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Resumen

El propdsito del trabajo es cuantificar los signos de activacion glial en las células microgliales retinianas
24h tras la induccion de hipertension ocular mediante laser, tanto en el ojo tratado hipertenso como en el
contralateral normotenso. Se utilizaron ratones albinos Swiss, que se dividieron en dos grupos: controles
e hipertensos oculares (HTO), se cuantificaron las células microgliales Ibal+ en las capas retinianas:
capa de conos y bastones (CCB), plexiforme externa (CPE), plexiforme interna (CPI) y capa de células
ganglionares-fibras del nervio dptico (CCG-FNO). En todas las capas se hizo contaje semiautomatico salvo
en la ultima que se midieron las areas ocupadas por las células Ibal+. Se realizo el analisis estadistico para
comparar el numero de células en el ojo control, en el HTO y el contralateral mediante la aplicacion de test
no paramétricos, donde no encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto al nimero de
células. A pesar de ello, se encuentran cambios morfoldgicos precoces tanto en los ojos hipertensos como
en los contralaterales. En conclusion, encontramos una gliosis no proliferativa a las 24h de hipertension
inducida por laser tanto en los HTO como en sus contralaterales normotensos.
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Abstract

The aim of this work was the quantification of retinal microglia signs of activation after 24h from it have been
induced unilateral ocular hypertension in hypertense-eye and contralateral-eye. It was used Albino Swiss
mice which were divided in two groups: naive and lasered. The mounted retinal plane was immunolabeled
using anti-Iba1 in order to quantify the number of microglial cells in photoreceptor layer, in outer plexiform
layer and the inner plexiform layer too, aiming to compare hypertension eyes, contralateral eyes and naive
eyes. It was also quantified the areas of the retina which were occupied by Iba1+ cells in ganglionar cells
layer-nervous fiber layer. As a result, after it were done the statistic analyse, it was not found significant
differences in number of cells between the hypertension-eyes and contralateral eyes. Although we had
not found statistic significant differences in counting, there were early important morphological changes in
hypertense-eye microglial cells and in contralateral-eye microglial cells. Concluding, at 24h, hypertension
induced by laser produces a reactive no proliferative microgliotic response in both eyes: in hypertension
eyes and contralateral untreated eyes.
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Introduccion

El glaucoma, segunda causa de ceguera irreversible en
el mundo, es una enfermedad neurodegenerativa caracteri-
zada por la pérdida de las células ganglionares de la reti-
na que conduce a la pérdida de vision (Quigley y Broman,
2006). En los estadios precoces de esta enfermedad, la reac-
tivacion de las células de microglia interviene en la progre-
sion del dafio glaucomatoso. Cuando las neuronas sufren un
dafio la microglia se activa: cambia su forma, prolifera, mi-
gra y cambia la expresion de diferentes enzimas, recepto-
res, factores de crecimiento y citoquinas (Rojas et al., 2014),
contribuyendo a la neurodegeneracion. El papel de la micro-
glia en la fisiopatologia del glaucoma no se conoce del todo
y, por lo tanto, con el presente trabajo pretendemos hacer el
andlisis cuantitativo y cualitativo de la respuesta de estas cé-
lulas en un estadio precoz de activacion (24h), tras la induc-
cion de la HTO, con el fin de contribuir a las bases del desa-
rrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

La disposicion de estas células en las distintas capas de
la retina y su organizacion en plexos permite hacer una eva-
luacién cuantitativa y cualitativa de los cambios gliales ante
un dafio.

Material y métodos

Se utilizaron ratones machos Swiss adultos (12 sema-
nas) divididos en dos grupos de estudio: control (n=6) y
OHT (n=6) estudiandose de este ultimo ambos ojos (el hi-
pertenso y el contralateral normotenso (Gallego et al., 2012;
Ramirez et al., 2015) La HTO se indujo en el Laboratorio
de Oftalmologia Experimental de la Universidad de Murcia,
bajo anestesia general, mediante fotocoagulacion con laser
diodo de las venas epiesclerales y limbares del ojo izquierdo
(Salinas-Navarro et al., 2009). A las 24h, se tomaron las pre-
siones oculares con tondmetro de rebote, previo al sacrificio
de los animales. Los animales fueron sacrificados mediante
sobredosis de pentobarbital sddico realizandose la fijacion
del tejido mediante perfusion intracardiaca de paraformal-
dehido al 4% 0,1M pH?7,4. Los ojos se enuclearon y postfi-
jaron en el mismo fijador. Se extrajeron las retinas y se pro-
cesaron para la realizacién de montajes planos realizandose

Tabla 1.

el estudio inmunohistoquimico mediante inmunofluorescen-
cia indirecta con el anticuerpo primario anti Iba-1(Rabbit
1/600) que permiten identificar células microgliales, macro-
fagos y dendriticas y como anticuerpo secundario A594 an-
ti-rabit (Donkey 1/800).

Las muestras obtenidas se analizaron con el microsco-
pio AXIO IMAGER 2 (Zeiss, Germany) y fueron capturadas
por Axiocam 503 mono junto con el dispositivo Apotome-2.
El andlisis de las imagenes se realiz6 en (ZEN imaging soft-
ware) y APOTOME-2 (Zeiss, Germany); Microscopy Com-
pact Workstation Core 15 multilingual (CARL ZEISS, Ger-
many).

Se realizaron capturas de los dos ejes retinianos X e Y
tomando como referencia el disco optico, fotografiando los
campos que pasan por dichos ejes, sin incluir el disco por la
diferente disposicion de las células, obteniéndose fotografias
de las areas nasal, temporal, superior e inferior de las retinas.
Se excluyeron aquellas areas que presentaban fisuras del te-
jido o pliegues que podrian interferir en el contaje celular.

Para la realizacion de los contajes celulares se utilizé un
algoritmo creado en MATLAB (Gallego y de Gracia, 2016)
para el contaje semiautomatico de las células en las capas
CPE y CPI y manual en la capa | y en ¢ medida de areas
ocupadas por células Ibal+ mediante (thresholding) en la
capa de CGL/NFL. Previamente fue necesario el ajuste de
la resolucion de las imagenes con Adobe CS3 a imagenes de
1388 x 1040 pixeles. Para el analisis estadistico se utilizaron
hojas de calculo de Excel y SPSS.

Resultados

Tras la valoracion de la distribucién no normal de las va-
riables a estudio, se aplicaron test no paramétricos, no en-
contrandose diferencias estadisticamente significativas en el
numero de células entre control, contralateral e HTO en las
capas, CCB, CPE y CPL

En la CCG-CFNO encontramos un aumento significa-
tivo del area ocupada por células Ibal+, tanto en los ojos
HTO como en sus contralaterales respecto de los controles,
asi como entre HTO y contralaterales (Tabla 1).

Se observan cambios morfoldgicos de activacion en la
microglia de todas las capas: aumento de formas ameboides

Comparativa de los datos obtenidos en el andlisis estadistico de las areas ocupadas por las células Ibal+ en la capa de cé-
lulas ganglionares-fibras nerviosas. Se aplicaron las pruebas no paramétricas de MannWhitney para variables independien-

tes y de Wilcoxon para variables dependientes.

Ojo tipo Media Mann-Whitney Mann-Whitney Wilcoxon
Control 4096.94+260.97p?
P <0.002 (Control P <0.002 (Control P=<0.028
Contralateral 9383.19+1684.52p? | T (Contralateral Vs
Vs Contralateral) Vs Hipertenso) .
Hipertenso)

Hipertenso 14812.97+3740.74 >
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en la CCG-FNO, retraccion de las prolongaciones, aumen-
to de las ramificaciones en la CPI y desplazamientos celu-
lares, mas acusados en los HTO que en los contralaterales.

Discusion

A las 24h tras la induccion de la HTO, al igual que ocu-
rre en este mismo modelo a 15 dias tras la induccion (Ro-
jas et al., 2014), se observan cambios morfoldgicos de acti-
vacion microglial tanto en el OHT como en el contralateral
normotenso, siendo menos severos en este estadio precoz.
Ademas, no se encuentra aumento significativo del nimero
de células microgliales, a diferencia de la gliosis proliferati-
va que se producia a los 15 dias de la induccion de la HTO
en este mismo modelo experimental (Rojas et al., 2014).

Conclusiones
A las 24h de la induccién de HTO se produce una activa-
cion glial no proliferativa en todas las capas retinianas tanto
en el HTO como en el contralateral normotenso.
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