fotorreceptores. Esta formado por las células pigmentarias que presentan una
elevada concentracion de melanina, y que estan 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 refracciéon de
la luz, realizar el reciclado del fotopigmento de los fotorreceptores y nutrir alaretina
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 fototransduccion.

Membrana limitante externa (MLE): formada por las prolongaciones ventriculares
o apicales de las células de Miiller, células macrogliales de la retina; y las uniones
celulares, zonulae adherens, entre los fotorreceptores y las células de Miller.
Capa nuclear externa (CNE): formada por los somas de las células fotorreceptoras
y la prolongacion interna de las mismas. Son los encargados de la fototransduccion
y transmiten la informaciéon a las células bipolares y/o horizontales y/o
interplexiformes. Hay dos tipos: los conos que poseen un segmento externo
conico, y los bastones que tienen un segmento externo de forma cilindrica.

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 Mller y por
las células horizontales, las células bipolares, las células interplexiformes, las
células amacrinas y las CGRs desplazadas. Las células bipolares reciben la
informacién 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.

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

amacrinas desplazadas. Las CGRs son las encargadas de integrar la informacion
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visual y transmitirla a través de sus axones, los cuales se agrupan y abandonan la
retina formando el nervio 6ptico (NO) hacia el resto de los nucleos de la via visual.
Capa de fibras del nervio 6ptico (CFNO): formada por los axones de las CGRsy es
la capa con mayor vascularizacion.

Membrana limitante interna (MLI): formada la terminacion de la prolongacién

vitrea de las células de Mliller y separa la retina del humor vitreo.

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
morfologia como por su funcién: bastones y conos. Los bastones son los
mayoritarios y presentan una elevada sensibilidad a la luz, lo que les hace
fundamentales para la visién nocturna. Los conos son menos numerosos,
concentrandose principalmente en la zona de la févea en humanos; tienen una
menor sensibilidad a la luz, pero ofrecen una mayor capacidad de resolucion
espacial, siendo los responsables de la percepcion del colory de la agudeza visual.
Células horizontales: establecen conexiones con los fotorreceptoresy las células
bipolares, y estan implicadas en procesos de inhibicién 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 estimulos luminososy las “OFF” o de centro apagado que
se hiperpolarizan en respuesta a la luz.

Células amacrinas: grupo heterogéneo de células a nivel morfolégico y funcional.
Sinaptan con las células bipolares y con las CGRs, modulando la informacién entre
estos tipos celulares, y estan implicadas en mecanismos de inhibicién lateral.
Células ganglionares de la retina (CGRs): constituyen una poblacion celular muy
diversa en los mamiferos, se han descrito segun las especies entre 20 y 46 tipos
diferentes en base a su morfologia, su funciony a los marcadores moleculares que
expresen; aunque se pueden clasificar en cuatro grandes grupos. Las CGR M o
magnocelulares que estan especializadas en la deteccién del movimiento, entre
otras funciones; las CGR P o parvocelulares que intervienen en la discriminacion
del colory la percepcioén de la profundidad, entre otras funciones; y las CGR no M-
no P que participan en el procesamiento de informacién del color. Existe otro

pequefio porcentaje de CGRs, las denominadas intrinsecamente fotosensibles,
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que contienen altas concentraciones del pigmento melanopsina, y estan
implicadas en la regulacion de los ritmos circadianos y del reflejo pupilar. En
humanos, los nucleos pueden estar en mas 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 especificos que
permiten identificarlas. En la presente Tesis Doctoral para analizar la poblaciéon de CGRs,
se ha empleado uno de los marcadores mads utilizados para su estudio, el factor de
transcripcion Brn3a (homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3, del
inglés: Brain specific homeobox 3a). Los niveles de expresion del marcador estén ligados
con el estado de viabilidad y funcionalidad de las CGRs; se ha demostrado que una
disminucidén de su expresion puede indicar que la célula presente una reduccién de su
capacidad funcional e incluso que esté comenzando un proceso de dafo celular que

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

1.1.1. Poblaciones gliales de la retina

En la retina también encontramos células gliales que desempefian un papel crucial,
entre otros, en el correcto mantenimiento de la homeostasis, en lainmunidad retiniana, en
la transmisidn de las sefiales nerviosas, y en la neuroproteccion (Vecino et al., 2016;
Muthuswamy et al., 2021). Existen dos grandes poblaciones: las células macrogliales y las
células microgliales.

Las células de macroglia de la retina son los astrocitos y las células de Miiller (Fig.5).
Estan implicados en funciones como: el mantenimiento de la citoarquitectura de la retina;
la regulacién de la homeostasis, el reciclaje de neurotransmisores; la formaciéon y el
mantenimiento de la integridad de la BHR; el aporte metabdlico; y la inmunidad retiniana,
entre otras. La macroglia produce importantes factores troficos esenciales para la
supervivencia de las células de la retina como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), el factor neurotrdéfico 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) estan uUnicamente en retinas vascularizadas. En situacion
fisiolégica, en mamiferos se localizan en las capas mas internas de la retina en la CFNOy
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 liquidos, de iones, del pH y de los
neurotransmisores; ademas intervienen en la regulacion del metabolismo celular.
También estan implicados en la sefalizacidon celular y en las sinapsis; asi como en el
mantenimiento inmunitario de la retina. En la retina humana se han observado dos
morfologias diferentes, un morfotipo estrellado y otro elongado, mientras que en roedores
con retinas vascularizadas solo se ha descrito el morfotipo en forma de estrella (Ramirez
etal.,1994; Ramirezetal.,2010; de Hoz et al., 2016; Muthuswamy et al., 2021). Las células
de Miiller (Fig.5A) representan el 90% de las células gliales de la retina. Es una clase de
glia 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 mas interno (en
contacto con el vitreo, formando la MLI) hasta el final de la CNE (formando la MLE), en su
recorrido contactan con las células adyacentes, con los vasos sanguineos y con el humor
vitreo. Gracias a su formay a las uniones estrechas que crean, las células de Miiller son
esenciales para el mantenimiento estructural de las capas de laretinay de la BHR (Ramirez
et al., 1994; de Hoz et al., 2016; Reichenbach & Bringmann, 2020; Muthuswamy et al.,
2021). Ademas, ayudan al mantenimiento de la homeostasis, al metabolismo celular,
modulan la actividad neuronal e intervienen en el reciclaje y sintesis de determinados
neurotransmisores (Reichenbach & Bringmann, 2010).

Existen diferentes marcadores para el analisis de las poblaciones macrogliales y entre
los mas empleados se encuentra la proteina acidica 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 situacion fisioldgica en los astrocitos, mientras que las células de Miller pueden
expresar algo de marcaje en la CPE (Ferndndez-Sanchez et al., 2015; Reichenbach &
Bringmann, 2020). Las células de Miiller expresan otros marcadores como la vimentina o

la glutamina sintasa (Fernandez-Albarral et al., 2022).
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Figura 5. Células macrogliales de la retina de rata. (A) Células de Muller y astrocitos marcados con vimentina (rojo), se
puede observar como las células de Miiller 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 nucleos celulares se realizé con el marcador TO-
PROS3 (azul). Barra de aumentos: 20 um. 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: proteina acidica fibrilar glial. Tomada de Fernandez-Sanchez et al., 2015.
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Las células microgliales (Fig.6) forman parte del sistema de inmunidad innata del
SNC. En condiciones fisiolégicas en la retina estan en las capas CPI, CPE, CCGy CFNOy
son una poblacién heterogénea de células que realizan una funcion de inmunovigilancia
protectora, pues pueden desplazarse, presentar antigenos y fagocitar productos
metabolicos y restos celulares (Kettenmann et al., 2013). Ademas, junto con las células
macrogliales, intervienen en el mantenimiento de la homeostasis y de las sinapsis, y en la
liberacion de factores neurotréficos que contribuyen a la plasticidad y a la supervivencia
neuronal, por lo que ayudan a la reparacion, la remodelacién sindptica y la neurogénesis
(Kettenmann et al., 2013; Vecino et al., 2016; Muthuswamy et al. 2021; Murenu et al., 2022).
Uno de los marcadores mas utilizados para el analisis de las células microgliales es la
proteina citoplasmatica lbal (molécula adaptadora 1 de unién al calcio ionizado; del
inglés, lonized calcium binding adaptor molecule 1) (Ito et al.,1998; Vecino et al., 2016;
Muthuswamy et al., 2021).

Las células microgliales en condiciones fisiolégicas presentan un morfotipo radial
(RD), es una microglia ramificada con un soma pequefoy con las prolongaciones en todas
las direcciones principalmente (Murenu et al., 2022; Martinez-Lépez et al., 2024), que esta
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 situacion fisiolégica, expresan la glicoproteina transmembrana
CD200 (delinglés, Cluster of Differentiation 200 ligand) la cual al unirse alreceptor CD200R
(delinglés, Cluster of Differentiation 200 receptor) presente en la superficie de las células
de microglia, lo cual evita su activaciéon y hace que se mantenga el morfotipo RD

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

»

R
5)
e

Iba1 Hoechst D2/1 mo Y
Figura 6. Células microgliales de la retina de raton. Los somas de las células microgliales se disponen en las capas mas
internas de la retina (CFNO, CCG) y en las capas plexiformes (CPI, CPE). Las células microgliales se marcaron con Iba1
(blanco), y los nucleos celulares con Hoechst (azul). Barra de aumentos: 100 pum. 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 éptico. Tomada de Bosco et al., 2011.

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

dafno y el tiempo de duracién del mismo, dos fenotipos: un fenotipo proinflamatorio
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(neurotdxico) 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 sefales que reciben de otras células y de la
comunicacion entre ambas poblaciones (consultar: Yang & Zhou, 2019; Kwon & Koh, 2020).
Los fenotipos proinflamatorios liberan al medio, entre otros: citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas, especies reactivas del oxigeno (EROs), oxido nitrico, proteasas y
prostaglandinas. Estos mediadores incrementan la neuroinflamacién y la neurotoxicidad,
al atraer y activar otras células gliales y del sistema inmune, lo que inicia un circuito de
retroalimentacidén positiva proinflamatoria, denominado gliosis reactiva. En sus etapas
iniciales, tiene un papel neuroprotector dirigido a reducir el dano; sin embargo, si se
cronifica en el tiempo puede ser perjudicial aumentando la patogénesis de la enfermedad
como se ha observado en muchas patologias retinianas como el glaucoma, la retinitis
pigmentosa, la retinopatia diabética o la degeneracién macular (de Hoz et al., 2016;
Silverman & Wong, 2018). Por el contrario, los fenotipos antinflamatorios secretan al
medio, entre otros, interleuquinas (IL) antinflamatorias como laIL-4 o la IL-10, y factores
de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta (delinglés, Transforming
growth factor beta, TGFB); que van a promover la liberacién de mas mediadores
antinflamatorios y neuroprotectores, contribuyendo a finalizar la neuroinflamacion e
iniciar la reparacion del tejido (para revision consultar Yang & Zhou, 2019; Kwon & Koh,
2020).

La activacién de los astrocitos, astrogliosis, implica que se desplacen al lugar del dafio,
aumenten su numero (proliferacion) y el tamafo de sus prolongaciones (hipertrofia); e
incrementen la expresion de proteinas como GFAP (Shinozaki & Koizumi, 2021). En las
etapas iniciales del dafio, la astrogliosis es beneficiosa pues los astrocitos tienen una
mayor tasa metabdlica, producen mayores niveles de factores neuroprotectores y ayudan
a restaurar los niveles de neurotransmisores; ademas, son esenciales para la reparacion
de la BHRy laremodelacidon del tejido dafiado mediante la eliminacién de células muertas
y restos celulares. Sin embargo, si se cronifica en el tiempo su activacion, contribuyen a la
neuroinflamaciéon ya que aumentan el estrés oxidativo, secretan citoquinas
proinflamatorias, y gran cantidad de quimioquinas, que aumentan la atraccién de células
inmunes al sitio dafiado, y pueden producir dafio vasculary muerte neuronal (de Hoz et al.,
2016; Reichenbach & Bringmann, 2020; Muthuswamy et al., 2021). En el caso de las células
de Mdller al activarse se observa hipertrofia junto con una desregulacion de marcadores
como lavimentina, la glutamina sintasa y GFAP, aumentando su expresién (Wang & Wong,

2014; de Hoz et al., 2016; Vecino et al., 2016).

18

/S
—



Introduccién

La activacion de las células microgliales, microgliosis, se produce en respuesta a gran
variedad de estimulos debido a que poseen una amplia variedad de receptores. Por
ejemplo, las neuronas, en situacion patolégica, producen la quimioquina fractalquina
(CX3CL1, del inglés, C-X3-C motif ligand 1) la cual se une al receptor microglial de la
fractalguina CX3CR1 (del inglés, C-X3-C motif receptor 1) y contribuye a su activacion,
regulando las ramificaciones microgliales y su capacidad de migracion. La microgliosis
conlleva un cambio morfolégico (ver apartado Material y Métodos para consular la
morfologia 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; Martinez-Lopez et al., 2024). En algunos casos, es posible que la
microglia activada pueda llegar a adoptar un morfotipo ameboide, que suele encontrarse
en la CFNO (Kettenmann et al.,, 2013). Ademas, las células de microglia reactivas
aumentan su capacidad migratoria, proliferativa, fagocitica y de liberacion de moléculas
proinflamatorias y EROs (Langmann, 2007) que, a su vez, pueden inducir astrogliosis,
muerte de CGR y vasoconstriccion (Kettenmann et al., 2013). Algunas de las citoquinas
proinflamatorias liberadas por las células microgliales activadas son la IL-1B, la IL-6 y el
factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, Tumor necrosis factor alpha, TNFa) que
estimulan a las células de Miiller; y estas, una vez aumentan la produccion de sustancias
quimioatrayentes y de adhesién que facilitan la migracion de la microglia por la superficie
de las células de Miiller (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 ratén (Mus musculus) en un modelo
animal de malaria; por ello es importante matizar algunas de las diferencias anatémicas,
macroscopicas y microscopicas entre la retina humanay la de los roedores que ayudaran
a la mejor comprensiéon de los siguientes apartados (ver Tabla 1). Destacar que en
roedores el disco éptico no se encuentra en la zona nasal, si no que se encuentra mas
desplazado hacia la retina central; no se existe ni macula ni fovea; al ser animales
nocturnos, la mayoria de sus fotorreceptores son bastones y solamente poseen dos tipos
de conos (visién dicromatica). 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 util para el estudio de los efectos producidos por determinadas patologias
sistémicas y/o del SNC relacionadas con laretina; ademas de para la busqueda de nuevos

tratamientos farmacoldégicos (Zeiss et al., 2017; Galindo-Romero et al., 2022).

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

Humanos Roedores Referencias
Tamaiio 23,5-25 mm Raton: 4 mm Zeissetal ., 2017
Rata: 6 mm
Glandula Harderiana Ausencia Presencia
Angulo iridiocorneal Ausencia Presencia
Macula Presencia Ausencia
Macroestructura Fovea Localizado e Tz:es:r:;laasal del globo Ausencia Zeissetal ., 2017
. L iz n n )
Disposicion del NO ’p A g Centralizado
Optico
Vascularizacion En arcadas desde el NO Radial desde NO
Mayor densidad de

Distribucié homogénea, mayor

A R . X fotorreceptores en las zonas
Densidad y distribucion de los concentracién de conos en la macula P

nasaly temporal

fotorreceptores .
L, . Zeissetal.,2017
Menor proporcion de bastones Predominan los bastones (95%)
Microestructura 3tipos (S, My L) 2 tipos (Sy M/L)
) i X i
Tipos de fotorreceptores ) ”p . y . . ”p . Y -
Vision tricromética Visién dicromatica
Densida de CGRs Menor Mayor Dragér & Olsen, 1981
Disposicion de CGRs Multicapa Monocapa Zeissetal., 2017
Morfologia de los astrocitos Estrellado y elongado Estrellado deHozetal., 2016
. 95% de los axones decusanenel  Dhande & Hub ,
Aferencias 60% de los axones decusan en el NO 0 ande & nuberman
NO 2014
Campo visual Mayqrcampo visual frontal ' IV!ayorcampo visual Priebe & McGee, 2014
(ojos dispuestos frontalmente) (ojos dispuestos lateralmente)

CGR, células ganglionares de la retina; NO, nervio 6ptico

1.2. NUCLEOS DE RELEVO DE LA VIA VISUAL

El procesamiento de lainformacidn visual comienza en la retinay, mediante los axones
de las CGRs que forman el NO, se transmite a las diferentes areas de procesamiento visual
del SNC (Monavarfeshani et al., 2017). EL SNC de los mamiferos integra la informacion
visual de los 2 ojos para conseguir la vision binocular y completa del campo visual (Fig.7,
Priebe & McGee, 2014; Read, 2021). El campo visual procesado por la retina de cada ojo,
informacién monocular, se transmite por los axones de las CGRs hacia el quiasma éptico,
en el cual parte de los axones decusan y enviaran informacién, mediante el tracto 6ptico,
a areas de la via visual del hemisferio contralateral al ojo en el cual se encuentran; y otra
parte no decusa y enviardn informacién al mismo hemisferio cerebral de la retina de la
proceden. La posicién de los ojos determina el porcentaje de axones que van a decusar en
el quiasma 6ptico (Priebe & McGee, 2014; Kerschensteiner & Feller, 2024). En las especies
animales con los ojos localizados frontalmente, como los primates, el nimero de
proyecciones contra e ipsilaterales va a ser aproximadamente el mismo, en general: los
axones de las CGRs de area nasal de la retina decusan en el quiasma transmitiendo la
informacién de manera contralateral, mientras que los del area temporal van a
proyectarse hacia los nucleos 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).
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En otras especies como los roedores, debido a la lateralizacién de los ojos el campo de
visién binocular es mucho menor y mas del 95% de los axones del NO decusan en el
quiasma oOptico; y, en general, los axones que decusan pertenecen en su mayoria a CGRs
situadas en las areas nasal y central de la retina, mientras que las CGRs cuyos axones no
decusan se encuentran en su mayoria en la zona de la creciente temporal de la retina
(Kerschensteiner & Feller, 2024). Es importante destacar que, en la via visual, existe una
organizacion retinotépica, que permite mantener la informacién espacial del campo visual
(Johnson & Triplett, 2021). Esta organizacién se iniciayaen el NO, determinada por laregion
de laretina 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 informacién visual

(Kerschensteiner & Feller, 2024).

ROEDORES PRIMATES

N/

5%ipsi
95% contra /|
[ il

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 mayoria es monocular (azul y rosa) y poseen un bajo campo de vision
binocular (morado). La mayoria de las células ganglionares de la retina (CGRs), un 95%, decusan en el quiasma 6ptico y
envian 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 vision binocular (morado), lo cual se debe a la posicion mas frontal de los ojos.
La mitad de las CGRs envian sus axones contralateralmente y la otra mitad ipsilateralmente. Tomado de Priebe & McGee,

2014 y modificado.

45% ipsi y

Y a\
55% contra // 3

Las conexiones entre laretinay las areas de la via visual de procesado de la informacion
han sido ampliamente estudiadas desde los trabajos del Dr. Santiago Ramoén y Cajal
(Fig.8). La estructuray los tipos celulares que describid inicialmente se han mantenido en
gran parte, aunque la nomenclatura y subdivisiones anatdomicas han cambiado

parcialmente con el tiempo.

Figura 8. Esquema de la via Vvisual
Representacion general de las relaciones de los
centros 6pticos y de la marcha de las corrientes.
Tomado de Ramén y Cajal, 1899.
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Los axones de las CGR tras el quiasma 6ptico forman el tracto éptico y se proyectan a
diferentes areas del SNC que constituyen el resto de la via visual, en primates se han
descrito mas de 15 tipos de CGRs las cuales se proyectan a mas de 20 regiones cerebrales
(Kerschensteiner & Feller, 2024); mientras que en roedores la diversidad es mucho mayor,
se han identificado mas de 40 tipos de CGRs que inervan a mas de 50 regiones cerebrales
(Fig.9A; Lawrence & Studholme, 2014; Martersteck et al., 2017; Monavarfeshani et al.,
2017). No obstante, la mayoria de los axones de las CGR en roedores (Fig.9B) se proyectan
al coliculo superior (CS) y al nicleo 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 nucleos de relevo de la via visual envian informacion a la corteza visual

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

N
A B 2
RETINA >
Disco éptico  ~
Nervio optico >
‘deic Quiasma 6ptico
cs .
/> Tracto éptico >
> PHb el
’AD NGLd p OPN' PPT PAG
6L & mPT DR NGLV >
SGN ‘NGLv. CPT
PP
SubG 7 >
DT 2 s Cs >
) L PB S
LTMT MRN Z ' |
> ‘ PN -
si SBPV. . V1 >
AAV MeA o5 SCN _a
- ~ N
CGR MePV >
A
? CGRs contralaterales de la retina izquierda
Axones de CGR CGRs ipsilaterales de la retina izquierda

Figura 9. Esquema de la via visual en roedores. (A) El esquema ilustra la amplia variedad y la distribucién de los ntcleos
cerebrales inervados por las células ganglionares de la retina (CGRs). Los nucleos retinorreceptores taldmicos estan
coloreados en naranja; otras regiones retinorreceptoras estan coloreadas en gris. NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal;
IGL, foliculo intergeniculado; NGLv, nucleo geniculado lateral ventral, divisién externa; AD, nucleo taldmico anterodorsal;
LP, ndcleo taldmico lateral posterior; PHb, zona para-habenular; ZI, zona incerta; SubG, ntcleo subgeniculado; SGN, nucleo
suprageniculado; SON, nucleo supradptico; SCN, nucleo supraquiasmatico; RCH, zona retroquiasmatica; SBPV, zona
subaventricular; AHN, area hipotaldmica anterior; LHA, area hipotaldmica lateral; MeA: amigdala medial anterior; MePV:
amigdala medial posteroventral; AAV: drea anterior ventral; Sl, substantia innominata; MT, nicleo terminal medial; LT, nticleo
terminal lateral; DT, nucleo terminal dorsal; PN, nucleo paranigral; MRN, nucleo reticular del mesencéfalo; PB, ntcleo
parabraquial; DR, nucleo del rafe dorsal; PAG, sustancia gris periacueductal; CPT, ndcleo pretectal comisural; MPT, ndcleo
pretectal medial; PPT, nucleo pretectal posterior; APT, nucleo pretectal anterior; OPN, ntcleo olivar pretectal olivar; NOT,
nucleo del OT; CS, coliculo superior; DCIC, cértex dorsal del coliculo 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 6ptico, formando
los nervios épticos. En el quiasma éptico, los axones de las CGR de la retina temporal siguen una trayectoria ipsilateral,
mientras que la mayoria de los axones de las CGR de la retina nasal y central decusan y contindan contralateralmente.
Después del quiasma, a través de los tractos 6pticos, los axones se dirigen a los principales nucleos de relevo de la via visual
en roedores: el coliculo superior (CS) y el nucleo geniculado lateral (NGL). Las proyecciones ipsilaterales y contralaterales
establecen patrones de conexion distintos en estos nucleos. 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 informacién 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 ratay elratéon son de gran utilidad parainvestigar todas
las estructuras del SNC que participan en la visién, ya que, a pesar, de la lateralizaciéon
ocular, y de la menor complejidad de sus estructuras; se observa una buena conservacion
de los circuitos involucrados en la transmisién de la informacién 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 CSy el NGLd, nicleos
de relevo de la mayoria de las eferencias retinianas; asi como en la V1, dénde envian
informacién las neuronas de segundo y tercer orden de las anteriores zonas de relevo. A
continuacion, describiremos las tres de las zonas de la via visual en las que se centrara

nuestro estudio.

1.2.1.Coliculo superior (CS)

El coliculo superior (CS) se encuentra localizado en la parte posterior del
mesencéfalo. El CS en mamiferos posee una estructura laminada (Fig.10), que es muy
similar en primates y roedores, en la que se distinguen tres capas o ldminas principales,
subdivididas, a su vez, en varias subcapas o sublaminas, diferenciadas por patrones de
distribucion neuronal, conectividad sinaptica y propiedades funcionales (Ito & Feldheim,
2018). Las capas principales son: capa superficial o superior (sCS), capa intermedia (iCS)
y capa profunda o mas interna (dCS) (Liu et al., 2022). La sCS, denominada “capa visual”
por algunos autores, incluye varias subldminas: (a) el upper stratum griseum superficiale
(uSGS), que recibe informacidén principalmente de las CGRs del ojo contralateral; (b) el
lower stratum griseum superficiale (ISGS), que recibe informacion de ambos ojos, ademas
de recibir sefales de la corteza visual primaria y extraestriada (Lund, 1969); y (c) el stratum
opticum (SO), que recibe informacién predominantemente de la corteza visual. Las capas
iCS y dCS reciben informacidn visual, somatosensorial y auditiva, asi 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
desempefia un papel crucial en la integracién de respuestas visuales, auditivas y
somatosensoriales y, si es necesario, inicie patrones motores. En roedores el CS esta
implicado, ademads en promover movimientos de defensa innatosy en respuestas de huida

(Liang et al., 2015; Shang et al., 2015).
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nasal

temporal \ ISGS

SGl

D CGRs contralaterales selectivas de direccién
D CGRs contralaterales alpha largas

. CGRs ipsilaterales
[:] Cortezavisual (V1)
D CortezasS1,A1elC

Figura 10. Esquema de la organizacion del coliculo superior y organizacion topografica 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
topograficamente a lo largo del eje anteroposterior del coliculo superior (CS). Las células ganglionares de la retina (CGR)
envian informacion visual directa al CS superficial (sCS). Algunos tipos de CGR se segregan en sublaminas dentro del CS.
Aqui se muestran las CGR selectivas de direcciéon que se proyectan a la ldmina mas superficial del CS (uSGS, rosa) y las
grandes CGR alfa, que se proyectan a una ldmina ligeramente mas profunda del sSC (ISGS, amarillo). EL CS profundo (dCS)
también recibe entradas deltronco encefalico y de dreas corticales: se muestran las aferencias de la V1 (azul) y S1 (marrén).
A, anterior; P, posterior; T, temporal; N, nasal; D, dorsal; M, medial; L, latral; S1, cértex somatosensorial primario; V1, cértex
somatosensorial primario; dCS, deeper superior colliculus o coliculo superior interno; uSGS, upper stratum griseum
superficial o estrato gris superficial superior; ISGS, lower stratum griseum superficiale o estrato gris superficial inferior; sCS,
superficial superior colliculus o coliculo superior superficial; SO, stratum opticum o estrato dptico; SGI, stratum griseum
intermedium o estrato gris intermedio. Tomado de Ito & Feldheim, 2018 y modificado.

El numero 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 mayoria, 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 nucleo (Perry & Cowey,
1984). Las aferencias que recibe el CS de la retina presentan una organizacion ojo-
especifica (Fig.11A): en el CS se observa una gran inervacién procedente de la retina
contralateral en todas las capas; mientras que las ipsilaterales inerva regiones periféricas,
y mas profundas (Lawrence & Studholme, 2014; Martersteck et al., 2017). Ademas, los
axones de las CGRs mantienen una organizaciéon retinotépica 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 distribucion topografica de
las proyecciones de las CGRs en el CS se ha demostrado que esta relacionada con su
funcion (Fig.10); por ejemplo, las CGR selectivas de seleccién envian informacién a las
capas mas superficiales del CS, mientras que las intrinsecamente fotosensibles y otros
tipos de ganglionares no encargados en la deteccion del movimiento, la envian a las capas

mas profundas (Dhande & Huberman, 2014).
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B) Mapa topogréfico

A) Mapa ojo-especifico /

Retina

Figura 11. Proyecciones de las células ganglionares de la retina hacia los principales ntcleos retinoreceptores en
roedores. (A) Distribucion de las proyecciones procedentes de la retina, ipsilateral (verde) y contralateral (rojo), hacia el
nucleo geniculado lateral (NGL) y el coliculo superior (CS). (B) Distribucién topografica 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
6ptico; QO, quiasma o6ptico; TO, tracto éptico; SCN, nucleo supraquiasmatico; NGLv, nucleo geniculado lateral ventral;
NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal; IGL, foliculo intergeniculado; CS, coliculo superior; dMTN, nucleo terminal medial
dorsal; vMTN, nucleo terminal medial ventral DTN, nucleo terminal dorsal; NOT, nucleo del tracto 6ptico; 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 mas informacién consultar
Liu et al., 2022). A nivel morfolégico 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).

) b) Campo Figura 12. Microfotografias de los tipos celulares del coliculo superior

4) Horlzontal estrecho identificados mediante tincion con Lucifer Yellow. (A-F) Imagenes de los seis
tipos celulares neuronales identificados en el coliculo superior (CS): célula

< horizontal (a), célula vertical de campo estrecho (b), célula vertical de campo ancho

g i (c), célula piriforme (d), célula marginal (e) y célula estrellada (f). Célula no neuronal

marcada con Lucifer Yellow (g). Obsérvese el patron aparente de multiples células
C)ac:\ir::o d)Piriforme e Estrellada pequefas, que pueden ser células de glia conectada a través de uniones GAP. Barra
: . . | de aumentos=15 pm (G); 30 pm (A-F). Tomado de Edwards et al., 2002 y modificado.

L

f) Marginal f) Célula no
neuronal

Enroedores, el CSinerva gran cantidad de nucleos cerebrales cémo: el ndcleo reticular
talamico, el nidcleo subtalamico, la formacién reticular del tronco encefalico y el
pretectum. En el caso del NGL, se observa una conexidn reciproca entre ambos nucleos

(para mas informacién consultar: Liu et al., 2022).
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1.2.2. Nucleo geniculado lateral (NGL)

El nidcleo geniculado lateral (NGL) se localiza en el talamo, recibe, procesa y
transmite la informacién visual hacia las siguientes zonas de relevo (Monavarfeshani et al.,
2017). En roedores nocturnos gran parte de los axones del tracto dptico proyectan al NGL
(Fig.10 y Fig.11). En el NGL de los primates se distinguen tanto morfolégica como
funcionalmente 6 capas y se mantiene la organizacion retinotépica: los axones de las
CGRs de la retina nasal y central contralateral terminan en las capas 1, 4y 6; y los de las
CGRs de laretina temporal ipsilateral acaban en las capas 2, 3y 5. La informacién visual a
nivel del NGL es monocular, debido a la clara separacién de las aferencias ipsi y
contralaterales en las diferentes capas. Por otro lado, las capas 1y 2 reciben informacion
de las CGR Magnocelulares; mientras que las capas 3, 4, 5y 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 organizaciéon laminar y presenta 3 zonas
(Fig.13A): NGL dorsal (NGLd), intergeniculado lateral o intermedio (IGL) y NGL ventral
(NGLv). ELIGL y el NGLv tienen menor importancia en la transmisién de la informacién
visual, aunque si reciben aferencias de las CGRs y parecen estar implicados en funciones
motoras asociadas a la informacidn visual, en los ritmos circadianos, en funciones
asociadas con los sistemas vestibulary oculary, a pesar de que no envian informacién a la
V1, sique inervan otras areas de la viavisualcomo el NGLd o el CS (pararevisién consultar:
Monavarfeshani et al., 2017). El NGLd esta muy implicado en el procesamiento de la
informacidn visualy es un nucleo de relevo entre laretinay la V1 (Erskine & Herreral, 2015;
Monavarfeshani et al., 2017).

En los roedores nocturnos se observa una organizacion espacialy funcional del NGLd
que esta 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 area de la retina (N, C o T;
Fig.13C) en la que se encuentra la CGR de la cual recibe aferencias; asi como por el tipo
funcional de CGR de la cual reciben informacién (Fig. 13D) (Reese, 1988; Erskine &
Herreral, 2015; Duménieu et al., 2021). ELNGLd recibe tan solo un 5-10% de proyecciones
de CGRs ipsilaterales, que van a inervar en su mayoria una pequefa 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). Ademas, 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
nucleo, también existe una organizacion retinotdpica determinada por el area 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 laretina N terminan en la porcién 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 ultimo, las proyecciones que recibe el NGL
también estan organizadas espacialmente segun el tipo funcional de CGRs de la cual la
reciben (ver Fig.13D) (para revision consultar: Monavarfeshani et al., 2017 vy

Kerschensteiner & Guido, 2017).

A) ) B : C)
] K73 NGLd NGLd NGLd
ey ©
/ w6l IGL IGL . On-Off dsCGR
§ i Terminaciones Off- Alpha- CGR
R o Off dsCGR
X% NGLv NGLv NGLY . on-offascor
- L
b =1 Retina S, e o M1ipCGR
',‘ ey 3 ipsi contra N3 Retna 3. T S Retina §

Figura 13. Estructura anatémicayfuncional del nicleo geniculado lateral en roedores. (A) Seccién coronal de un cerebro
de ratén tefido con Nissl. El nucleo geniculado lateral (NGL) es uno de los nucleos talamicos, formado por tres zonas
(indicadas por flechas): NGL dorsal (NGLd), intergeniculado lateral (IGL) y NGL ventral (NGLv). La imagen esta tomada del
Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org). (B) Representacién esquematica de una seccién coronal del NGL, que muestra
la separacion 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 practicamente todo el NGLd, a excepcion de una
pequefa zona localizada en la parte dorsomedial que va a estar inervada por las proyecciones ipsilaterales (puntos verdes).
La linea discontinua en el NGLd representa el limite aproximado que separa shell dorsolateral (s) del core ventromedial (c).
La linea discontinua en NGLv representa el limite 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 funcién de la localizacién de las CGRs en la retina nasal (N) o
temporal (T). Las CGRs nasales (puntos rosasy morados) inervan la zona ventral del NGLd mientras que las CGRs temporales
(azules yverdes) inervan lazona dorsal del NGL. (D) Representacion topografica de las terminaciones de las CGRs, en funcién
del tipo celular, en el NGLd, NGLv e IGL. Los puntos de colores de mayor tamafo representan algunos tipos de CGRs;
mientras que los puntos pequefios 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 direccion; ipCGR: ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensibles. Tomado de Monavarfeshani et al., 2017 y modificado.

ELNGLd 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 morfologia, presentando un axén grueso y no

ramificado, un soma grande y redondo, y un complejo arbol dendritico multipolar. En
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roedores, existen tres tipos de células TCs (Fig.14; Krahe et al., 2011): las bicénicas o tipo
X, ubicadas en la regién ventral que recibe axones del ojo contralateral; las simétricas o
tipo Y, en la region central, en el core, que recibe aferencias de ambos ojos; y las
hemisféricas o tipo W, localizadas en la region 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, estan dispersas por todo el NGLd y forman
conexiones inhibidoras Unicamente con las células TCs (Kerschensteiner & Guido, 2017).
Aunque ambas poblaciones reciben proyecciones retinianas, solo las TCs envian axones

fuera del NGLd (Pinault, 2004).

Neuronas TCs Interneuronas Figura 14. Esquema de los tipos celulares del nticleo geniculado
lateral dorsal. Se distinguen dos grandes grupos celulares las

X Y w
talamocorticales (TCs) y las interneuronas (marrén) que muestran
m >——< arquitecturas dendriticas distintas y se localizan en zonas
especificas de esta estructura. Las TCs a su vez se subdividen en
bicénicas (X, rojo), simétricas (Y, verde), y hemisféricas (W, azul).

ﬂ ﬂ ﬂﬂ Tomado de Kerschensteiner & Guido, 2017 y modificado.

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

procesary modular la informacidn visual antes de enviarla a otras areas corticales; recibe
una gran cantidad de proyecciones de areas como la V1, el CS y el nlcleo reticular
talamico, 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 nucleo reticular taldmico, con una organizacidn topografica: asi en el
raton, la region core del NGLd proyecta principalmente a la capa IV, relacionada con la
formacion de imagenes; mientras que la region shell proyecta a las capas superficiales (I-

I1), transmitiendo informacidén sobre el movimiento (Monavarfeshani et al., 2017).

A) AFERENCIAS _— B) EFERENCIAS vy

(= S (=
NGLd  ear NGLd
NGLv

PBG.

PPN (B
MRN
[

CGR

Figura 15. Aferencias y eferencias del ntcleo geniculado lateral dorsal en roedores. (A) Aferencias. El ntcleo geniculado
lateral dorsal (NGLd, naranja) recibe aferencias tanto de las células ganglionares de la retina (CGRs) como de otros nucleos
cerebrales (verde). (B) Eferencias. Las regiones inervadas por el NGLd aparecen coloreadas en naranja. NGLv, nucleo
geniculado lateral ventral; TRN, nucleo reticular taldmico; CS, coliculo superior; PRT, regidn pretectal; MRN, nucleo reticular
del mesencéfalo; DR, nucleo del rafe dorsal; PPN, nucleo pedunculopontino; PBG, nucleo parabigeminal; PB, nucleo
parabraquial; LC, locus coeruleus; V1-l, corteza visual primaria, capa |; 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),
conocidacomo drea 17,y dos areas extraestriadas: la 18 (lateral) y la 19 (medial) (Caviness,
1975; Sefton et al., 2015). La V1, localizada en el lébulo occipital, esta implicada en recibir,
procesary analizar la informacidn visual. Sin embargo, en roedores nocturnos, no ha sido
tan investigada como en especies diurnas, ya que estos animales dependen menos de la
visién y mas de otras modalidades sensoriales, como el tacto y el olfato (Hubener, 2003).
La citoarquitectura y las conexiones de la V1 son bastante similares entre los mamiferos;
los roedores también poseen 6 capas corticales siendo la | la mas superficial, y la VI, la
mas profunda. (Narayanan et al., 2017; Himmelhan et al., 2018; Kong et al., 2023). Las
capas del area 17 son: la capa | es superficial, delgada y con pocas células; las capas Il y
Il en conjunto ocupan el 45% del grosor de la V1, y sus limites son dificiles de distinguir; la
capa |V tiene neuronas pequefas y constituye el 55% del grosor total; la capa V tiene
cuerpos celulares de diferentes tamafios; y la capa VI es la mas profunda, se puede dividir
en subcapas dependiendo de la disposicién celular (Peters et al., 1985; Ortiz, 2006).

Se ha demostrado que, en la V1 de ratén, cada hemisferio tiene una representacion
completa del campo visual contralateral (Drager, 1975). Sin embargo, debido a la
lateralizacién de los ojos, el campo visual binocular es reducido y solo un tercio de V1 de
cada hemisferio, en su parte lateral, recibe informacién de ambos ojos (Fig.16; Drager &

Olsen, 1981; Hubener, 2003).

3 Figura 16. Esquema del sistema visual de roedores.
> g REINy - El hemicampo visualizquierdo se representa en rojoy
2 .9 4 el derecho en verde. El campo visual comprendido

entre los nimeros 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 envian informacién al NGLd
Retina contralateral (rojo) y desde éste a V1 contraletaral
(rojo), terminando en las zonas 1, 2 y 3 de V1. Esta
informacion procede portanto solo de uno de los ojos,
es monocular. Lo mismo ocurre en el caso del campo
NGLd 5 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
V1 contralateral (rosa); como los axones de las CGR de la
retina T no decusan en el quiasma, continuaran hacia
el NGLd del mismo lado y de ahi se dirige la
informacion a la zona 3 (roja-rosa) de V1, confluye asi con la informacién procedente de la retina Ny C del ojo contralateral,
siendo esta la zona de recepcidn de informacién binocular. Lo mismo ocurre con el campo visual comprendido entre 3-4.
CGR, células ganglionares de la retina; NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. Tomado de
Hlbener, 2003 y modificado.
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Las células corticales pueden clasificarse segun distintos criterios: morfolégicos, de

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

clasificacion Unica que abarque todos estos aspectos. La introduccién de la

transcriptomica ha facilitado una clasificacién, que integra aspectos anatomicos,

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

grupos

celulares en la corteza de los mamiferos: neuronas glutamatérgicas, neuronas

GABAEérgicas y células no neuronales (para revision consultar: Zeng & Sanes, 2017; Cheng

etal., 2022):

Neuronas glutamatérgicas (Fig.17A): células excitadoras que se subdividen en 5
clases segln sus caracteristicas morfofuncionales. Entre estas estan las neuronas
de proyeccion local de la capa IV, neuronas de proyeccidon cortico-cortical
(neuronas de proyeccion callosa o neuronas intratelencefalicas), neuronas de
proyeccién subcerebral (o neuronas del tracto piramidal), neuronas de proyeccion
cortico-talamicas, y neuronas de la subplaca de la capa VIb. Las células
glutamatérgicas, tienen diversas funciones segun su capa de origen.

Neuronas GABAérgicas (Fig.17B): células inhibidoras que se clasifican en
subtipos segun 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
mas subdivisiones segun su morfologia.

Células no neuronales: como oligodendrocitos, astrocitos y células microglia.

L6

Figura 17. Esquema de las neuronas de la

pia
A) = B) Vip corteza visual primaria. (A) Disposicion de las
Célula bipolar neuronas glutamatérgicas en las diferentes
w2\ l/ ‘ ) o capas (L1-L6) de la V1. Tomado de Cheng et al.,
| [ k; Célula Martinotti 2022 y modificado. (B) Representacion 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
parvalbumina (Pvalb). Tomado de Zeng &

Pvalb A Sanes, 2017 y modificado.
Célula en cesta A

> > >
Tracto Tracto
piramidal  corticotalamico

Cortezasvisuales
superiores

Subcorticales
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La V1 presenta un complejo entramado de interconexiones, donde las células de la
capa |V, tras recibir aferencias del NGLd, proyectan la informacidn hacia capas superiores
e inferiores; mientras que las de las capas Il/lll, V y VI van a tener un mayor numero de
conexiones intracorticales (para mas informacién consultar: Sefton et al.,, 2015;
Narayanan et al., 2017). La V1 recibe multiples aferencias con informacién visual, y envia
eferencias a mas de 18 areas del SNC diferentes (para revisidon consultar: Froudarakis et
al., 2019), entre las que destaca el envio 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 comunicacion bidireccional entre la V1 y el NGLd, mientras que la conexién

entre laV1y el CS es exclusivamente desde la V1 hacia el CS (Simmons et al., 1982).

1.2.4. Poblaciones gliales en los nucleos 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 microglia.

Los astrocitos son un grupo celular muy heterogéneo que realizan multiples funciones,
como ya se indicé en el apartado anterior en los astrocitos de la retina, afladiendo en el
resto del SNC su implicacion en el mantenimiento la integridad de la barrera
hematoencefalica (BHE) (Miller, 2018).

Las células microgliales, realizan las mismas funciones indicadas en la microglia
retiniana, pero cuando se produce la activacion microglial cursa con cambios
morfoldgicos diferentes a los descritos en la retina (ver apartado Material y Métodos para
consular los diferentes morfotipos); su forma cambia del morfotipo basal (morfotipos Iy Il)
con un soma pequefo y largas prolongaciones, hacia morfotipos reactivos (morfotipos IllI-
V) con somas de gran tamafo y prolongaciones anchas y cortas, e incluso llegando a
adquirir en ultima 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 disfuncién organica causada por una respuesta descontrolada del
huésped ante una infeccién. Se trata de una respuesta inmunitaria exacerbada que dafna
los tejidos, provocando su disfuncién, y desencadenando, en algunos casos, un fracaso
multiorgdnico que puede llegar a ser mortal. En esta ultima definicidon de la patologia,
alcanzada por consenso en 2016 (Singer et al., 2016) se incluye el concepto de disfuncién
organica cuya severidad puede ademads ser evaluada mediante la escala especifica para la
evaluacion de fallo organico relacionado con la sepsis (SOFA, Sepsis-related Organ Failure

Assessment, Tabla 2).

Tabla 2. Escala para la evaluacién de fallo orgdnico relacionado con la sepsis

Puntuacién
Sistema 0 1 2 3 4
Respiracion
Pao,/Fio,, <200 (26,3) <100 (13,3)
2400 (53,3 <400 (53,3 <300 (40,0 ) ) . )
mmHg (kPa) ( ) ( ) ( ) con soporte respiratorio con soporte respiratorio
Coagulacion
Plaquetas,
q 3 2150 <150 <100 <50 <20
*10%pL
Higado
Bilirrubina,
firrubina <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
mg/dL

Cardiovascular

PAM 270 mm Hg

PAM <70 mm Hg

Dopamina <5
o dobutamina

(a cualquier closis)b

Dopamina 5,1-15
o adrenalina 0,1
o noradrenalina 50,1b

Dopamina >15
o adrenalina >0,1
o noradrenalina >0,1°

SNC
Escala de coma
b 15 13-14 10-12 6-9 <6
de Glasgow
Renal
Creatinina en
<1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5
suero, mg/dL
Produccién d
roduccién de <500 <200

orina, mL/dia

Pao,: presién paracial del oxigeno; Fio,: fracién de oxigeno inspirada; PAM: presién arterial media; SNC: sistema nervioso central. °. Las dosis de catecolaminas
se expresan en pg/kg/min por al menos 1 hora. °.Escala de coma de Glasgow: una puntuacion mas alta indica una mejor funcion neuroldgica (rango 3-15). Tabla
adaptada de Singer etal ., 2016.

La sepsis es un grave problema de salud mundial, con una elevada incidencia y
mortalidad. En un estudio llevado a cabo por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
se analizaron resultados procedentes de 51 estudios, en su mayoria de paises de ingresos
elevados, alcanzando en este estudio una incidencia de sepsis de 189 casos por cada
100.000 personas/afo, 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 alin 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; observdndose peores resultados en los
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paises con economias menos desarrolladas (Fig. 18; Rudd et al., 2020). Ante la magnitud
de los datos y la severidad de la patologia, y con el fin de hacer frente a esta amenaza
sanitaria mundial, en 2017, la Asamblea Mundial de la Salud adoptdé una resolucion
destinada a mejorar «la prevencion, el diagndstico y el tratamiento clinico de la sepsis»
(WHA, 2017; Reinhart et al., 2017), incluyéndose ademas la lucha contra la sepsis como

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

Incidencia de la sepsis por 100.000 habitantes
0 120t0<200 @ 540to<640

0O 200to <270 M 640 to <1600

0 270t0<340 M 1600 to <2500

@ 340to<440 m 2500 to <3400

@ 440t0 <540 M 3400t04300 o

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 patologia, como son los nifios y los recién nacidos, las
personas de edad avanzada, o los pacientes inmunodeprimidos como consecuencia de
diversas enfermedades crénicas como el SIDA, la cirrosis, las enfermedades
autoinmunes, la enfermedad renal crénica, la diabetes y el cancer (Gotts & Matthay, 2016,
Reinhartetal., 2017; Rudd et al., 2020). El diagndstico de la sepsis resulta complejo ya que
los signos y sintomas de la patologia son muy inespecificos, siendo los mas comunes la
disnea, la debilidad muscular, alteraciones en el estado mental, dolor, tos, edemas,
nauseas, hipertension y fiebre (Singer et al., 2016). Aunque la sepsis no siempre resulte
mortal, en los supervivientes, induce importantes secuelas entre las que destacan el dafo
neuroldgico: fundamentalmente se han descrito problemas de memoria y concentracion,
y en algunos casos se han observado sintomas de trastorno de estrés postraumatico,
depresién y/o ansiedad, asi como situaciones de fatiga y debilidad muscular (Gotts &
Matthay, 2016; Cecconi et al., 2018; Catarina et al., 2021). Adema3s, se ha observado en los
pacientes que logran superar la sepsis una alteracion del sistema inmune, una
inmunosupresioén, lo gue aumenta de manera significativa la susceptibilidad a infecciones

secundarias (Hotchkiss et al., 2009; Nedeva et al., 2019).
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2.1. FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

Las causas mas comunes de la sepsis son las infecciones por bacterias, tanto
grampositivas (Staphylococcus aureus) como gramnegativas (varias especies del género
Pseudomonasy Escherichia coli), siendo los focos de infeccidn 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
linea de defensa frente a estos patdégenos son las células del sistema inmune innata
(monocitos, macrofagos, neutrofilos...). Estas células son capaces de detectar la
presencia de Patrones Moleculares Asociados a Patdégenos (Pathogen-Associated
Molecular Patterns, PAMPs), como, por ejemplo, algunos componentes bacterianos tales
como el lipopolisacarido (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
unién desencadena una serie de eventos (Fig.19) que culminan en la liberacion de
mediadores proinflamatorios, como citoquinas, quimioquinas, especies reactivas de
oxigeno (EROs) y del nitrégeno (ERNs) (Kumar, 2020). A nivel celular, la sepsis genera estrés
oxidativo y dano mitocondrial, lo que agrava la disfuncién energética y contribuye a la
apoptosis celular y a la inflamacion (Galley, 2011; Singer 2014). La inflamacién, la
disfuncion mitocondrial y la apoptosis son tres factores importantes que median la

disfuncion organica producida por la sepsis (Cecconi et al., 2018).
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Figura 19. Mecanismos moleculares en el desarrollo de la sepsis. PRRs: receptores de reconocimiento de patrones;
PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos; DAMPs: patrones moleculares asociados a dafo; TLRs: receptores
tipo Toll. NLR: receptores tipo NOD. Imagen creada con Biorender.com

34

/S
—



Introduccién

Esta activacion del sistema inmune innato acaba produciendo una respuesta
persistente y excesiva que se caracteriza por la liberacién de citoquinas inflamatorias,
fendmeno conocido como “tormenta de citoquinas” (Rittirsch et al., 2008; Kumar, 2020).
De hecho, datos procedentes de diversas cohortes de pacientes con sepsis muestran, en
analisis de microarrays de sangre periférica, una sobreexpresion de los genes de los
receptores PRRs, particularmente de los TLRs, acompafada de un aumento de la
expresion de genes involucrados en la via de transduccién de sefales del sistema inmune
innato, como el NF-kB (Factor Nuclear-kappa B, del inglés, Nuclear Factor kappa B). Sin
embargo, en lo que respecta a la expresion de los marcadores inflamatorios, los estudios
presentaron resultados contradictorios, sin evidencia concluyente de una transicién
definida entre las fases proinflamatoria y antinflamatoria. A pesar de esto, en todos los
estudios existia una desregulacién en la expresion de multiples marcadores inflamatorios
(Tangetal., 2010). En pacientes con sepsis, 24 h después de su admisién en la UCI (Unidad
de Cuidados Intensivos), se observé un aumento significativo de los niveles plasmaticos
de multiples moduladores inflamatorios como: IL-1a, IL-1B, IL-18, MCP-1 (Proteina
Quimiotactica para Monocitos 1, del inglés, Monocyte Chemoattractant Protein-1) y TNFaq,
en comparacion 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, ademas, la administracion de este en pacientes sanos provoca un
incrementen en los niveles plasmaticos de citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10 y TNFa) asi como
otras modificaciones como fatiga, dolor de cabeza, disminucién de la presidon arterial y
aumento de la frecuencia cardiaca (Sandiego et al., 2015).

Aunque en condiciones fisiolégicas la activacion del sistema inmune innato y la
consiguiente inflamacién sean procesos necesarios y relevantes para la defensa del
organismo frente a agentes infecciosos, en situaciones de sepsis esta activacion se
produce de forma excesiva y/o descontrolada provocando dafos a nivel de otros tejidos y
sistemas (Fig.20), alcanzando, en muchos casos, las dimensiones de un fracaso
multiorganico (Rittirsch et al., 2008; Nedeva et al., 2019). La respuesta inflamatoria
sistémica en la sepsis provoca alteraciones circulatorias al danar la barrera endotelial, lo
que lleva a trombosis microvascular y disfuncidn multiorganica. La sobreactivaciéon del
sistema del complemento, junto con la disfuncidén endotelial, contribuye a la formacién de
edemas en o6rganos clave como el higado, los pulmones y el cerebro, resultando en

hipoperfusién y dafio a multiples érganos (consultar: Sweis et al., 2016; Arora et al., 2023).
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Figura 20. Afectacion multiorganica. Tomado de Nedevaetal., 2019y
modificado.

2.2. AFECTACION DEL SNC POR LA SEPSIS

Una complicacidn comun es la encefalopatia asociada a la sepsis (sepsis-associated
encephalopathy, SAE), que afecta al 70% de los pacientes criticos con esta patologia,
causando trastornos mentales desde confusién 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 neuroinflamacién (activacién glial) y
neurotoxicidad en algunas areas del cerebro, como la corteza frontal, el hipocampo y la
amigdala (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 normaly causando neuroinflamacién (Gu et al. 2021;
Pan et al., 2022). La fisiopatologia de la sepsis en el SNC es compleja, con tres rutas
principales de afectacion (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 especificos, difundiendo por las diferentes areas
delcerebroy uniéndose a sus receptores expresados en neuronas, células glialesy células
endoteliales. En la ruta celular, la activacién de las células inmunes del SNC (macrogliales
y microgliales) incrementa la liberaciéon de mediadores inflamatorios. Tanto las citoquinas
periféricas como las producidas localmente, van a aumentar la permeabilidad de la BHE e
inducir la atraccién e infiltracién de células inmunes periféricas. En el caso de laruta neural
intervienen las fibras nerviosas auténomas; dénde las terminaciones nerviosas detectan
estimulos infecciosos lo que induce una activacion de los receptores de citoquinas en las
fibras nerviosas aferentes, transmitiendo de esta forma la senal inflamatoria hacia el

cerebro (consultar: Xin et al., 2023).
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Figura 21. Rutas de afectacion del sistema nervioso central en la sepsis. Ruta humoral. Las citoquinas periféricas entran
en el parénquima cerebral a través de la barrera hematoencefdlica (BHE) previamente debilitada o a través de
transportadores especificos; aumentando la permeabilidad de la BHE y la infiltracidn de células periféricas. Ruta celular. La
activacion de las células inmunes del sistema nervioso central (microglia y astrocitos) produce la liberacion mediadores
inflamatorios, lo que facilita la infiltracién de células inmunes periféricas en el cerebro y la activacion de las células
endoteliales contribuyendo a la perdida de integridad de la BHE. Ruta neural. las terminaciones nerviosas auténomas
detectan estimulos infecciosos, activando receptores de citoquinas en las fibras nerviosas aferentes, y transmitiendo la
sefal inflamatoria hacia el cerebro. PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos; DAMPs: patrones moleculares
asociados a dafo. Tomado de Xin et al., 2023 y modificado.

El edema cerebraly la apoptosis neuronal junto con este ambiente proinflamatorio, es
lo que provoca cambios en el comportamiento o disfuncién cognitiva de manera transitoria
o de manera permanente en aquellos pacientes que superan la sepsis (Catarinaetal. 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
etal., 2018). La afectacién de la funcidn visual podria deberse tanto a la neuroinflamacion
cerebral observada cémo a la afectacion directa del ojo. La diseminacidon hematdgena del
patégeno puede propagarse hasta el ojo causando una infeccidn ocular conocida como
endofalmitis endégena (EE) (Khan et al., 2002). Se ha observado que la EE puede producirse
porinfecciones procedentes de diversos focos, causando una pérdida de la agudeza visual
(Yoshida et al., 2020). Esta afeccién ocular también se ha observado en un caso de sepsis,
doénde el paciente presentd como sintoma inicial un deterioro de la visién en ambos ojos
(Latkowska et al., 2024). Ademas, en pacientes de edad avanzada que han superado sepsis
severa, se han documentado secuelas como la pérdida de visidon (lwashyna et al., 2012).
Asi mismo, en pacientes sépticos, se han observado lesiones retinianas como manchas
algodonosas, angiopatias microvasculares, hemorragias retinianas o presion intraocular

(P10) elevada (Celik et al., 2006; Erikson et al., 2017; Simkiene et al., 2020). La BHR, aligual
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que la BHE, tiene una funcidn protectora sobre las neuronas controlando la composiciéon
plasmatica, debido a la similitud de ambas barreras, el estudio de la retina puede
proporcionarnos informacidn sobre lo que esta ocurriendo con la circulacidn cerebral en
pacientes criticos (Courtie et al., 2020). Dado el impacto de la sepsis en la vision, seria
fundamental realizar exdmenes oftalmolégicos regulares en estos pacientes, no solo para
evitar la pérdida de vision, sino también para comprender mejor los procesos
fisiopatoldgicos sistémicos que afectan tanto al cerebro como a la retina.

Es necesario profundizar en los mecanismos del dafo visual causado por la sepsis, lo
cual se ve limitado en humanos por la complejidad de la patologia, la variabilidad de la
poblacion afectada y la falta de biomarcadores claros. En este contexto, los modelos
animales siguen siendo indispensables, ya que permiten replicar signos, sintomasy elfallo

multiorganico 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 administracién de patégenos vivos; (2) la
administraciéon de componentes microbianos como LPS; o (3) mediante la ruptura de la
barrera intestinal como es el caso de la ligadura de puncién cecal (cecal ligation puncture,
CLP) que va a generar la salida de microorganismos intestinales creando la infeccion
(Buras etal., 2005; Nandi et al., 2020; Cai et al., 2023). En el estudio actual, hemos utilizado
un modelo basado en la administracién de una dosis unica de LPS. EL LPS, componente de
la membrana externa de las bacterias gramnegativas, puede provocar una respuesta
inmune innata, principalmente debido a su accién como agonista de los receptores tipo
Toll, entre los que se encuentra el TLR4 (receptor tipo Toll 4). La activacidon de TLR4, activa
el factor de transcripcion NF-kB, lo que induce la produccién de citoquinas inflamatorias
tanto en células microgliales como en astrocitos. Se ha observado en la sepsis que la
activacion de TLR4 puede conducir a la activacidon 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-1B e IL-18, asi 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 administracion sistémica de LPS, induce
en roedores una gran inflamacion periférica, aumentando los niveles de citoquinas
proinflamatorias circulantes (IL-1B, IL-6, TNFa) (Jang et al., 2007; Skelly et al., 2013; Norden

et al., 2016; Zhao et al., 2019; Rodriguez-Ramirez et al., 2024), ademas de producir los
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sintomas caracteristicos de la patologia: piloereccién, pérdida de peso, hipotermia,
aumento de la frecuencia respiratoria y letargia o disminucion de la actividad locomotora
(Semmler et al., 2007, 2008; Skelly et al., 2013; Norden et al., 2016; Zhao et al., 2019) .

La reproduccién de la sepsis mediante el uso de la endotoxina ha demostrado provocar
déficits cognitivos y alteraciones en la funcidn 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 administracion sistémica de LPS ha
sido ampliamente utilizada en modelos animales en ratén 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 accidon del LPS en la BHE, algunos estudios han
observado cambios no disruptivos, como la activacién del endotelio cerebral por la unién
de citoquinas periféricas (IL-1B o TNFa) a sus receptores, lo que va a producir la secrecion
de mas moduladores inflamatorios; la sobreexpresidon de receptores y transportadores en
las células endoteliales; la modulacion de la actividad de los astrocitos; o la
transmigracion de células leucocitarias como linfocitos, neutrofilos o monocitos. Sin
embargo, otros estudios han observado una pérdida de la integridad de la BHE, es decir,
cambios disruptivos, como la alteracién de las uniones estrechas o el dafio sobre las
células endoteliales; la ruptura de la glia limitante; o la degradacién de la glicocalix (para
mas detalle consultar: Varatharaj & Galea, 2017). En diversos modelos en roedores han
demostrado que la administraciéon de LPS produce disrupcién 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
desregulacion de la expresidon génica y en la liberacién 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;
Rodriguez-Ramirez 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 mas
rapido va a detectar y actuar frente a la endotoxina son las células microgliales. En
multiples estudios de administraciéon de LPS se ha demostrado que la activacién microglial
se produce en las primeras 6 horas tras la administracion (consultar Hoogland et al., 2015).
Sin embargo, hay una gran variabilidad en el patron de afectacion entre las diferentes
regiones cerebrales observandose mayor susceptibilidad en unas regiones que en otras
(Brandi et al., 2022; Jung et al., 2022). La administraciéon de LPS, ademas de aumentar la

expresion de marcadores celulares como Ibal y el nimero de células microgliales,
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tambiéninduce un cambio de morfotipo, hacia un morfotipo ameboide (consultar Tabla 3),
que tiene una mayor capacidad inflamatoria, aumentando la expresion génica y la
liberacién de citoquinas como la IL-1B, IL-6, TNFa o IL-10; y de quimioquinas como MCP-1
(Cazareth et al., 2014; Norden et al., 2016). Estas moléculas van a propagar la senal
inflamatoria activando otras células ademas de aumentar el reclutamiento de monocitos

periféricos (Cazareth et al., 2014).

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

Animal Dosis f’e LPS Tiempo.d’e Efecto observado Referencia
(cepa, sexo) (via) evaluacion
1Células TUNEL"y Bax" Neurodegeneracién
Ratas Wistar 10 mg/kg 24 h VCélulas Bcl2” (apoptosis) Semmler et al .,
@) @i-p.) +Células GFAP* Activacion microglial 2005
+Células microgliales ED1" (activadas) Activaciéon macroglial
Alteracién del registro del EEG Disfuncion neuronal
TExpresion génica de marcadores proinflmatorios Neuroinflamacién
Ratas Wistar 10 mg/kg oah (iNOS, IL-1B, TNFay MCP-1) y antiinflamatorios (TGFB) Semmler et al .,
(@) (i.p.) . + L 2008
vCélulas NeuN Neurodegeneracion
1Células microgliales ED1* (activadas) o, . .
| . Activacion microglial
=Células GFAP
MPermeabilidad Ruptura de la BHE
™Niveles de citoquinas proinflamatorias ( IL-1B, IL-1a), Neuroinflamacion
Ratones CD1 3mg/kg 24h antiinflamatorias (IL-4, IL-10) y quimioquinas (MCP-1) Banks etal .
(d) (i.p.) 2015
1 Expresion GFAP Activacion microglial
1 Expresion lba1y F4/80 Activacién macroglial
Expresion génica de c.lltoqumas p.romflmatorlos (IL Neuroinflamacion
1B, TNFa) y antiinflamatorios (TGFpB)
TExpresion génica de GFAP e Iba1
0,33 mg/kg L, + . . .
; 12h-24h  tExpresién lbal’, del nimero de células, morfotipo L .
(i.p.) . Activacion macroglial
ameboide L . -
L . . . . Ativacidon microglial
MExpresion génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
Ratones BALB/c 1B, TNFa, MCP-1) en células microgliales y astrocitos Norden etal .,
MExpresién génica de citoquinas proinflmatorios (IL- Neuroinflamacién 2016
1B, TNFa) y antiinflamatorios (TGFB)
+Expresion Iba1’, del nimero de células y del
0,66 mg/kg . .
(i.0) 24h morfotipo ameboide
Sin cambios en GFAP Activacion microglial
TExpresion génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
1B, TNFa) en células microgliales
Ratas
Sorague-Dawtey 1 TENE 2an +Permeabilidad RupturadelaBHE ~ '°"o &%
@ .p.
VExpresion génicay proteica de ZO-1, claudina-1,
Ratas 5 mg/kg xpresion geni y.p : . udi Ruptura de la BHE Huangetal.,
Sprague-Dawley (iv.) 14d claudina-5y ocludina 2020
() TExpresion proteica de iINOS y eNOS Estrés oxidativo
vNeuronas dopaminérgicas (TH") Neurodegeneracion _
Ratones C57BL/6 5 mg/kg . . " L X X Brandietal.,
@ (i.p) 24 h tba1, morfotipo ameboide Activacion microglial 2022
TGFAP Activacion macroglial
1 Expresion génica de citoquinas proinflamatorias (IL- Neuroinflamacion
0,05 mgrkg 1B, TNFa) y antiinflamatorias (TGFB) Jung etal.,
Ratones C57BL/6 102 dosis 24 h ;
: tCélulas Iba1 R . 2022
(i.p.) Activacién microglial

1CD68 (microglia fagocitica activa)
Datos obtenidos de diferentes regiones cerebrales, fundamentalmente corteza e hipocampo. LPS: lipopolisacérido; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; d: dia; BHE: barrera
hematoencefalica; IL:interleuquina; MCP-1:proteina quimiotéctica de monocitos 1; NeuN: proteina de unién a hexaribonucleétidos-3; GFAP: proteina 4cida fibrilar glial; Iba1: molécula
adaptadora 1 de unién al calcio ionizado; EEG: electroencefalograma; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible; eNOS: éxido nitrico sintasa endotelial; ZO-1: zonula occludens-1; TNFa:
factor de necrosis tumoralalpha; TGF: factor transformante del crecimiento beta; TH: tirosina hidroxilasa; CD68: cluster de diferenciacion 68.

40

/S
—



Introduccién

Al igual que las células microgliales, otra poblacién afectada por la administracién de
LPS son los astrocitos, evidencidandose una activacion por el incremento de expresion de
GFAP en diferentes regiones (ver Tabla 3). La activacion de los astrocitos también va a
incrementar la expresion de mediadores inflamatorios como la IL-1pB, la IL-6, TNFa, MCP-1
y factores de crecimiento como el TGFB (Norden et al., 2016). Los astrocitos activados
desempefan un papel crucial en la neuroprotecciény en la limitacién de la inflamacion al
liberar factores que favorecen la supervivencia neuronal y la homeostasis del sistema
nervioso. Sin embargo, su activacion también puede tener efectos perjudiciales. Por
ejemplo, pueden danar las uniones estrechas de BHE, reduciendo su integridad vy
permitiendo que sustancias o células accedan al sistema nervioso central. Ademas, los
astrocitos activados liberan citoquinas y quimioquinas que aumentan la infiltracién de
células inmunitarias en el tejido cerebral, lo que puede exacerbar la inflamaciéon y
contribuir al dafio neuronal (Shulyatnikova & Verkhratsky, 2020).

Enlaretina, los efectos del LPS han sido ampliamente estudiados en modelos animales
revelando tanto cambios morfolégicos como funcionales significativos (consultar Tabla 4).
La endotoxina produce un aumento en el grosor retinal (Rodriguez-Ramirez et al., 2024) y
una dilatacién de las venas retinianas (Tsioti et al., 2023); parametros evaluados mediante
la técnica de imagen TCO (tomografia de coherencia dptica en dominio espectral, del
inglés, optical coherence tomography). Esta técnica no invasiva permite visualizar las
estructuras de la retina con alta resolucion, proporcionando medidas precisas del grosor
de las capas retinales (Zeppieri et al., 2023). Junto con el aumento del grosor retinal,
también se observa una alteracién en las ondas del electroretinograma (ERG), una técnica
electrofisioldgica que evalla la respuesta de la retina a estimulos luminosos, lo que indica
una disfuncidn visual relacionada con la inflamacién inducida por LPS (Tsioti et al., 20283;
Rodriguez-Ramirez et al., 2024). Ademas de estos cambios morfolégicos y funcionales, la
administracién periférica de LPS produce una notable reduccién en el nimero de CGRs-
Brn3a®, lo que sugiere un dafio neuronal asociado a la inflamacion y la activacién glialen la
retina (Rodriguez-Ramirez et al., 2024).

En cuanto a las poblaciones gliales, se observd un aumento del nimero de células
microgliales en la retina junto con una activacion de las estas (ver Tabla 4). Ademas de la
activacion microglial, también se ha demostrado en modelos animales una alteracién de
las poblaciones macrogliales, una activacion de los astrocitos y de las células de Muller

que comienzan a expresar mayores niveles de GFAP (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la administracion de LPS en la retina de roedores

Animal Dosis f’e LPS Tlempovd’e Metodologia Efecto Observado Referencia
(cepa, sexo) (via) L
Ratones C57BL/6J 5 mg/kg s Rodriguez-Ramirez et
@ y3) (.0 24h MGrosor de la retina: Edema al., 2024
Rat C57BL/6) 200 pug/mlen 1 pl .
atones Hes H 24h +Grosor de la retina: Edema Wuetal., 2023
(?yo) (i.vt.)
Tka/diax 4d TCO *Permeabilidad: Disrrupciéon de BHR
Ratones BALB/c 1mg (g )Ia x4 4d tGrosor de laretina: Edema Kokonaetal., 2018
1.V,
Dilaracién de los vasos retinianos
z Rat C57BL/6J 1 mg/kg/dia x 4d . Lo .
3 atones g/ke 4d Dilatacién de las venas de la retina Tsiotietal ., 2023
G 9 (?yo) (i.v.)
<=
5>
3 Z  Ratones C57BL/6) 6 (r‘_qil;(g 24h Kuribara etal., 2006
N i.p.
w Ratas Sprague-
Dawley 1 melke 24h Linetal.,2018
- (pata)
Rat C57BL/6) 200 pug/mlen 1 pl L .
atones ve/ H 24h ERG Disminucién de la amplitud Wuetal., 2023
(?yo) (i.vt.)
Ratones C57BL/6) 1 mg/kg/dla x4d 4d Tsioti etal., 2023
(@yo) (i.v.)
Ratones C57BL/6J 5 mg/kg 3d-7d Rodriguez-Ramirez et
@ yd) (i.p.) i al., 2024
TExpresion de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6,
1 mg/kg ) Matriz de " . L .
(iv) 24h 8 anticuerpos TNFa), antiinflamatorias (IL-4, IL-10), quimioquinas (MCP-1)
Ratones BALB/c f:) y factores de crecimiento (VEGF): Neuroinflamacién Kokonaetal., 2018
0 , - . P o
1 mg/kg/dia x 4d e . i _ ™Macroéfagos, neutrofilos y/o células dendriticas. Activacion
) 4d o  Citometria de flujo . X .,
(i.v.) i de los macréfagos: Neuroinflamacién
<
Ratas > L. -
» - - :
Sprague-Dawley 1 mg/kg 48h * PCR Expresion génica de‘. IL-1B, IL. §, TNFay MMP9 Renetal.. 2018
@ (pata) 2 Neuroinflamacién
Ratas Sprague- 125 ngfulen 2pl g boR MExpresion génica de caspasa-3, Bax y vBcl2: Apoptosis
Dawley ( \tjt ) H 24h § WB TExpresion génica (IL-6, TNFa) y proteica (TLR4, IL-1B, IL-6, Hanetal ., 2020
®ya o g TNFa): Neuroinflamacion
Rat C57BL/6) 1 mg/kg/diax 4d > . . . . . L
: On(egsyd) € (igv) 4d {  Citometriadeflujo  MCélulas microgliales y macréfagos: Neuroinflamacion Tsioti etal ., 2023
A'S ['s
R Cs7BLG) 200 ug/mien ul 8 pCR TExpresion génica de caspasa-3, Bax y vBcl2: Apoptosis
t 57BL/6. mlen D . .
’ on(e; y ) Hg(i vt.) . 24h g WB TExpresion génicay proteica de iNOS, IL-6 y TNFa: Wuetal., 2023
o 5 Neuroinflamacién
Ratones C57BL/6) 5 mg/kg 24h-72h z ELISA MML-1B y TNFa: Neuroinflamacion Rodriguez-Ramirez et
(©y9) (i-p.) Citometria de flujo 1Células inmunes: Neuroinflamacion al., 2024
Ratas
> Z
Sprague-Dawley 128 nf_/“tl )en 2 24h < Q IHQ - TUNEL 1Células TUNEL": Apoptosis Hanetal., 2020
@y e 33
S
Ratones C57BL/6) 200 pg/mlen 1 pl oo .
©yon “g(i w2an B2 He-TuNe ~Células TUNEL' (CCG): Apoptosis Wuetal., 2023
o 20
Ratones C57BL/6) 5 mg/k; @ w , . L, Rodriguez-Ramirez et
~§ o @y (ii) & 3d-45d E § IHQ-Bm3a vCélulas Brn3a’: Neurodegeneracion oL, 2024
<z o 5
<3( o] Ratones BALB/c 150 P_g ?r; 2uL 21d B % IHQ -Brn3a VCélulas Brn3a™: Neurodegeneracion Livne-Bar etal ., 2024
S 1L.vt.
- 6 mg/kg o ) )
Ratones C57BL/6) (i.p) 24 h IHQ - GFAP TGFAP en las CM: Activacion macroglial Kuribara etal ., 2006
I.p.
Ratones BALB/G | mg/kg/dua x4d 4d IHQ - Iba tCélulas Iba1’, morfotpo aTeb0|§|e y mlgramon haciala | otal., 2018
(i.v.) CNE: Activacién microglial
Ratas 1 mg/kg 2GFAP, desde CFNO hasta CNI: Activacién macroglial
Sprague-Dawley 24 h IHQ - GFAP/Iba1 . . L, , . ., K . Linetal.,2018
@ (pata) +ba1” y migracién de células a la CNI: Activacién microglial
TGFAP en las CM: Activacién macroglial
Ratas IHQ - GFAP/OX-42 z + . .z . .
1 mg/kg P TCélulas OX-42" en la CCG: Activacion microglial
Sprague-Dawley 48 h < . - Renetal., 2018
(pata) a MGFAP en las CM: Activacion macroglial
©) Q  IHQ-GFAP/Ibat ) ; e )
5 1Células Iba1” en CCGy CNI: Activacion microglial
o
Ratas < IHQ - Ibal +Células Iba1*, morfologia ameboide: Activacién microglial
125 ng/plen 2pl =
Sprague-Dawley (i) 24 h 5 Hanetal., 2020
®yo) ’ < IHQ - Iba1 +Células Iba1”en CCGy activacién: Activacién microglial
. . + . o
Ratone: C57BL/6) 1 mg/kg/dua x4d 4d 1HQ - Iba1 1Células Iba1” en CCG y CN'I, mor.fotlpo ameboide: Tsiotietal., 2023
®yad) (i.v.) Activacién microglial
IHQ - Iba1/Ki67 S . ivacio i i6 i i
Ratones C578L/6] 200 pg/mlen 1 pil Q TCélulas Iba1: Activacion y proliferaciéon microglial
®y9) (ivt) 24h Wuetal ., 2023
IHQ - Iba1 Migracion de células microgliales a la CCG
Ratones C57BL/6J 5 mg/k: , . . ) ., ) . Rodriguez-Ramirez et
@y ( i ) ¢ 3d-45d IHQ- Ibat *Células Iba1’, morfologia ameboide: Activacién microglial al., 2024

LPS: lipopolisacéarido; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; i.vt.: intravitreo; d: dia; TCO: tomografia de coherencia dptica; ERG: electroretinograma; ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas; PCR:
Reaccién en Cadena de la Polimerasa; WB: Western Blot ; Brn3a: homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3; GFAP: proteina dcida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de unién alcalcio
ionizado; BHR: barrera hematorretiniana; IL: interleuquina; TNFa: factor de necrosis tumoral alpha; MMP9: metaloproteinasa 9; TLR4: receptor tipo Toll 4; iINOS: éxido nitrico sintasa inducible; CM: células de
Miiller; CFNO: capa de fibras del nervio éptico; NO: nervio éptico; CCG: capa de células ganglionares; CNI: capa nuclear interna; CNE: capa nuclear externa.
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La administracién de LPS provoca hipertrofia en los astrocitos y altera su disposicion,
mientras que, en las células de Miller induce una alta expresion de GFAP vy
desorganizacion en sus prolongaciones terminales (Ren et al., 2018). Estas alteraciones en
la macroglia indican una posible disrupciéon de la BHR, comprometiendo su integridad y
funcion (Vecino et al., 2016). La activacion de las células microgliales y macrogliales
parece estar estrechamente interconectada, ya que la activacién de una poblacién puede
inducir la activacion de la otra, amplificando asi elambiente inflamatorio en la retina (Wang
etal., 2011).

Teniendo en consideracién todas las evidencias mencionadas anteriormente,
podemos concluir, la administracién 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 como de la retina; asi como para la busqueda de nuevos tratamientos

farmacolégicos.

2.4. MANEJO Y TRATAMIENTO DE LA SEPSIS

La mortalidad por sepsis y choque séptico es bastante alta en paises de ingresos bajos
y medios, superando el 40% y el 50%, respectivamente, y se mantiene elevada en paises
de ingresos altos (sepsis: 15-25%; choque séptico: 30-40%), a pesar de las mejoras
implementadas en atencién médica y detecciéon temprana. Ademads, entre los
supervivientes se detecta una elevada morbilidad y una disminucién en la calidad de vida,
fundamentalmente relacionada con un deterioro cognitivo y una discapacidad funcional
sustancial. Aunque los tratamientos tempranos han contribuido a la reduccién de esta
mortalidad, es necesaria la busqueda 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 infeccién. Al inicio se utilizan antimicrobianos de amplio
espectro, que han de ajustarse posteriormente segln los resultados obtenidos en las
pruebas de laboratorio. En el tratamiento de urgencia se incluyen diversas intervenciones
relacionadas con la restauracién de la perfusion tisular, la administracién de fluidos en la
primera hora tras el ingreso, y, en algunos casos, la eliminacién de tejido infectado, o el
drenaje de abscesos. Otras acciones arealizar son la administracidon de vasopresores para
garantizar una correcta perfusion de los tejidos, el control de la glucemia, y la
monitorizaciéon continuada del estado de los pacientes y la resolucién de la disfuncién

organica. Es también frecuente el uso de corticosteroides, la oxigenoterapia, la
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modulacion de la coagulacion o la inmunoterapia. Sin embargo, la practica clinica cada
vez mas se dirige a una medicina de precision ya que la sepsis es un sindrome heterogéneo,
y los tratamientos deben adaptarse a las caracteristicas especificas de cada paciente.
Aunque los pacientes logren superar la sepsis son muy frecuentes las secuelas a corto y/o
largo plazo, detectandose disfuncidon cognitiva, psicolégica y fisica. Estos pacientes,
ademas, tienen riesgo de readmisidn al hospital, incrementandose las tasas de mortalidad
y la necesidad de cuidados paliativos (Evans et al., 2021; Jarczak et al., 2021).

Se han descrito numerosas alteraciones neurolégicas asociadas con la sepsis, siendo
las mas graves la aparicidén de delirio y coma; a largo plazo se puede observar deterioro
cognitivo, déficit de atencidén, disminucién de la fluidez verbal y de la funcién ejecutiva,
ansiedad, depresion y estrés postraumatico. Sin embargo, no existe un tratamiento
especifico para paliar las consecuencias neuroldgicas de la sepsis (Heming et al., 2017,
Panetal., 2022).

Entre las estrategias madas prometedoras se encuentra la regulacion de la
neuroinflamacioén, una diana clave que ha sido destacada por diversos estudios; como por
ejemplo el uso de minociclina, antibiético que ha demostrado propiedades
inmunomoduladoras al reducir la neuroinflamacion 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 esta analizando la estimulacion del nervio vago, que
parece atenuar la inflamacién periférica, la activacion microglial y la expresion de
citoquinas proinflamatorias en el cerebro; se estan probando también terapias con
antioxidantes, para reducir el estrés oxidativo; o en la administracién de glucocorticoides,
para regular la secrecion de hormonas y mediadores antinflamatorios (para mas
informacién consultar: Gu et al., 2021; Pan et al., 2022). En algunos centros se esta
comenzado a utilizar terapia cognitiva, en combinacién con la terapia fisica, que parece
inducir una mejoria 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 disfuncion cerebral y, en

ultima 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 delgénero Plasmodiumy transmitida por mosquitos Anopheles hembra. Existen
mas de 120 especies, pero solamente 5 infectan al ser humano: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi (Varo
etal., 2020; White, 2022; Fikadu & Ashenafi, 2023). Entre ellas, P. falciparum es la que tiene
una mayor virulencia y tasa de replicaciéon, presentando un peor prondstico (Garrido-
Cardenas 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 paises
subsaharianos donde se registran el 90% de los casos y el 91% de las muertes a nivel
mundial, principalmente en nifios. Por otro lado, P. vivax aparece en el resto de las areas
endémicas ocasionando cuadros clinicos menos graves. Las demas especies de parecen
tener una menor prevalencia (Garrido-Cardenas et al., 2019).

Segun el ultimo 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
Africa subsahariana y el sudeste asiatico, y, en menor medida, América Latina (Garrido-
Cardenas et al., 2019; Varo et al., 2020). Aunque en la mayoria de los casos la transmision
se produce por la interaccidn mosquito-humano, ocasionalmente puede producirse por

transfusiones de sangre, trasplante de 6rganos o de manera congénita (Varo et al., 2020).

3.1. CICLO Y TRANSMISION DE LA MALARIA

En general todas las especies de Plasmodium tienen un ciclo vital similar, en los que
interviene un artrépodo como vector y un animal vertebrado (mamiferos, aves, reptiles)
como huésped (Garrido-Cardenas et al., 2019; Fikadu & Ashenafi, 2023). La reproduccion
sexual del parasito tiene lugar en el vector mientras que en el huésped se produce la fase
de replicacidon asexual (Giribaldi et al., 2015; Garrido-Cardenas et al., 2019). En el ser
humano el ciclo comienza con la picadura de un mosquito hembra infectado, que
transmite el parasito en forma de esporozoitos, los cuales viajan a través del torrente
sanguineo hasta el higado (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 dias,

dependiendo de la especie; a esta fase se le conoce como etapa preeritrocitica o
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exoeritrocitica y cursa sin sintomas. Cada merozoito hepatico va a invadir un glébulo rojo
dentro de los cuales van a continuar su replicacion asexual, multiplicandose hasta llegar a
la forma de esquizonte. Posteriormente se rompe la célulay se liberan los merozoitos para
invadir a mas eritrocitos y continuar el ciclo. Esta fase se conoce como fase eritrocitica o
intraeritrocitica; en la cual se empiezan a manifestar los primeros sintomas de la
enfermedad. Durante la fase eritrocitica, 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 reproduccién sexual, concretamente en
el estdmago, transformandose en zigotos. Tras un periodo de 1-3 semanas los nuevos
esporozoitos formados se trasladan a las glandulas salivares, los cuales pueden volver a
infectar a un nuevo huésped cuando el mosquito hembra vuelva a alimentarse de otro

individuo (consultar Garrido-Cardenas et al., 2019; Varo et al., 2020).

FASES EN EL MOSQUITO o .® o FASES EN EL HUMANO

Invasién de
* hepatocitos

CICLO HEPATICO

°
o®

& - (PREERITROCITICO)
El mosquito hembra
Ruptura del oocisto muerde al humano
y liberacién de inyectandole
esporozoitos esporozoitos Formacién de

esquizontes hepaticos

/

\ :
El mosquito se Rotura de esqulzontes
Formacién de cielo alimenta de sangre, hepaticos
oocistos en el tracto ESROROCONICO ingiriendo
digestivo gametocitos (merozoitos)
< .
Formacién de
Infeccién de esquizontes
eritrocitos eritrocitario
| S cicLo
ERITROCITICO
Fusién degametocitos |
macho y hembra *e Rotura de
produciendo cigotos. esquizontes
eritrocitarios
o
‘e 0

Formacién de
.t oo U gametocitos

Figura 22. Clclo vital del parasito Plasmodlum en el mosquito y en el humano. Tomado de Garrido-Cardenas et al., 2019
y modificado.

3.2. COMPLICACIONES CLINICAS Y FISIOPATOLOGIA 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 funciéon de la especie de Plasmodium
(consultar Tabla 5). Esta fiebre se acompana de otros sintomas menos especificos como

fatiga, dolor de cabeza, nduseas y vémitos, entre otros (Varo et al., 2020).
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Tabla 5. Prevalencia, caracteristicas y complicaciones de las especies de Plasmodium que infectan a humanos.
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Duracién de la

Citoadherencia y 6rganos

Frecuencia de causar enfermedades

Especie Prevalencia . L. N Complicaciones mayores
fase eritrocitica afectados graves y mortalidad
Mundial, con . MC, AS, SDRA, acidosis, aumento de la
. . Fuerte, en la mayoria de A menudo causa enfermedades . . N L .
P. falciparum alta prevalencia 48 h . permeabilidad intestinal, reduccion del flujo
P los 6rganos graves, altamente mortal (o P
en Africa hepatico y fallo multiorgénico.
Asia, América -
. - — . L AS, SDRA, fracaso renal, rotura esplénica,
. Latinay algunas Débil, principalmente en Sin complicaciones, . .. - .
P. vivax . 48 h . disfuncién hepaticay sintomas
regiones de pulmones ocasionalmente mortal . .
P gastrointestinales.
Africa
Africayislas del
P. ovale Pacifico 48 h Ausente Sin complicaciones, rara vez mortal SDRA, fracaso renaly rotura esplénica
occidental
P. malariae Mundial 72h Ausente Sin complicaciones, rara vez mortal Sindrome nefrético
. Aumento rapido de la parasitemia, SDRA,
Débil, en pulmonesy . . . o
. . Desde enfermedades sin dolor abdominal, diarrea, vomitos,
P. knowlesi Sudeste asiatico 24h probablemente en

complicaciones a graves
cerebro P g

trombocitopenia grave, fallo multiorgénico,

hipotensidn, acidosis y hemorragia renal

MC, malaria cerebral; AS, anemia severa; SDRA, sindrome de distrés respiratorio agudo. Adaptado de Cobanetal., 2018y de Gowda & Wu, 2018.

Las manifestaciones clinicas y la evolucién de la patologia varian en funcién de la
especie del parasito, de la inmunidad del huésped y del tratamiento escogido, por lo que
se establecen tres categorias principales: asintomatica, leve o grave (Milner, 2018). Los
pacientes asintomaticos son aquellos con parasitemia, pero sin sintomatologia; los
pacientes leves presentan parasitemia, que cursa con sintomas menores como fiebre y
escalofrios, pero no hay evidencia clinica que indique gravedad o disfuncidon organica
(Milner, 2018; Garrido-Cardenas et al., 2019). En la mayor parte de los casos, la patologia
cursa como una infeccién asintomatica o leve, destacando la efectividad de la respuesta
inmune adaptativa; en estos casos, durante una infeccién inicial, la fagocitacién de
merozoitos por los macréfagos o la ruptura de los esquizontes produce la liberaciéon de
TNFa, que, junto con otras moléculas, son las responsables de los picos de fiebre durante
la infeccidon. Ante infecciones posteriores, la respuesta inmune adquirida mejora la
eficiencia de los macréfagos en la produccién de anticuerpos, y, de esta manera, los
pacientes con malaria leve son capaces de eliminar mas facilmente el parasito, siempre
que se trate adecuadamente con antimaldricos especificos (Milner, 2018; Fikadu &
Ashenafi, 2023). Si la patologia progresa da lugar a una malaria mas severa, o grave, que
cursa con anemia severa y fracaso multiorganico, que afecta principalmente a los
pulmones, los rifiones y el cerebro, incrementando ademas 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 aparicién de coma persistente,
anemia severa, ictericia y alteracion del medio sanguineo (Garrido-Céardenas et al., 2019;
Varo et al., 2020; White, 2022). El cuadro clinico de la malaria severa (Fig.23): fiebre,
anemia, acidosis, y coma, es el resultado del ciclo bioldgico del parésito junto con la

respuesta fisiopatolégica del huésped (Milner, 2018, White, 2022).
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Figura 23. Proporciones de las complicaciones en
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Acidosis v,/’ falciparum. Tomado de White, 2022 y modificado.
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La anemia se produce por la citoadhesiodn, la activacidon de la respuesta inmune, y los
continuos ciclos de invasidn y lisis de los eritrocitos durante la fase eritrocitica; se estima
que por cada eritrocito infectado se eliminen 10 sanos, lo que contribuye al desarrollo de
una anemia grave. Otros parametros que contribuyen a la anemia son el secuestro de
glébulos rojos en el bazo y la produccién anormal de los mismos en la médula ésea. En las
zonas de elevada propagacién la anemia es el principal sintoma de la malaria, y, se evalla
su gravedad en base a los niveles de hemoglobina en sangre (Perkins et al., 2011; Coban et
al., 2018; White, 2022). La acidosis metabdlica puede ser producida tanto por el
incremento en la produccién de lactato como por la disminucién de su eliminacién, y suele
iracompanada de hipoglucemia. ELaumento en la produccién de lactato puede deberse al
metabolismo de los parasitos, al aumento de la glucélisis por las células inmunes activas,
o al aumento de la glucolisis por las células y tejidos hipdxicos como consecuencia de la
anemia; mientras que la disminucién de su eliminacién podria deberse a la disfuncion
hepatica y al dafo renal. Esta acidosis conlleva una disminucion en el pH de la sangre, vy,
por tanto, a un aumento de la frecuencia respiratoria, a una hiperventilaciéon y a
dificultades respiratorias (para mas informacién consultar Possemiers et al., 2021).

La malaria es una enfermedad muy heterogénea que va a afectar a diferentes drganos
vitales dependiendo de donde se acumulen los eritrocitos infectados (Scholfield & Grau,
2005; White, 2022; Fikadu & Ashenafi, 2023). La adhesién de estos glébulos rojos
infectados (GRI) al endotelio vascular (citoadhesién, ver Tabla 5) es el principal factor en
la patogénesis de la malaria grave. En el caso de P. falciparum existen varias proteinas
involucradas en la citoadhesién, destacando la proteina 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 unién de estos a diferentes receptores
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endoteliales (ver Tabla 6; consultar: Schofield & Grau, 2005; Fikadu & Ashenafi, 2023). La
unioén de los eritrocitos al endotelio evita que estos lleguen, a través de la circulacion, al
bazo para su posterior eliminacion (Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu, 2018), v,
ademas, los GRI pueden unirse también a eritrocitos no infectados formando rosetas que
promueven la obstrucciéon microvascular, y, en ocasiones, podrian causar hipoxia (Coban
et al., 2018; Fikadu & Ashenafi, 2023).

Aunque los sintomas clinicos de la malaria se observen sélo en la etapa eritrocitica (y
no en la preeritrocitica o hepatica), en ambas fases se produce una respuesta inmunitaria
innatas con el fin de conseguir una inmunidad adaptativa. Los pardsitos producen
diferentes moléculas, denominadas toxinas o productos bioactivos del parasito (Tabla 6),
que se liberan de manera sincrénica tras la ruptura de los eritrocitos, lo que induce la
activacion del sistema inmune innato. Esta activacién, que estd implicada en la
patogénesis de la malaria grave, ocurre mediante la interaccién de dichas moléculas con
los receptores celulares (TLRs, NLRs...) lo que conduce a la sobreproduccién de citoquinas
y quimioquinas (para mas informacion revisar: Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu 2018).
Tanto la anemia como la acidosis son resultado y causa de la desregulacion de la
respuesta inmune (Perkins et al., 2011; Possemiers et al., 2021).

El glucosilfosfatidilinositol (GPI) es un glucolipido esencial para la supervivencia del
parasito, y un elemento clave en la patogenicidad de la malaria, al menos en el caso de P.
falciparum. Su administracion provoca, en modelos animales, los sintomas
caracteristicos de la malaria. GPI es necesario para el anclaje de los merozoitos a la
membrana de los glébulos rojos, y su deteccién, a través del heterodimero TLR1- TLR2 y,
en menor medida de TLR4, aumenta la expresion de diversas citoquinas proinflamatorias.
Estas citoquinas inicialmente tienen un papel protector en la defensa antimicrobiana,
aungue su la sobreproducciéon puede causar fiebre, una mayor actividad de la iINOS (6xido
nitrico sintasa inducible, del inglés: inducible nitric oxide synthase) y un aumento en la
expresion de moléculas de adhesién en el endotelio vascular, moléculas reconocidas por
PfEMP1 que de esta manera reactiva la citoadhesién (Schofield & Grau, 2005; Gowda & Wu
2018; Fikadu & Ashenafi, 2023). ELADN y el ARN del parasito puede producir la activacion
de receptores endociticos (TLR7, TLR9) induciendo la expresiéon de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias. El reconocimiento de estos PAMPs también puede activar
otras vias inflamatorias, al ser reconocido por receptores citosélicos (NLRP3), induciendo
la activacioén de la caspasa 1 quien va a producir las formas maduras de la IL-1By la IL-18
(consultar: Gowda & Wu, 2018). Otro producto parasitario es la hemozoina, residuo

derivado de la digestion de la hemoglobina por el parésito. Esta molécula ha demostrado
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ser generalmente inmunosupresora ya que inhibe la proliferacion de los leucocitos, causa
disfuncion de monocitos y macrofagos e induce la produccién de IL-10 antinflamatoria; sin
embargo, también se ha observado que puede promover la inflamacion al aumentar la
expresion de citoquinas proinflamatorias como TNFa e IL-12 (Schofield & Grau, 2005). La
fagocitacion de grandes cantidades de parasitos enteros y hemozoina causa acidificacion
del fagolisosoma y la muerte apoptdtica de los macrofagos. La hemozoina también puede
desestabilizar la membrana del fagolisosoma lo que causa la liberacién de acido nucleico
y hemozoina al citosol donde son reconocidos por varios receptores entre ellos el NLRP3
lo que conlleva a la activacidon de la caspasa 1y a la consecuente maduracién de la IL-18,
que induce fiebre. Los pardsitos también producen acido drico, el cual se acumula en los
eritrocitos y se libera al torrente sanguineo cuando estos estallan, ademas, durante la
malaria, la muerte de macréfagos y otras células inmunes también causa la liberacién de
este compuesto. Estos elevados niveles de acido Urico van a contribuir a la activacién del
inflamasoma mediado por NLRP3 durante la malaria (para mas informacién consultar:

Gowda & Wu, 2018).

Tabla 6. Componentes y productos bioactivos del parésito.

Receptor Efectos patolégicos y celulares
ICAM1, VCAM1, CD31, CD36, E- La unién dirige al parasito hacia el cerebro, la placenta y posiblemente otros
PfEMP1 selectina, TSP, CSA, EPCRy oérganos diana; se propone que la activacién de CD36 suprime la activacion de
acido hialurénico. CDsy macréfagos. Involucrado en la citoadhesion.

Induce la expresion generalizada de genes que codifican proteinas
proinflamatorias (incluidos TNFa, IL-1, IL-6, IL-12, iNOS, ICAM1, VCAM1); activa
células natural killer ; e induce la produccion de citoquinas. Aumento de
expresion de moléculas de adhesidn.

GPI TLR1/2, TLR4 y lectinas tipo C.

Activacion de vias inflamatorias mediadas por caspasas (caspasa-1) y aumenta
ARN/ADN TLR7, TLR9 y NLRP3 L, K . . ) . .
y la expresiony liberacidn de citoquinas proinflamatorias (IFN-1, IL-1B, IL-18)
Inmunosupresioén: inhibe proliferacion de células inmunesy promueve la
produccion de IL-10.
Inflamaciéon: aumento de la expresion de citoquinas inflamatorias como TNFa e
IL-12. Activacién de la caspasa-1y liberacién de citoquinas proinflamatorias.

Hemozoina TLR9 y NLRP3

Acido trico NLRP3 Activacion delinflamasoma: liberacién de citoquinas proinflamatorias

PfEMP1, proteina 1 de membrana de eritrocitos de P. falciparum ; GPI, glucosilfosfatidilinositol ;ICAM1, molécula de adhesién intracelular 1; VCAM1, molécula de adhesién
celularvascular 1; CD31, cluster de diferenciacion 31; CD36, cluster de diferenciacién 36; TSP, trombospondina; CSA, sulfato de condroitina A; EPCR: receptor de la proteina C
endotelial; CDs, células dendriticas; TLR, receptor tipo toll ; TNFa, factor de necrosis tumoral alpha; IL, interleuquina; iNOS, éxido nitrico sintasa inducible; NLRP3: dominio
pirina 3 de la familia NLR, IFN: interferén. Adaptado de Schofield & Grau, 2005y Gowda & Wu, 2018.

Ademas delreconocimiento de los PAMPs (GPI, ADNy ARN)y de los DAMPs (hemozoina
y acido Uurico), la fagocitacion de los parasitos y la citoadhesién van a activar la respuesta
inmune. Una de las vias es a través del receptor CD36 (expresado por macroéfagos, células
dendriticas, plaguetas y células endoteliales), que ademas de mediar la fagocitacién del
parasito, va a detectar a PfEMP1 induciendo la produccién de citoquinas proinflamatorias,

entre ellas, TNFa. Otro receptor involucrado es el receptor de proteina C endotelial
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(endothelial protein C receptor, EPCR), glicoproteina transmembrana localizada en los
vasos sanguineos. La unién de PfEMP1 a ECPR puede reducir el papel antinflamatorio de
este receptor ademas de incrementar la coagulacidon sanguinea, la respuesta inflamatoria
y la apoptosis de las células endoteliales, disminuyendo la integridad de la barrera. La
molécula de adhesidn intracelular 1(Intercellular Adhesion Molecule 1,ICAM1), expresada
en las células endoteliales, media la captaciéon del parasito a través de PfEMP1 en el
cerebro, lo que va a inducir una respuesta inflamatoria, infiltracién celular y dafio 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 demostré que eraimprescindible para el desarrollo de la patologia
(consultar Gowda & Wu, 2018). La acumulacion de eritrocitos parasitados va a producir
una amplificacion de la sefal inflamatoria produciendo dafio endotelial, infiltracion de
células inmunesy finalmente disfuncién y fallo organico (Gowda & Wu, 2018; Coban et al.,

2018).

Algunas de las complicaciones que ocurren a consecuencia de los procesos
previamente mencionados son el sindrome 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 parasito y afecta a un gran numero de pacientes
adultos. Es una complicacion grave que se asocia con un peor pronostico, donde se ha
demostrado inflamacidn 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
alteracion de la funcién renal puede aparecer tanto en nifios como en adultos y se asocia
con el fallo multiorgdnico y un peor pronédstico (Katsoulis et al., 2021; White, 2022). La
hipovolemia y la disminucién de flujo sanguineo a nivel renal van a inducir hipoxia y
disfuncion endotelial que junto al estrés oxidativo y a la liberacién de hemoglobina y
moléculas proinflamatorias inducidas por la hemélisis contribuyen a una fuerte respuesta
inflamatoria y la muerte celular a nivel renal. La necrosis tubular, nefritis intersticial y
glomerulonefritis son caracteristicas en el FRA inducido por malaria (consultar: Katsoulis
et al., 2021). Sin embargo, dos de las complicaciones mas comunes durante la malaria

grave son la malaria cerebral (MC) y la retinopatia malarica o paludica (RM).
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3.3. AFECTACION DEL SNC POR LA MALARIA
3.3.1. Malaria cerebral (MC)

La infeccién por P. falciparum es la principal causa de MC, caracterizada por la
aparicion de fiebre alta, cefalea, delirio, confusién, convulsiones y coma (White, 2022). La
MC es la encefalopatia no traumatica mas comun en todo el mundo con una alta tasa de
mortalidad (WHO, 2023).

La adhesion de los glébulos rojos al endotelio puede causar una alteracion en el
correcto funcionamiento de la circulacion sanguinea, ya que se ha descrito el secuestro de
globulos rojos en la circulacién 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 glébulos rojos, y una disminucién del flujo cerebral en estadios
previos a la observacidon de una activacion macroglial y microglial, y al aumento de
marcadores inflamatorios y apoptéticos, lo que sugeriria que la neuroinflamacién fuera un
evento tardio causado por la acumulacién de GRI (Oelschlegel et al., 2024). Por el
contrario, dado que en otras patologias como la encefalopatia séptica, que cursa sin
secuestro de glébulos rojos, pero con inflamacién sistémica, y que presenta un cuadro
clinico similar al de la MC, se ha propuesto una posible alternativa en la que son las
elevadas concentraciones de citoquinas, 6xido nitrico y acido lactico las que median el

comay la muerte en los pacientes con MC (revisar: Clark et al., 2006).

3.3.2. Retinopatia Malarica (RM)

La retinopatia malarica (RM) presenta una mayor prevalencia en nifios, y estd
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
anomalias en los vasos, blanqueamiento de la retina, hemorragias, papiledemay manchas
algodonosas (Beare et al., 2006; Maude et al., 2009). Se han descrito también casos en los
que la RM aparece sin observarse afectacidon 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 patoldgicos, siendo mas vulnerables al secuestro de eritrocitos
infectados (MacCormick et al., 2014). En este sentido se han descrito hemorragias,
anomalias en la BHR y en la BHE, asi como dafo axonal en ambas patologias (Fig.24,

Greiner et al., 2015).
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A S O s e | Figura 24. Comparacion de los signos encontrados en la retina (panel
rr;‘,q‘ﬁa Togl wa -Gl o : 5 ,;f . 4| izquierdo) y en el cerebro (panel derecho) de nifios con MC. (A)
2 » “% e Parasitos secuestrados en los vasos de la capa de células ganglionares y

'f‘ T “'l en la capa nuclear interna. (B) Parésitos secuestrados en la corteza

. ”_" s ': cerebral. (C) Un vaso de la retina con trombo y rodeado de hemorragia. (D)

; sa"" . e Hemorragia en la sustancia blanca con un microvaso con trombo y

granulos de hemozoina. (E) Extravasacion de fibrinégeno en la retina (F) en
el cerebro debido a una gran acumulaciéon de glébulos rojos infectados. (G)

- o . % «w = = Dafo axonalen la capa de células ganglionares y (H) dafio axonal difuso en

| B 4 3 e la sustancia blanca. (A-D) Tincién de hematoxilina-eosina. (E, F) Tincion

o g e | P . e 2 - . 2 _ . _

m@"t.‘/.ﬁ"'&!g - 2 del.flt.)nnogeno. (G, H) Tincion con B-APP (proteina precursora del beta

(LW o e . = : amiloide). (A-C, E, F, H) 400 aumentos. (D, H) 200 aumentos. Tomado de
aEAnse . : :

Greiner et al., 2015.
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Son numerosos los casos de pacientes con malaria, o recuperados de la misma, que
presentan pérdida de visidn o alteraciones en la agudeza visual, uni o bilateral, siendo en
muchos casos estas secuelas no reversibles. Ademas, en las evaluaciones oftalmoldgicas
se han descrito manchas algodonosas, hemorragias, zonas de blanqueamiento junto con
alteraciones en las capas, en el flujo sanguineo 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 diagndstico precoz del dafo en la retina asociado a la malaria es
esencial para prevenir el desarrollo de una posible ceguera (Verma & Krishna, 2015),
ademas, en regiones endémicas permite realizar un diagnéstico 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 progresion y severidad del dafo (Barrera et al., 2018; Wilson et al., 2023). Ya que se ha
descrito que la aparicion de RM en los pacientes diagnosticados con MC podria ser un
indice predictivo de la duraciéon 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
sintomatologia clinicay 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 prediccidon de fracasos en el desarrollo de
vacunas (Langhorne et al., 2011). Sin embargo, las diferencias entre huéspedes (roedor,
primatey humano)y la divergencia entre las diferentes especies del parasito Plasmodium,
complican la extrapolaciéon de los datos y su traslacion a la clinica (Simwela & Waters,
2022). Una vez mas se hace esencial la comunicacién y la transferencia de informacion
entre investigadores basicos y clinicos para perfeccionar los modelos y mejorar la
traslacion de las terapias (Langhorne et al., 2011; Craig etal., 2012). La investigacion in vitro
también ha resultado esencial para el conocimiento sobre la biologia del parasito y el
desarrollo de antimaldricos, aunque el organismo vivo, en esta patologia, resulta crucial
para entender el ciclo de vida del parasito incluyendo el secuestro de eritrocitos, la
alteracion del flujo sanguineo y el ambiente inmune (Langhorne et al., 2011; Simwela &
Waters, 2022). En los modelos enroedor, ratény rata, los mas frecuentes, se haninoculado
4 especies del parasito diferentes (P. berghei, P. yoelii, P. chabaudi, y P. vinckei, ver Tabla
7), y, mas 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).

Tabla 7. Aplicaciones de los modelos animales de malaria.

Especie de L
Modelo P ) Forma de la enfermedad Aplicaciones comunes
Plasmodium
Roedores Provoca una enfermedad grave (anemia, . - . .
., g ( B Modelo de MC experimental, evaluacion de la eficacia de farmacos
(ratonesy . MC). La patologia de la enfermedad varia X . .
P. berghei . . en vivo, modelo para otras formas graves de malaria (anemia,
ratas) entre las cepas de P. berghei y las lineas de . .
malaria placentaria).
ratones.
Puede provocar una enfermedad grave . . . . L.
X R . L Modelo primario para el estudio de la interaccién entre receptor-
. (anemia, MC). Hay diferencias significativas . . K . B
P. yoelii b X pardsito, mecanismos inmunes en la malaria en fase sanguineay
en la patologia y severidad de la enfermedad . . .
. desarrollo de vacunas, patogénesis y MC experimental.
segun las cepas.
P. chabaudi Generalmente no es fataly resulta en una Mecanismos inmunes, modelo de resistencia a farmacos y eficacia,
) infeccion crénica. variaciones antigénicas, patogénesis general de la enfermedad.
Aparentemente fatal, aunque la mayoria de . . . . . L
. . L. ) Mecanismos inmunes, modelo de resistencia a farmacos y eficacia,
P. vinckei los estados patolégicos no han sido . R
X . patogénesis general de la enfermedad.
estudiados extensivamente.
Ratones Biologia preeritrocitica de los parasitos de la malaria, desarrollo de

humanizados

P. falciparum

Patologia estandar de la malaria (no severa).

vacunas para la infeccidn en fase sanguinea.

Primates no
humanos

P. falciparum

Patologia estandar de la malaria, anemia

Evaluaciones de la eficacia de vacunas contra la malaria, modelo de

(cepas GB4, rave anemia humana inducida por malaria, evaluaciones de la eficacia de
FVO, FUP) g ) farmacos.
P. knowlesi Patologia estandar de la malaria, Estudios de virulencia, inmunidad a la malaria, variacion antigénica,
: extremadamente fatalsi no se trata. biologia de la invasion del merozoito y otras patologias de la malaria.
. Patologia de la malaria similar a P. . . . . .
P. coatneyi g . Modelo importante para estudiar la fisiopatologia de la malaria grave.
falciparum
_ Malaria leve que se asemeja a la infeccién en Modelo més confiable para estudiar la malaria humana causada por
P. cynomolgi

humanos por P. vivax .

P. vivax .

MC, malaria cerebral. Adaptada de Simwela & Waters, 2022
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En la presente Tesis Doctoral se ha empleado como modelo animal la infeccidn con
Plasmodium berghei ANKA en ratones C57BL/6, ya que es el modelo mas utilizado para el
estudio de la MC (Ghazanfari et al., 2019). A pesar de que el nivel de secuestro de gldbulos
rojos en el cerebro es bajo, al contrario de lo que ocurre en la enfermedad en humanos,
este parasito causa una acumulacién de células inflamatorias, y funciona relativamente
bien modelizando los sintomas neuroldogicos mas caracteristicos de esta patologia
(Langhorne etal., 2011; Strangward et al., 2017; Simwela & Waters, 2022). La infeccién con
P. berghei en ratones produce disrupcion de la BHE, hemorragias, inflamaciény dafioen la
mielina de forma similar a lo observado en humanos; siendo, por tanto, un buen modelo
para estudiar los eventos producidos tras la acumulacion de GRI (Strangward et al., 2017,
2018). En los modelos experimentales de MC se ha observado, tras la acumulacién de GRI,
un aumento del numero de células microgliales y una activacién 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 estimulaciéon de
procesos apoptoticos; eventos que preceden al desarrollo de los sintomas caracteristicos
de la MC (consultar Tabla 8).

En estos modelos animales también se ha estudiado la afectacién de la retina (ver
Tabla 9). En ratones infectados con P. berghei se ha detectado la presencia del parasito
dentro de vasos retinianos, e incluso dentro de las capas de la retina; y se ha sugerido la
ruptura de la BHR, taly como se observa en el caso de la BHE. En este modelo se ha podido
también observar los sintomas caracteristicos de la RM mediante técnicas no invasivas de
imagen (Fig.25), tales como areas blanquecinas que sugieren una reducida perfusion
sanguinea; o edema retiniano por una alteraciéon en el drenaje de los vasos sanguineos
(Paquet-Durand et al., 2019). En la retina la activacién de las poblaciones gliales también
se produce antes del desarrollo de los sintomas, 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. Imagenes tomadas mediante
oftalmoscopia de laser de barrido (A-B) y
angiografia (C): dilataciéon vascular (flechas),
blanqueamiento  retiniano  (estrellas). (D)
Tomografia de coherencia éptica: edema (punta
de flecha). CNE, capa nuclear externa. Barra de
aumentos: 200 um. Tomada de Paquet-Durand et
al., 2019y modificada.
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Tabla 8.Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la inoculacion de P. berghei en el cerebro de ratones.

Ratones Parasito Tiempo de R
L .. Efecto observado Referencia
(cepa, sexo) (cepa, dosis, via) evaluacion
TExpresién génica de citoquinas proinflamatorias (IL-1,
. TNFa) Neuroinflamacién
CBA/T6 P. berghei 7d MMonocitos adheridos a los vasos Medana et
(ANKA, 10°GRl, i.p.) " al.,1997b
1Células GFAP Activacion macroglial
Células microgliales con morfologia ameboide Activacion microglial
: <10%; d6: <20%; d7: <259 Parasitemi
C57BL/6 P. berghei 6074 d4 1?3”’{ 76 20%; d7l 25% arastemia Clarketal.,
© (ANKA, 5x10° GRI, i.p.) i.elutas neuronates Neurodegeneracion 2005
Alteracion de la morfologia neuronal
d6: <5%; d10: =15% Parasitemia
C57BL/6 P. berghei 10d tPermeabilidad Rupturadela BHE  Zhuetal.,
) (ANKA, 10°GRI, i.p.) nfiltracién celular ) . 2015
. - - . Neuroinflamacion
TExpresién génica de quimioquinas
d4: <5%; d6: <15%; d7: =#15% Parasitemia
» ili Rupt de la BHE
C57BL/6 P. berghei 7d pos ond dPermel.z:bllld?’d " it - uptura de’a Capuccini
@ (ANKA, 10° GRI, i.p.) xpresion de gengs fapro i e'racmn ce u ar, citoquinasy Neuroinflamacién  etal., 2016
quimioquinas proinflamatorias
TCélulas microgliales Activacion microglial
C57BL/6 P. berghei d4: <10%; d5: <15% Parasitemia Mirand
. berghei iranda et
@ (ANKA, 10°GRI, i.p.) 5d ExPreS|on de 'C|toq'umas pr.mnﬂamato‘rlas (IL-1B, IL-6, TNFa) Neuroinflamacién al. 2016
™Niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa)
d5: <10%; d6: <15%; d8: <20% Parasitemia
Acumulacion de GRI Oclusion de vasos
N P - B
Swiss P. berghei 8d ExpreSIfEn gemga y p,rojcelca de TL,R4’”|_L1107 y TNFa Neuroinflamacion Sarkar et
() (ANKA, 10° GRI, i.p.) xpresion génicay proteica IL- al. 2017
T*GFAP Activacion macroglial
+~CD11; agregacion de células microgliales Activacion microglial
vNeuN Neurodegeneracion
d4: <1%; d7: <10% Parasitemia
» itari Al lacié
C57BL/6 P. berghei 5 A l .’Cadrgzgaluras.lta.na fzn eltcereblro . 5 lcu.:_r:nudacwn Strangward
@ yJ) (ANKA, 10° GRI, iv) cumulacion ’e .pr|n0|pa mente en los capilares c uS|.on eva.s’os etal. 2017
MCélulas inmunes en los vasos Neuroinflamacion
TPermeabilidad; *Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE
d6: <5%; d8: <10% Parasitemia
C57BL/6 P. berghei 8d Acumulacién de GRI Oclusién devasos  Strangward
(®y3) (ANKA, 10* GRI, i.v.) +~Células inmunes en los vasos Neuroinflamacién  etal., 2018
TPermeabilidad; "Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE
d6: <20% Parasitemia
» ili ;A ; i Rupt de la BHE
Swiss P. berghei o Permeab/l\lldad,l Efjlen;a,(l;islmorraglas oui) u‘r,a : a Ataide et
() (ANKA, 10° GRI, i.p.) __Acumuiacion de CUSIONCEVasos 41,2020
TCélulas inmunes en los vasos Neuroinflamacion
vCélulas Neurodegeneracion
d6: <10%; d10: #15% Parasitemia
Acumulacién de GRI Oclusion de vasos
» ili Rupt de la BHE
C57BL/6 P. berghei 104 Eoresion semen d Permeabilidad. . T upturace’a Mukherejee
@ (ANKA, 10° GRI, i.p.) xpresion gfenl.ca .eC|toqumas proin 'amatorlas( - B etal. 2022
TNFa, IFNy), quimioquinas (MCP-1) y moléculas de adhesién : »
Neuroinflamacién
(ICAM1)
™Niveles de citoquinas proinflamatorias (TNFa, IFNy)
d4: <5%; d6: <10%; d7: <15% Parasitemia
L Acumulacién del
1rCarga parasitaria en el cerebro L
parasito
Acumulacién de GRI; vFlujo (RM) Oclusién de vasos
C57BL/6Yy . MPermeabilidad; "Edema; Hemorragias Ruptura de la BHE
P. berghei . =, Oelschlegel
BALB/c s . 5d-7d nfiltracién celular
(ANKA, 10° GRI, i.p.) L T ) . ) B etal., 2024
(®y9) +Expresién génica de quimioquinas y citoquinas Neuroinflamacién

proinflamatorias (TNFa)

T*GFAP Activacion macroglial
tba1 Activacién microglial
TCaspasa-3 Apoptosis

Datos obtenidos de diferentes regiones cerebrales. GRI: glébulos rojos infectados; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenoso; d: dia; BHE: barrera hematoencefélica; RM: resonancia magnética; IL:
interleuquina; NeuN: proteina de unidn a hexaribonucleétidos-3; GFAP: proteina acida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de union al calcio ionizado; TNFa: factor de necrosis tumoral

alpha; MCP-1:proteina quimiotactica de monocitos 1; IFNy: interferén gamma; CD11: cluster de diferenciacion 11; TLR4: receptor tipo Toll 4.
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Tabla 9. Principales resultados encontrados en la literatura sobre los efectos de la inoculacién de P. berghei en la retina de ratones

Ratones ParaS|‘to . Tlempo'cfe Metodologia Efecto obtenido Referencia
(cepa, sexo) (cepa, dosis, via) evaluacién
0 " -
Tincién de Hoechts o Integrldad’endotellal .
VViabilidad de las células endoteliales
N o .
CBAyDBA P. berghei 6d-7d Exvivo Tincién de azul de Evans Di VPermfeaanI::iad F:uD,t':”a BtHB Neilletal .,
@ yJ) (ANKA, 10°GRI, i.p.) - isminucién de ?.per usion retiniana 1993
Tincién H-E MPermeabilidad: Edema
L ~Monocitos MActividad fagocitica *Adhesion:
Tincién de azul de monastral i .,
Neuroinflamacion
Tincién de azul de Evans TPermeabilidad: Ruptura BHR
Tincién HRP TPermeabilidad: Ruptura BHR
CBA/T6 P. berghei 2~ .
6g A 7d Exvivo o B Edema (CFNO, FJ’CG,CPI) Ruptura BHR Maetal., 1996
@ (ANKA, 10°GRl, i.p.) Tincion HRP-Azul de toluidina Oclusién de vasos
"Monocitos adheridos: Neuroinflmacion
IHQ- VCAM1/ICAM1 TCAM1 "VCAM1: Neuroinflamacién
T - ia glidtica: -
o borehol IHQ-GFAP GFAP, apariencia gllsnlca Activacion e o
CBA/T6 - bergher 6d-7d  Exvivo ____macroglal___ — ecans etat-
(ANKA, 10°GRl, i.p.) L MMonocitos activados en la circulacién 1996
Tincién de azul de monastral L R L,
retiniana: Neuroinflamacién
o MMonocitos "Adhesién MExtravasacion :
P. berghei Tincién de azul de monastral N infl o, Med tal
. . euroinflamacion edanaetal .,
CBA/T6 5 . 5d-7d Ex vivo - - - - - - - -
(ANKA, 10°GRl, i.p.) Histologia - lectina GS / 1~Células microliales, morfologia ameboide: 1997a
NDPasa Activacion microglial
i Tincion de azul de Evans tPermeabilidad: Ruptura BHR
P. berghei R - - - - - - - - Medanaetal.,
CBA/T6 (ANKA, 10°GRI, i.p.) 7d Ex vivo Histologia - lectina GS / tCélulas microliales, morfologia ameboide: 2000
’ P NDPasa Activacién microglial
In vivo ERG Disminucién de la amplitud.
C57BlU/6 P. berghei 4d-7d ELISA (citoquinas) Sin cambios Oliveira etal.,
(?0) (ANKA, 10° GRI, i.p.) Ex vivo Espectrofotometria VGSH: Estrés oxidativo 2017
Ensayo de captacion TCaptacion de glutamato: Estrés oxidativo
Presencia del parasito (capas vasosy
retinianos)
160 Engrosamiento de los vasos.
In vivo OLB Anormalidad en la perfusion.
TEdema: Ruptura de la BHR
Alteraciones en el grosor
Areas opacas y palidas: Blanqueamiento Paquet-
P. berghei n :
0576'3[/6 f A 6d ERG Sin cambios Durand etal .,
(9) (ANKA, 107GRl, i.v) Histologia Presencia del parasito tanto en la zona 2019
vascular como avascular: Extravasacion
N . Y .
IHQ - GFAP GlfAP. Activacion macrcfglvlal
Ex vivo CM infectadas con el parasito.
2C6 + .
IHQ-TUNEL Células TUNEL (CNE, CNIlyCCQG):

Neurodegeneracion

IHQ-Caspasa-3

Sin marcaje

GRI: glébulos rojos infectados; i.p.: intraperitoneal; i.v.:intravenosa; d: dia; H-E: hematoxilina-eosina; HRP: horseradish peroxidase ; IHQ: inmunohistoquimica; VCAM1:
molécula de adhesién vascular 1; ICAM1: molécula de adhesion intracelular 1; TCO: tomografia de coherencia 6ptica; OLB: oftalmoscopia de laser de barrido; GFAP:
proteina acida fibrilar glial; ERG: elctroretinograma; ELISA:Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas; GS: Griffonia simplicifolia ; NDPasa: nucleosido difosfatasa; BHR:
barrera hematorretiniana; CFNO: capa de fibras delnervio éptico; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme interna; GSH: glutation; NO: nervio dptico.

La extensa caracterizacion de la MC y la RM en modelos murino de infeccién por P.

berghei (Paquet-Durand et al., 2019; Oelschlegel et al., 2024) proporciona evidencias

sdlidas 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 nucleos de la

via visual, asi como para evaluar la posible eficacia de farmacos y terapias que puedan

ejercer efectos antiinflamatorios y neuroprotectores y asi evitar y/o mitigar las secuelas

producidas por el parasito de la malaria.
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3.5. DIAGNOSTICO Y MANEJO DE LA MALARIA

EL diagndstico de la malaria y su posterior manejo son complejos ya que la patologia
cursa con un amplio rango de sintomas inespecificos. De forma general, el diagndstico de
la patologia se lleva a cabo mediante la realizacion de frotis sanguineos y su posterior
observacién al microscopio lo que permite confirmar la presencia del parasito 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 estan implementando otras metodologias de diagndéstico, como la PCR
(reacciénen cadenade la polimerasa; delinglés: 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 dreas endémicas, en casos agudos no resulta Util 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 fisica contra los insectos, y puede ir acompafada del uso de insecticidas que
incrementa la proteccion frente a estos insectos. Se emplea también la quimioprofilaxis, o
toma de farmacos profildcticos contra el parasito, bien en su etapa hepatica o
preeritrocitica (profilaxis causal), o en su etapa sanguinea o eritrocitica (profilaxis
supresiva), cuyo consumo ha de mantenerse durante al menos 4 semanas tras el contacto
con el parasito. La toxicidad asociada a la quimioprofilaxis y la resistencia del parasito
frente a los antimaléricos ha impulsado el desarrollo de vacunas (para revisiéon consultar:
Arora et al., 2021; Fikadu & Ashenafi, 2023); vacunas que desde 2021 la OMS recomienda
administrar en nifios, en regiones de alta trasmisién de P. falciparum (WHO, 2023).

En eltratamiento de la malaria se emplean antimaldricos que pueden agruparse en tres
categorias dependiendo de su estructura y/o mecanismo de accién: los derivados de la
quinolona, antifolatos y derivados de la artemisinina. La OMS recomienda la combinacién
de, al menos, dos farmacos antimalaricos con diferentes mecanismos de acciéon para
evitar la aparicién de la resistencia a estos medicamentos (Fikadu & Ashenafi, 2023). El
artesunato, derivado de la artemisina, esta 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 neurologicas

persisten. De forma adicional, se estan estudiando diferentes terapias adyuvantes
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(corticoides, transfusiones sanguineas, terapias anti-TNF), que no estan jugando un papel
esencial en la reduccién de la mortalidad y el dafio neurolégico (Varo et al., 2020). Es, por
tanto, aun necesario la busqueda e investigacion de farmacos que pueden resultar de
utilidad para el tratamiento de la malaria. Hoy en dia la malaria sigue suponiendo un
enorme problema de salud publica, principalmente en aquellas areas donde la
transmisidon es mas elevada, por lo que es necesario continuar con la busqueda de nuevos
tratamientos que reduzcan la tasa de mortalidad y las complicaciones neurolégicas

asociadas a la misma.
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4. CILASTATINA

La cilastatina (CIL) es la sal monosddica del acido {R-[R*, S*-(2)]}-7-[(2-amino-2-
carboxietil)tio]-2-{[(2,2-dimetilciclopropil)carbonil]Jamino}-2-hepteonico. Su férmula empirica

es Cq6H2sN2NaOsS (Fig.26) y tiene un peso molecular de 380,44 Da (Clissold et al., 1987).

Figura 26. Estructura quimica de la cilastatina. Tomado de

CHz ;
H;,C\C/ Clissold etal., 1987.
HC” \CH NH,

CH,CH,CH,CH2-S-CH2CH
NS CoOH
COOH
Cilastatin

Es un farmaco que actla como inhibidor de la enzima dehidropeptidasa renal | (DHP-
I, DPEP1), y que se utiliza desde el afno 1985 en combinacidn con el antibidtico de amplio
espectro imipenem (Fig.27) para el tratamiento de infecciones bacterianas (consultar:
Clissold et al., 1987). La DHP-l es una glicoproteina, localizada en el borde en cepillo de las
células renales, principalmente en las balsas de colesterol (Parkin et al., 2001), cuya
funciéon principal es la de hidrolizar dipéptidos presentes en el filtrado glomerular,
facilitando la reabsorcién de aminoacidos en el tubulo proximal (Campbell et al.,1966;
Adachi et al., 1990). La inhibiciéon de la DHP-I renal previene la hidrdlisis del anillo beta-
lactamico del imipenem y su degradacidon (Kropp et al., 1982) aumentando su
concentracion plasmatica y la recuperacién urinaria del antibiético del 7,7%-43% al 72%,

sin alterar su vida media (Norrby et al., 1983).

Metabolitos del
imipinem

- CILASTATINA

Célula epitelial del tubulo renal

Figura 27. Mecanismo de entrada del imipenem a las células epiteliales del tubulo renal y accién de cilastatina. La
dehidropeptidasa | (DHP-I) se localiza en las células epiteliales del tubulo renal. La degradacién del antibidtico imipenem por
la DHP-I produce una serie de metabolitos los cuales pueden entrar alinterior de las células; otro mecanismo de entrada del
imipenem es a través de los transportadores de aniones orgdnicos renales (organic anion transporters, OATs). La
acumulacion de estos farmacos, o de sus metabolitos en las células epiteliales produce nefrotoxicidad. La administracion
conjunta con cilastatina evita este dafo renal gracias a la inhibicién de la enzima DHP-1 0 al bloqueo de los OATs. Tomado de
Huo et al., 2019 y modificado.
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4.1. PROTECCION DE LA CILASTATINA FRENTE AL FRA

Los primeros estudios que demostraron el papel nefroprotector de CIL frente a
farmacos téxicos fueron llevados a cabo en la década de los 80 y 90 utilizando la
combinacidon de imipenem/cilastatina o bien sélo CIL (consultar Shayan & Elyasi, 2020). La
combinacion de CIL con imipenem ha demostrado su efecto nefroprotector frente a
inmunosupresores como la ciclosporina en pacientes sometidos a un trasplante de
corazén (Markewitz et al., 1994) o de médula 6sea (Gruss et al., 1996). Recientemente
nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo un estudio clinico observacional
retrospectivo/prospectivo en pacientes oncoldgicos tratados con cisplatino en los que
este tratamiento combinado consiguié una mejora en la funcién renal de estos pacientes
(Zaballos et al., 2021). Ademas, tras demostrar su seguridad en pacientes sanos en un
ensayo clinicoen fase | (NCT03595189); se hainiciado un nuevo ensayo (en curso, EudraCT
Number: 2022-001417-39, fase II) con el fin de confirmar su potencial como
nefroprotector.

Nuestro grupo de investigacion ha profundizado también en los mecanismos de
nefroproteccién de CIL mediante elempleo de diversos modelos animales de induccidn de
FRA (ver Tabla 10) descubriendo importantes propiedades antiapoptéticas,
antioxidantes y antinflamatorios. Estos hallazgos han sido respaldados por otros autores
en otros modelos de dafio renal por isquemia/reperfusion (Hong et al., 2020; Funahashi et
al., 2024).

En los ultimos anos, se ha investigado el mecanismo de accion de la CIL en la
nefroproteccion, destacando su capacidad para atenuar la activacion de las vias
inflamatorias y apoptéticas. CIL ha demostrado producir cambios en la fluidez de las
balsas lipidicas (Pérez et al., 2004), estructuras celulares que tienen un papel esencial en
el transporte a través de la membrana plasmatica (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 (Camano et al., 2010; Humanes et al., 2012; Jado et al.,
2020) o TLR4 (Gonzalez-Nicolas et al., 2022), inhibiendo diferentes rutas inflamatorias,
como la via NF-kB (Humanes et al., 2017; Gonzalez-Fernandez et al., 2022) o la activacion
delinflamasoma mediado por NLRP3 (Gonzalez-Nicolas, 2022), asi como la via extrinseca
de la apoptosis, favoreciendo la supervivencia celular, ejerciendo asi mecanismos de
proteccion frente al FRA (Camafo et al., 2010; Humanes et al., 2012; Jado et al., 2020;
Gonzalez-Nicolas, 2022).
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Tabla 10. Principales resultados de nuestro grupo en relacion con los mecanismos de accidn propuestos para cilastatina en el ambito de la

nefrotoxicidad

Modelo Estudio Efecto Evidencias Referencia
Nefrotoxicidad . MViabilidad celular )
R ) In vitro Nefroprotector ) Pérezetal., 2004
(ciclosporina) vDegradacion DNA
Nefrotoxicidad Nefroprotector "Viabilidad celular
XI. I. In vitro P vDegradacion DNA Humanesetal., 2015
(vancomicina) - - . . R
Anti-apoptético ¥ Células Anexina V' /IP
. Nefroprotector vDegradacion DNA
In vitro - "
Anti-apoptético Vv Caspasa-3
vCreg YNUS MTFG VKIM-1
Nefroprotector o
VAlteraciones morfoldgicas
VRatio Bax/Bcl2
Nefrotoxicidad VvCaspasa-3/9
. Anti-apoptético P Jadoetal., 2020
(gentamicina) ) VFasy FasL
In vivo .
vCélulas TUNEL
Antioxidante TCAT / SOD v4-HNE
VTINFa
Anti-inflamatorio LCélulas CD68"
VWCAM1
Nefroprotector "Viabilidad
Nefrotoxpdad Invitro ¢Dggrada§!on DNA Camario etal., 2010
(cisplatino) Anti-apopttico VLiberacion LDH
pop VvCaspasa-3/8/9
VCreg YNUS MTFG VvDiuresis
Nefroprotector )
VAlteraciones morfoldgicas
Vv Caspasa-3/8/9
Nefrotoxicidad . VFasyFasL
. X In vivo i- Oti Humanes etal ., 2012
(cisplatino) Anti-apoptotico VRatio Bax/Bcl2
vCélulas TUNEL+
Antioxidant MCAT
ntioxidante
VH,0, (EROs)
VCreg YNUS TTFG vKIM-1
Nefroprotector . .
VAlteraciones morfoldgicas
Nefrotoxicidad In vivo YNF-Kb Humanes etal ., 2017
(cisplatino) . . VMCP-1/1L-6/ TNF-a ML-10
Anti-inflamatorio i "
VCélulas CD68
VWCAM1/ICAM1
v N o VDi i
Nefrotoxicidad . Nefroprotector Cre; ¥NUS *TFG vDiuresis , ,
(cisplatino) In vivo LAlteraciones morfo[égicas Gonzalez-Fernandezetal ., 2022
Anti-inflamatorio VNF-Kb YTNFa
vCreg VNUS
Nefrotoxicidad Nefroprotector s B
. XIFI a In vivo VAlteraciones morfoldgicas Moreno-Gordaliza etal ., 2024
(cisplatino) Antioxidante V4-HNE
Anti-inflamatorio VCélulas CD68"
vCreg YNUS MTFG VKIM-1
Nefroprotector
VAlteraciones morfolégicas
vCaspasa-3/8/9
Sepsis Anti-apopt6tico vFasyFasl
(CLP) ~1«Rt3t|o Bax/Bcl2+
_____________________ In vivo vCélulas TUNEL Gonzalez-Nicolds, 2022
il CAT/SOD
Rabdomiolisis Antioxidant 4
ntioxidante V4-HNE

(glicerol)

Anti-inflamatorio

VTLR4 v NF-kB
+CD68 /MCP-1
VNLRP3/ Caspasa-1/IL-1B
VWCAM1/ICAM1

En latabla se muestran de forma resumida las principales evidencias obtenidas por el grupo de investigacion sobre el papel de la CIL en cultivos celulares o en modelos
animales de dafio renal. CLP: ligadura y puncién cecal; LDH: lactato deshidrogenasa; IP: propidio yoduro; Cres: creatinina sérica; NUS: nitrégeno uréico en sangre; TFG:
tasa de filtracion glomerular; KIM-1: molécula de lesion renal 1; CAT: catalasa; SOD: superéxido dismutasa; 4-HNE: 4-hidroxinonena; TNFa: factor de necrosis tumoral
alpha; CD68: cluster de difrenciacion 68; VCAM1: molécula de adhesién vascular 1; ICAM1: molécula de adhesién intracelular 1; H,0,: peréxido de hidrégeno; EROs:
especies reactivas del oxigeno; IL: interleuquina; NF-Kb: factor nuclear kappa B; TLR4: receptor tipo Toll 4; NLRP3: dominio pirina 3 de la familia NLR.
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Recientemente, se ha demostrado que DHP-I actia también como receptor de
adhesién de neutrofilos tanto en células endoteliales de pulmon e higado (Choudhury et
al.,2019), cémo derinén (Lau et al., 2022) en modelos animales; y los efectos beneficiosos
de CIL, por tanto, podrian deberse también a su papel en el bloqueo del reclutamiento de
neutrdfilos lo cual reduciria los procesos inflamatorios asociados.

CIL no solo es capaz de bloquear DHP-1, sino, otros tantos transportadores cémo los
transportadores de aniones organicos (del inglés, organic anion transporters, OATs) o la
megalina. La CIL inhibe los OATs de las células del tubulo proximal renal (Fig.27),
reduciendo la entrada de farmacos téxicos como el imipenem, cisplatino y diclofenaco.
Esto previene el acimulo de estos compuestos, protegiendo las células renales,
disminuyendo el estrés oxidativo, la inflamacién y promoviendo la supervivencia celular
(Huo et al., 2019, 2020). Por su parte, la megalina es un receptor endocitico que se expresa
envarios tejidos, principalmente en la membrana apical de las células del tubulo proximal.
Tiene multiples ligandos como hormonas, vitaminas, lipoproteinas, pero también puede
introducir farmacos al interior celular (Hori et al., 2017; Elsakka et al., 2022). En modelos
animales, la CIL ha demostrado efectos nefroprotectores alinhibir la endocitosis mediada
por megalina, reduciendo la toxicidad de farmacos (Hori et al., 2017, Jado et al., 2020, Arita
et al., 2021) y otros factores dafninos cémo el inducido por rabdomidlisis, isquemia-
reperfusién (Matsushita et al., 2021; Funahashi et al., 2024) o por el incremento de

mioglobina (Han et al., 2022).

4.2. POTENCIAL ACCION PROTECTORA DE LA CILASTATINA
EN EL SNC

Estudios recientes de nuestro grupo de investigacién 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 administracion periférica del farmaco aislado evito
la pérdida de CGRs-Brn3a* y la activacion macro-y microglial en la retina (Martinez-Lépez
et al., 2024). De forma similar, en un modelo animal de toxicidad por cisplatino, la CIL fue

capaz de atenuar la activacion glial, principalmente a nivel del CS (Martin-Sanchez, 2024).
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Tabla 11. Principales resultados de nuestro grupo en relacién con los potenciales efectos terapéuticos de cilastatina en el SNC
Tipode Resultados tras la
Modelo animal Region Efecto . Referencia
estudio g administracion de CIL
Neuroprotector +Células Brn3a” . .
Glaucoma Invivo Retina P Martinez-Lopez et al .,
(por hipertension ocular) . i VYGFAP 2024
Anti-inflamatorio 3 .
vCélulas Ibal
Neurotoxicidad . . ) vCé y s
; ) ; ) In vivo CS Anti-inflamatorio _CEly!as ”_331 . Martin-Sanchez, 2024
(inducida por cisplatino) YActivacion microglial
En la tabla se muestran de forma resumida las principales evidencias obtenidas por el grupo de investigacion sobre el papel de la CIL en el SNC. CS: coliculo

superior; Brn3a: homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3; GFAP: proteina 4cida fibrilar glial; Ibal: molécula adaptadora 1 de unién al

calcio ionizado.

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 patologia de sepsis y de malaria.
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Hipdtesis y objetivos "

HIPOTESIS

En base a estas evidencias, nos planteamos la hipdtesis de que, en patologias
sistémicas, como la sepsis o0 la malaria, existe un dafo inflamatorio y neuronal en la via
visual, tanto en la retina como en los principales nucleos de relevo: coliculo superior (CS),
nucleo 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 patologias, proponemos un nuevo abordaje terapéutico con el empleo de la

cilastatina (CIL), cuya accién ha sido ampliamente estudiada a nivel renal.

OBJETIVOS

En la presente Tesis Doctoral nos proponemos dos objetivos generales:

1. Caracterizar el dafio inflamatorio y neuronal en la via visual en un modelo animal
de sepsis inducido por una uUnica administracién de lipopolisacarido (LPS); y
evaluar la eficacia de la CIL en la prevencién y/o reversién del dafio inducido.

2. Caracterizar el dafio inflamatorio y neuronal en la via visual en un modelo animal
de malaria inducido por la inoculacién del parasito Plasmodium berghei; y evaluar

la eficacia de la CIL en la prevencidn y/o reversion del dafio inducido.

MODELO ANIMAL DE SEPSIS: OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el dafio a nivel del peso y de la funcién renal producido por el LPS mediante la
evaluacion de creatinina sérica, nitrégeno ureico en sangre (NUS), diuresis y tasa de
filtracion glomerular (TFG). Evaluar la eficacia de la CIL.

2. Evaluar in vivo, mediante tomografia de coherencia 6ptica (TCO), las posibles
alteraciones estructurales por el LPS en la retina. Evaluar la eficacia de la CIL.

3. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquimicas el dafo 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 dafo inducido por LPS en la retina; en concreto la via del inflamasoma
mediado por TLR4y NLRP3.

5. Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquimicas el dafio producido por LPS en los
principales nucleos de relevo de la via 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 ESPECIFICOS

1.

Analizar la parasitemia, los niveles de hemoglobina, y el dafio renal asociado a la
inoculacién del parasito P. berghei en nuestro modelo. Evaluar la eficacia de la CIL.
Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquimicas el dafio producido por el
parasito 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.

Analizar mediante técnicas de inmunofluorescencia los posibles mecanismos
asociados al dano inducido por el parasito en la retina; en concreto la via del
inflamasoma mediado por TLR4 y NLRP3.

Caracterizar mediante técnicas inmunohistoquimicas el dano inducido por la
inoculacién del parasito en los principales nucleos de relevo de la via 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
multiorganico: 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
disefiados y realizados conforme a la Directiva del Parlamento Europeo 2010/63/UE y de
acuerdo con la normativa espafiola vigente recogida en elRD53/2013, el cual establece las
normas bdsicas aplicables para el uso de animales en experimentacion y otros fines
cientificos, incluida la docencia. Los proyectos de investigacion fueron aprobados por el
Comité de Etica de Experimentacién Animal del Hospital General Universitario Gregorio
Marafién (HGUGM) y recibieron la aprobacion final de la Autoridad Competente
correspondiente, esto es, la Consejeria de Medio Ambiente, Ordenacién del Territorio y
Sostenibilidad de la Comunidad de Madrid (PROEX: 089/18 y PROEX: 088/18). Toda la
experimentacion aqui recogida se ha realizado considerando las Directrices ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) que incluye recomendaciones para la
planificacion, eldisefoylaredaccidonde los estudios llevados a cabo en animales (Kilkenny

etal., 2010; Percie du Sert et al., 2020).

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el Modelo 1 se emplearon 36 ratas (Rattus norvegicus) macho, de la estirpe Wistar:
28 para los estudios inmunohistoquimicos; 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 Investigacion
Sanitaria Gregorio Marafén (liSGM, Madrid, Espafia; numero 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 (CAIl Animalario UCM, Madrid, Espana; 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 introduccién de tubos de cartdn y/o piezas de madera dispuestas

en elinterior de las jaulas.
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2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

La CIL fue suministrada en polvo por la compafia Sun Pharmaceutical Industries
Limited (Madhya Pradesh, India). La CIL se preparé a diario, antes de cada administracion,
disolviéndola en soluciéon salina (NaCl 0,9%, Braun Medical SA, Espafia) a una
concentracién de 30 mg/mL. Las inyecciones se realizaron, por via intraperitoneal (i.p.), a
una concentracion de 150 mg/kg en un volumen de administracion de 5 mL/kg. Para la
eleccion de la dosis empleada nos basamos en resultados previos de nuestro grupo de
investigacion en los que CIL demostré propiedades nefroprotectoras en diversos modelos
animales de dafo renal agudo (Humanes et al., 2012, 2017; Jado et al., 2020). El régimen
de administracién de la CIL en el Modelo 1, consisti6 en una uUnica administraciéon
inmediatamente posterior al dano, mientras que en el Modelo 2, se realizd una

administracién repetida de CIL con dosis diarias del fdrmaco durante un total de 6 dias.

3. DISENO EXPERIMENTAL
3.1. MODELO 1: MODELO ANIMAL DE SEPSIS

En el Modelo 1, se utilizé un modelo animal de sepsis basado en la administracién de
una dosis Unica de lipopolisacarido (LPS) bacteriano. El LPS (Escherichia coli O55:B5,
Sigma-Aldrich, EE. UU.) se disolvié a una concentraciéon de 5 mg/mL en solucién salina
(vehiculo, VH), y se administré i.p., en un volumen de 5 mL/kg, a una dosis de 10 mg/kg en
base a estudios previos (para revisién consultar: Hoogland et al., 2015).

En la primera cohorte de animales (N=28), dedicada a los estudios
inmunohistoquimicos (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 experimentacion”). En
todos los casos se dejé un tiempo de habituacién de, al menos, 10 dias.

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
asignd un numero desigual de animales por grupo experimental (VH-VH: n=5; VH-CIL: n=5;
LPS-VH: n=10; LPS-CIL: n=8) aunque Unicamente se registré una baja en el grupo LPS-VH.
Todas las inyecciones se realizaron en la misma franja horaria, entre las 10:00 hy 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 metabélicas (Harvard Apparatus®,
EE. UU.) para la obtencidn de orina durante 24 h con el fin de obtener los valores totales de
diuresis en estos animales. Se registro el peso de los animales antes de la administracion
de los farmacos, y a las 24 h de su administracién. El sacrificio y toma de muestras de los

animales se realiz6 a las 24 h de la administracién de los farmacos.

Jaula Metabdlica
(Harvard Apparatus®)

Ratas Wistar macho _— k

A\ 24h b
) < Fl
LPS (10 mg/ke, i.p.)
VH (NaCl0,9%, i.p.) f
CIL (150 mg/kg, i.p.) / \

VH (NaCl0,9%, i.p.) =
© ( \
' Peso Corporal |

. =
] Muestras de Sangre y Orina —

Figura 28. Disefio experimental del modelo de sepsis, Modelo 1. Los animales, ratas Wistar macho, recibieron una
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de lipopolisacéarido (LPS, 10 mg/kg) o de su vehiculo (VH; NaCl 0,9%) e inmediatamente
después, recibieron una dosis i.p. del farmaco 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
metabdlicas durante 24 h. Los animales fueron pesados el dia de las inyecciones y 24 h después, el dia 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 dedico 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 farmacoldgicas en las
mismas dosis y regimenes que en la primera cohorte, sin alojar a los animales en jaulas
metabdlicas. Los registros de TCO se realizaron 24 h después de la administraciéon de los

farmacos.

3.2. MODELO 2: MODELO ANIMAL DE MALARIA

En el Modelo 2 (Fig.29), se emple6 un modelo animal de malaria basado en la
administracion del parasito de la especie Plasmodium berghei segun estudios previos
(Bensalel et al., 2023). En concreto, en este estudio se inyectd i.p. la cepa ANKA
proporcionada por el Dr. Juan José Garcia, del Dpto. de Microbiologia y Parasitologia de la

Facultad de Farmacia (UCM), en un volumen de 0,2 mL de stock, que contiene 5x108
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globulos rojos (GR) infectados (GRI) por mililitro en tampdén fosfato salino 0,01 M
(Phosphate Saline-Buffer, PBS, Sigma-Aldrich, EE. UU.), por lo que la cantidad total
inoculada fue de 1x10°GRI, concentracion 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 gy
fueron estabulados en grupos de 5-6 animales en las condiciones anteriormente indicadas
(ver apartado “Animales de experimentacidn”). Tras el periodo de habituacién, de 10 dias,
se llevd a cabo el disefio experimental, realizandose el estudio en la sala de bioseguridad
P2 del animalario del iSGM.

Se inoculd i.p. el parasito en los grupos animales correspondientes, e inmediatamente
los grupos tratados con el farmaco recibieron una dosis de CIL la cual se administré
durante 5 dias 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 minimo de animales con una parasitemia adecuada, se utilizé un mayor
tamafio muestral en los grupos inoculados con el parasito. 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 realiz6 el sexto dia.

Ratonas C57BL/6J
hembras

d1 d2 d3 d4 d5 dé

/ >
P.berghei (10° GRI, i.p.) !!!
& s

CIL (150 mg/kg, i.p.)

J
Q>
g

K

.j AN

—=T

L
] Muestra de sangre

’;I Frotis sanguineo (Parasitemia)

Figura 29. Disefio experimental del modelo de malaria, Modelo 2. Los animales C57BL/6J hembra fueron inoculados
intraperitonealmente (i.p.) con el parasito Plasmodium berghei ANKA (108 glébulos rojos infectados, GRI), e inmediatamente
después se les administré una dosis del farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se inyecté diariamente hasta el dia
5 (d5) postinfeccidn, recibiendo un total de 6 inyecciones. A uno de los grupos control se le administraron el mismo niamero
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 dia (d6) se realizé un frotis sanguineo para la evaluacion de la parasitemia. El dia del sacrificio (d6) se
obtuvo una muestra de sangre, y se llevd a cabo la extraccion las muestras de tejido del sistema nervioso central. Esquema
creado con Biorender.com

3.2.1. Evaluacion de la parasitemia

Alos 2,4 y6 dias tras lainoculacién del pardsito se obtuvo una muestra de sangre se la

cola de los animales (grupos Malariay Malaria-CIL), con la que se realizé un frotis dénde se
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evalud el porcentaje de GRI, como lo realizado por Bensalel y cols. (2023). El frotis
sanguineo se fijo con metanol absoluto (1 min), y, tras secarse se realizé una tincién de
Wright-Giemsa (Sigma-Aldrich, EE. UU.) durante 1 min; tras un lavado con buffer fosfato pH
6.6 (Thermo scientific, EE. UU.) y agua destilada, los portaobjetos se dejaron secar, y se
guardaron hasta su valoraciéon. Para ello, los portaobjetos fueron observados en un
microscopio Olympus CH30 (Japdn), con el objetivo de 100 aumentos (100x) y aceite de
inmersion; en cada portaobjetos se analizaron cuatro campos aleatorios, y se conté el
nimero de GRI por campo. La cuantificacién se realizd por dos investigadores
independientes. A continuacion, se calculé el promedio de los campos, asi como el indice
de parasitemia, expresado como el porcentaje de glébulos rojos infectados (%GRI) frente
al total de GR, para cada animal, en cada uno de los dias de estudio, segun la siguiente

férmula.

P itemia (%GRI)=——x100
arasitemia (%GRI) oR Totalesx

Los animales infectados que a lo largo del estudio no habian desarrollado parasitemia
(0% de GRI) fueron descartados, y no se tuvieron en cuenta para el resto de los analisis. En

el grupo Malaria hubo 3 animales que fueron eliminados del estudio por este motivo.

4. VALORACIONES BIOQUIMICAS

Al sacrificio se obtuvieron muestras de sangre, bien de la de la aorta abdominal o bien
mediante puncién cardiaca en la auricula derecha. Las muestras fueron recogidas en tubos
comerciales que fueron centrifugados a 2.500 rpm durante 15 min a 4°C para la obtencion
de suero sanguineo. 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 automatico RxL (Dade-Behring, Siemens, Alemania) en el Servicio
de Bioquimica del HGUGM segun las instrucciones y los protocolos del fabricante. A partir

de estos valores se calcularon los siguientes parametros de funcién renal:

e Nitrégeno Ureico en Sangre (NUS, mg/dL):

L mg
Urea sérica (==
m
NUS( g)= (dL)
dL 2,1428
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e Tasade aclaramiento (mL/min):

m Volumen de orina (mL
[Cre"””a(df)] X min( )
T. Aclaramiento ( - )— ora
min

[C reSUGI’O (r:_f):l

e Tasa de Filtracion Glomerular (TFG, mL/min/100g):

min
min Peso del animal (g)
100 g

mL T. Aclaramiento (m_L) x 100
TFG =

En el Modelo 2, los niveles de Cre sérica (mg/dL) se analizaron mediante un kit
comercial enzimatico (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
automatico (Autohematology analyzer BC-2800 Vet, Mindray, China) disponible en el
animalario del iSGM del HGUGM.

5. TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA

La TCO se realizd en colaboracion con el Instituto Universitario de Investigaciones
Oftalmoldgicas Ramon Castroviejo (IIORC-UCM, Madrid, Espafia). Esta prueba permite la
obtencion, in vivo, de imagenes de alta resolucién de la estructura retiniana. Se emplea
como técnicaderutina en el diagndéstico oftalmolégico ya que permite, mediante elempleo
de interferometria, la cuantificacion del grosor de la retina y de sus capas. Aunque esta
técnica se ha empleado extensamente en el diagndstico de enfermedades de la retina, son
cada vez mas numerosos los estudios que ponen de manifiesto su potencial en la
evaluacion de pacientes con afecciones neuro-oftalmolégicas y/o neurodegenerativas
(Costello & Burton, 2018; Lépez-Cuenca et al., 2021; Zeppieri et al., 2023).

La TCO se realizd, de acuerdo con el protocolo previamente establecido en Salobrar-
Garcia y cols. (2021), empleando el equipamiento clinico especifico (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 analisis se realizé de
forma unilateral Unicamente en el ojo izquierdo de los animales, tras la dilatacion de la
pupila mediante la administracidn de un colirio especifico (Colircusi Tropicamida®, 10

mg/mL, Alcon Healthcare, Espafia). Este procedimiento se realizé bajo condiciones de
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anestesia general [ketamina (75 mg/kg, i.p.), Anesketin® Dechra Veterinary Products SLU,
Espafa; y medetomidina (0,26 mg/kg, i.p.), Medetor® Virbac Espafia S.A., Espafa)];
manteniendo la cornea hidratada en todo momento gracias a la administracion de lagrima
artificial reticulada (VisuXL, VisuFarma, Espafia).

Los datos fueron obtenidos realizando un escaneo alrededor del disco dptico
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 pequefios movimientos oculares
producidos durante la respiracién. Para el anélisis del espesor de la retina total la captura
de imagenes se realizd ajustando un cubo centrado en el nervio éptico, mientras que la
cuantificacién del espesor de la capa de fibras retinianas se realizé B-Scan en los 360°
alrededor de la papila. Tanto los registros de TCO, como la captura y el anédlisis de las
imagenes obtenidas, fueron realizadas por un experimentador especializado (Dra. Elena
Salobrar-Garcia). Los datos de espesores de las capas de la retina obtenidos se analizaron
con el software especifico de la propia TCO (Heidelberg Eye Explorer v6.13, Heidelberg
Engineering, Alemania). Durante todo el procedimiento se vigilaron las constantes vitales
de los animales (respiracion y frecuencia cardiaca) y se garantizo la ausencia de hipotermia
asociada a la anestesia mediante el empleo de bolsas térmicas. Este procedimiento fue
considerado como procedimiento de no recuperacion y, se les administrd, antes de
despertar una sobredosis de pentobarbital sdédico (650 mg/kg, i.p., Dolethal®, Vetoquinol,

Francia).

6. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS
PARA LOS ESTUDIOS INMUNOISTOQUIMICOS

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, Espafa) segun las dosis recomendadas [rata: (100 mg/kg, / 12
mg/kg, i.p., respectivamente, y ratén: 200 mg/kg, / 20 mg/kg, i.p., respectivamente]. Para
los estudios de inmunohistoquimica, la posicién de los globos oculares y sus respectivas
retinas se mantuvo mediante la realizacidon de un punto de sutura en el parpado superior
de cada ojo (Fig.30A). Tanto los globos oculares como el cerebro completo (a excepcion
del cerebelo) fueron introducidos en viales con el fijador, paraformaldehido (PFA, Santa

Cruz, EE. UU.) al4% en PBS 1X, a 4°C, que fuerenovado alas 24 hy, en el caso de los globos
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oculares, se extrajeron tanto la cornea como el cristalino. El encéfalo (Fig.30B) y las copas

Opticas (Fig.30C) se mantuvieron en frio (4°C) en el fijador, un total de 48 h.

Figura 30. Extraccion de los tejidos utilizados en los analisis. (A) Se realiz6 un punto de sutura en el parpado superior antes
de la extraccion de los globos oculares. (B) A continuacion se extrajo el cerebro y se separé el cerebelo. (C) A las 24 h del
sacrificio, se disecciond la cornea y se extrajo el cristalino.

A continuacién, 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 inmersién en concentraciones crecientes de sacarosa (Millipore Merck,
Alemania) disuelta en PBS 0,01 M: primero se introdujeron en una concentracién de
sacarosa al 11% durante 48 h, y a continuacion, en sacarosa al 33% durante otras 48 h. Los
tejidos se mantuvieron siempre en frio (4°C) y los medios se renovaron cada 24 h para evitar
una posible contaminacién. Por ultimo, los tejidos fueron incluidos rdpidamente
empleando como medio de congelacion Tissue-Tek (Optimal cutting temperature, O.C.T. ©,
Sakura Finetek, EE. UU), y las muestras se almacenaron en un arcén 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 realizacién de los analisis inmunohistoquimicos.

e Cortede las copas 6pticas parala obtencién de secciones de la retina: se realizaron

cortes sagitales de 16 pym de grosor en sentido Nasal-Temporal. Los cortes se
realizaron de forma seriada y se recogieron 2-3 secciones por portaobjetos. La
realizacion de este protocolo de corte nos permite mantener siempre las
referencias anatdémicas de cada retina tanto en el eje horizontal con las regiones
Nasal, Centraly Temporal, como en el eje vertical con las zonas Superior, Central e
Inferior (Fig.31). Esta division nos permite obtener las 9 areas anatémicas en la
retina, segun lo establecido en trabajos previos del grupo de investigacion
(Fernandez-Albarral et al., 2021b; Martinez-Lépez et al., 2024), en las que se
realizaran los estudios posteriores: nasal superior (NS), nasal central (NC), nasal
inferior (NI), central superior (CS), central central (CC), centralinferior (Cl), 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 seleccion de las areas 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 pm de grosor de cada una de las regiones a analizar: Nasal (N), Central (C) y Temporal
(T); se mantuvo la posicién anatémica también para poder analizar en cada region las zonas: Superior (S), Central (C) e Inferior
(I); obteniendo 9 areas de estudio: Nasal-Superior (NS), Nasal-Central (NC), Nasal-Inferior (NI), Central-Superior (CS),
Central-Central (CC), Central-Inferior (Cl), Temporal-Superior (TS), Temporal-Central (TC) y Temporal-Inferior (Tl). En el caso
de los encéfalos (parte inferior), se obtuvieron secciones coronales de 20 pm de grosor, dénde se analizaron: el nucleo
geniculado lateral dorsal (NGLd), el coliculo superior (CS) y la corteza visual primaria (V1). Esquema creado con
BioRender.com

e Corte de los encéfalos para obtencién de secciones de cerebrales: se realizaron

cortes coronales de 20 pm de grosor desde la zona maés rostral hacia la zona mas
caudal. Los cortes se realizaron en series de 4 portaobjetos y se situaron 4
secciones en cada uno (Fig.31). Las areas de interés seleccionadas fueron los 3
nucleos de relevo principales de la via visual: CS, NGLd, y V1. La localizacion de
dichos nucleos se realizd 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 raton (Modelo 2, Fig.32C-D).
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Figura 32. Nucleos de relevo de interés de la via visual. Se muestran secciones coronales del atlas neuroanatémico de rata
(A-B, Paxinos & Watson, 2006) y de ratén (C-D, Paxinos& Franklin 2001), en las que se localizan los 3 nucleos de relevo
principales de la via visual que son objeto del presente estudio: el niicleo geniculado lateral dorsal (NGLd, verde), el coliculo
superior (CS, morado), y la corteza visual primaria (V1, naranja) Encima de las fotografias se puede observar el rango de
bregma empleado en los cortes inmunohistoquimicos.

7. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS

Los analisis inmunohistoquimicos se realizaron segun el protocolo establecido
previamente en nuestro grupo de investigacion (Martinez-Lépez et al., 2024), con pequefas
modificaciones. Se seleccionaron muestras de, al menos, 5 animales diferentes de cada
uno de los grupos experimentales para cada uno de los andlisis inmunohistoquimicos. Para
la realizacion de estos, los portaobjetos se dejaron a temperatura ambiente (TA) durante 30
min. Los lavados e incubaciones se realizaron con el tampdén de inmunohistoquimica (Tl),
compuesto por PBS 0,01 M con un 0,5% de albumina de suero bovino (bovine serum
albumin, BSA, Sigma-Aldrich, EE. UU.) y un 0,3% de Tritén-X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU.).
Se hidraté el tejido en un primer lavado de 10 min con Tl y, a continuacion, se inhibié la
peroxidasa enddgena con una solucién al 0,5% de peréxido de hidrégeno (Merck KGaA,
Alemania) disuelto en Tl, durante 15 min a TA. Se realizaron 3 lavados de 10 min con Tl Yy,

después, se incubd 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 dia siguiente, tras 3
lavados de 10 min con Tl a TA, se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 12) en Tl durante 2 h a TA. Se retird el anticuerpo secundario y se
realizaron 3 lavados de 10 min con Tl, 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 concentracién de 1:250. Tras 3 lavados de 10 min
con Tl, se procedié al revelado con 3,3- diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich, EE. UU.)
activada con 0,2% de peroxido de hidrégeno en PBS 0,01 M, durante 10 min
aproximadamente, en funcion del anticuerpo empleado en cada caso. Tras el revelado, se
realizaron 3 lavados de 5 min con PBS 0,01 My se procedié al montaje de los portaobjetos
con Aquatex® (Merck KGaA, Alemania).

En la Tabla 12 se presentan los anticuerpos empleados en el estudio para la
identificacion de diferentes tipos celulares. Se utilizé el anticuerpo Brn3a para identificar
células ganglionares de la retina (CGRs), segun lo descrito por Nadal-Nicolas et al. (2009).
Para marcar los nucleos neuronales en las regiones cerebrales de estudio, se empled
NeuN, un marcador especifico que se localiza en los ntcleos y el citoplasma perinuclear
de la mayoria de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) de los mamiferos (Mullen
etal.,1992). La evaluacion de las poblaciones macrogliales se llevé a cabo utilizando GFAP,
un marcador que se expresa especificamente en los astrocitos y las células de Miiller. La
expresion de GFAP aumenta en respuesta a diferentes formas de lesidn, lo que se conoce
como macrogliosis (Eng, 1985). Por otro lado, para identificar las células microgliales, se
utilizé el marcador Iba1, cuya expresion aumenta durante la activacion microglial (Ito et al.,

1998).

Tabla 12. Anticuerpos empleados en los anélisis inmunohistoquimicos

MARCADOR Proteina marcada Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario

Brn3a Mouse Anti-Brn3a
Células Ganglionares

de la Retina (bram:jspeaﬁc hOT?OgZX/POU (ref. MAB1585, Mf'rg(I;OKGaA, Alemania) Goat-Anti-mouse 1gG (H+L) Biotinylated
omain protein 3A) 1 ‘] (ref. BA9200, Vector Laboratories, EE. UU.)
Mouse Anti-NeuN
NeuN ) [1:200]
Neuronas . (ref. MAB377, Merck KGaA, Alemania)
(Neuronal Nuclei)
[1:100]
Macroglia CFAP f ?gsgzllt AI‘Dntl:GFE'?EPUU
¢ (Glial Fibrillary Acidic Protein) (ref. 118300’ -Uu) Goat-Anti-rabbit IgG (H+L) Biotinylated
[1:800] (ref. 31820, Thermo Scientific, EE. UU.)
Ibal Rabbit Anti-lbal [1:200]
Microglia (lonized calcium binding adaptor (ref. 019-19741, Wako Chemicals, Japdn) ’
molecule-1) [1:1000]

Entre corchetes se muestran las concentraciones a las que se empled cada uno de los anticuerpos.Brn3a: homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3A;
NeuN: proteina de unién a hexaribonucleétidos-3; GFAP: proteina acida fibrilar glial; Iba-1Ibal: molécula adaptadora 1 de unién al calcio ionizado. Entre conrchetes se indica la
concentracion empleada de cada anticuerpo, y se indica la casa comercialy nimero de referencia para cadauno de ellos.

En cada uno de los andlisis inmunohistoquimicos se incluyeron muestras de todos los

grupos experimentales, pero, ademas, para los analisis de la retina se incluyeron muestras
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de cada unade las regiones de interés (N, CyT); y, en el caso de los nucleos de relevo, uno
de cada nucleo de estudio (CS, NGLd y V1). En todos los casos se incluyé un control
negativo, portaobjetos al que no se adiciond 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 céamara de fotos de alta
resolucion (Zeiss Axioplan 712 color, Alemania). Las microfotografias se realizaron
manteniendo siempre las mismas condiciones de luz, brillo y contraste, empleando un
software especifico (ZEN2, Carl Zeiss AG, Alemania). Las laminas que contienen las
microfotografias se han realizado con el programa Adobe Photoshop CS4 Extended 10.0

(Adobe Systems, EE. UU.).

8. INMUNOFLUORESCENCIA

Los analisis de inmunofluorescencia (IF) se realizaron siguiendo el protocolo descrito
por Fernandez-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 via 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 combinacién con los marcadores de las principales poblaciones
celulares de la retina: CGR, astrocitos/células de Miiller, y células de microglia.

Para la realizacidon de los analisis 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 tampdn de IF[PBS 0,01M, pH 7,4 (Sigma-
Aldrich, EE. UU.) con 0,1% Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU.)]. En este caso se realizaron
3 lavados contampén de IF, y se realizd la incubacion con los anticuerpos primarios (Tabla
13) diluidos en tampdn 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
continuacidn, se realizaron 3 lavados para eliminar el anticuerpo sobrante, y, se realizé la
incubacién con los anticuerpos secundarios (Tabla 13) durante 2 h a TA. Finalmente, las
preparaciones se lavaron 3 veces con PBS 0,01M y se realizd el montaje de las
preparaciones con el medio Vectashield Vibrance Antifade® con DAPI (Vector Laboratories
Inc., EE. UU.).

La observacion de las secciones inmunomarcadas se llevé a cabo en un microscopio

de fluorescencia (Zeiss Axioplan Microscope, Alemania), acoplado a una cdmara de alta
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resolucion (Zeiss Axioplan 712 color, Alemania). Para la captura de imagenes, se empled
un software especifico (ZEN2, Carl Zeiss AG, Alemania) con el objetivo de 20x aumentos
manteniendo siempre fijas las condiciones 6pticas de luz, brillo y contraste. Las imagenes
se capturaron primero en el canalrojo, luego en el canal verde, y, por ultimo, se combinaron
para visualizar la colocalizaciéon de ambos anticuerpos. Para la preparacién de las ldminas
que contienen las microfotografias se utilizé el programa Adobe Photoshop CS4 Extended
version 10.0 (Adobe Systems, EE. UU.).

Como una primera aproximacion, los estudios de colocalizacién se realizaron en los
grupos correspondientes a los modelos de patologia (LPS-VH y Malaria), y tratados (LPS-
CIL y Malaria-CIL), tras comprobar que la expresion de NLRP3 y TLR4 en los grupos control
(VH-VH/VH-CIL y Control/Control-CIL, Anexo I) era muy baja, reflejando posiblemente una
expresion constitutiva de estos receptores. En estos estudios de colocalizaciéon se analizd
la posible coexpresién de los marcadores estudiados, mediante el empleo de los filtros

correspondientes al marcaje de cada anticuerpo secundario.

Tabla 13. Anticuerpos empleados en los andlisis de inmunofluorescencia

Proteina marcada Anticuerpo Primario Anticuerpo Secundario
Rabbit Anti-NLRP3 Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
NLRP3 (ref. NBP2-12446, Novus Biological, EE. UU.) (ref. 150077, Abcam, UK)
[1:500] [1:500]
Brn3a Mouse Anti-Brn3a Goat Anti-mouse IgG1 Alexa Fluor™ 594
(ref. MAB1585, Merck KGaA, Alemania) (ref. A21125, Thermo Scientific, EE. UU.)
Colocalizaciones con [1:300] [1:500]
elreceptor NLRP3 Chicken Anti-GFAP Goat Anti-chicken IgY (H+L) Alexa Fluor™" 594
GFAP (ref. AB5541, Sigma-Aldrich, EE. UU.) (ref. A11042, Thermo Scientific, EE. UU.)
[1:300] [1:500]
Goat Anti-lba‘1 Donkey Anti-goat IgG (H+L) Alexa Fluor™' 594
Iba1 (ref. AB5076, Abcam, UK) (ref. A11058, Thermo Scientific, EE. UU.)
[1:300] [1:400]
Mouse anti-TLR4 Goat Anti-mouse 1gG1 Alexa Fluor " 594
TLR4 (ref. SC-293072, Santa Cruz, EE. UU.) (ref. A21125, Thermo Scientific, EE. UU.)
[1:200] [1:300]
Mouse Anti-Brn3a Goat Anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor™ 405
Brn3a (ref. MAB1585, Merck KGaA, Alemania) (ref. A31553, Thermo Scientific, EE. UU.)
Colocalizaciones con [1:300] [1:500]
elreceptor TLR4 Rabbit Anti-GFAP Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
GFAP (ref. 20334, Dako, EE. UU.) (ref. 150077, Abcam, UK)
[1:500] [1:300]
Rabbit Anti-Iba1 Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor® 488
Iba1 (ref. 019-19741, Wako Chemicals, Japén) (ref. 150077, Abcam, UK)
[1:600] [1:1000]

Entre paréntesis se muestra el nimero de referencia y la casa comercial, mientras que entre corchetes se muestran las concentraciones a las que se empled
cada uno de los anticuerpos. NLRP3: dominio pirina 3 de la familia NLR; TLR4: receptor tipo Toll 4; Brn3a: homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio
POU 3A; GFAP: proteina acida fibrilar glial; Iba1: molécula adaptadora 1 de unién al calcio ionizado.

9. ANALISIS CUANTITATIVO
9.1. ESPESOR DE LA RETINA: DATOS OBTENIDOS EN LA TCO

El analisis de los datos de TCO se realizé mediante la medicién del espesor de la retina
total en 61 cortes. Se dividié el drea observada en circulos concéntricos por proximidad al

disco 6ptico siguiendo el modelo EDTRS: 1, 2, 3 mm. De esta forma se obtienen tres areas
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circulares concéntricas (Fig.33): un area central (C0O) que corresponde a la zona mas
cercana al disco 6ptico, un area sectorial cuyo limite circunferencial estd a 1 mm del disco
(AS1) y un area mas externa cuyo limite se encuentra a 2 mm del disco (AS2). Estas dos
areas se dividieron a su vez en las zonas Temporal, Nasal, Superior e Inferior, estableciendo

asi 8 regiones de estudio (Fig.33B): sector 1 (T1, 11, N1, S1) y sector 2 (T2, 12, N2, S2).

Figura 33. Areas descritas en el analisis 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
analisis de TCO. Area central (C0), o zona mas
AS2 cercana al disco 6ptico; area sectorial situada a 1
mm deldisco (AS1, en amarillo); y d&rea mas externa
situada a 2 mm del disco (AS2, en rojo). Se indican
las areas en funcion de la distribucién anatémica:
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 limites 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 analisis del
espesor total de la retina por TCO. Las lineas rojas
indican el area de retina empleado para medir el
espesor de la retina. MLI, Membrana Limitante Interna;
MB, Membrana de Bruch. Barra de aumentos: 200 pm.

Ademas, se llevd a cabo el anélisis del espesor de la capa de fibras nerviosas de la
retina (CFNR), cuya area se delimité también manualmente por el mismo examinador
experimentado sobre un B-Scan peripapilar centrado en el nervio dptico, tal y como se
indica en la Fig.35. Se tomaron en consideracién 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 (Tl). La media

de todos los sectores se muestra en el centro como el valor global (G).

Figura 35. Esquema de la retina en el analisis del
G espesor de la capa de fibras por TCO. (A) Imagen de
B-Scan de la TCO. (B) Areas de estudio. La linea roja
delimita la membrana limitante interna y la azul la
capa de fibras del nervio 6ptico. MLI, Membrana
Limitante Interna; CFNR, capa de fibras de la retina;
G, Global; N, Nasal; NI Nasal Inferior; NS Nasal
Superior; T, Temporal; Tl Temporal Inferior; TS
Temporal Superior. Barra de aumentos: 200 pm.

bo pm
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9.2. CUANTIFICACION DE LOS MARCADORES CELULARES

La valoracion de los diferentes marcadores celulares en la retina y en los tres nucleos
de estudio de relevo principales, se realizé en todos los casos por dos miembros del grupo
deinvestigacion, de formaindependiente, a ciego respecto al grupo experimental analizado
y sin permitir mas de un 15 % de coeficiente de variacidon entre las medidas de ambos

investigadores.

9.2.1. Estudio inmunohistoguimico de la retina

En la retina para la determinacion de las CGRs se empled el marcador Brn3a (Nadal-
Nicolds et al., 2009), y se realiz6 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 realiz6 la suma del niumero de células Brn3a* contabilizadas en cada
una de las 9 areas, con el fin de obtener el nimero total de células Brn3a* de cada retina
completa. Los datos se expresan como el nimero de células Brn3a* (ver Fig.36 como

ejemplo de contaje).

Figura 36. Analisis por contaje de las
células Brn3a* en la retina. Imagen
representativa de la cuantificacion realizada

o . en el microscopio de las células

12 345 ® o anglionares de la retina (CGR), marcadas
iz 4 67 8 9 1112 4 16 17 192021 «23 o4 25 gang , . ( )

A ST N, 00 Tapie eO w e “s o S T con Brn3a. Los numeros indican cadaunade

10 13 15 i las CGRs presentes en la imagen.

Microfotografia de la retina de rata tomada a
20 aumentos (20x). Barra de aumentos: 50
pm.

- \ 4
e —

Los astrocitos y las células de Miiller marcados con GFAP (Eng, 1985) se cuantificaron
sobre microfotografias realizadas con el objetivo 20x. Para la cuantificacién del marcaje se
realizé el densitometrado Optico-digital de cada microfotografia con el software libre
Imagel) (Research Services Branch-NIH, EE. UU.) disefiando para ello regiones de interés
(Regions of Interest, ROIs) especificas que cubrieran una parte representativa de cada una
de las capas de la retina (ver Fig.37 para una mayor explicacién): CCG, CPI, CNI, CPE, CNE
Y SE; que se agruparon posteriormente en retina interna (CCG, CPl y CNI) y externa (CPE,
CNE y SE) para analizar la progresion del dafio. Los resultados obtenidos se expresan en
unidades arbitrarias de densidad 6ptica (D.O.). Los ROIs fueros incluidos de forma

aleatoria, ajustandolos a las capas a evaluar, y la distribucion fue la siguiente:

85

/S
—



ﬁ Material y métodos

e EnModelo 1secolocaron2ROIs como blancos para restar el marcaje no especifico.
Por cada capa de estudio se emplearon 6 ROls; debido a que cada capa tiene un
grosor diferente el 4rea de cada ROl fue distinta [CCG (0,00042 mm?*/ROl, area total
densitometrada 0,00252 mm?), CPI (0,00083 mm? ROI, area total densitometrada
0,00498 mm?), CNI (0,00089 mm? ROI, area total densitometrada 0,00534 mm?);
CPE (0,00028 mm? ROI, area total densitometrada 0,00168 mm?), CNE (0,00088
mm? ROI, area total densitometrada 0,00528 mm?) y SE (0,00027 mm? ROI, area
total densitometrada 0,00162 mm?)]. El 4rea total cuantificada fue de 0,02145 mm?.

e En Modelo 2 se colocaron 2 ROIs como blancos y 8 ROIs en cada capa analizada
[CCG (0,00023 mm?/ROl, area total densitometrada 0,00184 mm?), CPI (0,00065
mm? ROI, area total densitometrada 0,00520 mm?), CNI (0,00018 mm? ROI, area
total densitometrada 0,00144 mm?); CPE (0,00008 mm? ROIl, 4&rea total
densitometrada 0,00064 mm?), CNE (0,00049 mm? ROI, area total densitometrada
0,00392 mm?) y SE (0,00008 mm? ROI, area total densitometrada 0,00064 mm?)]. El

area total de la retina cuantificada fue de 0,01375 mm?.

Figura 37. Analisis por densitometrado del marcaje de la GFAP en
la retina. Microfotografias representativas de la cuantificacion
realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador GFAP. En
cada fotografia se muestran unos rectangulos amarillos,
correspondientes con las regiones de interés (regions of interest,
ROIs) analizadas con el software Imagel. CCG: capa de células
ganglionares, CPIl: capa plexiforme interna, CNI: capa nuclear
interna, CPE: capa plexiforme externa, CNE: capa nuclear externa,
SE: segmento externo. Microfotografia de la retina de rata tomada a
20 aumentos (20x). Barra de aumentos: 50 pm.

i

SE CNE CPE CNI CPI CCG

La cuantificacion de las células microgliales de la retina, células Iba1l inmunopositivas
(Ito et al 1998), se realizé directamente en el microscopio con el objetivo 10x (Fig.38). Se
contaron todas las células positivas en cada una de las 9 areas 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 area se expresan como numero total de células Iba1*; ademas, la suma

de las 9 areas permitié obtener el niumero global de células microgliales.
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Figura 38. Analisis por contaje de las
células Iba1* en la retina. Imagen
representativa de la  cuantificacién
realizada sobre el microscopio de las
células microgliales retinianas, marcadas
con Iba1. Con numeros 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. Microfotografia de retina de rata
tomada a 10 aumentos (10x), los cuerpos
celulares se pueden observary distinguir en
azul (tincién convioleta de cresilo). Barra de
Pt e aumentos: 50 um. En el recuadro superior

se muestran microfotografias
representativas de los morfotipos presentes en la retina: morfotipo basal radial (RD); morfotipo migratorio horizontal (HZ) y
morfotipo migratorio vertical (VT). Microfotografias tomadas a 40 aumentos (40x). Barra de aumentos: 10 ym.

En situaciones patoldgicas, al activarse las células microgliales se produce tanto un
cambio en su patrén de distribucion como en su morfologia, (Ito et al., 1998). Por ello, se
analizé el grado de activacion microglial mediante el estudio de la morfologia y la
orientacion, estableciendo 3 morfotipos (Martinez-Lépez 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 somay las prolongaciones
paralelas alas capas de laretina, y morfotipo vertical (VT), con elsomay las prolongaciones
perpendiculares a las capas de la retina, atravesandolas (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 inmunohistoquimico de los nucleos de relevo

El analisis cuantitativo de las neuronas, células NeuN positivas (Mullen et al., 1992), se
realizé sobre 2 microfotografias tomadas a 10x de cada una de las zonas de estudio. En
cada una de las microfotografias se realizé un andlisis por densitometria dptica digital
empleando el software libre Imagel (Research Services Branch-NIH, EE. UU.); para lo que
se disefiaron ROls especificas, que fueron colocados de forma aleatoria realizando los
minimos 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 distribucion de las ROls (Fig.39) fue la siguiente:

e EnelcasodelCSydel NGLd se emplearon 10 ROIs de un area especificade 0,00315

mm? cada uno, que se colocaron en cada una de las microfotografias (Fig.39A-B),
ademas de incluir una ROI adicional como blanco para eliminar el background. El

area total cuantificada en cada uno de los nuicleos fue de 0,03153 mm?.
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En el caso de la V1 se emplearon 5 ROIs en cada una de las capas (lI-1ll, IV, V y VI,
Fig.39C). Cada ROl tenia un area especifica de 0,00434 mm?, ademas en cada capa
seincluyé una ROl como blanco. El area total cuantificada en cada fotografia fue de
0,08688 mm?. En un anélisis posterior se agruparon los ROIs en dos grupos: en

corteza externa (capas lI-1ll) e interna (capas IV-V y VI).

Figura 39. Analisis por densitometrado del
marcador NeuN en los nucleos de relevo de la
via visual en el Modelo 1. Microfotografias
representativas de la cuantificacion realizada en
cada una de las inmunotinciones del marcador
NeuN en cada uno de los nucleos estudiados: (A)
coliculo superior, CS; (B) ntcleo geniculado lateral
dorsal, NGLd; y (C) corteza visual primaria, V1. En

cada microfotografia se muestran, a modo de
ejemplo, la posicién de las regiones de interés
(regions of interest, ROIls) mediante unos
rectangulos amarillos, analizadas.
Microfotografias de rata tomadas a 10 aumentos
(10x). Barra de aumentos: 100 pm.

En el Modelo 2 (Modelo de malaria) la distribucion de las ROls fue la siguiente:

En el caso del CS se emplearon 6 ROIs de un area especifica de 0,02026 mm? que
se colocaron dentro de cada una de las microfotografias (Fig.40A), ademas de
incluir una ROI adicional como blanco para eliminar el background. El area total
cuantificada fue de 0,12159 mm?.

En elcaso del NGLd se emplearon 8 ROIs de un area especifica de 0,01044 mm? que
se colocaron dentro de cada una de las microfotografias (Fig.40B), se incluyé un ROI
adicional como blanco. El 4rea total cuantificada fue de 0,08354 mm?

En el caso de la V1 se emplearon 4 ROIls en cada una de las capas (I, lll, IV, Vy VI,
Fig.40C). Cada ROl tenia un area especifica de 0,01044 mm?, adema4s en cada capa
se incluyé una ROl como blanco. El area total cuantificada en cada fotografia fue de

0,20885 mm?. En un analisis posterior se agruparon los ROIls en dos grupos: corteza

externa (capas lI-1ll) e interna (capas IV, Vy VI).

= ] __

Figura 40. Analisis por densitometrado

del marca.dor NeuN en los nucleos de relevo de la via visual en el Modelo .

Microfotografias representativas de la cuantificacién realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador NeuN en
cada uno de los nucleos estudiados: (A) coliculo superior, CS; (B) nucleo geniculado lateral dorsal, NGLd; y (C) corteza visual
primaria, V1. En cada microfotografia se muestran, a modo de ejemplo, la posicién de regiones de interés (regions of interest,
ROIs), mediante unos rectangulos amarillos, analizadas. Microfotografias de ratén tomadas a 10 aumentos (10x). Barra de
aumentos: 100 pm.
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El analisis cuantitativo de las células de GFAP positivas se realiz6 sobre 2

microfotografias tomadas de cada uno de los nucleos objeto del estudio, con un aumento

de 10x. En cada microfotografia se realizé un analisis por densitometria dptica digital

empleando el software libre Imagel (Research Services Branch-NIH, EE. UU.). Al igual que

en el caso de NeuN, se disenharon ROIs especificos, los cuales fueron colocados de forma

aleatoria realizando los minimos ajustes necesarios para situarlos sobre la estructura a

analizar. En todos los casos los resultados se expresan en unidades arbitrarias de D.O.

Las ROls para la cuantificacion 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 area
especifica de 0,00273 mm? que se colocaron dentro de cada una de las
microfotografias, ademas de incluir una ROl adicional como blanco para eliminar el
background. El area total cuantificada fue de 0,02729 mm? en cada una de las
zonas.

Enelcaso delNGLd (Fig.41B) se emplearon 4 ROls de un area especificade 0,01829
mm? que se colocaron dentro de cada una de las microfotografias, se incluyé una

ROl adicional como blanco. El drea total cuantificada fue de 0,07315 mm?.

Figura 41. Analisis por densitometrado del
marcador GFAP en los nucleos de relevo de la via
visual en el Modelo 1. Microfotografias
representativas de la cuantificacion realizada en cada
una de las inmunotinciones del marcador GFAP en
cada uno de los nucleos estudiados: (A) coliculo

superior, CS; (B) nucleo geniculado lateral dorsal,
NGLd; y (C) corteza visual primaria, V1. En cada
microfotografia se muestran, a modo de ejemplo, la
posicidn de regiones de interés (regions of interest,
ROIs) mediante unos rectangulos amarillos,
analizadas. Microfotografias de rata tomadas a 10
aumentos (10x). Barra de aumentos: 100 pm.

Los resultados obtenidos en el Modelo 1, nos permitieron definir un analisis mas

exhaustivo de la expresidon de GFAP en el Modelo 2; para ello las ROls se distribuyeron de la

siguiente manera:

En el caso del CS (Fig.42A) se cuantificé por separado la zona periférica en la que
se emplearon 8 ROls de 0,00199 mm?; y la zona central en la que se emplearon 6
ROls de 0,01169 mm?. Las ROIs se distribuyeron dentro de cada zona, y se incluyd
una ROI en comun como blanco. El area total cuantificada en el CS fue de 0,08605

mm?2.
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e En el NGLd (Fig.42B) la expresion de GFAP también se cuantifico diferenciando la
zona periférica (se emplearon 5 ROls de 0,00172 mm?; 6 ROls de 0,00144 mm?y 5
ROls de 0,00099 mm?) de la zona central (se colocaron 6 ROls de 0,00579 mm?). Las
ROls se distribuyeron dentro de cada zona, y se incluydé una ROl en comuin como
blanco. El 4rea total cuantificada en el NGLd fue de 0,05697 mm?Z.

e EnV1 (Fig.42C) se emplearon 12 ROls de un area de 0,01044 mm?: 6 de los ROls se
situaron en la zona externa (capas lI-lll); y los otros 6 en la interna (capas IV-V-VI). Se

establecio una ROl como blanco por cada zona. El 4rea total fue de 0,12532 mm?.

T
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Figura 42. Analisis por densitometrado del marcador GFAP en los ntcleos de relevo de la via visual en el Modelo 2.
Microfotografias representativas de la cuantificacion realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador GFAP en
cada uno de los nucleos estudiados: (A) coliculo superior, CS; (B) nucleo geniculado lateral dorsal, NGLd; y (C) corteza visual
primaria, V1. En cada microfotografia se muestran, a modo de ejemplo, la posicion de regiones de interés (regions of interest,
ROIs) mediante unos rectangulos amarillos, analizadas. Microfotografias de rata tomadas a 10 aumentos (10x). Barra de

aumentos: 100 pm.

El analisis de las células microgliales se realizé sobre 2 microfotografias tomadas con
un aumento de 10x de cada uno de los tres nucleos de relevo estudiados. En cada una de
las imagenes se incorpord, de forma automatica, una cuadricula (GRID) de contaje
mediante el software Imagel) (Research Services Branch-NIH, EE. UU.) (Fig.43), cuyas
celdas se numeraron de izquierda-derechay de arriba-abajo; posteriormente mediante un
generador de numeros aleatorios se establecieron las celdas en las que se llevé a cabo el
contaje manual de todas las células Iba1". Los resultados se expresaron como el nimero
de células inmunopositivas (células Iba1*) por unidad de area (10* pm?2).

e EnelModelo 1, enelCSyen laV1 se cuantificaron 6 GRIDs de 0,01838 mm? cada
uno, cuantificando un &rea total en cada zona de estudio de 0,11025 mm?Z. En el
caso del NGLd se cuantificaron 6 GRIDs de 0,07350 mm? cada uno, cuantificando
un area total de 0,44100 mm?.

e EnelModelo 2, se cuantificaron 10 GRIDs en el CS, 7 en el NGLd y 20 en la V1; con
un tamafio de 0,01838 mm? cada uno. En este marcador, al igual que en el caso de
GFAP, en la V1 también se realizé un estudio mas detallado contando 8 GRIDs en

corteza externa (capas ll-1ll) y 12 en la corteza interna (capas IV, Vy VI). El area total
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cuantificado en el CS, el NGLd y la V1, fue de 0,18375 mm?, 0,12862 mm?y 0,36750

mm?, respectivamente.
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Figura 43. Analisis por contaje de las células Iba1* en los nticleos de relevo de la via visual. Imagen representativa de la
cuantificacién realizada en cada una de las inmunotinciones del marcador Iba1. Se muestra una fotografia (10x), a modo de
ejemplo, del coliculo superior de ratén. Se dividié la imagen en celdillas “Grids” y se procedio al contaje de los diferentes
morfotipos microgliales. Barra de aumentos: 100 um. En la parte superior se muestra la clasificaciéon de las células
microgliales en funcion de su morfologia en cinco morfotipos diferentes: los morfotipos | y Il corresponden a la microglia
residente; mientras que los morfotipos Ill, IVy V corresponden a la microglia reactiva. Microfotografias de rata tomadas a 40
aumentos (40x). Barra de aumentos: 10 pm.

Por otro lado, en cada uno de los Grids de contaje se realizé un estudio de los diferentes
morfotipos de las células microgliales (Fig.43) de acuerdo a la siguiente clasificacion (Diz-
Chaves et al., 2012; Garrido et al., 2021): tipo |, células con soma pequefo y una o dos
prolongaciones; tipo Il, soma pequefo con 3-5 prolongaciones largas; tipo lll, células con
un soma poligonal y/o mas de 5 prolongaciones; tipo IV, células con un gran soma y
prolongaciones mas cortas y anchas; y tipo V (morfotipo ameboide), con un gran somay un
gran numero de cortas prolongaciones alrededor. Los morfotipos |y Il se consideran como
los morfotipos de la microglia residente, aquellas células que estan en situacion fisioldgica
controlando elambiente que les rodea. Por otro lado, los morfotipos I, IVyV, se consideran
los morfotipos reactivos, cuyo nimero y expresion de Ibal aumenta en situaciones de
dafio. Los resultados obtenidos se expresaron como el porcentaje relativo de cada uno de

los morfotipos respecto al numero total de células inmunopositivas (células Iba1”).
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10. ANALISIS ESTADISTICOS

El calculo del tamafo muestral se realizd usando la calculadora online:

https://www.datarus.eu/aplicaciones/granmo/ y considerando un riesgo a de 0,05 y una

potencia estadistica superior a 0,8 en contraste unilateral; los célculos se realizaron para
detectar una diferencia minima de entre 1,8 y 2,1 unidades entre las parejas de grupos
asumiendo 4 grupos experimentales en cada uno de los estudios. Los calculos mostraron
la necesidad de un total de 10 sujetos en los grupos animales de las patologias, en los que
se consideré una tasa de pérdidas de seguimiento del 20%; y de 5 sujetos en los grupos de
control en los que no se considerd pérdida alguna.

Los datos obtenidos se analizaron considerando dos variables independientes, con 2
niveles cada una de ellas: el modelo o patologia (LPS o Malaria, y su correspondiente
Control), y el tratamiento farmacolégico (CIL o VH). Se aplicaron analisis paramétricos
siempre que fue posible, generalmente un Andlisis de la Varianza (ANOVA) de 2 vias. Se
comprobd 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
tomdé como valor significativo un p-valor menor a 0,05. En aquellos casos en los que se
encontré una interaccidn significativa se realizaron las comparaciones a posteriori
aplicando el test de Tukey. En el caso de variables no normales y/o no homocedasticas,
incluso tras la transformaciéon de la misma, se aplicaron pruebas no paramétricas: test de
Kruskal-Wallis seguido de comparaciones a posteriori por pares con la correcciéon de
Bonferroni. Las correlaciones se realizaron con el test de Pearson, como la realizada entre
la concentracion de hemoglobinay la parasitemia a dia 6.

La presentaciéon de los resultados estadisticos incluye el valor del estadistico, los
grados de libertad de cada anélisis y el p-valor alcanzado. Se obtuvo ademas el tamafio del
efecto mediante el calculo de la eta parcial al cuadrado (n?), alcanzando en los casos de
los efectos estadisticamente significativos un tamano del efecto grande (valor superior al
0,14), por lo que los resultados obtenidos se consideraron como biolégicamente
relevantes. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SPSS
(version 27, IBM, EE. UU.), mientras que los graficos se generaron con el programa
GraphPad Prism® (versién 8.0.2, San Diego, CA, EE. UU.), presentandose principalmente

histogramas que muestran la media * la desviacién estandar (D.E.).
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1. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE SEPSIS
1.1, PESO CORPORAL Y VALORACIONES BIOQUIMICAS

El analisis del peso corporal de los animales no mostré diferencias estadisticamente
significativas tras la administracion 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 estadisticamente significativo del tratamiento farmacoldgico
[X3(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
estadisticamente significativas. Cabe destacar ademas que en el grupo LPS-VH mas de la
mitad de los animales (5 de 9) mostré 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 provocd una considerable pérdida
de peso en estos animales, y que dicha pérdida resulté menos marcada en los animales

que habian recibido ademas el tratamiento con CIL (Fig.44).
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Figura 44. Analisis del peso corporal. Ratas Wistar macho recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg,
i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los pesos se
registraron antes de los tratamientos y 24 h tras la administracién 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
dia del sacrificio y el de los tratamientos. El histograma muestra la mediana * la desviacion estandar (D.E.). Kruskal-Wallis,
comparaciones con la correccién 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 distribucién de los animales de los grupos experimentales tratados con LPS
en funcion de la severidad de la pérdida de peso mostrada (n=5-9 animales por grupo experimental).

Las valoraciones bioquimicas, es decir, el anélisis de los niveles de creatinina séricay
de NUS, junto con los datos de diuresis y el calculo de la TFG, nos permitieron inferir la
presenciade un dafo renal en los animales tratados con LPS. Al analizar los niveles séricos
de creatinina (Fig.45A) encontramos un efecto estadisticamente 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 lainteraccion

entre factores [F(1,23)=0,33; ns]; en este caso, la administracién de LPS indujo un
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incremento significativo en los niveles de creatinina sérica. Ademas, entre los animales
administrados con LPS la severidad del dano parecid ser algo menor en los animales
tratados con CIL, ya que en el grupo LPS-VH mas 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 afectacion se vio reducido por debajo del 40% (3 de 8)
(Fig.45B). Al analizar los niveles de NUS (Fig.45C) no se observaron diferencias
estadisticamente significativas [X*(3)=5,84; ns], aunque el perfil de la grafica 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 mas 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).
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Figura 45. Parametros para la evaluacion de la funcion renal. Ratas Wistar macho recibieron una Unica dosis de
lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente después, el farmaco 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 administracién de los tratamientos, y
la orina se recogié en la jaula metabdélica en la que se estabulé a los animales durante dicho periodo. Grupos experimentales:
VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. (A-B) Niveles de creatinina sérica y distribucion de la severidad del dafio en los
animales tratados con LPS; (C-D) Niveles de nitrégeno ureico en sangre (NUS) y distribucion de la severidad del dafio
en los animales tratados con LPS; (E) Diuresis; y (F) Tasa de Filtracion Glomerular (TFG). Los histogramas muestran la
media * la desviacién estandar (D.E.), mientras que en los diagramas de frecuencia se muestra la distribucién de los animales
de los grupos experimentales tratados con LPS en funcién de la severidad del dafio renal. ANOVA de 2 vias: #*p<0,01,
#9n<0,001 efecto general del LPS. (n=5-9 animales por grupo experimental)
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En los animales experimentales se encontré ademas un efecto estadisticamente
significativo de la administracion 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 interacciéon entre
farmacos [F(1,22)=0,76; ns]. En este caso, la administraciéon de LPS produjo un aumento en
elvolumen 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 unica dosis de LPS (10 mg/kg) produjo, a corto plazo (24 h), una pérdida de peso
significativa y una disfuncion renal que se manifesté mediante un aumento en la diuresisy
un incremento en los niveles de creatinina sérica.

La administracién de CIL no modificd estos parametros per se, pero si fue capaz de atenuar

tanto la pérdida de peso como la severidad del dafio renal descrito.
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1.2. ESTUDIO IN VIVO DE LA RETINA: TCO

Los efectos del LPSy de la CIL fueron también evaluados, in vivo, mediante la aplicacion
de la TCO. En este caso se llevd a cabo un estudio piloto inicial en el que se emplearon 8
ratas Wistar, 2 por grupo experimental. Antes de la realizacién de los procedimientos se
verificé la pérdida de peso en estos animales tras la administraciéon 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 evalua el grosor de la retina en la zona mas préxima al NO, y, en un
primer analisis por sectores concéntricos encontramos un efecto estadisticamente
significativo del LPS, incrementando el grosor de la retina (Fig.46A), en los sectores
situados a Tmm (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 mas
central (CO: LPS-VH vs. VH-VH, ns; LPS-VH vs. VH-CIL, p<0,001). Cabe destacar ademas
que la administracién de CIL, per se, ejercié un efecto estadisticamente significativo sobre
el grosor de la retina, en este caso sélo en CO (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 observé un patrdn similar a los animales LPS-VH (CO: 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 mas en detalle las diferentes regiones de la retina (Fig.46B) en la
TCO encontramos que el efecto del LPS fue sélo fue estadisticamente significativo en la
subarea N1 (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,039), es decir, el sector mas nasal localizado a 1 mm
de CO. La administracion per se de CIL no indujo cambios en las subregiones; sin embargo,
la combinacién de tratamientos incrementd el grosor de la retina en varias subregiones (S1,
11, 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 éptico
(CFNO) donde no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (datos no
mostrados).

En global, la administraciéon 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 ademas tener una presencia mayor en la zona N1 de la misma. La administracién
de CIL, por el contrario, parece reducir el grosor de la retina en las zonas mas centrales (CO
y S1), aunque la combinacién de los farmacos no parece ejercer un efecto protector frente

a este edema.
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Figura 46. Analisis de laretina mediante TCO. (A) Analisis del espesor total de la retina en las diferentes dreas y (B) subareas,
segun el esquema mostrado en la figura. Ratas Wistar macho recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg,
i.p.), o suvehiculo (VH), e inmediatamente después, el farmaco 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 administraciéon de los farmacos. Grupos
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién estandar (D.E.). Areas
y subdreas consideradas: centro 6ptico, CO; area sectorial 1, AS1, situada a 1 mm del centro éptico, y &rea sectorial 2, AS2,
situada a 2 mm; diferencidndose en zonas superior, S; inferior, |; nasal, N; y temporal, T. ANOVA de 2 vias, 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:

ni por la combinacién de los farmacos.

farmacos protectores.

La evaluacion in vivo mediante TCO permitié describir un edema en la retina de los
animales tratados con LPS, en los sectores centrales préximos al NO, en AS1 y AS2, y
fundamentalmente en la regién nasal (N1). El grosor de la CFNO no se vio afectado.

El tratamiento con CIL provocd, per se, una reduccion en el grosor de la retina en las zonas
mas centrales (CO y AS1). Sin embargo, la combinacién de farmacos no fue capaz de

corregir el edema inducido por el LPS. EL grosor de la CFNO no se vio afectado ni por la CIL

Aunque preliminar, este primer estudio piloto resulta de gran interés dado su potencial
traslacional en la evaluacién y seguimiento del dafio provocado en la retina por diversos

factores (en este caso, por la administraciéon del LPS), asicomo en la valoracién de diversos
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1.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA RETINA
13.1. Analisis de las células ganglionares de la retina (células Brn3a™)

En el analisis estadistico del nimero total de células Brn3a*, empleado como marcador
de las células ganglionares de la retina (CGRs, Fig.47), observamos un efecto general de la
administracion de LPS [F(1,14)=8,16; p=0,013], que redujo ligeramente la expresion de este
marcador. En ausencia de efectos estadisticamente significativos de la CIL [F(1,14)=3,02;

ns] o de la interaccién entre factores [LPS x CIS: F(1,14)=1,07; ns].
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Figura 47. Expresion de células Brn3a* en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién 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
desviacion estandar (D.E.) del niumero de células marcadas. ANOVA de 2 vias: ?p<0,05, efecto general del LPS. (n=4-5
animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografias (10x) representativas de cada uno de los
grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

El andlisis detallado de las diferentes areas (Fig.48) revelé una marcada reduccién en
el numero de células Brn3a* en el drea Nasal-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,003), junto
con ligero efecto general del LPS en el area Temporal-Central, donde también redujo la
expresion del marcador. Por el contrario, CIL, per se, indujo un incremento en el marcaje de
Brn3a® en el 4rea 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 area Nasal-Inferior de la retina, la CIL fue capaz de prevenir y/o revertir la reduccion
en el numero de células Brn3a®* inducida por LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p<0,001). Sin
embargo, en el area Temporal-Inferior la combinacion de ambos tratamientos redujo
ligeramente la expresion de este marcador (LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,046), efecto que, en
ausencia de diferencias estadisticas, también parece observarse en el area Temporal-
Superior (LPS-CIL vs. VH-CIL; p<0,01) (para mas detalles sobre los resultados estadisticos,

consultar la Tabla 14).
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Figura 48. Expresion de células Brn3a* en las areas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los tejidos. Grupos
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién estandar (D.E.).
ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: ®p<0,05 efecto general del LPS; ®°p<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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Tabla 14. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresién de células Brn3a" en las distintas dreas de
la retina en un modelo animal de sepsis

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
SUPERIOR 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
CENTRAL 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
INFERIOR 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

Tratamientos: LPS, lipopolisacarido; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis
post-hoc con el testde Tukey (resultados mostrados en Fig.48).

Resumen:

La administracion periférica de LPS indujo una reduccidn generalizada en el nimero de

capaz de atenuar dicha reduccién, y, ademas, per se, CIL indujo un incremento en la

expresion de este marcador en areas especificas de la retina.

células Brn3a® en la retina global, y, mas concretamente en el area Nasal-Inferior. CIL fue |

1.3.2. Analisis de las poblaciones macrogliales de la retina (células GFAPY)

En cuanto a la expresiéon del marcador GFAP, empleado para la identificacion de las
poblaciones macrogliales de la retina, astrocitos y células de Mdller (Fig.49) el analisis
estadistico mostré 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 interaccion significativa entre
factores [LPS x CIL: F(1,16)=14,36; p=0,002]. Los analisis a posteriori mostraron un
incremento significativo en la expresion 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 resulté diferente del mostrado por el grupo tratado
Unicamente con LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,040); es decir, la administracién de CIL
atenud parcialmente la activaciéon macroglial inducida por el LPS en la retina global. De
hecho, al observar las microfotografias 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 Miiller 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 mas tenue y parece limitarse a las capas mas

internas de la retina.
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Figura 49. Expresion del marcador GFAP en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién 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
desviacion estandar (D.E.) de la densidad 6ptica (D.0.). ANOVA de 2 vias, 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 microfotografias (10x)
representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 um.

En el andlisis por areas (Fig.50), se observé un efecto generalizado del LPS en todas las
areas de la retina, observandose un incremento en la expresion de GFAP, de mayor
magnitud en las dreas mas proximas al disco 6ptico: Nasal-Superior, Nasal-Central,
Central-Central, y Central-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001); un incremento algo menor
en las areas Central-Superior, Temporal-Superior, y Temporal-Inferior (LPS-VH vs. VH-VH,
p<0,01); y un efecto general del LPS en las areas Nasal-Inferior y Temporal-Central
(consultar Tabla 15). Por el contrario, la CIL fue capaz de atenuar dicha activacién en las
areas Central-Superior, Temporal-Superior y Temporal-Inferior, donde el grupo doble
tratado (LPS-CIL) no mostraba diferencias en el marcaje de GFAP; asi como en las areas
Nasal-Superiory Nasal-Central donde la activacion 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
activacion macroglial (incremento en el marcaje de GFAP) inducida por LPS en las areas
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 expresion de GFAP en el area Central-Central (VH-CIL vs. VH-VH, p=0,031).
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Figura 50. Expresion del marcador GFAP en las areas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los tejidos. Grupos
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién estandar (D.E.); de la
densidad 6ptica (D.O.). ANOVA de 2 vias, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la correccién de Bonferroni:
2ah<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)

Tabla 15. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresion de GFAP en las distintas areas de la retina
en un modelo animal de sepsis

GFAP* NASAL CENTRAL TEMPORAL
LPS F(1,16)=32,28; p<0,001 F(1,16)=10,77; p=0,005
SUPERIOR CIL F(1,16)=0,96; ns F(1,16)=0,26; ns X%(3)=10,59; p=0,014
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
CENTRAL 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
INFERIOR 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, lipopolisacéarido; CIL, cilastatina. Analsis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccién significativa se realizaron los anélisis post-hoc con el test de Tukey. Anélisis no
paramétricos: Kruskal-Wallis: X% estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion
significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correcién de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados
en Fig.50).
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Se realizé, a continuacidn, el analisis de la expresién de GFAP en las diferentes capas
de la retina (Fig.51A) observandose un efecto del LPS en todas ellas, salvo en el SE: la
administracion de LPS provocd un aumento en la expresion de GFAP (efecto general de LPS
en CCG, CPly CNE, e incremento estadisticamente significativo frente al grupo control, VH-
VH, en CNly CPE, p<0,001y p=0,019, respectivamente). En este caso, la administracion de
CIL, que de forma aislada no produjo ningun efecto, fue capaz de atenuar y/o prevenir el
incremento en la expresion de GFAP en la CNI (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,009) y bloquear la
aparicion de dicho efecto en la CPE (consultar Tabla 16 para ver en detalle los resultados
del analisis estadistico).

Con objeto de valorar la severidad y progresion del dafio en la retina se realizé un
analisis posterior comparando las capas mas internas de la retina (Retina Interna: CCG,
CPIl y CNI) frente a las mas externas (Retina Externa: CPE, CNE, SE) (Fig.51B); tras este
analisis encontramos que el dafio 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 analisis, CIL que no ejercié efectos per se,
tampoco fue capaz de revertir los efectos del LPS, aunque si observamos un menor
incremento en la expresion 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).
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Figura 51. Expresion 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 Ginica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH),
e inmediatamente después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para
la obtencidn de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media
la desviacion estandar (D.E.); de la densidad 6ptica (D.O.). ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: **p<0,01, #**p<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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Tabla 16. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresion de GFAP en la retina interna, retina externay
en las diferentes capas retininanas en un modelo animal de sepsis

GFAP' 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

Tratamientos: LPS, lipopolisacarido; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis post-hoc con eltest de Tukey. p, p-valor;
ns, no significativo (resultados mostrados en Fig.51).

Resumen:
La administracion de LPS produjo un incremento generalizado en la expresion de GFAP en
toda la retina, principalmente en las areas mas proximas al disco éptico. Este incremento

se observé en todas las capas de la retina, a excepcion del SE de los fotorreceptores,

las capas, pero fundamentalmente en las capas de la retina interna.
CIL no mostré efectos per se en los niveles de expresion de GFAP, pero fue capaz de atenuar

y/o revertir la activacion macroglial inducida por LPS, fundamentalmente en las areas mas

pudiendo distinguirse el marcaje de las prolongaciones de las células de Mliller en todas

centrales de la retina (Central-Central y Central-Inferior), y principalmente en la CNI.

1.3.3. Analisis de las células microgliales de la retina (células lbal")

El analisis del numero de células Iba1*, indicativo del nimero de células microgliales,
en la retina completa (Fig.52), revelé un efecto general del LPS [F(1,16)=57,41; p<0,001], en
ausencia de efectos delfactor CIL[F(1,16)=0,00, ns], aunque si se encontré unainteraccién
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 nimero mayor de
células de microglia 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
administracion de CIL, per se, no modificod el numero de células microgliales de la retina,
pero si mostré unatendencia (no significativa) hacia la atenuacion delincremento inducido
por LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p=0,058). Estos cambios en el nUmero de células marcadas

con Iba1 puede observarse a continuacion, en las microfotografias seleccionadas (Fig.52).
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Figura 52. Expresion de células Iba1* en la retina completa en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién 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
desviacioén estandar (D.E.) del nimero de células marcadas. ANOVA de 2 vias, 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 microfotografias (10x) representativas de
cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

En el analisis pormenorizado por areas (Fig.53) se observé que el incremento en el
numero de células Ibal* provocado por la administracién sistémica de LPS era
generalizado, observandose dicho efecto en todas las areas de la retina. ElLincremento mas
marcado se detectd en las regiones Nasal-Superior, Nasal-Inferiory 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 s6lo se encontré como un efecto general
del LPS en las 4areas Nasal-Central, Central-Superior y Central-Inferior (para mas
informacidén sobre los analisis estadisticos consultar: Tabla 17). CIL mostré un pequefio
efecto en el drea Temporal-Superior donde aumenté 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 4rea
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 area Temporal-Superior
(LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,018), y evité la aparicidn de dicho efecto en las areas Central-
Inferiory Temporal-Inferior (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).
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Figura 53. Expresion de células Iba1* en las areas de la retina en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), einmediatamente después, el farmaco
cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los tejidos. Grupos
experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacion estandar (D.E.) del
numero de células marcadas. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: ®p<0,01, 2*3p<0,001 efecto general del LPS; "p<0,05, “p<0,01,

*oxk

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)

Tabla 17. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresion de células Iba1” en las distintas areas de la

retina en un modelo animal de sepsis

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

SUPERIOR 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

CENTRAL 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

INFERIOR 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

Tratamientos: LPS, lipopolisacarido; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis

post-hoc con el testde Tukey (resultados mostrados en Fig.53).
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Se analizé ademas la presencia de las células Iba1” en las diferentes capas de la retina
(Fig.54A) encontrando que elincremento en el nimero de células microgliales inducido por
LPS solo era estadisticamente significativo en las capas mas internas de la retina: CCGy
CPI (LPS-VH vs. VH-VH, p<0,001 en ambas capas), en las que la administracién 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 ademas la presencia de células Iba1* en la
CNE-SE unicamente 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 mas informacién sobre el analisis estadistico consultar: Tabla 18).

En relacidon con la activacion microglial se llevé a cabo un andlisis por morfotipos
(Fig.54B; Tabla 18) encontrando, en este caso, que la administraciéon de LPS reducia 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 administracion de CIL
(LPS-CIL vs. LSP-VH, p=0,015), y, ademas, en el grupo doble tratado no se observaron
cambios en la expresiéon del morfotipo HZ (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).
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Figura 54. Expresion de células Iba1* en las capas de la retina (A) y evaluacion de su morfologia (B) en un modelo animal
de sepsis. Ratas Wistar macho recibieron una unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e
inmediatamente después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la
obtencion de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media + la
desviacion estandar (D.E.) del numero de células marcadas (A) y del porcentaje de cada morfotipo (B): RD, radial; HZ,
horizontal; VT, vertical. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la correccién 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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Tabla 18. Principales resultados estadisticos del andlisis de la expresion de células Iba1” en las distintas capas de laretina y del
porcentaje de la evaluacién de los morfotipos en un modelo animal de sepsis

Iba1* 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 e ]
CAPAS ciL F(1,16)=5,01; p=0,040 F(1,16)=0,77; ns X%(3)=1,05; ns F(1,16)=3,32; ns X (3_);1001’29’
LPSx CIL F(1,16)=26,30; p<0,001 _ F(1,16)=14,02; p=0,002 F(1,16)=0,17; ns =0
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
MORFOTIPOS  CIL F(1,16)=4,18; ns F(1,16)=0,76; ns F(1,16)=0,10; ns

LPSxCIL F(1,16)=8,39; p=0,011  F(1,16)=5,64; p=0,030 F(1,16)=0,32; ns

Tratamientos: LPS, lipopolisacarido; CIL, cilastatina. Andlisis no paramétricos: ANOVA de 2 vias: F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando entre
paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis post-hoc con el test de Tukey. Andlisis no paramétricos:
Kruskal-Wallis: X?, estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron
comparaciones a posteriori con la correcion de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.54).

En relacidn con el estudio de las células de microglia cabe destacar que la
administracion de LPS incrementd tanto su numero como su grado de activaciéon al
favorecer la presencia del morfotipo migratorio HZ, efectos que pueden observarse en las
microfotografias obtenidas en este estudio (Fig.52). Obsérvese ademas que la
administracién de CIL fue capaz de modular dicho efecto al prevenir la activacion
microglial, y reducir en algunas areas de la retina el incremento de células microgliales
inducido por la administracion de LPS.

‘Resumen:
La administracién de LPS provocd un aumento generalizado en el nimero de células
microgliales en todas las areas de la retina, incrementando ademas su presencia en las
capas mas internas de la misma (CCG y CPI) y en la CNE-SE. La administracién de LPS
provocé también la activacion microglial incrementando la presencia del morfotipoé
migratorio HZ a expensas del morfotipo RD. CIL per se no afectdé apenas a la poblacién
microglial de la retina, pero fue capaz de prevenir y/o revertir tanto el incremento en el
numero de células microgliales, principalmente en las areas nasales y en las capas mas

internas de la retina, como la activaciéon microglial, inducidas por LPS.
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1.4. ESTUDIO DE INMUNOFLUORESCENCIA DE LA RETINA

Con elfinde evaluar la posible implicacion delinflamasoma mediado por TLR4 y NLRP3
en la retina se llevaron a cabo estudios de colocalizacién por inmunofluorescencia en las
diferentes poblaciones celulares, empleando para ello los grupos experimentales en los
que se observo un mayor dano, tanto de pérdida de CGR como de activacion glial: LPS-VH
y LPS-CIL.

En el caso del receptor NLRP3, se observé una coexpresidon con las CGRs (células
Brn3a®, Fig.55) pero no con las células macrogliales y/o microgliales, marcadas con GFAP
e Iba1, respectivamente. En las microfotografias podemos observar en rojo las CGRs,
alineadas perfectamente en la CCG, y enverde observamos el marcaje delreceptor NLRP3;
en la imagen fusionada, alli donde se coexpresan ambos marcadores (Brn3a*/NLRP3")
obtenemos el marcaje de color amarillo. Estas microfotografias demuestran que sélo las
CGRs expresan el receptor del inflamasoma NLRP3 en determinadas condiciones de
activacion. Cabe destacar ademas 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.

Brn3a NLRP3 Brn3a/NLRP3/DAPI

LPS-VH

LPS-CIL

Figura 55. Estudio de inmunofluorescencia de la expresion de NLRP3 en las células Brn3a* en un modelo animal de
sepsis. Ratas Wistar macho recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e
inmediatamente después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la
obtencion de los tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En la ldamina se muestran
microfotografias representativas con marcaje individual de cada marcador Brn3a (rojo) y NLRP3 (verde), y su combinacion
(amarillo) en los grupos experimentales: LPS-VH y LPS-CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los
dos marcadores (Brn3a‘’/NLRP3*). Los nucleos celulares se marcaron con DAPIL. Brn3a, homeobox especifica del
cerebro/proteina 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 pm.
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En cuanto al estudio del receptor TLR4, en las microfotografias obtenidas se observo
una colocalizacién de este receptor con las células macrogliales (GFAP?, Fig.56); y no con
los otros marcadores, Brn3a® e Iba1*, de CGRs y microglia, respectivamente. En las
imagenes de inmunofluorescencia los astrocitos y células de Mdller (GFAP*) aparecen en
color verde, mientras que el receptor TLR4 aparece en color rojo. Tras la fusidon de las
microfotografias, las zonas marcadas con ambos anticuerpos presentan un color amarillo.
En la imagen se puede observar la colocalizacién del marcador de TLR4 con las células
GFAP* principalmente en la CFNO-CCG, sugiriendo que la expresion del receptor TLR4 se
limita fundamentalmente a los astrocitos presentes a ese nivel de la retina, o, quizas, en

las prolongaciones vitreas de las células de Miller.

TLR4 GFAP TLR4/GFAP/DAPI

LPS-VH

LPS-CIL

Figura 56. Estudio de inmunofluorescencia de la expresion de TLR4 en las células GFAP* en un modelo animal de sepsis.
Ratas Wistar macho recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o suvehiculo (VH), e inmediatamente
después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En la ldmina se muestran microfotografias
representativas con marcaje individual de cada marcador TLR4 (rojo) y GFAP (verde), y su combinacién (amarillo) en los
grupos experimentales: LPS-VH y LPS-CIL. Con flechas se indican aquellos puntos dénde colocalizan ambos marcadores
(TLR4*/GFAP?). Los nucleos celulares se marcaron con DAPI. TLR4, receptor de tipo Toll 4; GFAP, proteina acidica 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 pm.

Por tanto, en la retina de ratas Wistar administradas con LPS se observa un marcaje del
receptor NLRP3 en las CGRs, mientras que la expresion del receptor TLR4 parece limitarse
a los astrocitos, y/o a las prolongaciones vitreas de las células de Miiller, presentes en la
CFNO-CCG. En estos estudios de colocalizacion no se han observado diferencias en la

expresion de estos marcadores tras la administracién de CIL (Tabla 19).
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Tabla 19. Resultados de la colocalizacién de los receptores NLRP3 y TLR4 con diferentes poblaciones
celulares en las retinas de un modelo animal de sepsis

Marcadores Brn3a GFAP Iba1
NLRP3 SI NO NO
TLR4 NO SI NO

Colocalizacién por inmunofluorescencia de NLRP3 (dominio pirina 3 de la familia NLR) y TLR4, (receptor tipo Toll 4), con
células ganglionares (Brn3a, homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3A), astrocitos/células de Mdiller
(GFAP, proteina acida fibrilar glial) y células microgliales (Iba1, molécula adaptadora 1 de unién al calcio ionizado) en un
modelo de sepsis enratas Wistar inducido por la administracion sistémica de lipopolisacéarido (LPS)

Resumen:

Estos estudios de colocalizacion demuestran la presencia del receptor NLRP3 en las

presentes principalmente en la CCG, sugiriendo la expresion del receptor en astrocitos en

las prolongaciones vitreas de las células de Miiller.

células Brn3a*, CGRs; mientras que el receptor TLR4 se expresa en las células GFAP*
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1.5. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS NUCLEOS DE
RELEVO DE LA VIA VISUAL

1.5.1. Analisis de las células neuronales (células NeuN™)

El analisis de la expresidon del marcador NeuN en las neuronas del CS (Fig.57), reveld
un efecto general de la administracion del LPS [F(1,14)=10,28; p=0,006], en ausencia de
efectos de la administracion de CIL [F(1,14)=0,04; ns]; junto con la observacién de un
efecto significativo de la interaccién entre factores [F(1,14)=12,29; p=0,003]. Sin embargo,
las comparaciones a posteriori s6lo mostraron una reduccion significativa en la expresién
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 expresidon de NeuN en el CS, aunque si
mostré 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 presentd

diferencias respecto al grupo control (LPS-CIL vs. VH-VH, ns).

En el NGLd (Fig.57), el analisis estadistico revelé 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], asi como una interaccioén
significativa entre factores [F(1,13)=7,46; p=0,017]. En este caso, las comparaciones a
posteriori mostraron una menor expresion de NeuN en el grupo tratado con LPS (LPS-VH vs.
VH-VH, p<0,001), mientras que CIL, que per se no produjo ningun efecto, si fue capaz de
revertir y/o prevenir la reduccion en la expresién en el marcador neuronal (LPS-CIL vs. LPS-

VH, p=0,009).

En el tercer nucleo de relevo analizado, V1 (Fig.57) el andlisis de la expresién de NeuN
reveld 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], asi como una interaccidon significativa entre los factores
[F(1,16)=29,41; p<0,001]. La administraciéon del LPS provocd una reduccién muy
significativa del marcador neuronal NeuN frente al grupo control (LPS-VH vs. VH-VH,
p<0,001), mientras que la administracién de CIL atenud y/o revirtié dicho efecto (LPS-CIL
vs. LPS-VH; p<0,001), aunque se siguié observando una menor expresion de NeuN en este

grupo doble tratado frente al control (LPS-CIL vs. VH-VH; p=0,009).
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Figura 57. Expresion de células NeuN" en los nucleos de relevo de la via visual en un modelo animal de sepsis. Ratas
Wistar macho recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente
después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media
+ la desviacion estandar (D.E.), de la densidad éptica (D.O.) obtenida en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: “p<0,01, ""p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,01,
#15<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 microfotografias (10x) representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.
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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 estadisticamente significativo tanto en las mas
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 mas internas [X?(3)=16,82; p<0,001]. Los anéalisis a posteriori
revelaron que la administracién de LPS inducia una disminuciéon del marcaje de NeuN tanto
en la Vlexterna (capas lI-lll) 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 administracién 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. Expresion de células NeuN* en la V1 externa e
VA 1 VH-VH interna en un modelo animal de sepsis. Ratas Wistar macho
50— VH-CIL recibieron una Unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg,
—~ 3 LPS-VH i.p.), o suvehiculo (VH), e inmediatamente después, el farmaco
g 40 LPS-CIL| cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se
‘Z’ sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los tejidos. Grupos
g 307 experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los
% 204 histogramas muestran la media * la desviacion estandar (D.E.),
rg de la densidad 6ptica (D.O.). ANOVA de 2 vias, Test de
g 104 Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la correccion de
& Bonferroni: “"p<0,001 vs. VH-VH; #p<0,05, ##p<0,001 vs. VH-
0 CIL; *p<0,05 vs. LPS-VH. (n=5 animales por grupo experimental)
Resumen:

La administracion sistémica de LPS produjo una notable reduccién del marcador neuronal
NeuN en los nucleos de relevo estudiados: CS, NGLd y V1. La administraciéon de CIL, sin
efectos per se, fue capaz de atenuar y/o revertir dicha reduccién en el NGLd y en V1,

fundamentalmente en las capas mas externas de V1.

1.5.2. Analisis de las células macrogliales (células GFAPY)

En cuanto al estudio de la expresion de GFAP, empleado como marcador de astrocitos
(Fig.59), en el CS, se encontro un efecto general del LPS [F(1,16)=107,73; p<0,001], en
ausencia de efectos de la administracion de CIL [F(1,16)=1,49; ns]; pero en presencia de
una interaccion 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 observé
un ligero, pero estadisticamente significativo, incremento en la expresion del marcador
(VH-CIL vs. VH-VH, p=0,008); y la administracién de CIL fue capaz de atenuar el incremento
previamente descrito tras la administracién de LPS (LPS-CIL vs. LPS-VH, p<0,001), aunque
los niveles de expresion de GFAP fueran aln algo elevados en este grupo frente al control

(LPS-CIL vs. VH-VH, p<0,001).
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Figura 59. Expresion de células GFAP* en los nucleos de relevo de la via visual en un modelo animal de sepsis. Ratas
Wistar macho recibieron una unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente
después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media
+ la desviacién estandar (D.E.), de la densidad 6ptica (D.O.) obtenida en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: °*°p<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 microfotografias (10x) representativas de cada uno de los grupos
experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.
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En el NGLd no se observaron efectos estadisticamente significativos de la
administracién de LPS [F(1,15)=2,47; ns], pero si de la administracién de CIL
[F(1,15)=32,65; p<0,001], en ausencia de una interaccidon significativa entre factores
[F(1,15)=3,52; ns]. En este caso la administracién de CIL parecio reducir ligeramente la
expresion de GFAP en este nucleo de relevo.

En V1 se observd un efecto estadisticamente significativo del tratamiento con LPS
[F(1,16)=16,05; p=0,001], de la administracién de CIL [F(1,16)=7,24; p=0,016] y de la
interaccion entre los factores [F(1,16)=9,66; p=0,007]. Las comparaciones a posteriori
mostraron un incremento estadisticamente 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
ningun efecto, si fue capaz de bloquear dicho aumento (LPS-CIL vs. LPS-VH; p=0,004).

Resumen:

La administracion intraperitoneal de LPS indujo un incremento en la expresién de GFAP,
esto es, una activacioén astrocitaria,en el CSyenlaV1, en ausencia de cambios en elNGLd.
La administracion de CIL, en solitario, incrementd la activacion macroglial en el CS, pero la
redujo en el NGLd. La combinaciéon de CIL y LPS fue capaz de prevenir la activacion

macroglial asociada alLPS en CSy V1.

1.5.3. Analisis de las células microgliales (células Ibal")

En analisis del numero de células Iba1*, es decir, de células microgliales (Fig.60) sélo
mostro diferencias estadisticamente significativas en el CS, y no en NGLd ni en V1. En el
CS se observo un efecto general del LPS [F(1,12)=5,09; p=0,043], que redujo ligeramente el
numero de células; en ausencia de efectos estadisticamente significativos ni de CIL
[F(1,12)=0,10; ns] nide lainteraccion 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 nimero de células.
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Figura 60. Expresion de células Iba1* en los nucleos de relevo de la via visual en un modelo animal de sepsis. Ratas
Wistar macho recibieron una unica dosis de lipopolisacéarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente
después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media
+ la desviacion estandar (D.E.), del numero de células obtenido en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: ?p<0,05 efecto general del LPS (n=4-5
animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografias (10x) representativas de cada uno de los
grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

119

/S
—



Im Resultados

En cuanto a la activacion microglial, el analisis de los morfotipos (Fig.61) agrupados
mostro, en el CS, un efecto estadisticamente 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 interaccién entre factores
[F(1,12)=2,08; ns]. La administracién de LPS redujo el porcentaje de morfotipos residentes
en CS, favoreciendo la presencia de morfotipos reactivos, efecto especialmente evidente
al estudiar el morfotipo Il (LPS-VH vs. VH-VH, p=0,029). En CS la administracién de CIL
mostré el efecto contrario, aumentando la presencia de morfotipos residentes frente a
reactivos (ver Tabla 20 para consultar los andlisis estadisticos).

En el NGLd el perfil observado fue similar (Fig.61), con un efecto estadisticamente
significativo de la administracion 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 interaccidén entre factores [F(1,15)=1,38; ns].
La administracion 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 analisis de morfotipos permitié describir un efecto estadisticamente
significativo del LPS [F(1,14)=35,00; p<0,001], de la CIL [F(1,14)=13,86; p=0,002] asi como
de la interaccion entre factores [F(1,14)=8,07; p=0,013]. La administraciéon 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 administracion de LPS parecid reducir la presencia de microglia con
morfotipo | (LPS-VH vs. VH-VH y VH-CIL, p<0,001) e incrementar la microglia de morfotipo
Il (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
administracion de CIL, aun sin afectar per se a la activacién microglial, permitié 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 disminucién en la presencia de morfotipos |
(LPS-CIL vs. VH-VH, p=0,008), el farmaco 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 Il
(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 niicleos de relevo de la via visual en un modelo animal de sepsis. Ratas
Wistar macho recibieron una unica dosis de lipopolisacarido (LPS, 10 mg/kg, i.p.), o su vehiculo (VH), e inmediatamente
después, el farmaco cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), o su VH; los animales se sacrificaron a las 24 h para la obtencién de los
tejidos. Grupos experimentales: VH-VH, VH-CIL, LPS-VH y LPS-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién
estandar (D.E.), del porcentaje de los morfotipos residentes (I-1l) o reactivos (llI-V) en cada nucleo: CS, coliculo superior;
NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey/Kruskal-Wallis,
comparaciones con la correccién de Bonferroni: ?p<0,05, *p<0,01, #*p<0,001 efecto general del LPS; "p<0,05, *°p<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)

Tabla 20. Principales resultados estadisticos del analisis de los morfotipos de las células Iba1” en los nicleos de relevo
de la via visual en un modelo animal de sepsis

MF | MF 11 MF 11l MF IV MFV
LPS F(1,12)=0,01; ns F(1,12)=0,02; ns F(1,12)=14,53; p=0,002 -
Cs CIL F(1,12)=6,42; p=0,026 X2(3)=10,68; p=0,014 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 X2(3)=14 17
NGLd 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 p=0,003
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 X2(3)=16 47
\Al 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 P
LPSx 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 p<0,001

Tratamientos: LPS, lipopolisacarido; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando entre
paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccidn significativa se realizaron los analisis post-hoc con el test de Tukey. Andlisis no
paramétrico: Kruskal-Wallis: X2, estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccién significativa
se realizaron comparaciones a posteriori con la correcidn de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.61).

Resumen:
La administracion de LPS apenas modifico la cantidad de células de microglia en los

nucleos de relevo de la via visual, induciendo Unicamente un ligero decremento en el

marcada activacion microglial en los tres nucleos, reduciendo la presencia de morfotipos
residentes e incrementando la presencia de morfotipos reactivos en CS, NGLd y V1, donde

la administracion de CIL bloque® y/o revirtio dicha activacion.

numero de células Iba1® en el CS. Sin embargo, la administracion de LPS si produjo una
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2. RESULTADOS: MODELO ANIMAL DE MALARIA
2.1. PARASITEMIA Y VALORRACIONES BIOQUIMICAS

La evaluacion de la parasitemia se realizé unicamente en los grupos tratados con el
parasito (Fig.62A): en el primer dia de valoracién (d2) no se observaron diferencias entre los
grupos (U=40,00; ns), que presentaron un valor proximo al 0%; en el momento de la
siguiente medida (d4) ya se observé 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 habian 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).
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Figura 62. Parametros fisiopatolégicos. Ratones C57BL/6) hembra fueron inoculados con Plasmodium berghei ANKA (10°
glébulos rojos infectados, GRI, i.p.), e, inmediata después, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), a diario,
hasta el dia 5 postinfeccién (d5). El grupo de control del farmaco recibié el mismo nimero de administraciones de CIL a la
misma dosis. Los animales se sacrificaron el d6. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. (A)
Evaluacién del porcentaje de parasitemia. Se muestra la media + la desviacién estandar (D.E.) del porcentaje de GRI
encontrado en un frotis sanguineo, en los dias 2, 4 y 6 postinfeccion. Analisis no paramétrico: Mann Whitney: ®p<0,05 vs
Malaria (n=8-10 por grupo experimental). (B) Concentracion de hemoglobina (g/dL). El histograma muestra la media *
desviacion estandar (D.E.). ANOVA de 2 vias: #**p<0,001 efecto general de la Malaria (n=5-10 por grupo experimental). (C)
Correlacion entre el grado de parasitemia d6 y los niveles de hemoglobina en sangre. Se muestra la correlacién lineal
entre los dos pardmetros: coeficiente de Pearson (r) y p-valor. (D) Concentracion de creatinina en suero (mg/dL). El
diagrama muestra las medianas * la desviacion estandar (D.E.). Andlisis no paramétrico: Kruskall-Wallis, post-hoc con la
correccién de Bonferroni: “p<0,01 vs. Control (n=5-10 por grupo experimental).
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En el analisis de la concentracion de hemoglobina en sangre (Fig.62B), encontramos un
efecto estadisticamente significativo del factor Malaria [F(1,25)=48,69; p<0,001] en
ausencia de efectos del farmaco [F(1,25)=0,19; ns] o de la interaccién entre factores
[F(1,25)=0,76; ns]. Los grupos inoculados con el parasito mostraron niveles menores de
hemoglobina en sangre; ademas, al analizar la correlacion entre los niveles de
hemoglobina en sangrey la parasitemia al final del estudio, d6 (Fig.62C), encontramos una
relacién inversamente proporcional entre ambas variables (Pearson: r =-0,489; p=0,040): a
medida que aumenta el grado de parasitemia se reduce la concentracion de hemoglobina
en sangre, y, por tanto, la severidad de la patologia.

Se analizaron ademas los niveles de creatinina sérica con el fin de evaluar el posible
dafo renal (Fig.62D). EL andlisis estadistico revelé diferencias significativas entre los
diferentes grupos [X*(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 inoculacion de Plasmodium berghei en ratones produjo un incremento gradual de los
niveles de parasitemia, directamente proporcionales a la reduccién en los niveles de
hemoglobina en sangre; la inoculacidon de este parasito se relaciona ademas con un
fracaso renal ya que se encontraron elevados los niveles de creatinina sérica. La
administracion de CIL, que per se no presentd ningun efecto, modulé el incremento en los
niveles de parasitemia, y previno del dafno renal al atenuar el aumento en los niveles de

creatinina sérica.
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2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA RETINA
2.2.1. Anélisis de las células ganglionares de la retina (células Brn3a™)

El analisis del numero total de CGRs-Brn3a* (Fig.63) reveld un efecto general de la
inoculacién del parasito [F(1,16)=36,43; p<0,001], que redujo notablemente la expresién
del marcador; asi como de la administracién del farmaco [F(1,16)=5,70; p=0,030], que
indujo un ligero aumento en el mismo; no se observaron efectos de la interaccién entre

factores [F(1,16)=3,85; ns].
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Figura 63. Expresion de células Brn3a* en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6)J
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° gldbulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccion (d5), completando
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el
d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y
Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media * la desviacion estandar (D.E.) delnumero de células
marcadas. ANOVA de 2 vias: *3p<0,001, efecto general de la malaria; °p<0,05, efecto general de la CIL. (n=5 por grupo
experimental). En el panel inferior se muestran microfotografias (20x) representativas de cada uno de los grupos
experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

En el andlisis por areas (Fig.64) se observd una notable reduccion de la expresién del
marcador Brn3a® en el area Central-Inferior (Malaria vs. Control, p=0,006), junto con un
efecto general de la inoculacién del parasito en las areas Nasal-Superior, Nasal-Central,
Temporal-Superior y Temporal-Inferior (consultar Tabla 21 para los analisis estadisticos):

en todas ellas la inoculacion del parasito de la Malaria redujo el nimero de células Brn3a®.
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La administracion de CIL, per se, no presenté ningun efecto; pero si que previno y/o revirtio
la reduccidon observada en el area Central-Inferior (Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,020),
ademas, la combinacidén de tratamientos incrementé el nimero de células Brn3a* en el

area Central-Superior frente a los animales del grupo Malaria (Malaria-CIL vs. Malaria,

p=0,042).
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Figura 64. Expresion de células Brn3a* en las areas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° globulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata,
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccion (d5),
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se
sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malariay Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién estandar (D.E.). ANOVA de 2 vias, test de Tukey:
#ap<0,01, #2p<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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Tabla 21. Principales resultados estadisticos del anélisis de la expresion de células Brn3a” en las
distintas areas de la retina en un modelo animal de malaria

Células Brn3a* 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
SUPERIOR 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
CENTRAL 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
INFERIOR CIL X*(3)=5,07; ns 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

Trtamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los andlisis post-hoc con el test de Tukey.
Andlisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X2, estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de
interaccion significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correccion de Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo.
(resultados mostrados en Fig.64).

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Resumen:

La inoculacién del parasito indujo una reduccidn generalizada en el numero de células
Brn3a® en la retina completa, siendo este efecto mas marcado en el darea Central-Inferior.
La administracion de CIL fue capaz de prevenir y/o revertir dicha reduccién, en ausencia de

otros efectos.

2.2.2. Analisis de las poblaciones macrogliales de la retina (células GFAPY)

El andlisis de la expresion del marcador GFAP en la retina completa (Fig.65), revelo un
efecto general de la inoculacién del parasito [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 interaccion
significativa entre factores [F(1,12)=8,46; p=0,013]. Los analisis a posteriori mostraron una
mayor expresion 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 administracién de CIL fue capaz de prevenir y/o
revertir este aumento (Malaria vs. Malaria-CIL, p=0,036). En las microfotografias
representativas del marcaje por inmunohistoquimica 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 Miiller, que se extiende a través de las distintas capas de
la retina; sin embargo, este marcaje se reduce y atentda notablemente en el grupo doble

tratado: Malaria-CIL.
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Figura 65. Expresion del marcador GFAP en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° globulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata,
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccién (d5),
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se
sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencion de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media * la desviacion estandar (D.E.) de la
densidad dptica (D.O.). ANOVA de dos vias, 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 microfotografias (20x) representativas de cada uno
de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

En el andlisis detallado de las diferentes areas retinianas (Fig.66) se observa que la
inoculacién del parasito incrementa la expresiéon de GFAP en la mayor parte de las dreas de
estudio: este aumento resultd estadisticamente significativo en el drea Central-Central
(Malaria vs. Control, p=0,010)y en el area Temporal-Superior (Malaria vs. Control, p=0,003);
y se encontro un efecto general de la malaria en el resto de las areas, excepto en las areas
Nasal-Central y Nasal-Inferior (ver analisis estadisticos en la Tabla 22). La CIL, per se, solo
provocod un efecto residual en el area Temporal-Superior donde se vio ligeramente
incrementada la expresion de GFAP (Control-CIL vs. Control, p<0,05), y un efecto mas
general en el area Central-Inferior donde se vio una disminucién de este marcador
macroglial tras la administracion de CIL. En este caso, aunque la combinacion de
compuestos no alcanza a revertir el efecto observado, si que lo atenla parcialmente

presentando, este grupo MAL-CIL, datos de activacion de GFAP similares a los del grupo de
Control.
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Figura 66. Expresion del marcador GFAP en las areas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra
C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° globulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata,
recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccion (d5),
completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se
sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencion de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-
CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacién estandar (D.E.); de la densidad éptica (D.O.).
ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: 2p<0,05; #p<0,01 efecto general de la Malaria; °p<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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Tabla 22. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresién de GFAP en las
distintas areas de la retina en un modelo animal de malaria

NASAL CENTRAL TEMPORAL
MAL ,12)=6,89; p=0,022 F(1,12)=10,22; p=0,008  F(1,12)=10,92; p=0,006
SUPERIOR 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
CENTRAL 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
INFERIOR CIL X(3)=4,79; ns 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

Trtamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Andlisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los andlisis post-hoc con el

test de Tukey. Andlisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X2, estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correccion de Bonferroni. p, p-
valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.66).

Tras evaluar la expresion de GFAP en las diferentes capas de la retina (Fig.67A) hemos
observado variaciones en todas ellas, excepto en la CPI, aunque se observd una tendencia
(no significativa) de aumento (p=0,079; efecto general de la malaria). La administracion del
parasito indujo un incremento significativo de la expresion 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 CNIly en la CPE
(revisar Tabla 23 para ver los resultados del andlisis). La CIL per se no tuvo efectos sobre la
expresion del marcador en las diferentes capas, pero demostré una gran eficacia
previniendo y/o revirtiendo el aumento observado en las capas mas 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 analisis donde hemos querido cuantificar la
progresion del dafio agrupando las capas internas (Retina Interna: CCG, CPly CNI) y las
externas (Retina Externa: CPE, CNE, SE) (Fig.67B), observando en ambos casos un
incremento estadisticamente significativo. En el caso de la retina interna se observé un
efecto general de la malaria (ver Tabla 23); mientras que, en el caso de la retina externa, se
observé 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
atenuacién del aumento de expresiéon de GFAP en los animales doblemente tratados

(Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,05).
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Figura 67. Expresion 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 (10° glébulos rojos infectados,
GRl, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente
hasta el dia 5 postinfeccién (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo niumero
y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencion de los tejidos. Grupos
experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media + la desviacién estandar
(D.E.); de la densidad éptica (D.0.). ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: ?p<0,05, *®p<0,01 efecto general de la malaria; p<0,05,

wkk

“p<0,01,

por grupo experimental)

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

Tabla 23. Principales resultados estadisticos del andlisis de la expresiéon de GFAP en la retina interna, retina externa

y en las diferentes capas retinianas en un modelo animal de malaria.

GFAP' INTERNA ccG cpl CNI
RETINA 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
INTERNA 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
RETINA 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
EXTERNA 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
MALx 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

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando
entre paréntesis los grados de libertad; p, p-valor; ns, no significativo. En caso de interaccidn significativa se realizaron los analisis post-
hoc con el test de Tukey. p, p-valor; ns, no significativo (resultados mostrados en Fig.67).

Resumen:

La inoculacién del parasito produjo un aumento en la expresién de GFAP en la retina
completa, esto es, una activacién macroglial tanto en astrocitos como en células de Miiller,
que fue més marcada en las regiones Central y Temporal, y que estuvo presente en todas
las capas de laretina a excepcién de la CPI. La administracion de CIL atenué la activacion
macroglial, principalmente en las zonas mas afectadas, observandose una mayor eficacia

en las capas mas afectadas por el parasito (CCG, CNE y SE).

2.2.3. Andlisis de las células microgliales de la retina (células Ibal™)

El andlisis del numero de células Iba1” en la retina completa (Fig.68) reveld diferencias

estadisticamente significativas [X?(3)=13,90; p=0,003], observandose un marcado

incremento en el nimero de células Iba1” en los animales inoculados con Malaria (vs.

Control, p=0,002). No se observaron otras diferencias significativas entre los grupos,
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destacando que el numero de células Iba1* no diferia entre el grupo doblemente tratado y
el grupo control (Malaria-CIL vs. Control, ns). En las microfotografias (Fig.68), en el grupo
Malaria, se observa un mayor numero de células microgliales con un mayor grado de
activacion, un mayor numero 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 nimero de ramificaciones.
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Figura 68. Expresion de células Iba1* en la retina completa en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6)
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccién (d5), completando
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el
d6 tras la inoculacion del parasito para la obtencion de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y
Malaria-CIL. En el panel superior se muestra, en un histograma, la media * la desviacién estandar (D.E.) delnumero de células
marcadas. Kruskal-Wallis, comparaciones con la correccién de Bonferroni: “p<0,01 vs. Control. (n=5 animales por grupo
experimental). En el panel inferior se muestran microfotografias (20x) representativas de cada uno de los grupos
experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.

El andlisis del nimero de células microgliales en las diferentes areas retinianas mostré
diferencias significativas en casi todas las dreas estudiadas (Fig.69). La inoculacién del
parasito produjo un marcado aumento en el nimero de células Iba1+ en todas las dreas de
la regién central (Malaria vs. Control, p<0,001), y un incremento algo menor en la regién
Temporal-Inferior (Malaria vs. Control, p=0,036); se observé ademas un efecto general de
la malaria, que incrementd el nimero de células microgliales, en las dareas Nasal-Superior,

Nasal-Inferior y Temporal-Central (ver Tabla 24 para los anélisis estadisticos). La
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administracién de CIL, per se, no provocd cambios, pero la administraciéon de CIL en los
animales inoculados con el parasito bloqued y/o atenud el incremento en el numero de
células Ibal+, en concreto en las areas 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).
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Figura 69. Expresion de células Iba1* en las areas de la retina en un modelo animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6)
fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera inmediata, recibieron una
dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5 postinfeccion (d5), completando
un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL. Los animales se sacrificaron el
d6 tras la inoculacién del pardsito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y
Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media * la desviacion estandar (D.E.) del nimero de células marcadas. ANOVA de
2 vias, Test de Tukey/Kruskal-Wallis, comparaciones con la correccion de Bonferroni: ?p<0,05, #*p<0,01, ***p<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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Tabla 24. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresion de células Iba1” en
las distintas areas de la retina en un modelo animal de malaria

NASAL CENTRAL TEMPORAL
MAL (1,16)=4,63; p=0,047
SUPERIOR CIL F(1,16)=0,55; ns X*(3)=15,16; p=0,002 X*(3)=11,31; p=0,010
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
CENTRAL CIL X*(3)=7,55; p=0,056 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 (1,16)=9,38; p=0,007 F(1,16)=24,12; p<0,001
INFERIOR CIL F(1,16)=1,18; ns F(1,16)=2,53; ns X*(3)=11,12; p=0,011
MAL x CIL F(1,16)=0,00; ns F(1,16)=4,84; p=0,043

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Andlisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor,
indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis post-hoc con el
test de Tukey. Analisis no paramétricos:Kruskal-Wallis: X2, estadistico chi-cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correccién de Bonferroni. p, p-
valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.69).

El analisis del patron de distribucion de las células microgliales en las diferentes capas
de la retina (Fig.70A; Tabla 25) revelo diferencias estadisticamente significativas en todas
las capas analizadas, excepto en la CNE-SE. Los animales inoculados con el parasito
mostraron un nimero mayor de células Iba1* en las capas mas internas de la retina (CCG
y CPI, Malaria vs. Control, p<0,001 en ambos casos), asi como en las capas CNIl y CPE
(efecto general de la Malaria, ver Tabla 25), en la CNE-SE donde también se observé una
mayor presencia de células microgliales, aunque la diferencia no alcanzara la significacion
estadistica. CIL per se apenas tuvo efectos, sélo se observé un efecto general del farmaco,
que disminuyd el numero de células microgliales en la CNI. Sin embargo, CIL demostré 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 numero de células
microgliales respecto a los sélo tratados con el parasito (Malaria-CIL vs. Malaria). De forma
similar, se observé un efecto general de la Malaria sobre los morfotipos microgliales
analizados (Fig.70B): la administracién del parasito redujo la proporcion de morfotipos RD
e incrementé el porcentaje de morfotipos activados VT (consultar Tabla 25); en ausencia

de efectos de CIL sobre este parametro.
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Figura 70. Expresion de células Iba1* en las capas de la retina (A) y evaluacion de su morfologia (B) en un modelo animal
de malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° globulos rojos infectados, GRI, i.p.)
y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el
dia 5 postinfeccidon (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis
de CIL. Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencion de los tejidos. Grupos
experimentales: Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media + la desviacién estandar
(D.E.) del nimero de células marcadas (A) y del porcentaje de cada morfotipo (B): RD, radial; HZ, horizontal; VT, vertical.
ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: ®p<0,01, #°p<0,001 efecto general de la Malaria; "*’p<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)

Tabla 25. Principales resultados estadisticos del analisis de la expresion de células Ibal® en las distintas capas de la retina y del
porcentaje de la evaluacién de los morfotipos en un modelo animal de malaria

Células Ibal* 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
CAPAS 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 X(3)=3,67; ns
MALxCIL  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
MORFOTIPOS 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

Tratamientos: MAL, malaria; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando entre paréntesis los grados de
libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los andlisis post-hoc con el test de Tukey. Analisis no paramétricos: Kruskal-Wallis: X?, estadistico chi-
cuadrado, indicando entre paréntesis los grados de libertad. En caso de interaccidn significativa se realizaron comparaciones a posteriori con la correccién de
Bonferroni. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados mostrados en Fig.70).

Resumen:

La inoculacion del parasito produjo un marcado aumento en el numero de células
microgliales en la retina completa, incremento que fue mayor en las dreas mas centrales,
y en las capas mas internas (CCG y CPI) de la misma; ademas indujo una activacion de las
células microgliales incrementando la presencia del morfotipo migratorio VT, frente al RD.
La administracion de CIL logré prevenir y/o revertir el aumento en el nimero de células
microgliales, mayoritariamente en las areas y capas mas afectadas, aunque lo logré
modificar el cambio al morfotipo activado VT. CIL per se no mostré ningun efecto en estos

parametros.
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2.3. ESTUDIO DE INMUNOFLUORESCENCIA

Aligual que en el modelo animal de sepis, en este modelo se evalué también la posible
implicacién de los receptores NLRP3 y TLR4 mediante un estudio de colocalizacién por
inmunofluorescencia. De forma similar, se analizaron los grupos experimentales
inoculados con el parasito en los que se habia descrito un mayor dafo neuronaly glial.

Se detectd la expresion del receptor citosélico NLRP3 en las células CGRs-células
Brn3a® (Fig.71); pero no se observo la coexpresion de este marcador con las células GFAP?
ni con las células Ibal*. En las microfotografias observamos en rojo las CGRs,
perfectamente alineadas en la capa que les corresponde, y en verde observamos la
expresion del NLRP3; tras fusionar las imagenes observamos las células que coexpresan
ambos marcadores (Brn3a*/NLRP3*) en color amarillo. Estos resultados muestran que las
CGRs expresan este receptor, que ademads se detecta en la CNI, indicando su posible

expresion en otros tipos celulares presentes en esa capa.

Brn3a NLRP3 Brn3a/NLRP3/DAPI

Malaria

Malaria-CIL

Figura 71. Estudio de inmunofluorescencia de la expresion de NLRP3 en las células Brn3a* en un modelo animal de
malaria. Ratones hembra C57BL/6) fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de
manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccion (d5), completando un totalde 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencidn de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En la ldmina se muestran microfotografias representativas con marcaje individual
de cada marcador Brn3a (rojo) y NLRP3 (verde), y su combinacién (amarillo) en los grupos experimentales: Malaria y Malaria-
CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los dos marcadores (Brn3a*/NLRP3*). Los nticleos celulares
se marcaron con DAPI. Brn3a, homeobox especifica del cerebro/proteina 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 pm.
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El estudio del receptor TLR4 mostro que, en este caso, son las células GFAP* las que
expresaban elreceptor (Fig.72), sin observar su coexpresion por parte de las CGRs o de las
células microgliales. En las microfotografias podemos ver a las células macrogliales,
astrocitos y prolongaciones vitreas de las Muller, en color verde, mientras que el TLR4
aparece en color rojo. La combinacion de ambas imagenes nos indica en color amarillo
donde se produce la coexpresion de ambos marcadores (GFAP*/TLR4"). En este caso, la
colocalizacién parece restringirse a la capa de fibras y a la CCG, lo que indica que son los

astrocitos y las prolongaciones vitreas de las Muller las que expresan este receptor.

TLR4/GF

Malaria

Malaria-CIL

Figura 72. Estudio de inmunofluorescencia de la expresion de TLR4 en las células GFAP* en un modelo animal de
malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de
manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccién (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacion del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malariay Malaria-CIL. En la ldmina se muestran microfotografias representativas con marcaje individual
de cada marcador TLR4 (rojo) y GFAP (verde), y su combinacién (amarillo) en los grupos experimentales: Malaria y Malaria-
CIL. Con flechas se indican algunas células inmunopostivas para los dos marcadores (TLR4*/GFAP*). Los nucleos celulares
se marcaron con DAPI. TLR4, receptor de tipo Toll 4; GFAP, proteina acidica 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 pym.

En conclusidn, en la retina de ratones C57Bl/6J inoculados con P. berghei se observa la
coexpresion del receptor NLRP3 en las CGRs, y la expresion del receptor TLR4 en las
células macrogliales, principalmente en astrocitos y en las prolongaciones vitreas de las

células de Miiller. En estos estudios de colocalizacién no se han observado diferencias en

la expresion de estos marcadores tras la administracion de CIL (Tabla 26).
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Tabla 26. Resultados de la colocalizacién de los receptores NLRP3 y TLR4 con diferentes poblaciones
celulares en las retinas de un modelo animal de malaria

Marcadores Brn3a GFAP Iba1
NLRP3 SI NO NO
TLR4 NO Si NO

Colocalizacién por inmunofluorescencia de NLRP3 (dominio pirina 3 de la familia NLR) y TLR4, (receptor tipo Toll 4), con
células ganglionares (Brn3a, homeobox especifica del cerebro/proteina de dominio POU 3A), astrocitos/células de Mdiller
(GFAP, proteina acida fibrilar glial) y células microgliales (Iba1l, molécula adaptadora 1 de unién al calcio ionizado) en un
modelo de malaria en ratones C57BL/6J inducido por lainoculaciéonde P. berghei.

Resumen:

Los estudios de colocalizaciéon por inmunofluorescencia demuestran que las CGRs-

expresion de TLR4 se observo principalmente en la CCG, lo que sugiere su presencia en

astrocitos y en las prolongaciones vitreas de las células de Muiller.

células Brn3a® expresan NLRP3 y que algunas células GFAP* expresan el receptor TLR4. La
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2.4. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS NUCLEOS DE
RELEVO DE LA VIA VISUAL

2.4.1. Analisis de las células neuronales (células NeuN™)

Para evaluar el estado neuronal, se llevé a cabo una cuantificacién del marcador NeuN
en los diferentes nucleos de la via visual analizados (Fig.73). El anélisis de la expresion del
marcador en el CS revelé un efecto general de la Malaria [F(1,18)=14,30; p=0,001] en
ausencia de efectos del farmaco [F(1,18)=0,03; ns], aunque si se detecté una interaccion
significativa entre ambos factores [F(1,18)=6,18; p=0,023]. Los analisis post-hoc revelaron
que los animales Malaria tenian una menor expresién de NeuN en este nucleo respecto a
los animales Control (Malaria vs. Control, p=0,001). CIL no mostré ningun efecto, y en los
animales Malaria-CIL no se observo ningun 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 interaccion significativa entre los factores [F(1,19)=9,52;
p=0,006]. Las comparaciones a posteriori mostraron una menor expresion de Neu N en los
animales Malaria frente alos del grupo Control (Malaria vs. Control, p<0,001). CIL no afecté
a la expresion de NeuN en este nucleo, y el grupo doble tratado no presenté tampoco
cambios en la expresidon de NeuN, que mostraron niveles similares a los del grupo Control

(Malaria-CIL vs. Control; ns).

En V1 (Fig.73) el analisis estadistico reveld un efecto general del parasito
[F(1,19)=50,30; p<0,001], en ausencia de efectos de la CIL [F(1,19)=0,01; ns], y una
interaccion estadisticamente significativa entre factores [F(1,19)=13,30; p=0,002]. Las
comparaciones a posteriori mostraron una menor expresion de NeuN en los animales
Malaria respecto a los animales Control (Malaria vs. Control y Malaria vs. Control-CIL,
p<0,001). La administracién de CIL per se no tuvo ningun efecto; sin embargo, los animales
doblemente tratados a pesar de que también sufrieron una reduccién significativa del
marcaje (Malaria-CIL vs Control, p<0,001), se pudo apreciar una tendencia a la atenuacién

de la pérdida de expresion (Malaria-CIL vs. Malaria; p=0,059).
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Figura 73. Expresion de células NeuN* en los nticleos de relevo de la via visual en un modelo animal de malaria. Ratones
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccién (d5), completando un total de 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacion del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media * la desviacién estandar
(D.E.), de la densidad 6ptica (D.O.) obtenida en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nlcleo geniculado lateral dorsal;
V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, 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 microfotografias (10x) representativas de cada uno de
los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.
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En el anadlisis del patron de dano en V1 (Fig.74) observamos diferencias
estadisticamente 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 inoculaciéon del
parasito indujo una reduccién 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 observé una atenuacién del dafo, esto es, una
menor reduccién del marcador NeuN (V1 externa: Malaria-CIL vs. Control, p=0,006; V1

interna: Malaria-CIL vs. Control, p<0,05).

Figura 74. Expresion de células NeuN* en la V1 en un modelo
animal de malaria. Ratones hembra C57BL/6J fueron inoculados
con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRl, i.p.)

V1 3 Control X X S ) i X
50— Control-CIL y, de manera inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL,
3 Malaria 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
Malaria-CIL| postinfeccién (d5), completando un totalde 6 inyecciones. Uno de

los grupos control recibié el mismo numero y dosis de CIL. Los
animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacion del parasito para
la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales: Control,
Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la
media * la desviacién estandar (D.E.), de la densidad 6ptica (D.O.).
ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: °p<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)

Expresion NeuN (D.O.)

Resumen:

La inoculacién del parasito indujo una disminucién del marcador NeuN en los tres nucleos
de estudio (CS, NGLd y V1). La mera aplicaciéon de CIL no indujo cambio sobre la expresion
del marcador, pero si fue capaz de evitar la pérdida de expresidon en los animales
inoculados con el parasito en el CS, en el NGLd, y en V1, tanto en la corteza externa como

interna.

2.4.2. Analisis de las células macrogliales (células GFAPY)

El andlisis de la expresion de GFAP (Fig.75) mostrd, en el CS, un efecto general de la
inoculacién del parasito [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 interacciéon significativa [F(1,19)=49,07;
p<0,001]. Las comparaciones a posteriori mostraron una mayor expresion de GFAP en los
animales tratados con el parasito (Malaria vs. Controly Control-CIL, p<0,001), CIL también
incremento la expresion del marcador (Control-CIL vs. Control, p=0,001), y, en el grupo
Malaria-CIL, aunque también se observé un incremento en la expresion 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. Expresion de células GFAP" en los nticleos de relevo de la via visual en un modelo animal de malaria. Ratones
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccion (d5), completando un totalde 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacion del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media * la desviacién estandar
(D.E.), de la densidad 6ptica (D.O.) obtenida en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal;
V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, 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
microfotografias (10x) representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.
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En el NGLd, el anadlisis de los resultados revelé un efecto general de la Malaria
[F(1,19)=46,80; p<0,001] en ausencia de efectos del farmaco [F(1,19)=1,40; ns], pero si de
una interaccion significativa entre los factores [F(1,19)=38,69; p<0,001]. La administracién
del parasito indujo un aumento de la expresion de GFAP (Malaria vs. Control, p<0,001), CIL
aumento ligeramente los niveles de expresion de GFAP (Control-CIL vs. Control, p=0,012),
y los animales doblemente tratados, que también mostraron un aumento en la expresién
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 expresion de GFAP también se vio afectada significativamente por el factor
Malaria [F(1,19)=68,36; p<0,001], en ausencia de efectos del farmaco [F(1,19)=0,10; ns],
pero en presencia de una interaccion significativa entre los factores [F(1,19)=13,68;
p=0,002]. Los andlisis post-hoc revelaron una mayor expresion en los niveles de GFAP en el
grupo Malaria (Malaria vs. Control, p<0,001)y en el grupo con el doble tratamiento (Malaria-
ClLvs. Control, p<0,001), sin embargo, en este ultimo, el incremento fue significativamente
menor que en el grupo de Malaria (Malaria-CIL vs. Malaria, p=0,040). La administracién de

CIL per se no modificé la expresidon de GFAP en V1.

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

La inoculacion del parasito indujo un marcado incremento en la expresidon de GFAP, esto
es, una activacion macroglial en los tres nucleos de la via visual estudiados (CS, NGLd y
EV1). La administraciéon de CIL per se provocd un incremento de la expresion de este
marcador en el CSy en el NGLd, pero la combinacién de los tratamientos logré atenuar la

| activacion macroglial previamente descrita.

2.4.3. Analisis de las células microgliales (células Ibal*)

El andlisis de la cuantificacién de las células Iba1* (Fig.76) mostrd, en el CS, un efecto
general de la inoculacidon del parasito [F(1,19)=17,31; p<0,001] y del farmaco CIL
[F(1,19)=6,40; p=0,020], en ausencia de una interaccion significativa entre los factores
[F(1,19)=0,03; ns]. Tanto el parasito de la malaria como CIL redujeron el niumero de células
microgliales en el CS. En el NGLd, no se observé ningun efecto asociado a la inoculacién
del parésito [F(1,19)=2,92; ns], pero si se observd un efecto general del farmaco
[F(1,19)=13,92; p=0,001], en ausencia de una interaccion significativa [F(1,19)=0,58; ns]. La
CIL indujo un ligero aumento en el nimero de células microgliales en el NGLd. Por el
contrario, en V1, no se observaron diferencias entre los grupos en el nimero 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. Expresion de células Iba1* en los nuicleos de relevo de la via visual en un modelo animal de malaria. Ratones
hembra C57BL/6J fueron inoculados con Plasmodium berghei (1 0° gloébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccion (d5), completando un totalde 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacién del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. En el panel superior, los histogramas muestran la media * la desviacién estandar
(D.E.), del numero de células obtenido en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo geniculado lateral dorsal; V1,
corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: #°p<0,001 efecto general de la Malaria; "p<0,05, "°p<0,01 efecto
general de la CIL. (n=5-6 animales por grupo experimental). En el panel inferior se muestran microfotografias (10x)
representativas de cada uno de los grupos experimentales. Barra de aumentos: 50 pm.
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En el analisis por morfotipos observamos efectos similares en las tres regiones (Fig.77).
En el CS se observé un efecto general del parasito [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 interaccién entre factores
[F(1,19)=0,58; ns]. Tanto la inoculacién del parasito como la administracién periférica de
CIL produjeron una disminucidon de los morfotipos basales/residentes, junto con un
aumento de los morfotipos reactivos; la inoculacién del parasito indujo una disminucion
en el porcentaje de microglia de morfotipo |, incrementando la presencia de los morfotipos
Iy IV; mientras que la CIL per se redujo la presencia de microglia de morfotipo | en aras de

incrementar el morfotipo IV.

Encontramos resultados similares en el NGLd, donde se encontré 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 interaccidn entre factores [F(1,19)=0,10; ns]. Tanto la inoculacién
del parasito como la administraciéon de CIL incrementaron la presencia de morfotipos
reactivos a expensas de reducir los niveles de microglia basal o residente. La inoculacién
del parasito disminuyd la presencia de los morfotipos | (Malaria vs. Control, p=0,031) y I
(Malaria vs. Control, p=0,002), incrementando la presencia de morfotipos reactivos lll y IV
(Efecto general; consultar Tabla 27). Por otro lado, la administracion de CIL redujo la
presencia del morfotipo Il (Control-CIL vs. Control, p=0,006), incrementando la presencia

del morfotipo Ill (Efecto general; consultar Tabla 27).

En la V1 observamos un efecto general de la inoculacién del parasito [F(1,16)=23,65;
p<0,001]y del farmaco [F(1,16)=10,46; p=0,005] en ausencia de efectos de la interaccién
entre factores [F(1,16)=0,07; ns]. Tanto el pardsito como la administracion de CIL redujeron
la presencia de los morfotipos basales o residentes, incrementando la presencia de los
morfotipos reactivos. En el grupo de Malaria se observé una reduccién del morfotipo basal
Il (Malaria vs. Control, p=0,028), y un incremento en los morfotipos reactivos lll y IV (Efecto
general, ver Tabla 27); mientras que CIL aumenté el porcentaje del morfotipo IV (Efecto
general, ver Tabla 27). En este modelo animal de malaria no se observo la presencia de

células de microglia de morfotipo V en ninguno de los nucleos de la via visual analizados.
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Figura 77. Morfotipos de las células Iba1* en los ntcleos de relevo de la via visual en un modelo animal de malaria.
Ratones hembra C57BL/6)J fueron inoculados con Plasmodium berghei (10° glébulos rojos infectados, GRI, i.p.) y, de manera
inmediata, recibieron una dosis de cilastatina (CIL, 150 mg/kg, i.p.), la cual se administré diariamente hasta el dia 5
postinfeccién (d5), completando un totalde 6 inyecciones. Uno de los grupos control recibié el mismo nimero y dosis de CIL.
Los animales se sacrificaron el d6 tras la inoculacion del parasito para la obtencién de los tejidos. Grupos experimentales:
Control, Control-CIL, Malaria y Malaria-CIL. Los histogramas muestran la media + la desviacién estandar (D.E.), del
porcentaje de los morfotipos residentes (I-Il) o reactivos (lll-V) en cada nucleo: CS, coliculo superior; NGLd, nucleo
geniculado lateral dorsal; V1, corteza visual primaria. ANOVA de 2 vias, Test de Tukey: °p<0,05, #*?p<0,001 efecto general de
la Malaria; °p<0,05, ®*p<0,01, **°p<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)

Tabla 27. Principales resultados estadisticos del analisis de los morfotipos de las células Ibal® en los nucleos de relevo de la via
visual en un modelo animal de malaria

Células Ibal” MFI MF I MEF I MF IV MFV

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 -

cs 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 -

NGLd 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 -
MALxCIL  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 -

cv 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 -
MALxCIL  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 -

Tratamiento:MAL, Malaria; CIL, cilastatina. Analisis paramétricos: ANOVA de 2 vias; F, estadistico F de Fisher-Snedecor, indicando entre paréntesis los
grados de libertad. En caso de interaccion significativa se realizaron los analisis post-hoc con el test de Tukey. p, p-valor; ns, no significativo. (resultados

mostrados en Fig.77).

Resumen:

numero de células de microglia como en el grado de activacién de las mismas.

Lainoculacién del parasito P. bergheiindujo una disminucion en elnimero de células Iba1*
solo en el CS; y produjo una activacion microglial en los tres nucleos de la via visual
analizados. En este caso CIL no resulto eficaz en la atenuacion de la activacion microglial

en los nucleos de relevo de la via visual, pero, per se, produjo alteraciones tanto en el
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1. DISCUSION: MODELO ANIMAL DE SEPSIS

Los resultados obtenidos demuestran que el LPS induce dafo neuronal y
neuroinflamacién tanto en la retina como en los nuUcleos cerebrales evaluados; y
proporciona las primeras evidencias de que la CIL podria ser una posible terapia
farmacoldgica para prevenir y/o revertir estos efectos.

En este modelo animal hemos encontrado una marcada disminucidén del peso corporal
(Fig.44) junto con una alteracion de lafuncidnrenal (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; Bossu et al., 2012;
Norden et al., 2016; Rameshrad et al., 2016; Huang et al., 2020). Esta pérdida de peso
podria deberse a una reduccién 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 podria también estar asociada a la menor actividad motora o letargo
inducido por el tratamiento con LPS (Bossu 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
revision ver Holecek, 2012).

Respecto a la funcién 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, asi 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 alteracion de la funcion renal
(Peerapornratana et al., 2019) que también ha sido descrita a nivel histolégico tanto en el
glomérulo como en el tdbulo renal, tras la administracion 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 disminucién (Nakano et al., 2015, 2020). Estas discrepancias podrian relacionarse con
los diferentes métodos de cuantificacién del volumen urinario y/o con diferencias en el
modelo animalempleado. La pérdida de peso que presentan nuestros animales podria, por
tanto, estar relacionada con el dano renal (determinado por el aumento de creatinina, asi
como por el aumento de la diuresis), lo cual en conjunto puede conllevar una ligera

deshidratacion de los animales que afectaria 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 mas proximas al disco optico (Fig.46), lo cual puede
serindicativo de un posible edema. Mediante la misma técnica, otros investigadores (Tabla
4) han descrito un efecto similar tras la administracién de dosis menores de LPS bien a
corto plazo (24 h), tanto en un modelo similar de administracion intraperitoneal (Rodriguez-
Ramirez et al., 2024) como en otro de administracién intravitrea (Wu et al., 2023); o bien a
tiempos maés largos, con dosis repetidas de administracién intravenosa (Kokona et al.,
2018; Tsioti et al., 2023). Este edema podria relacionarse con un aumento en el diametro
de los vasos retinianos, que hemos observado en las iméagenes de TCO (datos no
mostrados), y que coinciden con datos previos del estudio de Kokonay cols. (2018).

Los andlisis inmunohistoquimicos de la retina demostraron que el LPS reduce el
marcaje de Brn3a de las CGRs, principalmente en el 4rea NI (Fig.47 y Fig.48); aumenta los
niveles de expresion de GFAP (Fig.49); e incrementa el numero de células microgliales,
promoviendo ademas la activacién microglial hacia un morfotipo horizontal migratorio
(Fig.52 y Fig.54).

En linea con estos resultados, Rodriguez-Ramirez y cols. (2024) encontraron una
disminucion del marcador Brn3a en las CGRs similar, aunque a tiempos mas largos (desde
los 3 dias) al empleado en nuestro modelo. Otros estudios en los que el LPS se inyect6 en
el NO (Aranda et al., 2015) o de forma intravitrea (Livne-Bar et al., 2024) demostraron que
también habia una reduccién de células Brn3a* pero a tiempos muchos mas largos (21
dias), aunque esta tendencia parecio ser ya evidente a tiempos menores. Es posible que si
llevdsemos nuestro modelo a tiempos mas largos tras el tratamiento con LPS esta pérdida
se mantuviese e incluso aumentase, como se ha observado en los estudios antes
descritos. La reduccién en el marcaje de Brn3a puede estar relacionada con una pérdida
de funcionalidad de las CGRs o una pérdida de su viabilidad (Nadal-Nicolas et al., 2009);
de hecho, la alteracién funcional podria llegar a producir la muerte de las CGR. Otros
autores han demostrado, en modelos de administracion de LPS intravitreo, 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 esta relacionada con la pérdida parcial o completa de la
visién, debido a la disminucién de la trasmisidn de las sefiales visuales al cerebro, y podria
relacionarse con los déficits visuales descritos en la sepsis (lwashyna et al., 2012; Boerma,
2017; Latkowska et al., 2024). En la presente Tesis no podemos discernir si la reduccion
observada en el numero de células Brn3a® sea debido a una disminucion de la
funcionalidad de las CGR, o a que estas células estén en proceso apoptético, en cuyo caso,

al extender la caracterizacion de este modelo encontrariamos un ndmero mucho menor.

/S

150

—




Discusion

Enrelacidn con las poblaciones macrogliales, astrocitos y células de Muller, se observa
un incremento de la expresion de GFAP en toda la retina (Fig.49). El analisis detallado en
cada una de las 9 areas sigue demostrando esta activacion general macroglial (Fig.50),
aungue es algo mayor en las regiones nasalesy centrales, las mas proximas al disco dptico.
Otros autores han obtenido resultados similares tras la administracién intraperitoneal de
la endotoxina a corto (Kurihara et al., 2006) y a largo plazo (Noailles et al., 2018). Al
profundizar mas en el analisis por capas de la retina observamos, en nuestro modelo, que
esta activacion macroglial, tanto de las células de Miiller cémo 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 administracién sistémica en un periodo corto de tiempo (24-48 h) (Lin et al.,
2018; Ren et al., 2018); asi como en uno que administran una baja dosis de LPS de forma
intravitrea (Livne-Bar et al., 2024). La progresién del dafio a través de las capas sugiere que,
cuando este alcanza la CNE, el nivel de daho es considerablemente elevado (Martinez-
Lopez et al., 2024) y las células de Miiller se encuentran en un estado de activacién muy
elevado, lo cual, como luego se discutira, favorece la activacion y migracion de las células
microgliales.

Tras la administraciéon de LPS, el nimero de células Iba1* aumenté de forma
generalizada en toda la retina (Fig.52 y Fig.53), fundamentalmente en la CCG y en la CPI
(Fig.54A) y se acompafo de una activacién microglial determinada por el incremento del
morfotipo migratorio HZ (Fig.54B). En el andlisis detallado de cada area de la retina hemos
encontrado un mayor nimero celular en areas periNO, como NI y Cl, y también en las
regiones temporales (Fig.53). Un aumento similar en el nimero de células microgliales ha
sido demostrado previamente por diversos autores en modelos tras la administracion de
LPS (ver Tabla 4). Sin embargo, otros autores empleando la administracién sistémica de
dosis muy bajas de LPS (Jang et al., 2007; Noailles et al., 2018) no han observado aumento
del numero de células microgliales ni cambios en su patréon de distribucion; pero si han
detectado una activacion microglial. Esta activacion microglial ha sido también
demostrada por otros autores en estudios in vitro, dénde la estimulacién con LPS de
células microgliales de la retina inducia una morfologia ameboide, un incremento en la
expresion de Iba1, asi como un aumento en la expresion génica y liberacién 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 demostraciéon de la adquisicién
de un morfotipo ameboide (Wang et al., 2011; Han et al., 2020; Tsioti et al., 2023; Wu et al.,

2023; Rodriguez-Ramirez 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;
Rodriguez-Ramirez et al., 2024). Kokona y cols. (2018), tras la administracion intravenosa
de dosis repetidas de LPS, observaron, ademas del aumento del nimero de células
microgliales, una migracién 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
mas internas de la retina, asi 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 prolongdsemos
nuestro estudio a tiempos m4és largos si que pueda incrementarse el nUmero de células de
morfotipo VT que migren a través de la retina, hacia las capas mas externas. Respecto al
estudio por areas que hemos realizado, otros autores también han encontrado un aumento
de células microgliales en zonas similares a las nuestras. Rodriguez-Ramirez y cols. (2024)
demostraron que el incremento se apreciaba en la zona cercana al disco 6ptico. El dafo
que se ha producido en la retinay que ha generado tanto pérdida de CGR como activacion
de células macrogliales, podria estar atrayendo a mas células de microglia hacia la retina
y una de sus vias de entrada es el NO. En la cabeza del NO, en situacion fisioldgica, hay
células microgliales quiescentes proximas a las paredes vasculares de la zona, y esta
demostrado que en dafos severos estas células se activan y adquieren un morfotipo
migrante que puede alcanzar la retina (Provis et al., 1996; Reichenbach & Bringmann,
2020). En otros disefios experimentales de administracion sistémica, el LPS indujo, aligual
gue en nuestro estudio, una mayor presencia de células Ibal1* en las capas mas internas de
laretina alas 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 areas
de la regidon temporal sea por el mismo motivo. En resumen, en nuestro modelo no
podemos descartar, que el aumento de células Iba1* observado sea por proliferacién de
las presentes en la retina en las capas mas internas, por migracion celular desde zonas
cercanas a la retina como el disco 6ptico o el margen ciliar; o incluso por la entrada y
diferenciacion de células inmunes periféricas.

Wang et al., (2011) demostraron la existencia de una comunicacioén bidireccional entre
las células microgliales y las células de Mdller retinianas en condiciones patolégicas. En
este articulo analizaron in vitro los efectos del LPS sobre las poblaciones microglialesy las
células de Muller. Observaron que las células microgliales tras ser estimuladas con LPS

producian una activacién de las células de Miiller, al liberar citoquinas proinflamatorias (IL-
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1B, IL-6) y nitritos, ademas de aumentar la expresién de moléculas quimioatrayentes (MCP-
1) y adhesivas (ICAM1, VCAM1); lo que facilita la atraccion y el desplazamiento de las
células microgliales a través de la superficie de las células de Miiller. A su vez, las células
de Mdller activadas inducen una mayor activacion de las células de microglia las cuales
secretan al medio mas mediadores proinflamatorios, ademas de observarse un aumento
de la proliferacién microglial. La coactivacion Muller-microglia permite, ademas de
aumentar el ambiente proinflamatorio y una mayor activacién de ambos tipos celulares,
que se produzca la atraccién de las células microgliales hacia las células de Miiller, 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 Miiller; como entre las
distintas capas de la retina (morfotipo VT) empleando para ello las prolongaciones vitrea 'y
ventricular de las células de Miuiller. 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 anélisis del modelo en estadios
posteriores tras la inyeccion de LPS, permitiria analizar si se produce un mayor aumento
del morfotipo VT, asi como un avance de las células microgliales de las capas mas internas
hacialas mas externas. Al ser un proceso de coactivacién bidireccional, existe controversia
en la literatura sobre quien detecta primero el dafio en la retina. Algunos autores indican
que podria iniciarse por las células de Muller (de Hoz et al., 2016) mientras que otros
atribuyen el inicio a las células de microglia (Langmann, 2007; Wang & Wong, 2014). La
estrecha relacion de las células de Miller con los vasos sanguineos, asi como su
localizacién radial, en todas las capas de la retina, les permitiria detectar rapidamente
alteraciones en cualquiera de las areas y capas de la retina (de Hoz et al., 2016). En nuestro
modelo, hemos visto tanto activacidon macroglial como microglial, por lo que no podemos
discernir quien ha detectado primero el dafio solo con el estudio morfolégico.

El andlisis de los posibles mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones
que hemos encontrado en la retina, demostré que existe una coexpresion del TLR4 con las
células GFAP" y no con las células microgliales (Fig.56). La colocalizacion la hemos
observado, principalmente en la CFNO-CCG, sugiriendo su presencia en los astrocitos y/o
las prolongaciones vitreas de las células de Miiller. Este resultado podria indicar que es la
macroglia quien esta 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 Miller humanas,
los diferentes receptores tipo Toll, incluido el TLR4, son capaces de detectar diferentes

tipos de estimulos nocivos lo que conlleva a su activacién y a iniciar una fuerte respuesta
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inmune (Kumar & Shamsuddin, 2012). En nuestro modelo, la activacién de las células de
Mdaller en la zona de las prolongaciones vitreas a través del TLR4, podria justificar el
aumento de expresion de GFAP observado y explicaria que este aumento haya sido en la
zona mas interna de la retina. En el presente trabajo de Tesis Doctoral, no hemos
encontrado una coexpresion del TLR4 en las células migrogliales, pero otros autores si han
demostrado en modelos, in vivo e in vitro, que la administracién de LPS activa las células
microgliales a través de la via TLR4/NF-kB, aumentando la liberacién de citoquinas
proinflamatorias y la apoptosis celular (Han et al., 2020). Estos autores proponen que la
activacion del TLR4, que observan en las células endoteliales de la BHR por el LPS,
produciria un aumento de la expresidon de marcadores proinflamatorios que conducirian a
la activacion de las células microgliales, y la expresiéon de moléculas de adhesién como
ICAM1 lo que facilitaria la adhesion y la entrada de células inmunes periféricas a la retina
(Tsioti et al., 2023). Sin embargo, este aumento en el ambiente proinflamatorio descrito
también podria conllevar a la activacién de las células macrogliales, como la descrita en
nuestro caso, especialmente cuando son las células macrogliales las que estan en
estrecho contacto con los vasos sanguineos al formar parte directa de la BHR.

No podemos establecer si el LPS actla 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 si estd aceptado es que su
administracién produce una disrupcion de laBHR (Li et al., 2014; Kokona et al., 2018) o una
alteraciéon de su funciéon (Daikohara et al., 2022), lo que permitiria la entrada tanto de
células inmunes periféricas como de mediadores inflamatorios sistémicos; esto
provocaria la activacion 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; Rodriguez-Ramirez et al., 2024). A su vez, la activacion de las células gliales
contribuye al aumento de la permeabilidad de la BHR, ya que fundamentalmente los
astrocitos y las células de Mdller liberan grandes cantidades de VEGF en condiciones
patolégicas, que al aumentar la permeabilidad vascular incrementarian el reclutamiento e
infiltracidn de células inmunes periféricas (revisar: de Hoz et al., 2016; Reichenbach &
Bringmann, 2020). Por otra parte, la activacién de las células microgliales produce la
liberacién de IL-1B, TNFa, EROs y nitritos lo que también contribuiria a aumentar la
permeabilidad de la barrera, pues disminuye la expresién de proteinas de unién, y
produciria la muerte de los pericitos de la misma (Rathnasamy et al., 2019).

Otras de las consecuencias de la administracién del LPS es la formaciéon 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; Rodriguez-Ramirez et al.,
2024). La formacién de edema en modelos de administracién de LPS también ha sido
relacionada con la activacion y proliferacion microglial, en especial en zonas préximas a
vasos sanguineos (Kokona et al., 2018; Tsioti et al., 2023; Wu et al., 2023; Rodriguez-
Ramirez et al., 2024). De hecho, la inhibicidn de la activacion microglial, o una reduccién
en su numero son capaces de producir una mejoria de las alteraciones vasculares
descritas, lo que reduciria el grosor de la retina y, por ende, el edema (Kokona et al., 2018;
Wu et al., 2023; Rodriguez -Ramirez et al., 2024). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en nuestro estudio, donde hemos observado un incremento en la activacién glial
fundamentalmente en las areas adyacentes al NO, lo cual podria estar debilitando la BHR
e inducir la formacién del edema que demostramos con la TCO. Ademas, es precisamente
en estas zonas periNO, donde observamos la mayor afectacion a las CGRs, posiblemente
causado por la excesiva activacion glialy la ruptura de la BHR.

En este punto es importante recordar que en nuestro modelo hemos observado un dafo
neuronal debido a la reduccién del numero 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
busqueda 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 coexpresién del receptor
NLRP3 en las CGRs (Fig.55). Esta via del inflamasoma mediado por NLRP3 ha sido
propuesta cdmo posible via de neurodegeneracion de las CGRs (Zhang et al., 2021; Chen
et al., 2022), como se ha observado en modelos de isquemia-reperfusion (Guan et al.,
2020), retinopatia diabética (Li et al., 2020; McCurry et al., 2024) o glaucoma (Pronin et al.,
2019; Chen et al., 2020). En el estudio de Rodriguez-Ramirez y cols. (2024), aunque no
analizaron este receptor, si describieron que su inhibicién evitaba notablemente la pérdida
de CGRs. NLRP3 se encuentra presente en situacion basal en diversas areas de la retina,
como en el epitelio pigmentario, las células de macrogliay las células de microglia (Pronin
etal.,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 administracién de LPS las CGRs aumenten la expresidon de NLRP3 respecto a los
controles (Fig.A1, Anexo l) podria ser indicativo de una activacion de esta via del
inflamasoma, posiblemente tanto por la accion directa de la toxina como por la llegada de
lainflamacidn sistémica al SNC. En cualquiera de las dos situaciones podrian activarse, en

un primer lugar, las células gliales debido al aumento de la expresidon de TLR4 respecto a
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los controles (Fig.A1, Anexo I), quienes, a su vez, activarian la via del inflamasoma en las
CGRs. Si esta hipotesis fuera cierta, la disminucidn en el marcaje de Brn3a* observada en
los animales de los grupos tratados con LPS podria ser indicativo de una pérdida de
funcionalidad que, en ultimo término, podria incluso llevar a la muerte piroptética de las
CGRs.

Los resultados obtenidos no sélo son comparables con modelos donde han empleado
el LPS, sino que también coinciden con numerosos estudios en modelos animales
centrados en diversas retinopatias: glaucoma (Fernandez-Albarral et al., 2021a; Martinez-
Lépezetal., 2024), retinopatia diabética (Lobanovskaya et al., 2018; Gorbatyuk et al., 2022)
y de retinitis pigmentosa (Garcia-Ayuso et al., 2015). Esto sugiere que nuestro modelo
podria ser una herramienta valiosa para la investigacion de mecanismos inflamatorios
generales asociados tanto con patologias inducidas por LPS como con patologias que
cursen con activacion glial. Ademas, de ser Util para la busqueda de nuevos tratamientos
farmacoldgicos que permitan prevenir o reducir la gliosis reactiva observada en estas
patologias retinianas, ya que la inhibiciéon de esta situaciéon inflamatoria previene la
apoptosis neuronaly evita la pérdida de las funciones homeostaticas de las células gliales
(Ganesh & Chintala, 2011).

Los efectos de la administracion sistémica de LPS sobre los nucleos de la via 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 nucleos de
relevo de la via visual analizados en el presente trabajo, la administracion de LPS indujo una
marcada reduccién del marcador NeuN en los tres nucleos (Fig.57); un aumento de la
expresion de GFAP en el CSy en la V1 (Fig.59); y una activacion de las células microgliales,
evidenciada por el cambio de morfotipo, en todos los ntcleos, en especial en la V1 (Fig.61),
sin afectar al niumero de células (Fig.60).

La disminucion de la expresion de NeuN en los tres nlcleos analizados, concuerda con
los observados en otras areas. En el estudio de Semmler y cols. (2008), Con el mismo
modelo, encontraron una disminucién del marcaje de NeuN en la corteza y el hipocampo;
perono en eltadlamo o el cerebelo; también en elen el hipocampoy en la corteza prefrontal,
a largo plazo se observa una pérdida de neuronas, que no se observa en la corteza parietal
(Semmler etal., 2007; Zhao et al., 2019); la administracién de dosis repetidas induce a largo
una disminucién 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 afectacidon neuronal por la administracion de LPS en funcién de la

region analizada, lo que demuestra que, aunque LPS ejerce un dafio 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 nucleos estudiados, no estan afectados por
igual, pues la V1 es la que presenta algo mas de pérdida, pudiendo ser mas 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 nucleos podrian sumarse y la disminucidén que observamos en
V1 en la expresion de NeuN se deba, tanto al efecto del tratamiento de forma directa sobre
ella, como a recibir menos aferencias de los otros nucleos de relevo. De manera similar a
lo discutido respecto al marcaje de Brn3a, no podemos dilucidar si la pérdida de expresién
de NeuN esta relacionada con una pérdida de su funcionalidad o con la muerte neuronal.
Aunque, en muchas patologias la pérdida completa del marcaje de NeuN o la disminucidn
en su expresion han sido tradicionalmente asociadas con la muerte celular, estudios mas
recientes sugieren que esta relacién no es necesariamente directa. En estos trabajos, se
ha planteado que la disminucién 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 mas
caracteristicos es la activacion de las células microgliales y los astrocitos (Hoogland et al.,
2015; Shulyatnikova & Verkhratsky, 2020). En nuestro modelo, la administracién de LPS
indujo un marcado aumento de la expresién 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 expresion del marcador a las 24 h en diferentes areas 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 administracién 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 talamo, 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 region
talamica o la corteza visual (Brandi et al., 2022). Respecto a la diferente afectacién
macroglial en los nldcleos que hemos analizado, los resultados son coincidentes de forma

parcial con los de Brandiy cols. (2022): no se observan cambios en el marcaje de un nucleo
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talamico, el NGLd; pero ellos no observan el aumento en V1 que nosotros si observamos.
En resumen, en los diferentes modelos animales de tratamiento con LPS, existen
discrepancias sobre la activaciéon de los astrocitos cuando se analiza mediante la
expresion 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 activacién macroglial, pero que aun 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 unincremento en elmarcaje de GFAP si que se observé unincremento
en la expresidon génica del marcador a las 24 h; ademas en los astrocitos aislados de los
animales se observé una mayor expresion de IL-6 y IL-1B a las 2 h y un aumento de IL-18,
TNFay MCP-1 a las 24 h, indicando la activacién de este grupo celular. Nuestros resultados
han demostrado una afectacién neuronal en los tres nucleos analizados, pero sélo
activacion glial detectable con el marcador empleado en CSy V1, por lo que es posible que
en el NGLd aun estemos en niveles bajos de activacion macroglial y que en tiempos
posteriores pudiera ya ser evidente, al ir progresando el dafo tanto en retina como en CS
de los cuales recibe aferencias.

En el caso de las células microgliales de la via visual, hemos evaluado dos parametros:
el nimero total de células y el estado de activacion mediante el estudio de los diferentes
morfotipos. La administracién de LPS practicamente no indujo cambios en la densidad
celular (Fig.60), pero provocé una activacion microglial, incrementando el porcentaje de
los morfotipos reactivos en todas las areas (Fig.61), aunque de manera mas marcadaen la
V1. De nuevo encontramos discrepancias en la literatura en relaciéon al incremento de
células microgliales: algunos autores han encontrado, a las 24 h del tratamiento con LPS,
un mayor nimero 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 talamo y la
corteza visual (Brandi et al., 2022; Jung et al., 2022); sin embargo, estos mismo autores no
observan cambios en el nimero de células de microglia en otras areas cerebrales (corteza,
hipocampo y estriado; Semmler et al., 2005). En nuestro modelo, aunque no hayamos
detectado un aumento en la poblacion microglial, si que demostramos su activacion al
analizar el morfotipo en los tres nucleos visuales (Fig.61): hay una diminucion en los
morfotipos basales (morfotipos I-ll) y un incremento de los reactivos (morfotipos Ill-1V-V),
sobre todo en laV1. Nuestros hallazgos son consistentes con multiples estudios donde han
observado un cambio de un morfotipo ramificado hacia un morfotipo ameboide tras la
administracion de LPS (Qin et al., 2007; Masson et al., 2015; Norden et al., 2016; Brandi et

al., 2022). La activacién glial puede estar determinada, entre otros, por la hiperplasia y/o la
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hipertrofia o modificacién morfoldgica, en nuestro caso, aunque no haya aumento del
numero de células, si lo hay de su grado de activacién, lo cual es indicativo también de un
mayor estado inflamatorio, que acompana a las alteraciones neuronales descritas. V1 es
de nuevo el drea cerebral mas afectada y, como se ha discutido entes, es posible que se
debaaldano directo por LPSy/o por lainflamacién sistémica que el mismo producey cuyos
mediadores pueden llegar via 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 morfolédgicos demuestran una
activacion microglial en respuesta al LPS y, como otros autores han descrito, va
acompanada del aumento de mediadores proinflamatorios y del estrés oxidativo (ver Tabla
3).

La endotoxina afecta la BHE (para revisién ver: Danielski et al., 2018; Catarina et al.,
2021), pues se ha demostrado que la administracion sistémica de LPS es capaz de danar
las proteinas de unién (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 accién del LPS
sea directa sobre las poblaciones celulares analizadas en los distintos nucleos de relevo
de lavia visual; o que la inflamacidn periférica induciday la alteracion de la BHE provoquen
la extravasacion del LPS y de los moduladores inflamatorios periféricos que ha producido.
Aligual que discutimos en retina, la activacién macro y microglial que hemos demostrado
va a potenciar aun mas el estado inflamatorio contribuyendo a aumentar el dafio local. Este
punto nos lleva de nuevo a plantear la necesidad de analizar las vias moleculares
especificas implicadas en los efectos observados en los nicleos de la via visual tras la
administracion de LPS. Aunque aun 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 podria también estar involucrado.

La pérdida de visién puede producirse por muchas etiologias diferentes (traumatismos,
tumores, problemas vasculares, inflamacién...) que afecten a alguna de las estructuras
implicadas en la via 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 encefalico (Evanson et al., 2018; Atapour et al., 2021; Frankowski
et al., 2021), han demostrado que el dafio neuronal y la activacion macro- y microglial
producida en algun punto de lavia visual se puede propagar anterégrada o retrogradamente
a través de esta. Un ejemplo claro de esta traslaciéon del dafio se observa en el estudio de
Aranday cols. (2015) dénde la administracién directa de LPS en el NO, indujo una rapida

activacion de las células microgliales (24 h) y tardia de las macrogliales (21 dias),
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induciendo finalmente una pérdida de neuronas Brn3a® en la retina a los 21 dias y
alteraciones en el CS y el NGLd a los 7 dias. Estos trabajos ponen de manifiesto que
cualquier alteracion en alguno de los puntos de la via visual se puede trasladar anterégrada
o retrégradamente. Por lo tanto, nuestros efectos pueden estar causados no solo por la
inflamacidn periférica o el efecto directo del LPS sobre nuestras poblaciones de estudio;
sino que el dano producido en la retina o en los nlcleos cerebrales se esté transmitiendo a

lo largo de la via visual potenciando el dafio observado.

2. DISCUSION: MODELO ANIMAL DE MALARIA

Los resultados obtenidos han demostrado que la inoculacién del parasito P. berghei
induce dafio neuronal y activacion glial a lo largo de la via 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 inoculaciéon del parasito P.
berghei ANKA en ratones C57BL6J hembra, hemos observado un incremento gradual de la
parasitemia hasta conseguir aproximadamente un 9% el dia 6 postinfeccion; una marcada
reduccién en la concentracion de hemoglobina en sangrey un ligero aumento de los niveles
de creatinina sérica (Fig.62). La evolucion de la parasitemia con una dosis de 10° GRI
demuestra que se produce un pequefio aumento el dia 4 (alrededor del 2,5%), que
incrementa hasta alcanzar unos valores del 9% el dia 6 (Fig.62A). Estudios previos en
modelos murinos con la misma dosis y especie de parasito (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 dia 5-7 post infeccidon. Aunque la parasitemia obtenida
con el modelo no haya sido extremadamente elevada, modelos que han empleado la
misma cepa de parasito y la misma o menor dosis de inoculacién, han observado sintomas
caracteristicos de la enfermedad, como ataxia, convulsiones paralisis y/o coma, durante el
mismo periodo de evaluacién (Medana et al., 1996, 1997b, 2000; Clark et al., 2005; Oliveira
etal., 2017; Strangward et al., 2017), junto con un menor valor en la escala rapida 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,
cémo zonas de blanqueamiento, hemorragias, edema y dilatacién vascular (Neill et al.,
1993; Paquet-Durand et al., 2019). Estos datos sugieren que, incluso con una parasitemia
no excesivamente alta, la inoculacion de la cepa P. berghei ANKA es un modelo util para el

estudio de las complicaciones en el SNC asociadas a la MC y la RM. Ademas de la
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parasitemia es necesario evaluar el nivel de afectacion a nivel sanguineo, con el fin de
asegurar la presencia de alteraciones asociadas a la inoculaciéon del parasito. En este
sentido encontramos una marcada reduccion en la concentraciéon de hemoglobina en
sangre 6 dias tras la inoculacion de P. berghei (Fig.62B); y observamos una correlacion
linealinversa entre estos valoresy los niveles de parasitemia a dia 6 (Fig.62C), lo cualindica
que a mayor concentracion del parasito menor concentracion de Hb, y, por tanto, mayor
severidad de la patologia. Otros autores han demostrado la disminucién de esta proteina
con carga del parasito 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 nimero de glébulos rojos a pesar
de haber observado un aumento en la parasitemia (Zhu et al., 2015).

Nuestros datos muestran también una afectacion renal, en los animales inoculados
con el parasito (grupo Malaria) se observé un incremento en los niveles de creatinina sérica
(Fig.62D). Otros autores, también han observado un incremento de la creatinina sérica tras
la administracion de P. berghei ANKA a la misma concentracién que la aqui empleada
(Abreuetal.,2014; Silvaetal., 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, aunqgue empleamos la misma dosis, y los dafios 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 sanguineo, es posible que se necesite una mayor carga parasitaria para
inducir un dafio renal mas 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 circulacién y
la oclusién de los vasos sanguineos (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 disminucion del marcador Brn3a
en la retina completa, principalmente en el area Cl (Fig.63 y Fig.64); un aumento de la
expresion de GFAP en casi todas las areas (Fig.65 y Fig.66); y un aumento general del
numero de células microgliales, siendo mas marcado en la regién central (Fig.68 y Fig.69);
ademas, de inducir su activacion, demostrada por el aumento del morfotipo migratorio VT
(Fig.70B).

La disminucién generalizada del marcador Brn3a en las CGRs (Fig.63) puede ser

indicativa tanto de una menor funcionalidad celular como de muerte neuronal. En un

161

/S
—



@ Discusion

trabajo realizado en un modelo similar al nuestro, observaron un incremento de células
TUNEL® en la CCG, en la CNl y en la CNE (Paquet-Durand et al., 2019) que sugeria la
presencia de un proceso apoptdtico en las CGRs, y en otras poblaciones celulares
retinianas. En nuestro estudio, es posible que mediante el uso de algun marcador de
muerte celular podamos discriminar si a nuestras CGRs les ocurre lo mismo y el parasito
induce su destruccién, o si se trata, por el contrario, de un estado de “disfuncionalidad”
transitoria. Aligual que en el modelo de sepsis, en este estudio no todas las areas de la
retina mostraron el mismo grado de afectacion. En este caso, en el modelo animal de
malaria, la mayor pérdida de CGRs-Brn3a*se concentrd en el area Cl (Fig.64), lo que podria
estar relacionado con una mayor acumulaciéon de GRI, ya que se ha descrito una mayor
afectacidon en las zonas donde se acumula el parasito (Paquet-Durand et al., 2019).
Ademas, el area CIl se localiza en las proximidades del disco 6ptico, zona de mayor
irrigacion de la retina, a través de la cual se produciria la entrada del patégeno, de sus
productos bioactivos o de los mediadores inflamatorios periféricos.

Al igual que nosotros, otros autores con el mismo modelo han evidenciado una
alteracion de la distribucion de los astrocitos y una activacién macroglial (Medana et al.,
1996; Paquet-Durand et al., 2019). En el analisis detallado por areas (Fig.66), no hemos
detectado grandes diferencias entre ellas, por lo que no podemos establecer un patron de
dafno espacial especifico; mientras que, en el estudio por capas, el aumento de expresion
de GFAP fue mas pronunciado en la CCGy en las capas mas externas CNE-SE (Fig.67). Este
aumento de expresion en la CCG sugiere una activaciéon tanto astrocitica como un
incremento de marcaje de las prolongaciones vitreas de las células de Mliller; mientras que
el aumento en el resto de las capas se debe a la activacion de las células de Miller, como
puede observarse en las microfotografias tomadas (Fig.65). Es importante destacar la
afectacidon de las capas mas externas de la retina llegando hasta el SE, lo cual no se
observé en el modelo de sepsis. Como ya se discutié con anterioridad, la afectacion de la
activacion macroglial, hasta capas de laretina externa, es indicativo de un mayor dafo, por
lo que este modelo parece mas agresivo que el de LPS. La activacion macroglial que hemos
obtenido en las capas mas externas podria estar vinculada con alteraciones en los
fotorreceptores, lo cual estaria en linea con los resultados obtenidos por Paquet-Durand y
cols. (2019), quienes observaron un aumento de células en estado apoptoético en la CNE,
sugiriendo la muerte de los fotorreceptores.

En cuanto a las células microgliales, hemos detectado un incremento del numero de
células Ibal* en toda la retina (Fig.68), en especial en la regién central (Fig.69). Los

resultados son coincidentes con los de Medanay cols. (1997ay 2000), quienes observaron
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un aumento de células microgliales a los 7 dias de la inoculacion del parasito,
principalmente alrededor del disco 6ptico; junto con una activacion microglial evidenciada
por el aumento del morfotipo ameboide. El aumento de células microgliales en la regién
central podria explicarse por una entrada de las mismas a través del NO. Ademas, al igual
que en el modelo de sepsis, se ha observado un marcado incremento del ndmero de
células en las capas mas internas de la retina (CCG-CPI; Fig.70A), lo cual podria explicarse
o bien por la entrada directa de estas células desde el margen ciliar, o bien por su entrada
a través del humor vitreo estableciéndose en las capas mas internas.

Nuestros resultados, también han mostrado una activacién microglial caracterizada
por la adquisiciéon del morfotipo migratorio VT (Fig.70B), migratorio entre diversas capas de
la retina, posiblemente relacionado con su interacciéon con las células de Miller (Wang et
al., 2011) y su migracién hacia capas mas externas, explicando asi el incremento en la CNI
y en la CPE. En este modelo se observa esta activacidon del morfotipo VT, migratorio entre
capas, probablemente por la duracion del modelo, que es mas prologando; mientras que
en el modelo de sepsis solo se observo el incremento del morfotipo HZ, migratorio dentro
de una misma capa, debido, posiblemente, a que se trata de un modelo mas agudo (24h),
de corta duracioén.

La gran activacion macro y microglial, indica un estado inflamatorio que afecta desde
la retina interna hasta la externa; de nuevo apoya la existencia de la interaccién directa
entre las células de Muller y las células de microglia, tanto para retroalimentar de forma
positiva la activacion de ambas, como para favorecer la migracion de las células
microgliales sobre el andamiaje retiniano que constituyen las células de Miiller. Es este
caso, en el modelo de malaria, la migracién de las células microgliales ocurriria, a lo largo
de toda la longitud de la célula de Miiller, desde la prolongacién vitrea hacia la ventricular,
tal y como demuestra la presencia de microglia de morfotipo VT. En este caso, al evaluar
las alteraciones gliales en un unico punto temporal, no hemos podido discernir qué
poblacidn es la que primero detecta el dafo en la retina. Sin embargo, en nuestro estudio,
hemos observado en las células GFAP* (Fig.72) un aumento en la expresion de TLR4
respecto a los controles (Fig.A1, Anexo l), lo que podriaindicar que fuera la macroglia quien
detecta al parasito, o alguno de sus subproductos, activandose en primer lugar. Otros
autores incluso han observado la presencia del parasito intracelularmente en las células
de Muller, proponiendo que fueran éstas las que introdujeran el parasito en la retina e
iniciasen el proceso de inflamaciéon (Paquet-Durand et al., 2019). Por otro lado, nuestros
resultados de inmunofluorescencia revelaron también un aumento en la expresion del

complejo inflamatorio NLRP3 en las células Brn3a® (Fig.71) respecto a los controles
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(Fig.A1, Anexo l); resultado similar al observado en el modelo de sepsis. Estos datos
sugieren, nuevamente, la hipdtesis que planteamos, que podrian ser las células
macrogliales las que respondan al dafo, bien al parasito o bien a la inflamacion periférica
inducida por el parasito, a través de la via del TLR4; aumentando asi el ambiente
inflamatorio en la retina, activando tanto a las células microgliales como la via del
inflamasoma mediado por NLRP3 en las CGRs, mecanismo que podria llevar a la muerte
de estas células, quizés por un proceso de piroptosis, aunque son aun necesarios estudios
adicionales para confirmar esta hipdtesis.

La activacién astrociticay de las células de Miuller (Medana et al., 1996; Paquet-Durand
etal.,2019) conlleva la disrupciéon de la BHR, produciendo edemay hemorragias en el SNC
(Neill et al., 1993; Ma et al., 1996; Paquet-Durand et al., 2019). En estos modelos, ademas,
se ha observado un aumento en la adhesidn de monocitos a los vasos retinianos y el
aumento de expresion de moléculas de adhesién cémo VCAM1 e ICAM1 (Ma et al., 1996).
En pacientes también se ha descrito una activacion glial, alteracién de la BHR, y una
alteraciéon de las moléculas de adhesién (Barrera et al., 2018). La reduccién del flujo
sanguineo y la consecuente hipoxia producen alteraciones en la retina causando
inflamacién, 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 dafio neuronal o la
pérdida de funcionabilidad. En los modelos murinos de P. berghei se ha observado una
oclusién mecanica de los capilares retinianos por células sanguineas parasitadas y no
parasitadas (Neill et al., 1993; Ma et al., 1996; Paquet-Durand et al., 2019); asi como la
presencia del parasito 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
neurodegeneracioén principalmente en las areas periféricas, en las zonas donde se vio una
mayor oclusién vascular, esto es, en las regiones que habian sufrido hipoxia. En el estudio
de Oliveira y cols. (2017), estos procesos de neurodegeneracion se relacionaron con las
zonas en las que se encontré un deterioro electrofisiolégico en la retina, junto con un
incremento en los niveles de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en cuanto a la
activacion macroglial podrian implicar una disrupcion de la BHR, lo cual explicarian el gran
dano inflamatorio detectado, y la hipoxia podria ser otro de los factores implicados en el
dafo, que también contribuiria al dafio neuronal encontrado.

Son escasos los modelos que analizan los efectos de la administracion del parasito 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

164

/S
—



Discusion

profundidad. Es necesario seguir investigando mas a fondo la retina en modelos de malaria,
ya que, se ha observado que los sintomas en la retina (Neill et al., 1993; Paquet-Durand et
al., 2019) y la activacion 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 (Lépez-
Cuenca et al., 2021), su andlisis, mediante técnicas no invasivas como la TCO, podria
emplearse como un biomarcador temprano de la malaria; de esta forma se podria detectar
la presencia del dafio en etapas muy tempranas, e iniciar el tratamiento adecuado en los
pacientes antes de que aparezca una sintomatologia clinica méas grave que podria
conllevar secuelas permanentes, o incluso la muerte.

Son escasos los estudios que han analizado los efectos de la malaria en la via visual.
Saggu y cols. (2011) demostraron, mediante resonancia magnética, en un modelo animal
de malaria similar al nuestro (inoculacién de P. berghei, 10° GRI i.p.), una gran afectacion
de diferentes componentes del sistema visual, como los nervios y tractos épticos, el
quiasma Optico y la region talamica; estas alteraciones podrian ser la causa del deterioro
visual causado por el parasito, como la pérdida de agudeza visual previamente descrita
(Lackner et al., 2006). Nuestro estudio es uno de los primeros que profundiza en la
afectacion neuronaly glial en algunos de los nucleos de relevo principales de la via visual,
y, hemos demostrado que la administracién del parasito (P. beghei, 106 GRI i.p.), en tan solo
6 dias, induce una marcada alteracidon de las poblaciones analizadas, produciendo una
disminucion del marcador NeuN (Fig.73), un incremento de la expresion de GFAP (Fig.75),
y un aumento del porcentaje de morfotipos microgliales reactivos en los tres nucleos de
estudio (Fig.77). Es importante destacar que, al igual que en el modelo de sepsis, los
nucleos de relevo de lavia visual han sido escasamente analizados por otros investigadores
(ver Tabla 8).

La disminucién de la expresidon de NeuN, ha sido descrita por otros investigadores en
otras areas del SNC. La inoculacién de dosis similares de la misma cepa del parasito
provoca una reduccién en el numero total de células NeuN en la corteza (Ataide et al.,
2020); en elcerebeloyen la corteza, aunque con niveles algo mayores de parasitemia (15%)
(Sarkar et al., 2017), asi como una disminuciéon de neuronas en la corteza y el estriado,
junto con unaalteraciéon de su morfologia, incluso a dosis menores (Clarky cols. (2005) (ver
Tabla 8). La existencia de un dafno neuronal, por tanto, parece ser comun a las distintas
areas del SNC y podria estar relacionada con la afectaciéon funcional descrita en la MC. De
hecho, esta muerte neuronal se relaciona con el deterioro neuromotor descrito, la
reduccién de la locomocion, la pérdida de reflejos, la aparicién de ataxia, convulsiones y

coma (Clark et al., 2005; Ataide et al., 2020). En esta linea, nuestros resultados sobre las
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pérdidas neuronales detectadas en toda la via visual analizada proporcionarian un
mecanismo explicativo al deterioro visual descrito en algunos casos de malaria.

Respecto a la activacién astrocitica hemos detectado un incremento del marcaje de
GFAP en los tres nucleos de relevo de la via visual analizados (Fig.75). Son escasos los
trabajos que han estudiado la activaciéon macroglial en los diferentes nucleos de la via
visual. Sin embargo, en otros estudios si han analizado otras areas del SNC en modelos
animales similares. Estos autores han descrito un aumento en la expresiéon de GFAP, en la
corteza, el hipocampoy el cerebelo, entre otras regiones, junto con una hipertrofia en estas
células, sugiriendo una activacién astrocitaria, asi como una mayor expresion de
marcadores proinflamatorios, como TNFa y IL-1B, lo que contribuiria a incrementar la
inflamacion 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 nimero, salvo una ligera disminucién en el CS (Fig.76);
aunque si se ha descrito un incremento en la presencia de morfotipos reactivos,
fundamentalmente lll y IV, en los tres nucleos analizados a expensas de una reduccion 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 mas activo. Es posible que, en este
modelo, nos encontremos aun en etapas iniciales de la activacion microglial, de forma que
solo se observe la modificacién de morfotipos, pero aln no exista una proliferacién celular
suficiente que nos permita ver un aumento en el numero de células microgliales. En un
estudio previo, con un modelo similar, encontraron un incremento en la expresion de genes
relacionados con la divisién y proliferacién celular (d5), y un incremento posterior en el
numero de células microgliales (d7) (Capuccini et al., 2016). La discrepancia con nuestros
resultados podria 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 parasito han encontrado una marcada activaciéon microglial en diferentes
regiones cerebrales evidenciada en algunos casos por el aumento del tamafio de las
mismas, hipertrofia, y en otros por el aumento de expresiéon de marcadores de activacion
(Capuccini et al., 2016; Sarkar et al., 2017; Oelschlegel et al., 2024). Esta activacion
microglial produce un aumento de la expresion 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 inoculacion del parasito P. berghei, a concentraciones similares a la empleada en

nuestro estudio (Ataide et al., 2020; Oelschlegel et al., 2024) o0 a concentraciones menores
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(Strangward et al., 2017, 2018) induce una acumulacidon temprana de GRI que precede al
desarrollo de los sintomas caracteristicos de la MC; y que conlleva el desarrollo de una
hipoxia cerebral dependiente de la carga parasitaria (Park et al., 2019). En este contexto,
Oelschlegely cols. (2024) observaron una acumulacién de los GRI en las venas de drenaje
del cerebro, que redujo el flujo sanguineo cerebral, y provocé la posterior ruptura de la BHE,
que se vio acompanada 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, oclusién capilar, areas
hemorragicas e infiltracién celular (Ataide et al., 2020); o, con dosis menores, una oclusién
mecanica 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 disrupcion de la BHE parece ser un factor comun, por lo que, en nuestro modelo,
seria esperable observar una ruptura similar, que, junto con la marcada activacién glial
observada, contribuiria ain mas a generar un entorno inflamatorio, que podria exacerbar
el dafio neuronal en los nucleos analizados.

Las citoquinas y quimioquinas proy antiinflamatorias juegan un papel muy importante
en el reclutamiento y adhesién de células inmunes durante la MC que conllevan a un peor
pronéstico de la enfermedad (revisar: Idro et al., 2010; Dunst et al., 2017). En varios
modelos la inoculacion del parasito, al igual que ocurria en el modelo de sepsis, produce
un aumento de las citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNFa), y un aumento de la
permeabilidad de la BHE; lo que se ha relacionado con la apariciéon de los sintomas
caracteristicos de la MC (paralisis y coma) y la posterior muerte del animal (Miranda et al.,
2013; Zhu et al., 2015; Mukherjee et al., 2022). Ademas, en estos estudios se ha observado
una desregulacién de citoquinas, aumento de las proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNFa) y una
reduccién 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 adhesién lo que explicaria 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 vision global de los mismos
demuestra que pueden ser varias las causas y mecanismos que produzcan el dafo
neuronal observado. Como se ha descrito, los procesos de neuroinflamacién juegan un
papel crucial, que se ven ademas fuertemente influenciados por la ruptura de la BHE, que
podria exacerbar la neuroinflamacién observada acelerando los procesos de dafio y

muerte neuronal. En el caso de la parasitemia, la acumulacién de GRI en regiones
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determinadas genera focos hipéxicos que resultan también criticos en la progresion del
dano. La activaciéon microglial, junto con las hemorragias y la adhesion de células
periféricas inflamatorias en la vasculatura, podrian mediar en el aumento de la liberacién
de mediadores proinflamatorios que finalmente causarian la neurodegeneraciéon y
posterior apoptosis neuronal (Desruisseaux et al., 2008). Existen ademas una gran variedad
de mecanismos moleculares descritos en relacién con el dafio neuronal. El papel de las
caspasas en la muerte neuronal es innegable, pero algunos autores proponen la
participacion 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
administraciéon de hemozoina, un bioproducto del parédsito, incrementa la producciéon de
moléculas neurotdxicas como citoquinas (IL-1B, IL-6, TNFa), nitritos y EROs; que, junto con
el incremento en la expresion del receptor NLRP3 y la caspasa-1 podrian ser los
responsables del posterior dafio (Velagapudi et al., 2019). No existe aun un consenso sobre
los mecanismos implicados en la activacion glial y la muerte neuronal en estos modelos
de malaria, y seran necesarios estudios adicionales que analicen tanto vias apoptoéticas
como inflamatorias para clarificar la temporalidad y progresién del dafio observado en esta
patologia.

En conclusién, nuestros resultados han demostrado la activacion glial y el dafo
neuronal tras la inoculacién de P. berghei en tres nicleos de relevo de la via visual poco
explorados hasta la fecha, coincidiendo con lo observado en otras regiones en estudios
previos; sin embargo, es necesario continuar investigando las vias involucradas en estos

procesos.

3. ANALISIS DEL POTENCIAL EFECTO TERAPEUTICO DE
LA CILASTATINA

El tratamiento con CIL en los dos modelos animales empleados mostrdé un efecto
protector frente al dafo renal, acorde a nuestros estudios previos, y, por primera vez,
demostramos un prometedor efecto neuroprotector y antiinflamatorio en la via visual en
estas patologias.

La administracion de CIL atenué la pérdida de peso y el dafio renal observado en los
animales tratados con LPS (Fig.44 y Fig.45) y, aunque no siempre se observé una reversion

del dafo inducido por el LPS, si se observé una reduccién 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, si logré atenuar el dano renal descrito (Fig.62). En estudios
previos, la administracion de CIL ha demostrado de forma consistente propiedades
nefroprotectoras surgiendo este farmaco como un posible abordaje terapéutico muy
prometedor en el tratamiento del fracaso renal (ver Tabla 10). La eficacia del farmaco
parece depender de la severidad del dafo, de la dosis y de la pauta de administracién
empleada. Asi, en un modelo animal de sepsis inducido por CLP, en el que el fracaso renal
fue mucho mayor, la administracién de CIL a la misma dosis, pero durante 3 dias, logré
revertir completamente el dafio (Gonzalez-Nicolds, 2022). Se obtuvieron resultados
similares en un modelo animal de toxicidad inducida por la administracién de cisplatino,
en el que la administracion repetida de CIL también logré una reversién del fracaso renal
(Martin-Sanchez, 2024). La eficacia de la administracion de CIL en el FRA inducido por la
inoculacién del parasito (modelo animal de malaria) fue algo mayor que en el caso de la
administracién de LPS (modelo animal de sepsis). Una posible explicacion de estas
diferencias puede deberse a que en el modelo de LPS se administré una dosis Unica,
mientras que en el de malaria se realizé una administracion repetida. Por lo que quizas la
mayor duraciéon del tratamiento consigue mejores efectos para la correccion del dafio
renal.

En nuestro estudio in vivo mediante TCO, la administracién de CIL no fue capaz de
revertir el edema encontrado tras la administracion de LPS (Fig.46). Sin embargo, en un
estudio previo de nuestro grupo de investigacién, CIL si logro revertir el edema encontrado
tras la administracion del quimioterapico cisplatino en ratas Wistar tras un periodo de
administracion de la CIL de 5 dias, tiempo suficiente para que el farmaco fuera capaz de
resolver el edema ocasionado (Martin-Sanchez, 2024). Este resultado refuerza la
necesidad de prolongar el tratamiento con CIL para poder ver su eficacia terapéutica.

La administracion de CIL logré revertir el dafio neuronal en la retina en los dos modelos
principalmente en las areas mas afectadas (Fig.48 y Fig.64), aquellas en las que se detecto
una mayor disminucidén en el nUmero de células Brn3a®, préximas al NO. En los otros tres
nucleos de relevo de la via visual analizados, en el modelo de sepsis, CIL logré atenuar o
revertir el dafio causado por LPS (Fig.57); mientras que en el modelo de malaria sélo
consiguio atenuar el dano (Fig.73). El papel neuroprotector de CIL, en los diferentes
nucleos de relevo de la via 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 reduccién observada podria deberse a una

disminucioén transitoria de la funcionalidad y no sélo la pérdida de las neuronas (Nadal-
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Nicolas et al., 2009; Gusel’nikova & Korzhevskiy, 2015). El hecho de que el tratamiento con
CIL demuestre una menor reduccién del marcador correspondiente, podria indicar que
estuviera protegiendo a las neuronas del dafio y evitase una pérdida de su funcionalidad; o
bien que estuviera produciendo una recuperaciéon de las neuronas “disfuncionales”. En
ambos casos CIL evitaria que la progresion del dafo ocasionara su muerte.

La administracion de CIL demostrd notables propiedades antiinflamatorias a lo largo
de la via visual en ambos modelos. CIL revierte el aumento en el marcaje de GFAP, es decir,
impide la activacidon 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 préximas al
disco 6ptico (Fig.50 y Fig.66), y es evidente en los tres nlcleos de relevo analizados (Fig.59
y Fig.75). CIL atenud el aumento en el numero de células Ibal” sélo en la retinay en
especial en las zonas préoximas al NO, en ambos modelos (Fig.52 y Fig.68). Al analizar el
efecto de CIL sobre el grado de activacion de las células microgliales se observé una
atenuacion y/o reversién unicamente en el modelo de sepsis, en toda la via visual (Fig.54B
y Fig.61).

Nuestro grupo de investigacion, en un modelo experimental de glaucoma en la retina
(Martinez-Lépez et al. 2024) ya ha demostrado las propiedades neuroprotectoras y
antiinflamatorias de CIL. En dicho estudio los efectos protectores encontrados fueron
también mas marcados en las zonas mas cercanas al disco 6ptico, lo cual podria explicar
que la eficacia de CIL se concentrase, mayoritariamente, en las areas mas proximas a la
entrada de la irrigacién; bien porque actle de forma directa en el tejido atenuando la
inflamacidn local, o bien porque disminuya la inflamacién sistémica inducida por ambas
patologias, por lo que llegarian menos factores estimulantes que generasen la inflamacién
local. En la misma linea, en un estudio mas reciente describimos las acciones
antiinflamatorias de CIL, en un modelo de toxicidad inducida por cisplatino, en uno de los
nucleos de relevo de la via visual (CS) (Martin-Sanchez, 2024). Estos estudios nos permiten
senalar que la eficacia de la CIL no depende uUnicamente de la dosis y pauta de
administracion empleada, sino, muy posiblemente, del dafio generado en los modelos. En
la presente Tesis Doctoral, CIL se administré a una dosis de 150 mg/kg, i.p., en una dosis
Unica concomitante al dafio (modelo animal de sepsis) y a dosis repetidas, 6 dosis, tras la
inoculacién del parasito y durante los 5 dias posteriores (modelo de malaria). En otros
modelos CIL se ha administrado también como farmaco preventivo, resultando igualmente
eficaz (Martinez-Ldpez et al. 2024). Consideramos, sin embargo, que, en estas patologias
(y modelos animales), la pauta de administracién empleada presenta ventajas clinicas por

su mayor valor traslacional. Seria necesario determinar la ventana terapéutica de la
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administracién de CIL, asi como valorar otros posibles factores que pudieran interferir en
su eficacia. Ademas, en el caso del tratamiento de la malaria, la administraciéon de CIL
resultaria aiun mas beneficiosa ya que se han descrito efectos retinotéxicos para algunos
antimalaricos, como el artesunato (Lu et al., 2023), por lo que la administracién de CIL
tendria un gran valor como coadyuvante de estos tratamientos. Los efectos
antiinflamatorios de CIL parecen ser mas marcados cuando hay una inflamacién evidente,
alld donde se observa un incremento tanto en el nimero de células de microglia como en
su activacion, CIL ejerce su accién antiinflamatoria; mientras que no parece tener efectos
en los nudcleos en los que no observamos dicha activacién microglial. Esto podria explicar
la ausencia de efectos de CIL en nuestro modelo de malaria en relacién con la activacion
microglial.

En nuestro estudio la administracién de CIL, per se, presenta algunos efectos, aunque
son leves y, en cualquier caso, de menor magnitud que los beneficios observados por la
combinacion de los tratamientos farmacoldgicos. Por ejemplo, el aumento en la expresion
de Brn3a® en la retina podria indicar una mejor funcionalidad de las CGRs. A pesar de los
posibles efectos de la CIL, su futura traslacién a la clinica estaria avalada por los resultados
obtenidos en un ensayo clinico previo (NCT03595189), asi como por su extenso uso en
combinacion con el imipenem (Clissold et al., 1987).

Una vez demostrado el posible potencial neuroprotector y antinflamatorio de CIL
planteamos como posible mecanismo de accidon el inflamasoma mediado por TLR4 y
NLRP3, pues habia sido propuesto anteriormente como mecanismo de accién en la
nefroprotecciéon asociada a CIL. La administracion de CIL induce una reduccion en la
expresion de TLR4 y NLRP3 a nivel renal, disminuyendo los efectos inflamatorios, el estrés
oxidativo y los mecanismos de apoptosis asociados al dafio renal inducido (Gonzalez-
Nicolds, 2022). Varios modelos de nefrotoxicidad, tanto in vitro e in vivo, demuestran que
CIL, tras su unién a la enzima DHP-I, reduce la fluidez de la membrana plasmatica,
blogueando la internalizacién de Fas, y de otros receptores, incluidos los TLRs (Pérez et al.,
2004; Camano et al., 2010; Gonzalez-Nicolas, 2022). En este estudio hemos descrito, en la
retina de ambos modelos, la presencia de TLR4 en las células GFAP* (astrocitos y/o pies
vitreos de las células de Muller), y la expresion de NLRP3, en las CGRs. Sin embargo, en
esta primera aproximacién, no hemos cuantificado la expresion de estas proteinas, por lo
que no podemos saber si la administracién de CIL modifica su expresién en estos modelos.
Es posible que ClL actie en el SNC como se ha descrito en el sistema renal; asi, al disminuir
la fluidez de la membrana plasmatica, estaria evitando que TLR4 se active ante la presencia

de DAMPs y PAMPs, por lo que podria reducir la activacién macroglial, disminuyendo la
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inflamacién local, lo cual contribuiria a evitar la activacién de la via del inflamasoma
mediado por NLRP3 presente en las CGR y explicaria su papel antiinflamatorio y
neuroprotector.

Otros modelos animales de sepsis y de malaria han descrito la inducciéon de un FRA,
que esta mediado tanto por la inflamacién local a nivel renal, como por el incremento en
los marcadores de inflamacién periférica detectados en el suero (modelos de LPS: Chunzhi
etal., 2016; Khajevand-Khazaei et al., 2019; modelos de P. berghei ANKA: Silva et al., 2018;
Simiao et al., 2024). La administracién de CIL demostré ser capaz de bloquear tanto la
inflamacidn local como la sistémica en modelos de FRA de distinta etiologia (Gonzalez-
Nicolds, 2022). En nuestro estudio, la eficacia antiinflamatoria y neuroprotectora de CIL
podria deberse a la atenuacién del inflamasoma periférico debido a la disminucién del
dafo renal; pero esto no excluye que CIL pueda ejercer una accién directa sobre el SNC,
como ya se ha discutido.

Estudios recientes indican que DHP-I/DPEP1 esta presente en diversos tejidos, como
pulmén, higado y rindén, donde ademas media procesos de adhesion leucocitaria en
células endoteliales (Choudhury et al., 2019; Lau et al., 2022); pero no se detectd ni en
cerebro ni en bazo (Choudhury et al., 2019). Sin embargo, otros estudios si muestran la
expresion de DHP-I/DPEP1 en neuronas y células gliales, asi como en células endoteliales
en la médula espinal (Alvarez-Tosco et al., 2024). Esta discrepancia podria deberse a
diferencias en el método de identificacion empleado, los autores que no lo detectan
emplean un anticuerpo especifico (Choudhury et al., 2019; Lau et al., 2022); mientras que
los que si lo detectan utilizan un antisuero generado frente DPEP1-C recombinante
humano (Alvarez-Tosco et al., 2024). En nuestro laboratorio, empleando este mismo
antisuero, logramos identificar DPEP1 en la retina, especificamente en las CGRs (células
Brn3a®) y, en algunos casos, también en las células gliales (datos no publicados). La
confirmacién de la presencia de esta enzima en la retina apoyaria la accion local y directa
de CIL en las poblaciones neuronales y gliales que fueron danadas por los tratamientos
empleados; sin descartar que también ejerza una acciénindirecta al mediar la disminucién
de la inflamacién 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 & Fartan, 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 farmacos entre la sangre y el humor vitreo; mientras que en el
plexo coroideo y en el endotelio capilar vascular (BHE) podria estar mediando el

intercambio de sustratos entre el liquido cefalorraquideo y la sangre (consultar: Nigam et
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al.,2015). En elcaso de la megalina, este receptor se ha encontrado en las CGRs (Fitzgerald
et al., 2007), en el EPR (Storm et al., 2019) asi como en el plexo coroideo y los capilares
vasculares (Chun et al., 1999), regulando el transporte de proteinas y nutrientes (revisar:
Marzolo & Fartan, 2011). Estudios previos demuestran que, a nivel renal, los efectos
nefroprotectores de CIL estan 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 acumulacién de los farmacos nefrotéxicos, mejorando la supervivencia celulary
evitando asi la pérdida de funcién renal (Huo et al., 2019; Jado et al., 2020). Por lo que, no
podemos aun dilucidar si los efectos de CIL que observamos en nuestro estudio se deben
solo al bloqueo de DHP-I, o también al blogqueo de OATs y megalina.

En las dos patologias estudiadas se han descrito, como ya se ha indicado, alteraciones
en diversas regiones del SNC responsables de que los pacientes presentes deterioro
coghnitivo, asi como en algunos casos alteraciones en la funcién visual (lwashyna et al.,
2012; Maude et al.,2014; Verma & Krishna 2015; Nanfack et al.,2017; tatkowska et al.,
2024). En el presente trabajo de Tesis Doctoral nos hemos centrado en el anélisis de la via
visual como primer abordaje para caracterizar el posible efecto protector de CIL en todo el
SNC.

Nuestros hallazgos muestran que la administracién de CIL disminuye la activacidn glial
y atenua el dafo neuronal, evidenciando su capacidad antinflamatoria y neuroprotectora,
al menos en dos modelos animales de patologia sistémica. Aunque es necesario
profundizar en los mecanismos moleculares por los que CIL ejerce estas acciones, su
traslacién a la clinica podria ser relativamente rapida. Su empleo en humanos es una
realidad, aunque sea en combinacién con el imipenem. La seguridad de CIL ya se ha
demostrado en un ensayo clinico (NCT03595189). Y el presente trabajo proporciona
evidencias de que puede ser un farmaco muy prometedor para el tratamiento de

alteraciones retinianas y cerebrales de multiple etiologia.

4. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En la presente Tesis Doctoral nos hemos centrado en el analisis inmunohistoquimico
de cuatro de las poblaciones celulares de la retina: CGRs, astrocitos y células de Miiller, y
células microgliales. Sin embargo, no hemos llevado a cabo ni la valoracién de otras
poblaciones celulares presentes en ella, ni la evaluaciéon funcional del sistema visual.
Tanto en el modelo de sepsis como en el modelo de malaria seria de gran interés valorar la

funcién visual en los animales. En roedores, la funcién visual puede evaluarse de
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numerosas formas, utilizando diversas tareas conductuales como la prueba del agua visual
o el test optomotor. Seria también necesario realizar registros funcionales de la retina,
mediante la realizacion de electrorretinografia (ERG) y/o el registro de potenciales
evocados visuales (PEV) (para mas informacién consultar Leinonen & Tanila, 2018).

A pesar del papel crucial que juega la inflamacion en las dos patologias 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 caracterizacion de la
respuesta inflamatoria. Habria sido de gran interés analizar dicha respuesta, por ejemplo,
mediante la valoraciéon de diversas citoquinas pro y antiinflamatorias, tanto a nivel
periférico (en sangre) como a nivel local (en laretinay en los nlcleos cerebrales de interés).
En la actualidad, hay una cierta aceptacién 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, habria sido de gran interés valorar y cuantificar
las principales citoquinas implicadas en la respuesta ante nuestros patégenos (LPSy P.
berghei), asi como la progresion temporal y regional de la misma.

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se ha mencionado, en repetidas ocasiones, el
papel crucial que podria jugar la ruptura de la BHE y/o la BHR en el dafio generado en los
modelos animales en estudio. En el caso del LPS, se ha descrito que la endotoxina podria
afectar a la BHE (para revision ver: Danielski et al., 2018; Catarina et al., 2021), al igual que
en el caso de la malaria, donde la acumulaciéon de los GRI podria desencadenar su
alteraciény posterior ruptura (Nishanth & Schliter, 2019; Ataide et al., 2020; Oelschlegel et
al., 2024). Seria necesario, en estudios futuros, evaluar la integridad de la BHE y la BHR
mediante marcadores de permeabilidad vascular, como el azul de Evans, fluoresceina, o
conjugados albumina-flior Alexa (Ahishali & Kaya, 2020), o mediante el estudio de
marcadores de uniones estrechas, como la ocludina (Sugiyama et al., 2023). Estas
valoraciones nos permitirian avanzar en el conocimiento de la progresiony direccionalidad
del dafo observado, es decir, nos permitirian dilucidar si el dano de los patégenos 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 patologias, la sepsis y la malaria, que,
aungue estén causadas por agentes infecciosos diferentes (bacterias mayoritariamente en
la sepsis y parasitos del género Plasmodium en la malaria), presentan como mecanismo

comun una respuesta inflamatoria desregulada, que puede llevar a la disfuncién
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multiorganica. En este trabajo, y dada la experiencia de nuestro grupo de investigacion, se
ha evaluado el dafio a nivel del SNC, y a nivel renal. En estudios futuros sera necesario
ampliar nuestros estudios a otros sistemas, mediante colaboraciones con otros grupos de
investigacion, que nos permitan analizar el dafo en el sistema cardiovascular, hepatico, o
pulmonar, entre otros, en los que se han descrito dafios importantes en situaciones de
sepsis y malaria, y en los que el tratamiento con CIL quizas también podria ser de interés.
Serd ademas necesario extender los estudios a otros posibles mecanismos
fisiopatoldégicos comunes a ambas patologias, tales como la disfuncién mitocondrial o el
estrés oxidativo, que también podrian estar implicados en la eficacia terapéutica de la CIL.

En el estudio nos hemos centrado en la caracterizaciéon del dafio neuronal y glial a lo
largo de la via visual en dos modelos animales. Los estudios realizados se han llevado a
cabo mediante andlisis inmunohistoquimicos, y se ha realizado una primera aproximacion
mediante inmunofluorescencia de la implicacién del inflamasoma mediado por TLR4 y
NLRP3 en el dafio observado, al menos a nivel de la retina. Es necesario cuantificar los
cambios en la expresion de estos marcadores en los diferentes grupos experimentales con
el fin de demostrar la implicacién de esta via tanto en el dafno inducido como en el
mecanismo de accién de la CIL, por lo que se deberan realizar estudios moleculares
adicionales. Sera necesario ademas completar la caracterizacién de esta via mediante la
valoracion de otros marcadores moleculares de la misma, como MyD88 (molécula
adaptadora con dominio de muerte de mieloide 88, del inglés, Myeloid differentiation
primary response 88), NF-kB, ASC (proteina tipo speck asociada a la apoptosis que
contiene CARD, del inglés, Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), o
IL-1B (Zhang et al., 2021), asi como un analisis de las caspasas implicadas con el fin de
dilucidar los mecanismos de neurodegeneracion 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 administraciéon de
LPS, como tras la inoculacion del parasito P. berghei, en los parametros fisiopatolégicos
evaluados (peso corporal, funcién renal, parasitemia...). Esto podria deberse a una
diferente susceptibilidad individual a los agentes patégenos, que podria, en cierta medida
paliarse mediante la evaluaciéon de parametros adicionales de dafo, 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; Virzi et al., 2022); o la valoracion de la parasitemia y los niveles
de hemoglobina en sangre en el modelo de malaria. En este ultimo caso si se registraron
estos valores, pero no siempre se han podido realizar estudios pareados considerando la

severidad del dafio. En este sentido, seria de gran interés analizar la presencia del parasito
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en el parénquima, ya sea por técnicas de imagen no invasivas como por histologia, con el
fin de poder correlacionar la presencia del parasito con el dafio observado en cada uno de
los niveles de la via visual. No obstante, cabe destacar que los resultados de los analisis
inmunohistolégicos y la solidez de la sistémica empleada en su estudio, han sido bastante
consistentes en relacion con la activacion glial y al dano neuronal observado, y asi se han
descrito y discutido.

En la presente Tesis Doctoral se ha estudiado el dafio neuronal y glial en el sistema
visual en dos modelos animales de fracaso multiorganico, y hemos demostrado la eficacia
de la administraciéon 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
administracion sistémica de LPS en rata y el modelo de malaria un modelo murino de
inoculacién i.p. del parasito P. berghei. Haber demostrado las propiedades
neuroprotectorasy antiinflamatorias de la CIL en dos especies animales distintas, refuerza
su eficacia y potencial traslacién a la clinica. Sin embargo, no podemos descartar que
algunas de las diferencias encontradas en los modelos empleados se deban a efectos
especificos de especie. A pesar de ser muy conscientes de la relevancia social y clinica de
incluir el sexo como variable bioldgica en la investigacion preclinica 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 decidio 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 epidemiolégicos no eran claros en relacidon al posible
dimorfismo sexual, algunos autores han observado que en paises subdesarrollados las
mujeres presentan un mayor riesgo de infeccion (Jenkins et al., 2015; Quaresima et al.,
2021); y, ademas, gran parte de los estudios hechos en roedores se habian realizado en
ratones hembra (ver Tabla 8). Los resultados del presente trabajo, a pesar del sesgo de
género, demuestran que la administracion de CIL es efectiva en ambos sexos, reforzando
el potencial terapéutico de este farmaco. No obstante, sera necesario estudiar la influencia
de las hormonas sexuales en los efectos de las patologias, donde las hembras (al menos
en el modelo animal de sepsis) parecen estar mas 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 microglia (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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MODELO ANIMAL DE SEPSIS:

1.

Una unica dosis de LPS provocd una reduccién del peso corporal y daho renal. CIL
consiguio atenuar las alteraciones producidas.

El estudio piloto mediante TCO mostré que la administracion de LPS aumenté el grosor
de la retina en las zonas préximas al NO, sugiriendo la presencia de un edema. CIL no
logré mitigar este efecto.

LPS redujo las CGRs-Brn3a* e indujo una marcada activacion glial en la retina,
fundamentalmente en las 4dreas proximas al NO. CIL demostré efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios, principalmente en las dreas de mayor dafio.
NLRP3 colocalizé con las CGRs y TLR4 con las células macrogliales en la retina de los
grupos tratados con LPS.

LPS redujo la expresion de NeuN, indujo una activacién macroglialen elCSyla V1,y
una activacion microglial de forma mas notable en la V1. CIL demostré efectos

neuroprotectores y antiinflamatorios, principalmente en los nldcleos mas afectados.

MODELO ANIMAL DE MALARIA:

1.

La inoculacién del pardsito Plasmodium berghei indujo parasitemia, una marcada
reduccién de los niveles de hemoglobina en sangre y dafio renal. CIL solo logré atenuar
el dafio renal.

La inoculacidén del parasito redujo las CGRs-Brn3a* e indujo un aumento de células
microgliales, fundamentalmente en las areas préximas al NO; y una activacion
macroglial generalizada. CIL demostré efectos neuroprotectores y antiinflamatorios en
la retina.

NLRP3 colocalizé con las CGRs y TLR4 con las células macrogliales en la retina de los
grupos inoculados con el parasito.

La inoculacién del parasito redujo la expresion de NeuN e indujo una activacion glial en
todos los nucleos de relevo de la via visual. CIL demostré efectos neuroprotectores y

bloqued la activacién 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 effect.

3. LPSreduced 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 effects, mainly in the areas of greatest damage.

4. NLRPS3 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 effects, primarily in the most affected 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 effects 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 effects and

was able to inhibit the induced macroglial activation.
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Figura A1. Estudio de inmunofluorescencia de la expresion de NLRP3 y TLR4 en los grupos control de los modelos
animales empleados. En la lAmina se muestran microfotografias 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 (Controly 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 ym.
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