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SUMMARY

Retinal ganglion cells (RGCs) which express the photopigment melanopsin are light
responsive. Such RGCs provide signals to the suprachiasmatic nucleus (SCN, the central
circadian pacemaker of mammals), so that it can be synchronised on a daily basis to the
environmental light/dark cycle, a process called photoentrainment. We intended to analyze
the postnatal development of such photosensitive RGCs in two mouse strains: pigmented
C3H/He and albino CD1. Furthermore, the effects of ambient light conditions on these

photosensitive cells were also studied.

In the present thesis we demonstrate that no loss of melanopsin RGCs occurs during
postnatal development in the pigmented retina. The total number does not vary significantly
from postnatal day (P)1 to P21 and, therefore, a spatial reorganization of these cells, rather
than cell death, can be hypothesized during this period. We have also observed that the
development of the melanopsin cell system of albino mice is delayed with regard to that of the
pigmented ones. The effect of constant ambient conditions during the early postnatal period
was analyzed as well. When pups were exposed to constant darkness (DD) a significant
increase in the number of immunopositive cells was detected in both strains. When albino
pups were maintained under constant illumination (LL), the number of melanopsin-
immunoreactive RGCs observed was lower than that of the light-dark controls (LD), while
pigmented pups did not show any significant decrease with regard to LD controls. The effect of
LL during the early postnatal period in the albino retina was reversible by simply reestablishing
the standard LD conditions. The changes in the number of melanopsin-immunoreactive cells
observed in the animals exposed to LL or DD suggest a functional adaptation of the retina to
the external lighting conditions. Since rods and cones are not yet functional at such an early
developmental stage, this regulation must necessarily be due to the responsiveness of
melanopsin-expressing RGCs. When pigmented mice were kept under light/dark (LD) cycles, a
daily oscillation in the number of immunostained cells was observed, which suggests that
some of these retinal neurons turn on and off during the LD cycle. Nevertheless, the cells that
do not apparently express the melanopsin photopigment still might transmit inputs from the
cone/rod pathway to the brain. In contrast, no defined rhythm was detected in animals
subjected to 6 days in DD, which suggests that the daily oscillation observed under LD is
dependent on the ambient LD cycles. Finally, melanopsin mRNA was also analyzed in a group
subjected to LD and no daily fluctuation was detected. This means that the regulation of

melanopsin expression by LD cycles might occur at a post-transcriptional level.

Vii



RESUMEN

Las células ganglionares de la retina que expresan el fotopigmento melanopsina son
capaces de responder a los estimulos luminicos. Estas células envian sefiales al nucleo
supraquiasmatico (SCN, suprachiasmatic nucleus, principal reloj biolégico en mamiferos), de
modo que pueda ser sincronizado diariamente con los ciclos ambientales de luz-oscuridad
(LO), un proceso conocido como fotosincronizacion. Nuestro objetivo ha sido el analisis del
desarrollo de las células que expresan la melanopsina en la retina de dos cepas murinas, la
C3H/He (ratones pigmentados) y la CD1 (albinos). Asimismo, hemos estudiado céomo las

condiciones ambientales de iluminacion afectan a estas células fotosensibles.

En esta tesis hemos demostrado que en la retina pigmentada no existe una pérdida de
células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal. El nimero total no varia
significativamente desde el dia postnatal (P) 1 a P21, por lo que parece que durante este
periodo tiene lugar una reorganizacién espacial de estas células fotosensibles, mds que una
muerte celular de las mismas. Ademads, hemos observado que en la retina albina existe un
retraso en el desarrollo de este sistema con respecto a la de los ratones pigmentados. Se ha
estudiado igualmente el efecto de las condiciones ambientales constantes durante el
desarrollo postnatal temprano. Cuando las crias fueron expuestas a oscuridad constante (0OO)
se produjo un incremento significativo en el nimero de células inmunopositivas en ambas
cepas de ratones. Cuando las crias albinas fueron expuestas a condiciones de luz constante
(LL), el nimero de células melanopsina-positivas fue menor que el observado en el grupo
control sometido a ciclos de luz-oscuridad (LO), mientras que no se observd tal disminucion en
la retina pigmentada. El efecto de la LL durante el desarrollo postnatal temprano en la retina
albina fue revertido simplemente restableciendo las condiciones de LO. Los cambios en el
numero de células melanopsinicas observados bajo OO o LL sugieren una adaptacién funcional
de la retina a las condiciones externas de iluminacién. Dado que conos y bastones aln no son
funcionales en este periodo postnatal temprano, la regulacién se debe necesariamente a las
células melanopsinicas. Cuando los animales pigmentados fueron mantenidos bajo
condiciones de LO se observd una oscilacion diaria en el nimero de células inmunopositivas.
Esta variacion sugiere que algunas de estas neuronas se encienden y se apagan a lo largo del
ciclo diario. No obstante, las células que en algin momento no expresan aparentemente la
proteina melanopsina aun podrian transmitir hacia el cerebro las sefiales procedentes de
conos y bastones. Por el contrario, no se aprecid una oscilacién definida tras mantener a los

animales durante 6 ciclos en OO, por lo que el ritmo diario observado parece ser dependiente
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de los ciclos ambientales de LO. Finalmente, se analizé el RNAm de la melanopsina en animales
pigmentados sometidos a LO, no observandose fluctuacidn alguna a lo largo del ciclo, por lo
que la regulacion de la expresidn de la melanopsina por los ciclos de LO podria tener lugar a un

nivel post-transcripcional.






Introduccion






Introduccion

Todo en el universo es ritmico, desde las pulsaciones de un atomo hasta las
pulsaciones de una galaxia. Los organismos no solamente estan influenciados por el ritmo del
Universo y de la Tierra, sino que también tienen gran cantidad de ritmos vitales. En la
introduccion de esta tesis intentaremos dar una vision de las vias de sincronizacion de los

organismos con el medio ambiente.

Segun la Real Academia Espafiola el término tiempo, del latin tempus, tiene multiples
acepciones, entre las que se pueden mencionar las dos siguientes: i) duracidon de las cosas
sujetas a mudanza; ii) magnitud fisica que permite ordenar la secuencia de los sucesos,
estableciendo un pasado, un presente y un futuro. Desde niflos sabemos qué es el tiempo de
una forma casi innata, y que existe un presente, un pasado y un futuro, pero si le preguntamos
a un fisico qué es el tiempo, la explicacién podria durar horas. Desde que se comenzd el
estudio del tiempo éste fue considerado una variable absoluta que se podia medir. Sin
embargo, con la teoria de la relatividad de Albert Einstein a principios del siglo XX se produjo

una revolucion en el concepto del tiempo: el tiempo no transcurre, simplemente es.

Ya en la antigliedad se media el paso del tiempo. La rotacidn de la Tierra alrededor del
Sol y la de la Luna alrededor de la Tierra fueron y son una herramienta para medir el tiempo.
Los calendarios modernos tienen su origen en Mesopotamia y Egipto, donde se contemplaban
3 ciclos naturales: el dia solar, el mes lunar y el afio solar. También las estrellas fueron
utilizadas para la definicidn del tiempo. En base a las 12 constelaciones, los egipcios dividieron
el afio en 12 unidades de la misma duracién, los meses. Estos calendarios permitian predecir
los cambios ambientales que ocurririan, facilitando asi la adaptacién al medio y la

supervivencia.

El concepto del tiempo y la continua ritmicidad presente en la naturaleza han estado
desde siempre muy ligados al hombre y su evoluciéon. Los médicos de la antigliedad
percibieron la importancia de los ciclos biolégicos en el propio ser humano. El poeta griego
Archilochus , en el siglo VIl a.C., describié como los ritmos gobiernan al hombre. De la misma
manera, Hipdcrates, el llamado Padre de la Medicina, en el siglo IV a.C. relaciond el ritmo de
aparicion de ciertas enfermedades con las estaciones del afio, con el momento del dia y con la
edad de las personas. Aristdteles, y posteriormente Galeno, estudiaron la periodicidad del

suefio y la vigilia, centrandola primero en el corazén y luego en el cerebro.
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En 1621 Robert Burton introdujo en su obra la similitud del cuerpo humano con un
reloj, del cual decia que si le fallase alguna ruedecilla, el resto del conjunto se desordenaria. De
la misma manera, en 1692, Juana Inés de la Cruz refleja en su obra la alternancia presente en
el ser humano. Hasta ese momento, la Unica explicacidon que se atribuia al fendmeno era el de
un proceso pasivo del tipo causa-efecto, en el cual un factor que era el "estimulante" producia
la respuesta en el individuo. Sin embargo, esta creencia fue puesta en duda en 1729 cuando el
astronomo francés llamado Jean Jacques d’Ortous de Mairan presenté el primer experimento
conocido sobre los ritmos bioldgicos. En su trabajo observd que las hojas de los heliotropos
(una especie de mimosa) se abrian durante el dia y se cerraban durante la noche. Cuando
ponia la planta en oscuridad total este ritmo continuaba, a pesar de haber desaparecido la

sefial ambiental que aparentemente lo inducia.

En 1845 Briton J. Davy describid un ritmo diario y anual de la temperatura corporal en
humanos independiente de la actividad fisica y de la temperatura ambiental. Esta variable se
sigue siendo utilizada hoy en dia como marcador del sistema circadiano en humanos. Casi un
siglo después, Maynard J. Johnston estudié los ritmos de actividad motora en ratones,
describiendo su persistencia en condiciones ambientales constantes. A partir de estos y otros
estudios, Colin S. Pittendrigh y Jlrger Aschoff desarrollaron el marco conceptual de la
cronobiologia moderna aceptado en la actualidad. Hoy en dia, las propiedades del reloj
bioldgico son bien comprendidas en muchos organismos al aplicar en su estudio las técnicas

mas modernas de biologia molecular, celular y electrofisiologia.

1. Caracteristicas del reloj biolégico en mamiferos

El ciclo de 24 horas de luz-oscuridad producido por la rotacion de la Tierra produce
grandes cambios, pero predecibles, en el entorno que nos rodea. Los organismos, en lugar de
responder pasivamente a estos cambios, han desarrollado una representacién endégena del
ciclo de 24 horas, los ritmos circadianos. Estos son oscilaciones de las reacciones bioquimicas y
de comportamiento en los organismos y ocurren con una periodicidad aproximada de 24 horas

ran

(cf. Latin circa, o “aproximado”, y dies, o “dia”). Los ritmos circadianos se caracterizan por
cumplir 3 propiedades: i) Naturaleza innata: el ritmo intrinseco existe sin necesidad de ninguna
sefial o “input” ambiental; ii) Capacidad para compensar la temperatura: ha de mantener el
periodo intrinseco, la fase y amplitud del ritmo a pesar de la fluctuaciones ambientales de

temperatura; iii) Sincronizacion: debe existir una correlacion de los ritmos circadianos con los
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ritmos del ciclo de luz-oscuridad del dia solar. Los ritmos circadianos predicen el momento en
el que van a tener lugar acontecimientos fisiolégicos o de comportamiento respecto al ciclo
ambiental de 24 horas, permitiendo asi al organismo anticiparse a los cambios que se van a
producir. La capacidad de adaptacion de los organismos a estas variaciones periddicas
externas y, por tanto, la modificacién de su fisiologia y comportamiento, ha sido clave para su

supervivencia.

Un elevado nimero de comportamientos y funciones de los humanos, tales como el
mantenimiento de la temperatura corporal, actividad cardiaca, sintesis y liberacién de
hormonas y el ciclo de actividad/reposo exhiben fluctuaciones circadianas robustas. La
ausencia o alteracién de estos ritmos provoca varias patologias, como trastornos del suefio,
desorden afectivo estacional, sindromes metabdlicos e incluso cancer, siendo estas situaciones
patoldgicas el hecho por el que se ha dedicado tanto tiempo al estudio y comprensidn de los

ritmos circadianos.

2. Organizacion y funcionamiento de la via de sincronizacion circadiana

El sistema circadiano en mamiferos se caracteriza por tener una estructura modular en
organizacién y funcionamiento. Consta de 3 mddulos principalmente: i) Sefial de entrada:
acontecimiento ambiental que permite la sincronizacion de los ritmos con el medio externo; ii)
Reloj principal u oscilador: estructura que se sincroniza con el medio y transmite la sefial al
resto del organismo; iii) Sefial de salida o “output”: el conjunto de sefales bioquimicas que

influyen en distintas variables fisioldgicas, bioquimicas y del comportamiento.

El reloj bioldgico es un sistema fisioldgico autooscilante responsable de la medida del
tiempo que permite a los organismos sincronizarse diariamente con el medio que les rodea.
Este es capaz de generar oscilaciones espontdneamente, pero también las transmite al resto
del organismo para que funcione organizadamente. El reloj biolégico posee otra
particularidad: es un reloj automatico independiente de las condiciones externas, con un
mecanismo que le permite ser auténomo y otro que le permite ponerse en hora con el ciclo

externo.

Son muchos los osciladores circadianos auténomos en mamiferos (retina, higado,
bulbo olfatorio) e incluso se observan ritmos en células en cultivo. No obstante, los mamiferos

se caracterizan por la actividad de un reloj circadiano primario localizado en la zona medial del
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hipotdlamo anterior, el nucleo supraquiasmatico (suprachiasmatic nucleus, SCN). Los trabajos
de Moore y Eichier (1972) y Stephan y Zucker (1972) demostraron por primera vez que un
dafio en el SCN provoca la pérdida de los ritmos circadianos. La demostracion definitiva de que
este es el verdadero responsable de la ritmicidad en mamiferos vino dada por el trasplante de
SCN en una cepa de hamster que poseia una mutacion en el periodo de su ritmo endégeno
(Ralph y cols., 1990). En estos experimentos se demostré que existia una recuperacion de la

caracteristica de los ritmos circadianos del donante después de realizar el trasplante.

Es importante tener en cuenta que el sistema circadiano solo aporta una ventaja
selectiva si los ritmos biolégicos estan armonizados con los ritmos ambientales. Por lo que el
reloj circadiano requiere una sincronizacién diaria a través de las sefales dadoras de tiempo
(zeitgebers, ZT). Es importante tener en cuenta que los ciclos medioambientales (factores
externos) no generan ningln ritmo en el organismo, sino que ajustan los ritmos enddgenos ya
existentes. Aunque son varios los factores capaces de sincronizar el reloj bioldgico en
mamiferos, el cambio diario en la cantidad de luz ambiental (irradiancia) en el amanecer y
atardecer es el principal indicador del momento del dia solar. La mayoria de los organismos
utilizan esta transicion de irradiancia como su principal ZT para ajustar su reloj circadiano. Este
proceso se denomina fotosincronizacién (Roenneberg y Foster, 1997). La informacién luminica
alcanza el SCN (Ralph y cols., 1990) a través del tracto retinohipotalamico (retinohypothalamic
tract, RHT), una via monosinaptica que se origina en la retina (Moore y Lenn, 1972; Moore y
cols., 1995; Pickard y cols., 2002). EI RHT esta formado por menos de un 1% del total de células

ganglionares de la retina (retinal ganglion cells, RGCs) (Provencio y cols., 1998b).

Anatémicamente el SCN tiene dos zonas bien diferenciadas conocidas como centro y
corteza (Moore y cols., 2002). El centro, que se caracteriza por la elevada cantidad de
aferencias retinianas tanto directas como indirectas, (Abrahamson y Moore, 2001; Moore y
cols., 2002) envia la informacidén hacia la corteza del SCN (Kriegsfeld y cols., 2004), que parece
ser el punto critico de fotosincronizacién circadiana (Yan y Silver, 2002). Estas observaciones
apoyan la idea de que las sefiales fdticas recibidas en el SCN desde la retina son criticas para la

sincronizacién del marcapasos con el ciclo ambiental de luz-oscuridad.
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3. Fotorrecepcion

Al menos, hasta finales del siglo pasado se asumia que los vertebrados no mamiferos
tenian distintas vias de fotorrecepcion para la vision formadora de imagenes y la visidon no
formadora de imagenes, o fotorrecepcidn circadiana. Karl von Frisch, en 1911, fue el primero
en sugerir la existencia de fotorreceptores extraoculares en su estudio de control de
pigmentacién en la piel de peces. En trabajos posteriores se detectaron receptores asociados a
respuestas circadianas en el sistema nervioso central, piel y érganos periféricos de peces,
anfibios, reptiles y aves (Menaker y cols., 1970; Taylor, 1972; Underwood, 1975; Tamotsu y
Morita, 1986). Sin embargo, en mamiferos la enucleacion del ojo resultaba en una pérdida
total de cualquier tipo de deteccién de la luz (Foster y cols., 1991; Provencio y cols., 1994;
Lockley y cols., 1997; Lindblom y cols., 2000). Este hecho parecia implicar que en los
mamiferos, incluido el humano, las mismas células fotosensibles cuya funcién es la vision
formadora de imagenes, los conos y los bastones, eran también las células encargadas de
ajustar el reloj. No obstante, los requerimientos de la fotorrecepcidn circadiana son muy
distintos de los de la visiéon formadora de imagenes: para que tenga lugar la sincronizacion del
reloj bioldgico se requiere un estimulo luminico de elevada irradiancia y larga duracién (Nelson
y Takahashi, 1991). El momento del dia se correlaciona con la cantidad de luz ambiental
(irradiancia), y es precisamente este parametro el que define la magnitud de respuesta del
SCN. Las vias implicadas en la formacién de imagenes estan optimizadas para una agudeza
espacial y temporal, pero poseen una escasa respuesta al cambio de irradiancia. Estos datos
gue apoyaban la necesidad de distintos fotorreceptores para los ambos tipos de visién fueron
confirmados a finales del siglo XX con el descubrimiento de otras células fotorreceptoras en la

retina de mamiferos.

4. Un nuevo fotorreceptor en la retina

En la década de los 90 se comenzaron a investigar los ratones mutantes rd (retinal
degeneration, degeneracion retiniana), los cuales pierden todos los bastones y la practica
totalidad de los conos, de forma que son visualmente ciegos. A pesar de la pérdida mayoritaria
de fotorreceptores, estos animales muestran respuestas circadianas normales, imposibles de
distinguir de las observadas en los ratones con retinas de fenotipo normal (+/+; fenotipo
salvaje) (Foster y cols., 1991). Resultados similares fueron observados en primates y humanos

(Czeisler y cols., 1995; Klerman y cols., 2002; Silva y cols., 2005).
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Estos resultados apoyaron la posibilidad de un nuevo fotorreceptor en la retina,
andlogo a la pineal y a los fotorreceptores encefalicos de los vertebrados no mamiferos. No
obstante, esta hipdtesis encontrd una gran oposicion dado que existia la posibilidad de que un
pequefio nimero de conos y bastones en las retinas degeneradas fuese suficiente para llevar a
cabo la sincronizacion (Foster y cols., 1993). Con el fin de resolver esta cuestion se gener¢ el
raton rd/rd cl (Soucy y cols., 1998) que pierde todos los conos y bastones. Nuevamente, estos
ratones seguian mostrando respuestas a la variacién ambiental de irradiancia incluyendo
sincronizacién circadiana, supresién de la secrecidn de melatonina por la luz y reflejo pupilar
(Freedman vy cols., 1999; Lucas y cols., 1999; Lucas y cols., 2001; Mrosovsky y cols., 2001).
Nuevamente, la enucleacion bilateral bloqueaba los efectos de la luz en el sistema circadiano
(Lucas y cols., 1999, Lucas y cols., 2001), por lo que comenzd la busqueda del nuevo

fotorreceptor.

Si no son necesarios ni los conos ni los bastones, équé otras neuronas de la retina
podrian actuar como fotorreceptores? Mediante marcaje retrogrado en rata desde el SCN a
través del RHT se observd que se marcaban RGCs. Ademads, estas RGCs contenian glutamato y
el neuropéptido PACAP (pituitary adenylate ciclase-activating polypeptide, polipéptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria) (Hannibal y cols., 2000). Tanto PACAP como
glutamato son potentes mediadores de los ritmos circadianos en el SCN (Hannibal y cols.,
1997; Mintz y cols., 1999; Hannibal y cols., 2001; Nielsen y cols., 2001), y PACAP es exclusivo de
las RGCs que forman parte del RHT (Hannibal y cols., 2002). De modo que todas las pruebas
apuntaban a que en estas células de la retina interna se encontraba el nuevo fotorreceptor. En
el aflo 2002 se demostré que estas RGCs eran capaces de responder a la luz mediante una
larga despolarizacion. Esta respuesta a la luz era persistente incluso en la presencia de un
coctel de drogas que bloqueaba cualquier comunicacién celular conocida, y mantenian la
respuesta a la luz incluso después de ser diseccionadas y aisladas del tejido retiniano (Bersony
cols., 2002; Sekaran y cols., 2003). Estos datos indicaban que estas RGCs eran intrinsecamente

fotosensibles (intrinsically photosensitive retinal ganglion cells, ipRGCs).

El ratdn rd/rd cl sirvi6 para caracterizar el nuevo fotopigmento mediante
espectrometria de accién. Los resultados demostraron que este espectro de accion era
conducido por una proteina tipo opsina unida al croméforo y con un pico maximo de
sensibilidad a 479nm. El nuevo pigmento se designd de forma preliminar como OP479 (opsin
photopigment 479nm, fotopigmento opsina 479nm) (Lucas y cols., 2001; Hattar y cols., 2003).

El espectro de acciéon detectado en ratdon era muy cercano al observado en las células

6
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ganglionares fotosensibles de la retina (Berson y cols., 2002), lo que sugirié que OP479 podria
encontrarse en las ipRGCs. Algunos estudios acerca de la supresion de la melatonina en
humanos indicaban la existencia de un fotopigmento con un pico de sensibilidad entre 450 y
480nm (Brainard y cols., 2001; Thapan y cols., 2001; Lockley y cols., 2003). Se demostrd
igualmente que las propiedades temporales de la via de los conos en la retina humana eran
reguladas por un fotopigmento con un maximo de sensibilidad a 483nm (Hankins y Lucas,
2002). Las similitudes entre los estudios en humanos vy los realizados en ratén sugirieron que

ambos organismos poseen un ortélogo del mismo fotopigmento.

De todas las nuevas opsinas identificadas en los ultimos afios, la melanopsina surgio
como el principal candidato para la OP479. Provencio y cols. (1998a) identificaron esta
proteina en los melanéforos de la piel de Xenopus laevis. En Xenopus, la melanopsina es
expresada en las capas internas de la retina, el iris y el epitelio pigmentario. En el cerebro, se

detectd en el nucleo predptico magnocelular y el SCN (Provencio y cols., 1998a).

Los ortdélogos de la melanopsina en mamiferos fueron aislados dos afios después
(Provencio y cols., 2000). En los mamiferos, la expresidn de la melanopsina esta restringida a la
retina, a una pequefia subpoblacion de células cuyo soma se sitla en la capa ganglionar y a
unas pocas células con el soma localizado en la subcapa inferior de la nuclear interna
(Provencio y cols., 2000; Hattar y cols., 2002). Estas células son coincidentes con las RGCs que
expresaban PACAP y conforman el RHT enviando informacién luminica al SCN (Gooley y cols.,
2001; Hannibal y cols., 2004c). En el afio 2002 se demostré que las ipRGCs previamente
descritas (Berson y cols., 2002; Sekaran y cols., 2003) expresaban la opsina melanopsina
(Hattar y cols., 2002). Todas estas evidencias indicaban que la melanopsina era el nuevo

fotopigmento que mediaba la fotorrecepcién circadiana en mamiferos (Hattar y cols., 2002).

Tras surgir la melanopsina como principal candidato, fueron muchos los estudios en los
que se llevd a cabo la creaciéon de modelos knockout para este gen (Hattar y cols., 2003; Lucas
y cols., 2003; Panda y cols., 2003). Sin embargo, la observacién de que la ablacién de la
melanopsina llevaba a una pérdida de la fotosensibilidad de las ipRGCs solo sirvido para
confirmar que esta era un componente necesario para la respuesta a la luz, ya que también
podria ser posible que la melanopsina actuase como una fotoisomerasa, es decir, regenerando
el cromoforo para una opsina aun no identificada (Bellingham y cols., 2002). En el afio 2005, de
forma independiente, tres grupos de investigacion combinaron la expresion heterdloga de la

proteina melanopsina con ensayos fisioldgicos de fotosensibilidad, demostrando en células no
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fotosensibles que la expresién de la melanopsina era suficiente para desencadenar una
respuesta celular dependiente de la luz que llevaba a una despolarizacion de la membrana
celular (Melyan y cols., 2005; Panda y cols., 2005; Qiu y cols., 2005). Ademas, el espectro de
accion de las respuestas inducidas era muy similar al que se detectaba en las ipRGCs (Panda y
cols., 2005; Qiu y cols., 2005). Todas estas evidencias indican, por lo tanto, que la melanopsina

es el fotopigmento de las ipRGCs.

5. Estructura de la melanopsina

La melanopsina comparte similitudes estructurales con el resto del opsinas conocidas,
esto incluye un extremo amino extracelular y siete pasos transmembrana. Otras caracteristicas
comunes son la presencia de una lisina en el séptimo paso transmembrana, que actia como
punto de unién al croméforo, y un par de lisinas en el segundo y tercer la lazo extracelular,
permitiendo la formacidn de un puente disulfuro que aporta estabilidad a la conformacién
terciaria de la proteina (Provencio y cols., 1998a) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de la melanopsina. Secuencia de
aminoacidos y estructura secundaria de la melanopsina.
Modificada de Provencio y cols., 1998a.
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A pesar de que se trata de opsina funcional en vertebrados mamiferos, la melanopsina
tiene una mayor homologia con las opsinas de invertebrados. Los andlisis filogenéticos sitian a
la melanopsina en un clado mas cercano a los fotorreceptores rabdoméricos de invertebrados
que a los ciliados de vertebrados (Provencio y cols., 2000; Arendt y cols., 2003; Koyanagi y
cols., 2005; Terakita y cols., 2005) (Figura 2), tiene una mayor homologia con la rodopsina de
pulpo (39%) que con las opsinas clasicas de conos y bastones (27%). Esta homologia se traduce
en varias semejanzas estructurales con las opsinas de invertebrados, incluyendo la presencia
de una tirosina en el tercer lazo transmembrana (un complejo implicado en la estabilizacién de
la base de Schiff), ademds de una inserciéon en tercer lazo citoplasmatico que aumenta su
longitud (esta caracteristica determina el grupo de proteinas G que seran activadas por la

opsina) y un extremo C terminal citoplasmatico muy largo.
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Figura 2. Arbol filogenético de la melanopsina construido
por alineacién de la melanopsina frente a otras opsinas.
L: long-wavelength-sensitive opsin, opsina de onda larga;
M1: blue-like middle wavelength-sensitive opsin, opsina
de onda media azul; M2: green-like middle-wavelength-
sensitive opsin, opsina de onda media verde; P: pineal
opsin, opsina pineal; Rh: rhodopsin, rhodopsina; S: short-
wavelength-sensitive, opsina de onda corta; VA:
vertebrate ancient opsin, opsina ancestral de
vertebrados; RGR: retinal G-protein-coupled receptor,
proteina G retiniana unida a un receptor. Modificada de
Provencio y cols., 1998a.
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En la linea evolutiva de los vertebrados se han identificado dos genes de la
melanopsina, Opn4dm y Opn4x (Bellingham y cols., 2006). Los vertebrados no mamiferos
poseen ambos genes, pero el gen Opn4x parece que se perdiéd muy pronto en la linea de los
vertebrados mamiferos (Pires y cols.,, 2007). A partir de ambos genes se obtienen
fotopigmentos funcionales, aunque la distribucién de ambas opsinas en la retina es distinta, la
expresion de Opndm se restringe a una subpoblacion de RGCs, mientras que Opn4x se expresa

por toda la retina y también en otros tejidos como cerebro, pineal y piel.

6. Anatomia de las células melanopsinicas

Desde que se establecid la relacion entre la expresion de la melanopsina y la
fotosensibilidad intrinseca, la inmunohistoquimica ha sido la herramienta mas utilizada para

explorar la anatomia de estas células fotosensibles de la retina interna.

El marcaje en las células melanopsinicas se localiza en somas, dendritas y axones. La
inmunoreactividad somatica se detecta sobre todo en la superficie celular, indicando que la
proteina esta asociada a la membrana citoplasmatica. El marcaje tanto en dendritas como en
axones tiene un aspecto punteado, en cuentas de rosario. Este punteado no presenta
colocalizacidn o yuxtaposicidén con la proteina presindptica sinaptofisina, con lo que no se trata

de puntos sinapticos (Hattar y cols., 2002).

En mamiferos se ha detectado la existencia de melanopsina en el epitelio pigmentario
de la retina (Peirson y cols., 2004) y en algunos conos (Dkhissi-Benyahya y cols., 2006), aunque
aun no se conoce el papel que pueda desempefiar la melanopsina en esta localizacion. Sin
embargo, la melanopsina se encuentra mayoritariamente en un pequefio nimero de RGCs
cuyos somas se localizan en la capa de las células ganglionares (ganglion cell layer, GCL) (Figura
3A). También se ha detectado una poblacidn de células inmunopositivas en la capa nuclear
interna (inner nuclear layer, INL) (en donde se localizan los somas de muchas células
amacrinas). Los campos dendriticos de las células melanopsinicas se extienden varios cientos
de micras y se solapan entre ellos formando una red fotosensible que cubre la retina por
completo. En la retina se observan dos plexos inmunopositivos para la melanopsina en la capa
plexiforme interna (inner plexiform layer, IPL). Uno de ellos, que ocupa el margen externo de la

IPL y es adyacente a la INL, se corresponde con la subldamina OFF de la IPL (Figura 3B). El otro
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plexo inmunopositivo esta en la subldmina ON de la IPL y es adyacente a la GCL (Figura 3C)

(Provecio y cols., 1998b; Hattar y cols., 2002; Sekaran y cols., 2005).
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Figura 3. Imdagenes representativas de retinas (montadas enteras sobre el portaobjetos)
inmunotenidas con el anticuerpo anti-melanopsina UF006. A. Somas localizados en la GCL. Se
pueden distinguir dos tipos de células inmunopositivas en funciéon de la intensidad de marcaje:
oscuras y palidas. Ademas, los axones son facilmente distinguibles (flechas). B. Plexo ON de la IPL.
Las dendritas aqui localizadas son finas y muy numerosas. C. Plexo OFF de la IPL. El nimero de
dendritas inmunopositivas de este plexo es menor, estas se caracterizan por ser muy arrosariadas y
de mayor grosor que las observadas en el plexo ON. GCL: capa de las células ganglionares; IPL: capa
plexiforme interna. Escala: 50um.

IPL

A pesar de que se trata de una subpoblacion pequeiia de RGCs, dentro del grupo de las
células melanopsinicas existen distintos subtipos que son clasificados segun la localizacién del

soma vy la estratificacién dendritica (Figura 4):

e Células melanopsinicas tipo | (M1). Las dendritas de las células M1 estratifican en la capa
mas externa (sublamina OFF) de la IPL. En base al lugar de localizacion del soma podemos
distinguir dos grupos: Células M1A (Figuras 4 y 5A): su soma se localiza en la GCL y posee
un didmetro de 13,0 + 1,4 um (Berson y cols., 2010); Células M1B (Figuras 4 y 5B): el
soma se localiza desplazado en la subcapa de las células amacrinas en la INL, con un
didmetro de 12,1 + 1,7 um (Berson y cols., 2010). Las células de grupo M1B parecen ser
células ganglionares desplazadas a la capa nuclear interna mas que células amacrinas ya
que se puede seguir el axdn hasta el comienzo de la papila del tracto dptico (Dacey y cols.,
2005; Hattar y cols., 2006). El didmetro del campo dendritico de las células M1 es

aproximadamente 275 um (Berson y cols., 2010).
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Células melanopsinicas tipo Il (células M2) (Figuras 4 y 5C). Las dendritas de estas células
se localizan en la capa mas interna (subldmina ON) de la IPL, con un campo dendritico de
aproximadamente 310 um. Su soma, con un diametro de 14.8 £ 1.5 um, estd en la capa de
las células ganglionares (Berson y cols., 2010). Las células M2 se caracterizan por tener un
soma de mayor tamafio que las M1, asi como un mayor nimero de dendritas y con mayor
ramificacion. Ademas, la intensidad de marcaje de las células M2 es menor que el de las
M1, reflejando asi una menor expresién de la melanopsina en estas células (Hattar y cols.,

2006; Pires y cols., 2009; Berson y cols., 2010).
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Figura 4. Esquema representativo de la localizacion de los principales subtipos de
células melanopsinicas en la retina de ratén. Las células M1 poseen su soma en la
GCL (M1A) o en la INL (M1B) y sus dendritas ramifican en la sublamina OFF de la
IPL. Las células M2 tienen su soma localizado en la GCL y sus dendritas ramifican en
la subldmina ON de la IPL. GCL: capa de las células ganglionares; IPL: capa
plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; OPL: outer plexiform layer, capa
plexiforme externa; ONL: outer nuclear layer, capa nuclear externa.
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Plexo OFF

Plexo ON

¥

Figura 5. Dibujo representativo de células melanopsinicas en la retina de raton. A. Célula
M1A. Soma en la GCL y dendritas en el plexo OFF de la IPL. B. M1B. Soma en la INL y dendritas
en el plexo OFF. C. M2. Soma en la GCL y dendritas en el plexo ON. En azul, somas localizados
en la GCL y dendritas del plexo ON. En rojo, somas situados en la INL y dendritas
correspondientes al plexo OFF. Escala: 100 um.

Existe ademas un tercer tipo de células melanopsinicas, las biestratificadas. En esta
subpoblacién, el soma se localiza en la GCL o desplazado en la INL, y poseen un nimero similar
de dendritas en ambas subldaminas. Respecto a estas células la bibliografia es bastante
controvertida y no existe consenso acerca de su funcionalidad. En algunos estudios se las
considera como un tercer tipo, células M3 (Viney y cols., 2007; Schmidt y cols., 2008), mientras
que otros autores las consideran células M1 aberrantes (Berson y cols., 2010). Recientemente
se ha descrito un nuevo tipo de células melanopsinicas, con un soma de gran tamafio
localizado en la GCL. El inmunomarcaje en estas células es muy débil por lo que se sabe poco
sobre sus campos dendriticos, aunque los datos existentes indican que solo ramifican en la
sublamina ON. Berson y cols. (2010) las clasifican simplemente como “otras células”. Parece
que este nuevo subtipo celular podria corresponderse con las células que expresaban la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP) bajo el control del promotor de la
melanopsina, pero donde no se detectaba un marcaje inmunopositivo para la melanopsina
(Hatoriy cols., 2008). Ecker y cols. (2010) han descrito en su ultimo trabajo la presencia de dos
nuevos subtipos de células fotosensibles en la retina de raton, las células M4 y M5. Las células
M4 poseen su soma, con un didmetro de entre 17 y 22 um en la GCL. Sus dendritas ramifican
en el plexo ON de la IPL con un didmetro de arbol dendritico similar al de las células M2 (302-
344 um) pero mas denso. Las células M5 poseen su soma en la GCL y sus ramificaciones

dendriticas se localizan en el plexo ON de la IPL. La principal caracteristica de este subtipo
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celular es su campo dendritico compacto, con un didmetro significativamente menor al del
resto de subtipos celulares (149-217 um). Otra caracteristica de las células M4 y M5 es que no
se detecta la presencia de melanopsina en las mismas, probablemente por una expresion muy

baja de este fotopigmento.

El numero de células melanopsinicas en la retina depende de la especie estudiada,
pero nunca se sobrepasa el 3% del total de RGCs. A pesar del numero limitado de este subtipo
celular retiniano, las células melanopsinicas forman una red fotosensible que cubre por
completo la retina, percibiendo toda la luz que llega al ojo (Provencio y cols., 2002; Berson y
cols., 2010). La distribucion de las células melanopsinicas en ratones adultos y humanos es
uniforme por toda la retina, aunque se observa una densidad ligeramente superior en la retina
dorsal y temporal (Hattar y cols., 2002). Respecto a los subtipos principales de células
melanopsinicas, las células M1 y M2, hasta el momento no se han detectado diferencias

zonales (Hattar y cols., 2002; Berson y cols., 2010).

En la retina de ratdn existen dos isoformas de la melanopsina, la isoforma larga (long,
L) y la isoforma corta (short, S), que se originan por splicing alternativo desde el gen Opn4m de
la melanopsina (Pires y cols., 2009). Ambas codifican una opsina funcional y su localizacién es
distinta en los subtipos celulares antes descritos. Las células M1 y M3 poseen ambas isoformas
(L y S), mientras que en las células M2 solo se expresa la isoforma L. Ademas, mediante
técnicas de RT-PCR (real time polimerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real) se ha demostrado que la isoforma L es menos abundante que la isoforma S, lo
que podria explicar la menor intensidad de marcaje en las células M2 que habiamos

comentando previamente.

7. Conectividad intrarretiniana de las células melanopsinicas

Dado que las células melanopsinicas son capaces de responder por si mismas a la luz,
inicialmente se pensaba que estas no recibian sefiales de las capas externas de la retina. Sin
embargo, se ha demostrado que las células melanopsina-positivas reciben informacion
proveniente de conos/bastones (Altimus y cols., 2008; Gller y cols., 2008) a través de las

células bipolares y amacrinas (Belenky y cols., 2003; Viney y cols., 2007; Wong y cols., 2007).
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En el apartado anterior hemos comentado la existencia de distintos patrones de
estratificacion de las células melanopsinicas, lo que hace que la seial que reciben de las capas
externas de la retina sea distinta. Las dendritas de las células M1 ramifican en la subldmina
OFF de la IPL y reciben inputs de las células bipolares OFF (Belenky y cols., 2003; Ostergaard y
cols., 2007; Viney y cols., 2007; Wong y cols., 2007), aungue se ha demostrado que las células
M1 también reciben aferencias directas (Wong vy cols., 2007; Hoshi y cols., 2009) o indirectas
(Pickard y cols., 2009) de células bipolares ON. Por el contrario, las células M2 que tienen sus
dendritas en la subldmina ON de la IPL, establecen contactos sinapticos con las células
bipolares ON (Wong y cols., 2007). Estas distintas conexiones intrarretinianas de las células
melanopsinicas podrian estar marcando la distinta respuesta de estas células a un mismo

estimulo luminico.

Las células melanopsinicas, ademas de recibir informacion proveniente de las capas
externas de la retina, también son capaces de exportar sefiales hacia el resto de la retina. De
hecho, tanto en ratdon como en humano, existen evidencias de que la actividad de las células
melanopsinicas contribuye al control diario/circadiano de las vias visuales de los conos
(Hankins y cols., 2002; Barnard y cols., 2006). Las RGCs que expresan la melanopsina
mantienen uniones gap con células vecinas en la GCL (Sekaran y cols., 2003), por lo que esta
podria ser la via a través de la cual las células melanopsinicas ejercen una funcién
neuromodulatoria en la retina. Ademas, las células M1 forman un plexo con células amacrinas
dopaminérgicas (Vugler y cols., 2007; Zhang y cols., 2008), y reciben inputs de ellas. Es posible
que la informacidn también fluya en direcciéon contraria, y que las M1 ejerzan una regulacion
directa sobre células amacrinas dopaminérgicas, provocando asi una liberacién de dopamina
que actuaria sobre la retina. No obstante, recientemente se ha sefalado que la liberacién de
dopamina es independiente de la activacidon de las células melanopsinicas (Cameron y cols.,

2009).

8. Interacciones entre conos, bastones y células melanopsinicas

Los resultados obtenidos en el ratén rd/rd c/ demostraron que los conos y los bastones
no son necesarios para la sincronizacion (Foster y cols., 1991; Lucas y cols., 1999; Mrosovsky y
cols., 2001; Sekaran y cols., 2003). Sin embargo, junto con los datos que sefialaban que las
células melanopsinicas recibian informacion de la retina externa (Belenky y cols., 2003; Viney y

cols., 2007; Wong vy cols., 2007; Altimus y cols., 2008; Giiler y cols., 2008), existian otras
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muchas evidencias que implicaban a los fotorreceptores externos en la vision no formadora de

imagenes.

En animales donde se pierden tanto los conos/bastones como la melanopsina (triple
knockout, rd/rd Opn4-/-) no existe ninguna respuesta circadiana. Estos ratones son incapaces
de sincronizarse con el medio externo y permanecen en curso libre, suprimiéndose todas las
respuestas adaptativas a la luz (Hattar y cols., 2003, Panda y cols., 2003). Los ratones con
degeneracidn retiniana (sin conos ni bastones) mantienen intacta su fotosincronizacién y en
los ratones knock out para la melanopsina (Opn4-/-), los conos y bastones son los responsables
de la sincronizacidén, aunque la respuesta observada esta atenuada (Panda y cols., 2002; Ruby y
cols., 2002; Lucas y cols., 2003; Mrosovsky y Hattar, 2003). Todos estos resultados indican que
tanto las células melanopsinicas como los conos/bastones son capaces de enviar informacion
luminica hacia los centros de control circadianos, de modo que existe una cierta redundancia

funcional entre las células melanopsinicas y los fotorreceptores cldsicos (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de las interacciones entre conos/bastones y las células
melanopsinicas. Las células melanopsinicas (ipRGCs) envian sefiales a distintas areas
cerebrales encargadas de la fotorrecepcion circadiana. Los conos y bastones, principalmente
implicados en la visién formadora de imdgenes, también envian sefiales a través de las
células melanopsinicas a estos centros cerebrales encargados de las respuestas adaptativas
a la luz. Ademas, las células melanopsinicas también participan de forma indirecta en la
vision formadora de imagenes. Modificada de Hatori y Panda (2010).

Como ya hemos mencionamos, los fotorreceptores externos son los responsables de
las respuestas circadianas en los animales knockout para la melanopsina. No obstante, es
importante tener en cuenta que en estos ratones modificados, las RGCs que normalmente
expresaban la melanopsina siguen inervando los mismos centros cerebrales (Lucas y cols.,
2003). Por otro lado, son muchos los trabajos que han demostrado que existe ademas

inervacién en el SCN de RGCs no melanopsinicas (Gooley et al., 2003; Morin y cols., 2003;
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Sollars y cols., 2003; Hannibal y Farhenkrug, 2004a; Hattar y cols., 2006). Sin embargo, las
lesiones citotdxicas especificas en las células melanopsinicas suprimen cualquier tipo de
respuesta circadiana, observandose comportamientos similares a los detectados en animales
triple knockout (Guler y cols., 2008; Goz y cols., 2008; Hatori y cols., 2008). Estos estudios
demostraron que las células melanopsinicas no solo son importantes por su fotosensibilidad,
sino que son imprescindibles para el envio de la informacién luminica captada por
conos/bastones al SCN. Pero, éson las células melanopsinicas Unicamente una via de salida de
la sefial procedente de la retina externa? Dacey y cols. (2005) demostraron en macaco que la
sefial procedente de los conos de onda corta atenula la respuesta a la luz de las células
melanopsinicas, mientras que los bastones y los conos de onda media aportan un input
excitatorio a estas células fotosensibles de la retina interna. Por tanto, las células
melanopsinicas parecen desempenar un papel triple en la retina: i) Participan en la
fotosincronizacidn, ya que son intrinsecamente fotosensibles; ii) Son la via a través de la cual
conos/bastones envian sefiales al SCN; iii) En ellas tiene lugar la integracion de las

contribuciones de conos/ bastones/ células melanopsinicas.

La cuestidon que ahora se plantea es écudl es el beneficio que obtiene el sistema
circadiano al recibir sefales de tres fotorreceptores distintos? Los datos existentes hasta la
fecha parecen indicar que cada receptor contribuye en base a sus capacidades sensoriales. Por
ejemplo, a intensidades luminicas bajas o intermedias no se observan diferencias significativas
en la constriccién pupilar entre ratones WT (wild type, fenotipo salvaje) (conos/bastones y
melanopsina) y los ratones Opn4-/-. Pero a intensidades luminicas altas los ratones Opn4-/-
muestran una menor constriccion pupilar que los WT (Lucas y cols., 2001; Lucas y cols., 2003;
Hattar y cols., 2003; Panda y cols., 2003). De forma parecida, los Opn4-/- se caracterizan por
tener una menor supresion de la actividad debida a la luz cuando estan bajo condiciones de
iluminacién prolongada (Mrosovsky y cols., 2003). Durante los primeros minutos de
iluminacién tanto los ratones WT como los Opn4-/- sufren una supresion total de la actividad.
Sin embargo, si la iluminacion se mantiene, los Opn4-/- reanudan la actividad, y en dos horas
muestran un 50% de la actividad que tendrian en la fase de oscuridad. Estos datos indican que
el papel de la melanopsina es mas evidente bajo condiciones de irradiancia elevada o de larga
duracion. Por el contrario, la contribucién de los conos y los bastones es mas importante bajo

condiciones luminicas de baja intensidad.
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Hasta ahora hemos descrito la interaccién entre conos, bastones y células
melanopsina-positivas sobre el conjunto de respuestas adaptativas a la luz. Sin embargo,
también existe una influencia sobre el sistema visual formador de imagenes (Figura 6). La
amplitud y la velocidad de respuesta en la via de los conos estd influenciada por la historia
luminica previa del animal y por un ritmo circadiano. En los ratones Opn4-/- permanece el
efecto de la historia luminica previa, pero desaparece la influencia del control circadiano,
provocando asi una atenuacion de la via de los conos (Barnard y cols., 2006). Estos resultados
aportan, por primera vez, una demostracién directa de la modulacion que ejercen las células
que expresan el fotopigmento melanopsina sobre los procesos formadores de imagenes. Por
otra parte, la destruccidn de las células melanopsinicas provoca una pérdida de reflejo pupilar
bajo intensidades luminicas elevadas, lo que puede llevar a un dafio de la retina por exceso de

luz, y afectar indirectamente al sistema formador de imagenes (Hatori y cols., 2008).

9. Proyecciones de las células melanopsinicas

La diferencia mas importante entre células melanopsinicas y conos/bastones es que las
primeras proyectan directamente al cerebro. La inervacién mas importante de las células que
expresan la melanopsina es el SCN (Figura 7), con una proyeccion bilateral que se extiende a
través del nucleo (Gooley y cols., 2001; Berson y cols., 2002; Hattar y cols., 2002), siendo esta
proyeccion la encargada de sincronizar el reloj circadiano con el dia solar. La mayoria de las
aferencias que recibe el SCN son procedentes de las células melanopsinicas de la retina (Hattar
y cols., 2006, Baver y cols., 2008; Giler y cols., 2008). Pero, tal y como hemos mencionado
previamente, algunos estudios afirman que también existen aferencias de células ganglionares
de la retina no melanopsinicas, aunque no se conoce la funcidn que estas pueden
desempenar. Sorprendentemente, las células melanopsinicas de cada ojo proyectan
equitativamente al SCN, mientras que el 95% de las RGCs no melanopsinicas poseen

proyecciones contralaterales (Drager y Olsen, 1980; Miura y cols., 1997).

Otras dareas que reciben notables aferencias de las células melanopsinicas son el
nucleo de la oliva pretectal (olivary pretectal nucleus, OPN) (Hattar y cols., 2002; Morin y cols.,
2003; Hannibal y Farhenkrug, 2004a), donde tiene lugar el control de la respuesta pupilar
(Trejo y Cicerone, 1984; Clarke y lkeda, 1985; Young y Lund, 1994); y el nucleo geniculado
lateral (Hattar y cols., 2002, Morin y cols., 2003; Hannibal y Farhenkrug, 2004a), conocido

componente de la via de sincronizacion circadiana (Harrington, 1997). Ademas, también se han
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descrito proyecciones de las células melanopsinicas hacia el nucleo predptico ventrolateral
(Gooley y cols., 2003; Hannibal y Fahrenkrug, 2004a; Hattar y cols., 2006), implicado en la
regulacién del suefio y la actividad motora (Sherin y cols., 1996). La amigdala recibe aferencias
desde las células melanopsinicas (Hattar y cols., 2006) y parece que este es el lugar donde
tiene lugar la integracién de los estimulos visuales y olfativos para regular el comportamiento
reproductivo. La regidon subparaventricular ventral, el hipotdlamo lateral y el nlcleo
supradptico (Hattar y cols., 2002; Gooley y cols., 2003; Morin y cols., 2003; Hannibal y
Fahrenkrug, 2004a) también reciben sefalizacidn de las células melanopsinicas, siendo el inicio

de una ruta para los efectos de la luz sobre la fisiologia y la funcién neuroendocrina (Figura 7).

Figura 7. Diagrama de las distintas regiones cerebrales inervadas por los axones de las células
melanopsinicas. SCN: nucleo supraquiasmatico; LH: lateral hypothalamus, hipotdlamo lateral; AH:
anterior hypothalamus, hipotdlamo anterior; SPZ: subparaventricular zone, zona
subparaventricular; OPN: olivary pretectal nucleus, nucleo de la oliva pretectal; IGL:
intergeniculate leaf, nucleo intergeniculado; dLGN: dorsal lateral geniculate nucleus, nucleo
geniculado lateral dorsal; vLGN: ventral lateral geniculate nucleus, nucleo geniculado lateral
ventral; SC: superior colliculus, coliculo superior. Modificada de Hatori y Panda (2010).

Hasta ahora hemos descrito las aferencias de las células melanopsinicas a los centros
cerebrales implicados en las respuestas adaptativas a la luz, pero estas células también envian
aferencias a otras dreas cerebrales implicadas en la visiéon formadora de imagenes, como el
nucleo geniculado lateral (Dacey y cols., 2005; Hattar y cols., 2006). Ademas, el coliculo

superior (centro implicado en la vision formadora de imdgenes) recibe inervacion de células
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melanopsinicas M1 (Hannibal y Farhenkrug, 2004a; Hattar y cols., 2006; Baver y cols., 2008)
(Figura 7). Estas proyecciones parecen ejercer un efecto modulatorio mdas que tener una
funcién directamente relacionada con la formacion de imagenes. Por otro lado, se ha
detectado también que la irradiancia provoca cambios en la actividad de areas sub-corticales y
limbicas, lo que indica un posible efecto de este sistema fotorreceptor no visual en la atencion,

estado de animo y quizas sobre la funcién cognitiva (Vandewalle y cols., 2007).

Baver y cols. (2008) demostraron que los distintos subtipos de células melanopsinicas
no proyectan de igual manera al cerebro, es decir, existe un patrén de inervacién dependiente
del subtipo celular. La proyeccién al SCN esta compuesta de un 80% de aferencias de células
M1y un 20% de células M2; asimismo, la proyeccién al OPN consta de un 45% de células M1y
un 55% de células M2. Finalmente, la inervacién del coliculo superior procede exclusivamente

de las células M1.

10. Fototransduccion de las células melanopsinicas

Contrariamente a lo que sucede en los fotorreceptores cldsicos, conos y bastones, los
cuales se hiperpolarizan en respuesta a luz, las células melanopsinicas sufren una
despolarizacién, que da lugar a potenciales de accidon que se propagan por el cerebro. Pero
esta no es la Unica diferencia entre estos dos tipos de fotorreceptores. La respuesta de las
células melanopsinicas puede ser extremadamente lenta, tardando varios segundos en
alcanzar el maximo de respuesta bajo condiciones luminicas tenues. En las células
melanopsinicas no existe ninguna especializacion de membrana como los discos de los
segmentos externos de conos/bastones o los microvilli de los fotorreceptores rabdoméricos.
La ausencia de estas especializaciones, las cuales llevan a un aumento del area de membranay
de la densidad del fotopigmento, hace que en las células melanopsinicas exista una baja
captura de fotones por la opsina. Este hecho puede explicar la baja sensibilidad a la luz de
estas células fotosensibles de la retina interna en comparacién con los conos y los bastones
(Berson y cols., 2002; Dacey y cols., 2005). Tal y como habiamos mencionado, la melanopsina
se localiza tanto en dendritas como en somas, y ambas estructuras tienen capacidad de
fototransduccidn. De hecho, la respuesta de las células melanopsinicas no necesita de una
iluminacidn difusa, sino que el estimulo de tan solo el soma o las dendritas dan lugar a una
respuesta, indicdndonos que la maquinaria celular de fototransduccion se encuentra

ampliamente distribuida (Berson y cols., 2002). La melanopsina se localiza también en los
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segmentos proximales de los axones, aunque por el momento no ha sido comprobada la

capacidad de fototransduccién en esta localizacién.

La melanopsina es miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G. En
general, las opsinas se unen a 11-cis retinaldehido en la oscuridad, el cual actia como un
antagonista inhibiendo la interaccidon con la proteina G. La luz es absorbida por el 11-cis
retinaldehido, el cual se transforma en “todo-trans” durante el proceso. El retinaldehido todo-
trans es un receptor agonista que hace que la opsina fotoactivada se una a la proteina G,
iniciandose asi la cascada de fototransduccién. A lo largo del reino animal hay ejemplos de
opsinas acopladas a proteinas G de distintas clases: Gt, Gq, Go y Gs (Terakita y cols., 2005;
Koyanagi y cols., 2008). Las opsinas de los conos y bastones de vertebrados estan acoplados a
Gt (transducina), y esta activa una cascada dependiente de la fosfodiesterasa que resulta en el
cierre de los canales (Figura 8A). Por el contrario, los sistemas de sefalizacidon luminicos de los
invertebrados (Figura 8B) guardan un gran paralelismo con el esquema de la fototransduccion
de la melanopsina (Figura 8C). La hipdtesis general es que la melanopsina esta acoplada a una
proteina de la familia Gg/11, activando la via del inositol trifosfato/diacil glicerol, y finalmente
activando los canales TRPC7 (transient receptor potential channel 7, canal receptor de
potencial transitorio 7) a través de una proteina-quinasa zeta, llevando a un aumento del
calcio intracelular y la despolarizacién de la célula (Figura 8C) (Fu y cols., 2005; Isoldi y cols.,
2005; Koyanagi y cols., 2005; Warren y cols., 2006; Peirson y cols., 2007; Sekaran y cols., 2007).
Hasta el momento, la implicacidn de la proteina Gg/11 solo se ha demostrado en sistemas de
expresion heterdloga (Panda y cols., 2005), aunque bajo estas condiciones experimentales la
melanopsina también puede interactuar con otras proteinas G (Newman y cols., 2003; Melyan
y cols., 2005). Pero ha de tenerse en cuenta que las células melanopsina-positivas expresan Gq
y G11, asi como varias fosfolipasas (Graham y cols., 2008) y canales TRPC (Warren y cols.,
2006; Sekaran y cols., 2007). Ademas, la respuesta intrinseca de las células melanopsinicas
puede ser bloqueada mediante el uso de inhibidores de la fosfolipasa C (Graham y cols., 2008),
de los canales TRPC (Warren y cols., 2006; Sekaran y cols., 2007) y de la proteina G (Panda y
cols., 2003).

Otra similitud de la melanopsina con las opsinas de invertebrados es que se trata de un
pigmento biestable, es decir, es capaz de regenerar su propio croméforo usando el todo-
transretinal y luz de longitud de onda larga (Melyan y cols., 2005; Panda y cols., 2005; Qui y

cols., 2005). Esta capacidad de regenerar su propio croméforo parece venir dada por la
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expresion de la melanopsina en las RGCs, muy alejadas del epitelio pigmentario, el cual actta

como punto de regeneracioén del cromdforo para los conos/bastones.

A Conos/ Bastones B Drosophila C Células Melanopsinicas
Vertebrados

O li [
(1 IUI
A

| ,' i

"
cGMP  5'cGMP PIP, IP; + DAG

CNG

Hiperpolarizacion Despolarizaciéon Despolarizacién

Figura 8. Esquema representativo de las cascadas de fototransducciéon. A. Los conos y bastones se
despolarizan en oscuridad y el efecto de la luz es el cierre de un canal de la membrana plasmatica
resultando en una hiperpolarizacién. B y C. En los fotorreceptores de invertebrados y en las células
melanopsinicas la luz provoca la apertura de un canal no especifico de cationes que lleva a la
despolarizacion de la célula. En todos los casos, los fotopigmentos son proteinas G unidas a
receptores de membrana. El fotén luminico es absorbido por el croméforo provocando un cambio de
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conformacion de la opsina, que lleva a la activacion de la proteina G, la cual estd compuesta por 3
subunidades: a, b y g. La subunidad a en conos y bastones es la transducina, en Drosophila es Gaq y
en las células melanopsinicas, se cree que es Gaq/11. CNG: cyclic nucleotide gated cannel, canal
idnico dependiente de nucledtidos ciclicos; TRPC: transient receptor potential channel, canal
receptor de potencial transitorio; cGMP: cyclic guanosine monophosphate, guanosina ciclica
monofosfato; PDE: phosphodiesterase, fosfodiesterasa; PLC: phospholipase C, fosfolipasa C; P13K:
P13 Kinase, Quinasa P13; PtdIns(4,5)P2: phosphatidylinositol bisphosphate, fosfatidilinositol
bifostato; Ins(1,4,5)P3: inositol triphosphate, inositol trifosfato; DAG, diacylglycerol, diacilglicerol;
PKCz: protein kinase C zeta, proteina quinasa C zeta; PKC: protein kinase C, proteina quinasa C; PDZ:
postsynaptic density protein complex, proteina de densidad postsinaptica. Modificada de Hankins y
cols., 2008.

Las células melanopsinicas responden a la luz mediante un flujo de calcio, que termina
en una despolarizacién de la célula y la transmisidon de un potencial de accidén hacia su diana.
Durante el desarrollo postnatal se observan tres tipos de respuestas de las células
melanopsina-positivas a la luz: i) tipo postnatal I: latencia larga tras el inicio del estimulo
luminico, elevada fotosensibilidad y terminacién rapida de la actividad una vez finalizado el
estimulo; ii) tipo postnatal Il: elevada latencia tras el comienzo del estimulo, baja
fotosensibilidad y finalizacion de la actividad lenta una vez que se retira el estimulo; iii) tipo
postnatal lll: latencia corta de respuesta, elevada fotosensibilidad y terminaciéon de la actividad
muy lenta tras el final de la estimulacidn. Sin embargo, en la retina adulta tan sélo se detectan
dos tipos de respuestas en las células melanopsinicas, que se corresponden con las respuestas
postnatales tipo | y Il. Estas respuestas fueron estudiadas en las células M1 (Tu y cols., 2005) y
ha sido recientemente cuando se ha demostrado que las células M2 también son
intrinsecamente fotosensibles (Schmidt y cols.,, 2008). Ademds, ambos tipos celulares
muestran distintas respuestas a la luz: las células M1 tienen una mayor sensibilidad y
respuesta a la luz que las células M2 (Schmidt y Kofuji, 2009), hecho coincidente con que las
células M1 expresan mas melanopsina (Hattar y cols., 2006; Pires y cols., 2009). Y por otra
parte, las células M1 son mas sensibles a las sefiales que provienen de conos y bastones

(Schmidt y Kofuji, 2009).

11.0Ontogenia de las células melanopsinicas

La expresion de la melanopsina es mas temprana que la de conos/bastones,
detectandose por primera vez en la retina de raton en el dia embrionario (E) 10,5 (Tartellin y
cols., 2003), justo tras la aparicién de las RGCs en E9, las primeras células postmitdticas en la

retina de vertebrados (Drager, 1985; Young, 1985).
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En mamiferos, las RGCs sufren profundos cambios en morfologia, fisiologia y numero
de células durante el desarrollo postnatal. La génesis de las RGCs se completa durante el
desarrollo prenatal, es decir, en el momento del nacimiento todas las RGCs son postmitdticas.
Durante el desarrollo de la retina de vertebrados existe una sobreproduccién de RGCs y en el
periodo postnatal tiene lugar un proceso de muerte celular programada (apoptosis). La teoria
neurotrdéfica postula que la supervivencia o muerte de las neuronas, en nuestro caso las RGCs,
radica en el éxito que estas tengan al competir por los factores neurotréficos secretados por
las células diana. En la retina del ratédn C3H aproximadamente el 70% de las RGCs mueren en
los primeros dias postnatales (Strom y Williams, 1998). De la misma forma, las células
melanopsinicas de la retina estarian expuestas a esta seleccién celular hasta alcanzar los
valores que se detectan en el adulto. Sekaran y cols. (2005) describié que durante las dos
primeras semanas postnatales se produce una disminucién de la densidad de células
melanopsinicas, la cual fue interpretado como una consecuencia de la muerte postnatal de

estas células fotosensibles.

En mamiferos el SCN comienza a funcionar como reloj bioldgico al final del desarrollo
prenatal a través de las sefales maternas (Reppert y cols., 1985; Reppert y cols., 1988) y el RHT
de roedores se detecta en el dia postnatal (P) O (Speh y Moore, 1993; Leard y cols., 1994;
Weaver y Reppert, 1995). Las células melanopsinicas responden a la luz desde PO (Sekaran y
cols., 2005; Tu y cols., 2005) y son capaces de inducir la expresidon de c-fos en el SCN en PO
(Lupi y cols., 2006) o P4 (Mufoz-Llamosas y cols., 2000), dependiendo de la intensidad del
estimulo luminico. Todo esto indica que las células melanopsinicas son las primeras en ser
funcionales y que este sistema fotorreceptor no formador de imagenes precede al formador

de imdgenes.

Pero, écudl es el significado de este desarrollo tan temprano del sistema fotorreceptor
no formador de imagenes? Todos los datos (funcionalidad desde el nacimiento, desarrollo mas
temprano que conos/bastones) parecen indicar que el sistema circadiano tiene un papel
importante durante el desarrollo. De hecho, tanto en rata (Kandel y cols., 1987) como en ratdn
(Johnson y cols.,, 2010) se ha descrito fototaxis negativa en edades donde las células
melanopsinicas son las Unicas células fotosensibles de la retina. También es posible que la
deteccién temprana de la irradiancia pueda tener un papel en el desarrollo del SCN u otros
centros no visuales, al igual que conos y bastones afectan al desarrollo de centros visuales
(Berardi y cols., 2000). Ademas, es necesario tener en cuenta que las células melanopsinicas

poseen uniones gap con otras RGCs implicadas en el procesamiento de las imagenes (Dacey y
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cols., 2005), y pueden asi estar participando en el desarrollo del sistema formador de

imagenes.

12. Regulacion de la expresion de la melanopsina

La melanopsina muestra una expresién ritmica de su RNA bajo condiciones de
luz/oscuridad (LO), alcanzandose el maximo al principio de la fase oscura (Sakamoto y cols.,
2004; Sakamoto y cols., 2005; Hannibal y cols., 2005; Mathes y cols., 2007). Mathes y cols.
(2007) demostraron que la expresion diaria de la melanopsina es capaz de adaptarse a los
cambios en la longitud de la fase de luz y de oscuridad, mostrando bajo todas las condiciones
experimentales un incremento en la cantidad de mRNA (messenger RNA, RNA mensajero)
durante el dia, con un pico en la transicidn entre la fase de luz y la de oscuridad. En la retina de
mamiferos se conoce la existencia de relojes circadianos, por lo que estos ritmos, que se
adaptan a los cambios de las condiciones ambientales, podrian deberse a la sincronizacion de
esos relojes en la retina y su efecto sobre las células melanopsinicas. Sin embargo, bajo
condiciones de luz continua (LL) o de oscuridad continua (OO) este ritmo diario desaparece
(Hannibal y cols., 2005; Mathes y cols., 2007), indicando asi que la regulacién de la expresidn
de la melanopsina parece no ser circadiana, sino dependiente de la luz. Es importante
mencionar que Sakamoto y cols. (2005) observaron un ritmo en la rata RCS bajo OO, aunque
de menor amplitud que el observado bajo condiciones de LO, por lo que en este modelo
parece que si hay un factor circadiano implicado en la regulacién de la melanopsina. Ademas,
en rata albina bajo OO se ha observado un incremento muy potente tanto de la cantidad de
proteina como de mRNA de la melanopsina, mientras que bajo LL se detecta una disminucion
(Hannibal y cols., 2005; Mathes y cols., 2007). Estos cambios dependientes de las condiciones
ambientales observados en ratas albinas parecen ser adaptaciones funcionales del sistema
melanopsinico, es decir, bajo OO se produce un incremento para intentar captar cualquier
estimulo luminico y por el contrario, en condiciones de LL el sistema esta saturado. Es por ello
que las condiciones continuas ambientales no solo parecen determinar la pérdida del ritmo
diario de la melanopsina, sino que ademas estarian provocando profundos cambios en este

sistema circadiano.

Una de las hipdtesis que se han barajado es que los fotorreceptores externos sean el
principal regulador de la melanopsina. En ratas se ha demostrado que la pérdida de conos y

bastones lleva a una disminucidon del mRNA y proteina de la melanopsina hasta llegar a ser
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practicamente indetectables. Sin embargo, los marcadores moleculares Thy 1 y PACAP no se
ven afectados, por lo que la disminucion del mRNA y proteina no se debe a la muerte celular
de las células melanopsina-positivas (Sakamoto y cols., 2004; Wan y cols., 2006). Este
mecanismo de regulacién por parte de los fotorreceptores externos podria provenir de la
sefializacion de la dopamina. Los conos y bastones regulan la sintesis y liberacion de la
dopamina en la retina, y esta modula la expresidén de la melanopsina a través de los receptores
de dopamina D2, los cuales se expresan en las células melanopsinicas (Sakamoto y cols., 2005).
Ademas, la destruccion experimental de las células dopaminérgicas provoca una reduccién de
la expresidn de la melanopsina, que puede ser revertida mediante el uso de un agonista del
receptor D2 (Sakamoto y cols., 2005). A pesar de todas estas evidencias de un control por
parte de los fotorreceptores externos y las células dopaminérgicas sobre la expresién de la
melanopsina, es importante mencionar que el sistema melanopsinico no se ve afectado en
ratones que sufren degeneracion retiniana (Semo y cols., 2003). Ademads, Vugler y cols. (2008),
demostraron en el mismo modelo usado por Sakamoto y cols., (2004) que, aunque si existe
una disminucién del nimero de células melanopsinicas asociada a la degeneracion de retina en
la rata, no se observa una pérdida total. El ritmo diario de la melanopsina ha sido también
observado en crias de rata albina, a una edad en la que conos y bastones no son aun
funcionales (Hannibal y cols., 2007). Esto parece indicarnos que el ritmo diario no es, al menos
en parte, dependiente de conos/bastones. Las crias de rata albina también responden a las
condiciones luminicas ambientales, con una disminucidn de la cantidad de proteina bajo LL y
un aumento de la misma en OO (Hannibal y cols., 2007). Sin embargo, esta adaptacion a la luz
tan solo se detecta a nivel de proteina, no observandose cambios en el mRNA similares a los
detectados en animales adultos sometidos a las mismas condiciones ambientales, lo que

parece indicar que el sistema no esta completamente desarrollado.

Con estos resultados aun no se puede establecer con claridad cual es el mecanismo de
regulaciéon de la expresion de la melanopsina, ni cudles son sus efectos sobre el

comportamiento y la fotosincronizacion.

13.La retina de los animales albinos

El albinismo es una condicion genética hereditaria en la que hay una ausencia
congénita de pigmentacion (es decir, ausencia de melanina). En los individuos no albinos la

melanina se sintetiza tras una serie de reacciones enzimaticas por las cuales se produce la
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transformacion del aminoacido tirosina en melanina por accién de la enzima tirosinasa (Figura
9). Los individuos albinos tienen esta ruta metabdlica interrumpida ya que su enzima tirosinasa
(enzima limitante de la ruta de sintesis de melanina) no presenta actividad alguna o muy poca
(tan poca que es insuficiente), de modo que no se produce la transformacién y no presentaran

pigmentacion.

™

L-Tirosina | ) |L-DOPA ) | Dopamina

Tirosinasa

¢

Epinefrina | < | Norepinefrina

Dopaquinona

l

Halocromo | messssd | Indol-5, 6- Quincna | messsp | Melanina

Figura 9. Via de sintesis de la melanina. La melanina se sintetiza en
los melanocitos y epitelio pigmentario por la actividad de la
tirosinasa. En los animales albinos esta enzima esta mutada por lo
que la sintesis de melanina es baja o inexistente. La otra via
metabdlica de L-tirosina es perfectamente funcional en los animales
albinos. TH: tyrosine hydroxylase, tirosin hidroxilasa; L-DOPA: L-3,4-
dihydroxyphenylalanine, L-3,4-dihidroxifenilalanina; DOPA:
dihydroxyphenylalanine, dihidroxifenilalanina.

La melanina presente en el epitelio pigmentario ejerce una importante influencia en el
desarrollo de la retina neural, ya que cuando esta proteina esta reducida o ausente, el
desarrollo es anémalo (Jeffery y Kinsella, 1992). En la retina de los animales existe un retraso
en la neurogénesis (llia y cols., 1996), con una retina central hipodesarrollada y viéndose
afectadas todas las capas celulares de la retina. El mayor daifo se detecta en la ONL, donde el
numero de bastones se ve drasticamente reducido, aunque no el de conos (Jeffery y cols.,
1994a). Ademas, también se observan alteraciones en el quiasma dptico. En mamiferos, la
mayoria de las RGCs proyectan contralateralmente, pero una pequefia proporcion de células
de la retina temporal proyectan ipsilateralmente. En albinos, estas fibras que deberian
proyectar hacia el hemisferio ipsilateral ven modificado su patrén de proyeccion durante el
desarrollo y proyectan contralateralmente, formandose mapas binoculares anémalos en el

nucleo geniculado lateral (Drager y Olsen, 1980; Jeffery y cols., 1994a). A pesar de todas estas
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anomalias presentes en la retina, son muchos los estudios que utilizan modelos albinos para el
estudio de la retina asumiendo que se puede realizar una extrapolacién de los resultados a

otros modelos no albinos.

Las RGCs que expresan el fotopigmento melanopsina constituyen en suma el principal
mediador de la fotosincronizacidn circadiana, un proceso por el cual el SCN (reloj bioldgico
principal de mamiferos) se ajusta diariamente con los ciclos externos de luz-oscuridad. Una
serie de estudios publicados en los ultimos afios, han demostrado que las células
melanopsinicas son fotosensibles desde el nacimiento (Sekaran y cols., 2005; Tu y cols., 2005)
y que el SCN comienza a responder desde el periodo postnatal temprano (Lupi y cols., 2006;
Mufioz-Llamosas y cols., 2000). Todos estos datos indican que el sistema fotorreceptor

circadiano es funcional desde el dia del nacimiento.

Con estos antecedentes, en este trabajo nos propusimos estudiar el desarrollo de las
células fotosensibles de la retina que expresan la melanopsina, asi como la influencia de las

condiciones ambientales sobre las mismas.
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Objetivos

1. Desarrollo de las células melanopsinicas en ratones pigmentados C3H +/+ y albinos CD1.

a)

b)

c)

Averiguar si las células que expresan el fotopigmento melanopsina en la retina
pigmentada estan sujetas a la muerte neurotréfica que tiene lugar durante el

desarrollo postnatal.

Estudiar el desarrollo prenatal de las células melanopsinicas en la retina del ratén

pigmentado.

Determinar la influencia del albinismo sobre el desarrollo postnatal de las células

melanopsinicas.

2. Efecto de las condiciones ambientales constantes sobre el desarrollo postnatal de las

células melanopsinicas en la retina pigmentada C3H +/+y albina CD1.

a)

b)

c)

Estudiar el efecto de la iluminacidn constante durante el desarrollo postnatal sobre el

numero de células melanopsinicas.

Estudiar el efecto de la oscuridad constante sobre el nimero de células

melanopsinicas.

Averiguar si los cambios inducidos por la iluminacién constante en la cepa CD1 se

podian revertir con la administracion de ciclos de luz y oscuridad.

3. Oscilacion diaria de las células fotosensibles de la retina interna de raton.

a)

b)

c)

d)

e)

Estudiar la variacion diaria del nimero de células melanopsinicas en la retina

pigmentada C3H +/+ y albina CD1.

Analizar el desarrollo postnatal de la variacién diaria de las células melanopsinicas en

la retina pigmentada C3H +/+

Determinar el efecto de las condiciones ambientales constantes sobre la oscilacidn

diaria de las células fotosensibles de la retina pigmentada.

Determinar el origen, transcripcional o postranscripcional, de la oscilacidn diaria de

las células melanopsinicas en los ratones albinos y pigmentados.

Determinar si las diferencias observadas entre animales albinos y pigmentados son

observadas en otros genes de la retina.
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Material y Métodos

1. Animales de experimentacion

En el presente estudio se han utilizado dos cepas de raton (Mus musculus):

* Ratdon C3H/He (+/+ para el alelo rd): estos animales poseen una retina normal, ya que a
pesar de que los C3H/He que se adquieren comercialmente son rd/rd (con degeneracion
retiniana), los del presente estudio se tomaron de una colonia (cedida por el Prof. Russell
Foster, Universidad de Oxford) que se habia originado por retrocruzamiento con otra cepa
de retina normal hasta eliminar el gen mutante de la PDE de bastones (gen rd)

manteniendo el fondo génetico de la cepa C3H/He.

e Ratén CD1 (Charles River Labs): esta cepa posee una mutacidon genética de la enzima
tirosinasa bloqueando el paso de la L-tirosinasa a DOPA y la subsiguiente formacién de
melanina. Esta alteracién en la enzima tirosinasa es la causante del albinismo presente en
los ratones CD1. Las retinas albinas se caracterizan por ciertas anomalias, tales como un
menor numero de bastones, hipodesarrollo en la retina central y alteraciones en el
quiasma optico. Estas peculiares caracteristicas hacen de los animales albinos un modelo

muy interesante para el estudio de la retina.

Excepto en las edades muy tempranas de los animales, en las que aun no podia

distinguirse el sexo, las muestras analizadas siempre correspondieron a ratones macho.

Todos los animales utilizados en la presente tesis fueron mantenidos en condiciones
controladas de temperatura (22+2°C) y humedad. Los animales fueron alimentados con pienso
estandar (2014S Harlan) y agua ad libitum. Durante el periodo previo a la experimentacion, los
animales fueron mantenidos bajo un fotoperiodo estandar constante (12 horas luz/ 12 horas
oscuridad, LO) con luz emitida desde los fluorescentes de la habitacion (intensidad luminica:
300 * 50 lux) en la fase de dia y completa oscuridad en la fase de noche. Estas mismas
condiciones fueron mantenidas cuando los animales eran expuestos a condiciones constantes

de LLu OO.

Con el fin de minimizar el sufrimiento de los animales, el sacrificio de los mismos fue
llevado a cabo mediante anestesia previa en una atmdsfera saturada de didxido de carbono y
posterior decapitacion. Los experimentos fueron llevados a cabo segun lo aprobado por la
Directiva 86/609/CEE del Consejo de 24 de Noviembre de 1986 relativa a las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas de los Estados Miembros respecto a la proteccion de

los animales utilizados para la experimentacién y otros fines cientificos.

31



Material y Métodos

2. Diseiio experimental

2.1. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en el ratén pigmentado

Con el fin de analizar el desarrollo postnatal se realizaron dos experimentos que se

complementan entre si:
2.1.1. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en secciones de retina

Al igual que en el experimento anterior, las hembras gestantes C3H+/+ y las crias tras
el parto se mantuvieron bajo LO. El sacrificio de los animales se realizd por decapitacidén en
cuatro edades postnatales: P1, P5, P11 y P21 (Figura 10), siempre en la misma fase del ciclo
(zT3, siendo ZTO el comienzo de la fase luminica). El andlisis del desarrollo postnatal fue
realizado mediante inmunohistoquimica en secciones de retina, siendo n= 4 en todos los
grupos. Como se explica mds adelante, en todos los andlisis efectuados sobre secciones de
retina, siempre se realizé un muestreo homogéneo correspondiente a la sexta parte de cada

retina.

o P1 P5 P11 P21

Figura 10. Disefio experimental para el estudio del desarrollo postnatal de
las células melanopsinicas en secciones de retina. Los animales estuvieron
sometidos a LO desde el nacimiento hasta el momento del sacrificio en P1,
P5, P11y P21. En esta figura y en las sucesivas de esta seccidn los segmentos
blancos y negros indican periodos de luz y oscuridad, respectivamente.

2.1.2. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en retinas enteras

Para la realizacién de este estudio, hembras C3H+/+ fueron mantenidas bajo
condiciones estandar de LO durante todo el periodo gestante. Tras el parto, las crias

estuvieron bajo estas mismas condiciones luminicas. Las muestras fueron tomadas a ZT3 en P1
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y P21 (Figura 11). El andlisis de las células melanopsinicas fue llevado a cabo mediante
inmunofluorescencia en retinas enteras. Se analizaron un total de 4 individuos por grupo

experimental (n=4).

Parto

P P21

Figura 11. Disefio del estudio del desarrollo postnatal de las células
melanopsinicas en retinas enteras de ratones C3H+/+ mantenidos bajo
LO desde el nacimiento. P1y P21 corresponden a los dias de sacrificio.

2.2. Desarrollo prenatal y perinatal de las células melanopsinicas en el ratén

pigmentado

Las hembras gestantes C3H+/+ fueron mantenidas bajo condiciones LO. Para la
realizacion de las cesareas (a ZT3) fueron anestesiadas y posteriormente, se procedid al
sacrificio por decapitacion tanto de las hembras gestantes como de sus fetos. Las edades
analizadas mediante inmunofluorescencia fueron E16, E19 y PO, siendo n=3 en todos los
grupos (Figura 12). Ademas, en este experimento se estudiaron también retinas de animales
recién nacidos (0-4 horas tras el parto) (n=3), por lo que el sacrificio tuvo lugar en ZT19 (mitad

de la fase oscura del ciclo LO) (flecha).
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Figura 12. Disefio experimental del estudio prenatal y perinatal. Se
estudiaron las células que expresan la proteina melanopsina en E16,
E19 y PO. Asimismo, se analizé esta poblacién en retinas de animales
nacidos entre 0 y 4 horas antes del sacrificio (flecha).
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2.3. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en el ratén albino

El desarrollo postnatal del sistema melanopsinico en la retina albina fue estudiado en
animales CD1 sometidos a condiciones de LO desde el nacimiento. Se analizaron cinco edades
postnatales P1, P5, P8, P11 y P21 (Figura 13) mediante inmunohistoquimica en secciones de
retina, siendo n=4 en todos los grupos. Al igual que en los experimentos anteriores, el sacrificio

de los animales tuvo lugar 3 horas después del comienzo de la fase luminica (ZT3).
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Figura 13. Disefio experimental para estudiar el desarrollo postnatal de las
células melanopsinicas en la retina albina. Los animales fueron mantenidos
bajo condiciones de LO desde el nacimiento. Se estudiaron cinco edades
postnatales: P1, P5, P8, P11y P21.

2.4. Efecto de las condiciones luminicas constantes sobre las células que expresan la

melanopsina en el ratén pigmentado

Con el fin de determinar el efecto de las condiciones constantes, las hembras
gestantes C3H+/+ fueron sometidas a condiciones de LL u OO desde tres dias antes de la fecha
prevista para el parto (Figura 14). Tras el nacimiento, las crias continuaron en esas condiciones
constantes hasta el momento del sacrificio. Las muestras de este estudio fueron tomadas en
cuatro edades postnatales: P1, P5, P11 y P21, siendo n=4 en cada grupo. El efecto de la LL o de
OO sobre las células que expresan la proteina melanopsina fue analizado mediante

inmunohistoquimica en secciones de retina.
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Parto

Figura 14. Diseino experimental para el andlisis del efecto de las condiciones
continuas de LL u OO sobre las células melanopsinicas de la retina. Los animales
fueron mantenidos bajo estas condiciones constantes desde el nacimiento. Bajo
ambas condiciones luminicas, se analizaron retinas de animales a P1, P5, P11y
P21.

2.5. Efecto de las condiciones ambientales constantes sobre las células melanopsinicas

en la retina albina

Al igual que en el experimento disenado para el estudio en animales pigmentados, las
hembras gestantes CD1 fueron sometidas a condiciones luminicas constantes desde tres dias
antes de la fecha prevista para el parto. Tras el nacimiento, las crias se mantuvieron en las
mismas condiciones constantes hasta su sacrificio en P1, P5, P8, P11 y P21 (Figura 15). Las
muestras fueron analizadas mediante inmunohistoquimica en secciones de retina, siendo n=4

en todos los grupos.

Figura 15. Disefio experimental para analizar el efecto de las condiciones
constantes sobre las células que expresan melanopsina en la retina albina. Los
animales fueron mantenidos bajo LL u OO desde el nacimiento hasta el

35



Material y Métodos

momento de su sacrificio. En ambos experimentos se analizaron secciones de
retina en P1, P5, P8, P11y P21.

2.6. Recuperacion del nimero de células que expresan melanopsina tras la reduccion

inducida por LL en la retina albina

Con el fin de analizar la posible recuperaciéon del nimero de células que expresan
melanopsina tras la inhibicidn inducida por LL, los ratones albinos fueron mantenidos en LL
desde el nacimiento hasta P11 y a continuacién sometidos a 3, 5, 10 y 28 ciclos de LO (Figura
16). Ademas, otro grupo de animales estuvo bajo LL desde el nacimiento hasta P8, tras lo cual,
fue sometido a 3 ciclos de LO. Al igual que en los experimentos anteriores, las muestras fueron
tomadas en ZT3. Todos los estudios fueron realizados utilizando técnicas de

inmunohistoquimica en secciones de retina, siendo n=4 en todos los casos.
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Figura 16. Disefio experimental para estudiar la recuperacion de las células melanopsinicas en la retina
albina. Los ratones se mantuvieron en LL tras el nacimiento hasta P11 y a continuacién fueron
sometidos a 3, 5, 10 y 28 ciclos de LO. También se analizaron retinas de animales mantenidos bajo LL
hasta P8 y posteriormente, sometidos a 3 ciclos de LO.

2.7. Exposicidn de los ratones albinos a OO seguido de LL

Con el fin de determinar el efecto de la LL sobre las células que expresan la
melanopsina en una retina parcialmente desarrollada, los ratones CD1 fueron mantenidos
desde el nacimiento hasta P5 en OO y a continuacidn, transferidos a 3, 6 y 16 ciclos de LL
(Figura 17). Las muestras fueron analizadas mediante inmunohistoquimica en secciones de

retina, siendo n=4 en todos los grupos.
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Parto
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Figura 17. Disefio experimental para el analisis del efecto de la LL sobre la
retina albina parcialmente desarrollada. Los animales fueron sometidos a
0O hasta P5 y a continuacién, mantenidos bajo LL durante 3, 6 y 16 ciclos.

2.8. Efecto de la LL sobre la retina adulta albina

Con el fin de comprobar si la LL causa algun efecto en una retina completamente
desarrollada, ratones albinos de 3 meses de edad fueron sometidos a cinco ciclos de LL (Figura
18). Tras este tratamiento luminico, el andlisis de las células melanopsinicas fue realizado

mediante inmunohistoquimica en secciones de retina, siendo n=4 en todos los grupos.
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Figura 18. Disefio experimental para el estudio del efecto de la LL
sobre retinas albinas adultas. Se compararon animales de 3 meses
de edad sometidos a LO desde el nacimiento con animales
mantenidos en LO y a continuacién, sometidos a 5 ciclos de LL.

2.9. Ritmo diario de las células que expresan la melanopsina en la retina de ratén

La variacién en el nimero de las células melanopsinicas fue estudiada en ratones
adultos C3H+/+ y CD1 mantenidos bajo LO. Para ello, se analizaron distintos puntos horarios:
ZT3, ZT8, ZT13, ZT18 y ZT23, siendo ZT0 el comienzo de la fase luminica y ZT12 el comienzo de
la fase de oscuridad (Figura 19). Asimismo, los puntos ZT3 y ZT23 fueron también estudiados
durante el desarrollo postnatal en los animales pigmentados para determinar el momento en
que se establece esta oscilacion diaria. Todos estos experimentos fueron realizados en

secciones de retina mediante inmunohistoquimica, siendo n=4 en cada caso.
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Este disefio experimental fue también utilizado para el analisis de la oscilacion diaria
del mRNA de la melanopsina en la retina de ratones adultos de ambas cepas. En este caso, el
MRNA fue analizado mediante RT-PCR. Asimismo, la oscilacion diaria del mRNA de c-fos, Period

2 (Per2) y opsina de bastones también fue analizada siguiendo el mismo disefio experimental.
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Figura 19. Representacién de los tiempos elegidos para el analisis
de la oscilacidn diaria de las células melanopsinicas y el mRNA de la
melanopsina, c-fos, Per2 y opsina de bastones en los ratones C3H
+/+y CD1. En ambos experimentos se analizaron muestras tomadas
en ZT3, ZT8, ZT13, ZT18 y ZT23.

2.10. Efecto de la OO sobre la oscilacion diaria del nimero de células que expresan la

melanopsina

Con el fin de estudiar el efecto de la oscuridad constante sobre la oscilacidn diaria de
las células fotosensibles de la retina, ratones C3H+/+ adultos fueron sometidos a 6 ciclos de
0O0. Tras esto, se tomaron muestras de retina en distintos puntos horarios: CT3 (circadian
time, hora circadiana), CT8, CT13, CT18 y CT23, siendo CTO el comienzo del dia subjetivo y
CT12 el comienzo de la noche subjetiva (Figura 20). Para calcular el CT de estos animales se
considerd que la longitud del periodo endégeno era de 23,5 horas, tal y como ha sido descrito
en trabajos previos (Rollag y cols., 2003; Hatori y cols., 2008). El andlisis de las células
melanopsinicas fue realizado en secciones de retina mediante técnicas de

inmunohistoquimica.
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Figura 20. Representacion de los tiempos elegidos para el analisis
del efecto de OO sobre la variacion diaria de células que expresan la
proteina melanopsina en la retina del ratdn pigmentado C3H+/+. Se
analizaron cinco puntos horarios distribuidos a lo largo del periodo
subjetivo (n=4 por grupo).
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3. Analisis inmunohistoquimico en secciones de retina
3.1. Fijacidn del tejido

Tras la enucleacién posterior al sacrificio de los animales, se procedid a la fijacién de
los ojos, que se llevd a cabo por inmersién en una solucion de paraformaldehido al 4% (PF 4%)
en tampon fosfato (phosphate buffer, PB) 0.1M, pH 7,4, durante 24 horas a 42 C. Una vez
finalizada la fijacidn, las muestras fueron lavadas en tampdn fosfato salino (phosphate buffered

saline, PBS) durante 1 dia, eliminandose asi el exceso de fijador.

3.2. Preparacion del tejido para su seccionado con el micrétomo

Tras la fijacidén, se procedié a la inclusién en parafina (punto de fusion 562C) de las
muestras. Antes de comenzar, se extrajo en todos los ojos el cristalino para facilitar el corte. En
los ratones CD1, dado que carecen de pigmento, el ojo al completo fue tefiido durante unos

segundos en azul de toluidina al 1% para facilitar su localizacién en el bloque de parafina.

Previamente a la inclusion, se realizd la deshidrataciéon de los ojos mediante una
bateria de etanoles de concentracion creciente, utilizandose xileno como medio intermediario
entre etanol y parafina. El proceso de inclusidon de las muestras se realizé de forma gradual en
una estufa a 602C. En primer lugar, se introdujeron en un molde durante 15 minutos en la
estufa en una mezcla se xileno y parafina. A continuacidn, el tejido se paso a parafina pura,
manteniéndose en ella durante una hora, para asegurar la total evaporacion del xileno. Una
vez que las muestras estuvieron bien embebidas, se retiraron de la estufa dentro de sus
moldes e inmersas en parafina, y se procedio a la realizacion de los bloques a temperatura

ambiente por solidificacidn de la parafina.

Los bloques de tejido se seccionaron con un microtomo (MICROM HM350S),
obteniéndose cortes de 10 micras de grosor. Estas secciones fueron montadas sobre gotas de
agua destilada en portaobjetos previamente gelatinizados, que a continuacién fueron secados
en una estufa a 409C. Los cortes se montaron realizando 6 series paralelas, de la cuales se

usaria una para la inmunohistoquimica.
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3.3. Marcaje inmunocitoquimico de secciones con el método ABC

Las secciones de retina fueron desparafinadas en dos bafios de xileno de 10 minutos
de duracion cada uno, y a continuacién se procedio a la rehidratacién del tejido siguiendo una
bateria de etanoles de concentracion decreciente, con bafios de 5 minutos de duracién en

cada etanol.

Las secciones ya desparafinadas se lavaron en agua destilada durante 5 minutos y
posteriormente en tampdn fosfato salino con tritén al 0.4% (phosphate buffered saline with
Triton, PBS-T 0.4%) de pH 7.4 durante 15 minutos. En todas las secciones la actividad
peroxidasa interna fue bloqueada mediante la inmersién de las mismas en PBS con peréxido
de hidrégeno al 0,3% durante 1 hora. A continuacion, los cortes fueron incubados con suero
normal diluido al 30% en PBS durante 1 hora para evitar la unidn inespecifica del anticuerpo.
Inmediatamente después, se elimind el exceso de suero, y sin lavar, se incubaron las secciones

con el anticuerpo primario diluido en PBS durante 72 horas a 42C en cdmara humeda.

Para poner de manifiesto la uniéon antigeno-anticuerpo se empled el método ABC
usando el Kit Vectastain Elite (Vector Labs) y la 3,3 diaminobencidina tetrahidroclorido (DAB)

(Sigma) como cromégeno, tal y como se detalla a continuacién:

Una vez incubadas con el anticuerpo primario, las secciones recibieron dos lavados en
PBS-T 0,4%, de 10 minutos de duracidn cada uno. Posteriormente, fueron incubadas durante 1
hora y media con un anticuerpo secundario biotinado en cdmara humeda a temperatura
ambiente. Tras lo cual, se dieron dos nuevos lavados de 10 minutos en PBS-T 0.4%, y se
incubaron con el complejo avidina-biotina-peroxidasa diluida en PBS durante 1 hora y media
en cdmara hiumeda y a temperatura ambiente. A continuacidn se lavaron en PBS y se revelaron
con DAB durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo con un lavado de 5
minutos en agua destilada. Después de este lavado, se pasa a la deshidratacidn de los cortes,
pasando los portaobjetos por una bateria de etanoles de concentracion creciente. Una vez
deshidratadas las secciones se procedié a transparentarlas con eucaliptol y montarlas en un

medio hidrofébico (Eukitt).

En todos los experimentos de marcaje inmunocitoquimico llevados a cabo se
realizaron controles negativos con el fin de determinar el correcto marcaje por parte de los
anticuerpos utilizados. Para ello, se sustituyé el anticuerpo primario por una solucién de
inmunoglobulinas G inespecificas procedentes de la misma especie donde se generd el

anticuerpo primario, utilizado a la misma concentracién que este.
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3.4. Inmunofluorescencia en secciones de retina

El protocolo seguido para realizar la inmunofluorescencia es el descrito en la seccion

anterior 3.3. omitiendo el bloqueo de la actividad peroxidasa enddgena.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario durante 72 horas a 42C, se puso de
manifiesto la unidn antigeno-anticuerpo mediante el uso de un anticuerpo secundario unido a

un fluorocromo tal y como se detalla a continuacion:

Una vez incubadas con el anticuerpo primario, las secciones recibieron dos lavados en
PBS-T 0,4%, de 10 minutos de duracion cada uno. Posteriormente, fueron incubadas 2 horas
con un anticuerpo secundario unido a un fluocromo en cdmara himeda a temperatura
ambiente. Tras lo cual, se dieron cuatro nuevos lavados de 10 minutos en PBS-T 0.4%. A
continuacioén, se procedié a la realizacién de un contraste. Para ello se utilizaron marcadores
intercaladores de DNA con el fin de delimitar los estratos de la retina. El marcador utilizado fue
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, 4°, 6-diamidino-2-fenilindol). Las muestras fueron
incubadas durante una hora a temperatura ambiente con DAPI en una dilucién 1:1000 en PBS.
Finalmente, tras una serie de lavados con PBS en agitacién, se realizd el montaje de las retinas
en un medio hidrofilico (Vectashield, Vector Labs.), que preserva la fluorescencia de las

muestras.

Para los dobles marcajes, se realizd una mezcla de los anticuerpos primarios y los
secundarios respectivamente, manteniendo en todo momento la dilucién dptima de trabajo de
cada anticuerpo, y siguiendo los mismos protocolos de inmunotincién y montaje ya

mencionados.

3.5. Andlisis de las muestras

Las secciones analizadas constituyeron una muestra representativa de la retina del
animal. De las 6 series paralelas obtenidas de cada retina, todos los andlisis
inmunocitoquimicos y recuentos posteriores se llevaron a cabo en una de las series, por tanto,

en una sexta parte de la retina.

41



Material y Métodos

En cada uno de los cortes se llevd a cabo un recuento de las células melanopsina-
positivas. Ademads, también se realizé una clasificacion morfolégica de todas las células
melanopsinicas en los subtipos M1 y M2 descritos previamente Por otro lado, se estudiaron las
ramificaciones dendriticas de este subtipo celular de la retina con el objeto de analizar la
formacién de los plexos dendriticos caracteristicos durante el desarrollo, asi como la influencia

de las condiciones ambientales externas sobre estos.

Las imagenes de secciones de retina mostradas en el presente estudio se obtuvieron
con una camara digital Nikon (modelo DS-Fil) acoplada a un microscopio Nikon (Modelo
Eclipse E400), con el software suministrado por el fabricante de la misma. Las imagenes se

transformaron en un formato de mapa de bits mediante el programa Adobe Photoshop CS2.

4. Inmunofluorescencia en retinas enteras

4.1. Preparacion del tejido

Tras la fijacidn de las muestras durante 24 horas en PF 4% en PB 0.01M a 49C, se
procedid a su lavado en PBS durante 24 horas a 42C. El siguiente paso consistié en la
crioproteccion del tejido antes de su inclusion mediante una bateria de concentracion
creciente de sacarosa. Tras este procedimiento, los ojos fueron embebidos en un medio
adecuado para la congelaciéon (Tissue-Tek® O.C.T. ™, Sakura). Se mantuvieron en este medio
durante 12 horas a 49C y posteriormente, se procedio a la ultracongelacidén de las muestras en
una mezcla de isopentano y hielo seco. Los ojos crioprotegidos fueron almacenados a -202 C

hasta el momento de su utilizacion.

4.2, Inmunotincidn en retinas enteras

Para el estudio de las retinas enteras, la unidn antigeno-anticuerpo fue puesta de

manifiesto mediante inmunofluorescencia, tal y como se detalla a continuacion:

Previamente al marcaje inmunocitoquimico, las retinas se lavaron en PBS-T al 1%
durante 30 minutos para eliminar los restos de Tissue-Tek. A continuacion, se procedié a la
extraccién de la retina de la copa dptica y a la eliminacidn del cuerpo vitreo. Siguiendo el

método del Dr. Cuenca (Universidad de Alicante), con el fin de facilitar el inmunomarcaje en
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retinas enteras, las muestras fueron tratadas con iodato sédico (Panreac) al 2,28% en PBS (3
minutos a temperatura ambiente) y con sodio borohidruro (Panreac) al 0.02% en PBS (3
minutos a temperatura ambiente). Tras esto, se dieron cuatro nuevos lavados de 10 minutos
en PBS-T 1% y a continuacion, las retinas fueron incubadas con suero normal diluido al 30% en
PBS durante 1 hora. Inmediatamente después, se elimind el exceso de suero y se incubaron las

retinas con el anticuerpo primario diluido en PBS-T 1% durante 72 horas a 42C.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las retinas fueron lavadas cuatro veces
en PBS-T 1% en agitacién y posteriormente, incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario unido a un fluorocromo. Finalmente, se procedié a una
serie de lavados con PBS en agitacién, y posterior montaje de las retinas en un medio

hidrofilico (Vectashield, Vector Labs.).

Los dobles marcajes se realizaron siguiendo el mismo protocolo, mediante una mezcla
de los anticuerpos primarios y secundarios respectivamente, manteniendo las diluciones

optimas de trabajo para cada anticuerpo.

4.3 . Anadlisis de las muestras

Las imagenes de las retinas enteras fueron obtenidas en un Microscopio Confocal Leica
TCS-SP2-AOBS. Para el estudio de las retinas enteras se procedié al fotografiado de la
superficie completa de la retina con objetivos de aceite 40X. Para abarcar la totalidad de las

células estudiadas se realizaron proyecciones Z en cada area fotografiada.

Tras el fotografiado de las retinas se procedid al montaje de las imagenes mediante el
uso del programa Adobe Photoshop CS2: primero en la proyeccién el plano Z, con el fin de
observar todas las células de un area retiniana determinada en una sola imagen y a

continuacion, se realizo el ensamblaje de las fotografias en las proyecciones X e Y (Figura 21).
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Figura 21. Imagenes representativas del montaje de retinas enteras tras el fotografiado de la

retina completa en proyecciones X e Y. Ademas, cada area fue fotografiada en la proyeccion Z
para abarcar la totalidad de las células inmunopositivas. Esta imagen se corresponde a una retina
C3H +/+ inmunomarcada con el anticuerpo primario policlonal UF006 y el anticuerpo secundario
anti-conejo Alexa 488.

5. Anticuerpos utilizados

5.1. Anticuerpos primarios

e Antisuero policlonal de conejo UF-006 generado contra el péptido N-terminal
(MDSPSGPRVLSSLTQ) de la melanopsina del ratén (Provencio y cols., 1998), cedido por el
Doctor Ignacio Provencio, Departamento de Biologia, Universidad de Virginia, (EEUU), a

una dilucion 1:5000 en PBS-T 1%.
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¢ Antisuero monoclonal de ratén anti-Brn3a (MAB1585, Chemicon) generado contra el
marcador de células ganglionares tardias Brn3a a una dilucién 1:50 en PBS-T 1%.
¢ Antisuero monoclonal de ratén anti-Sinaptofisina (MAB5258, Chemicon) generado contra

la sinaptofisina presente en la vesiculas presindpticas, dilucion 1:500 en PBS-T 1%.

5.2. Anticuerpos secundarios

¢ Kit ABC anti-conejo siguiendo las indicaciones recomendadas por el proveedor.

e Anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-conejo (Invitrogen) a una dilucién 1:100 en
PBS-T 1%.

e Anticuerpo secundario Alexa Fluor 546 anti-ratdn (Invitrogen) a una dilucién 1:100 en
PBS-T 1%.

e Anticuerpo secundario Alexa Fluor 546 anti-conejo (Invitrogen) a una dilucién 1:100 en
PBS-T 1%.

e Anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-ratén (Invitrogen) a una dilucién 1:100 en

PBS-T 1%.

6. PCR en tiempo real

6.1. Obtencidn y conservacion de las muestras para RT-PCR

Tras la enucleacién posterior al sacrificio de los animales, se procedid a la congelacion
de las muestras en un medio de lisis (RA1, Macherey-Nagel) y conservacién a -802C hasta su
uso. Todos los materiales utilizados para este procedimiento fueron tratados con RNAsa away

(Molecular BioProducts) para eliminar todas las RNAsas.

6.2. Homogenizacion del tejido y purificacion del RNA total

El RNA total de las muestras se purificé utilizando el kit RNAeasy Mini Kit (Quiagen)

segln el protocolo detallado a continuacion.

A cada muestra se le afiadieron 500 pl de Trizol (Invitrogen) y se agitd en vortex

durante 20 segundos seguidos de 5 minutos de incubacidn a temperatura ambiente. A
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continuacioén, se afiadieron 100 pl de cloroformo (Sigma) a cada muestra y se procedié a la
agitacién de las mismas durante 15 segundos e incubacidn a temperatura ambiente 5 minutos.
Posteriormente, se realizd una centrifugacién de las muestras a 12000 g durante 15 minutos a

49C. Tras este paso, en cada tubo se aprecian tres fases diferentes:

* Fase inferior: DNA
e Fase intermedia: proteinas

* Fase superior: RNA

De la fase acuosa donde se localiza el RNA de la muestra se tomaron 260 pl para su
purificacién. Este volumen de RNA total fue transferido a un nuevo tubo y se afiadié un
volumen de etanol al 70%. A continuacion, esta mezcla fue pipeteada y transferida a una
columna de purificacién. Tras esto, la columna se centrifugd durante 30 segundos a 10000
revoluciones por minuto (rpm). En este momento, el RNA se localiza en la columna, por lo que
se desechd el sobrenadante tras la centrifugacién. En el siguiente paso, fueron afiadidos 350 pl
del buffer RW1 (RNAeasy Mini Kit, Quiagen) en la columna, y se procedid de nuevo a
centrifugar las muestras durante 30 segundos a 10000 rpm. Posteriormente, se realizé una
digestion de las muestras con DNAsa (Quiagen) durante 30 minutos a temperatura ambiente
para eliminar cualquier traza de DNA. Tras esto, se anadieron 350 ul del buffer RW1 vy las
columnas fueron centrifugadas de nuevo a 10000 rpm a temperatura ambiente. A
continuacioén, se realizaron dos lavados de las muestras con el buffer RPE (RNAeasy Mini Kit,
Quiagen) con sus respectivas centrifugaciones. Finalmente, se afiadieron 30 ul de agua DEPCy
se realizé una centrifugacién de las columnas durante 2 minutos a temperatura ambiente. El
agua rompe las uniones electrostaticas del RNA con la columna, de modo que se obtuvo el

RNA en el sobrenadante.

6.3. Transcripcion reversa

El cDNA (complementary DNA, DNA complementario) fue sintetizado a partir de 1 ug
del RNA total aislado (previamente cuantificado mediante el uso del Nanodrop) en el
procedimiento anterior, al cual se le afadieron gScript cDNA SuperMix (Quanta Bioscience)
con un volumen final de 20ul. Esta mezcla de reaccién fue incubada a 252C durante 5 minutos,
42°C durante 30 minutos y 852C durante 5 minutos. Tras esto, se obtuvieron 20 ul de cDNA
total, al cual se le afiadieron 80 ul de agua libre de RNAsa y DNAsa. Este cDNA fue almacenado

a -209C hasta su uso.
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6.4. RT-PCR

La RT-PCR fue llevada a cabo en un StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) usando SYBR Green PCR MasterMix (Applied Biosystems) y las condiciones de
termociclado recomendadas por el proveedor. Las RT-PCR se realizaron por duplicado en un
volumen total de 20 pl que contenian 1 pl de cDNA, 10 ul de Sybr Green, 8,5 pl de agua libre
de RNAsa y DNAsa y 0,25 pl de cada cebador (dilucion 4mM). Las condiciones de ciclado
consistieron en un paso de activacion inicial de 952C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos
de reaccién en cadena de la polimerasa. Cada ciclo consta de 15 segundos de
desnaturalizacion a 952C, 602C durante un minuto y un paso final de 20 segundos entre 78 y
8429C para prevenir la formacion de dimeros. Las curvas de Melting se realizaron usando
Dissociation Curves 1.0 (Applied Biosystems). De este modo, se aseguraba que la fluorescencia
medida durante la RT-PCR no se debe a los cebadores o los dimeros que estos pueden formar.

Las secuencias de los cebadores utilizados para este experimento fueron los siguientes:

GEN CEBADOR DIRECTO CEBADOR REVERSO ™
Opn4 TCACAGGGATGCTGGGCAATC TTCTTGTAGAGGCTGCTGGCAAAG 82
Opn4 short GCTACCGCTCTACCCACC CTACATCCCGAGATCCAGACT 82
Opn4 long GCTACCGCTCTACCCACC CTACAGATGTCTGAGAGTCAC 83
c-fos ATCGGCAGAAGGGGAAAGTAG GCAACGCAGACTTCTCATCTTCAAG 78

Per2 GGGGTGAGATTCGTCATTGAACTTG AGGACATTGGCACACTGGAAAGAG 78
Opsina de bastones TGTTCCTGCTCATCGTGCTGG GGAAGTTGCTCATCGGCTTGC 83

Tabla 1. Cebadores utilizados para el estudio mediante RT-PCR.

Cada muestra fue también analizada para el cDNA de tres parejas de cebadores
control, con el fin de normalizar las cantidades iniciales de RNA y efectuar las cuantificaciones
relativas de nuestro gen experimental. Los cebadores control utilizados para la realizacion de

los experimentos fueron los siguientes:

GEN CEBADOR DIRECTO CEBADOR REVERSO ™
ARP CGACCTGGAAGTCCAACTAC ATCTGCTGCATCTGCTTG 76
B-M GCTATCCAGAAAACCCCTCAA CATGTCTCGATCCCAGTAGACGGT 78
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAG GATGCAGGGATGATGTTC 82

Tabla 2. Cebadores utilizados para normalizacion de los resultados obtenidos por RT-PCR.
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6.5. Analisis de los datos obtenidos por RT-PCR

Los datos obtenidos por RT-PCR se procesaron utilizando el método comparativo C;
(threshold cycle), AA Cy, para la cuantificacidn relativa de la expresidon génica. A partir de la
media geométrica de los tres genes control se calculd el factor de normalizacidn. Dicho factor
nos permitird normalizar las cantidades iniciales de RNA y efectuar las cuantificaciones
relativas de nuestro gen experimental. Ademas de la normalizacion de cada muestra, fue
necesaria también una transformacidn logaritmica de los datos para proceder al andlisis

estadistico de los mismos.

7. Analisis estadistico

El programa utilizado para el andlisis estadistico de los datos fue el SPSS 15. El primer
paso de andlisis fue comprobar si los datos cumplian los supuestos paramétricos: la
normalidad se comprobd utilizando el test Kolmogorov-Smirnov, la homogeneidad de
varianzas con el test de Levene y la presencia de datos marginales (out-liers) fue comprobada
con el test de cajas. Una vez comprobada la parametricidad de los datos se procedié al analisis

estadistico.

* Test ANOVA Factorial: Este test estadistico fue realizado con el fin de determinar si
existe interaccion entre las variables estudiadas.

e Test ANOVA de una via: la utilizacién de este test nos permite observar si existen
diferencias significativas entre grupos experimentales para una Unica variable. En caso
de detectar diferencias estadisticas, se realizaron los test post-hoc correspondientes
para concretar entre que grupos existian diferencias.

e Test t de Student: este analisis fue realizado cuando los grupos a comparar eran

solamente dos.

El nimero de células que expresan melanopsina y la expresion relativa del mRNA fue
presentado como media * error estandar medio. p<0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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1. Desarrollo postnatal de las células ganglionares fotosensibles

(melanopsinicas) de la retina de ratén

1.1. Localizaciéon y clasificacion de las células melanopsinicas en la retina de

raton

Mediante el uso del anticuerpo policlonal anti-melanopsina UF006 en nuestras
muestras se observa inmunoreactividad en somas, dendritas y segmentos axonales proximales
de las células melanopsinicas. Se detectan células inmunopositivas por toda la retina, tanto en
el area central (Figura 22A) como en periferia (Figuras 22B, C). El soma de estas células

fotosensibles se localiza en la GCL (Figuras 22A, C) o en el borde interno INL (Figura 22B).

Figura 22. Imagenes representativas de retinas
inmunomarcadas con el anticuerpo policlonal
UF006 contra la melanopsina de raton. A. Somas
localizados en la GCL cerca de la papila del nervio
6ptico. B. Célula con el soma localizado en la INL.
Las dendritas de esta célula ramifican en el plexo
externo de la IPL. C. Células con el soma
localizado en la GCL en una zona adyacente al
cuerpo ciliar. Las dendritas se localizan en el
plexo interno de la IPL. Las imagenes A, By C
corresponden a retinas enteras del ratén C3H en
P21. Escala: 50um.
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Las dendritas de las células melanopsinicas forman dos plexos en la IPL:

¢ Plexo interno: localizado en la zona mas interna de la IPL (subldamina ON), constituido por

ramificaciones dendriticas mds numerosas y finas que las del plexo externo (Figura 23A).

¢ Plexo externo: localizado en la parte mas externa de la IPL (subldmina OFF), con procesos

dendriticos gruesos y muy arrosariados (Figura 23B).
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Figura 23. Imagen representativa de una retina inmunomarcada con
el anticuerpo UF006 (anti-melanopsina). Se pueden observar dos
plexos en la IPL, uno en la capa mas interna (subldamina ON)
(asteriscos) y otro en la capa mas externa (sublamina OFF) (flechas).
Se pueden ver tres células inmunopositivas: dos células M1 (con su
arborizacién dendritica en la subldmina OFF) y una célula M2 (con las
dendritas en la subldamina ON). GCL: capa de las células ganglionares;
IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; OPL: capa
plexiforme externa; ONL: capa nuclear externa. Escala: 50 um.

En funciéon de la localizacidn del soma y el plexo en el que terminaban sus dendritas,

hemos clasificado las células melanopsinicas en los siguientes subtipos:

e Células M1: Este subtipo celular posee las ramificaciones dendriticas en el plexo externo
de la IPL (subldmina OFF). Segun la localizacién del soma se pueden diferenciar dos
subtipos: Células M1A: soma localizado en la GCL (Figura 24A); Células M1B: soma
localizado en el borde interno de la INL (Figura 24B, C). Las células M1A tienen
ramificaciones gruesas y de gran longitud. Suelen ser células intensamente marcadas
(oscuras), pero en menor proporcion también se observan células claras con las mismas

caracteristicas morfolégicas. Por el contrario, las ramificaciones de las células M1B son
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mas finas y en este subtipo celular la proporcidn de células intensa y débilmente tefiidas

es similar.

e Células M2: Soma localizado en la GCL (Figura 24D). Las dendritas, finas y cortas, se
localizan en la subcapa mas interna (adyacente a la ganglionar) de la IPL. Este subtipo

celular se caracteriza por la baja intensidad de marcaje de las células inmunopositivas.

Durante el desarrollo de este estudio hemos detectado también algunas células
melanopsinicas que tienen su soma en la subcapa de las células amacrinas (borde interno de la
INL), al igual que las células M1B, pero sus dendritas ramifican en el plexo interno de la IPL
(Figura 24E). Ademas, durante el desarrollo postnatal temprano es frecuente observar células
inmunopositivas que presentan soma y dendritas ramificando en la INL (Figura 24F). A lo largo
del desarrollo se produce una disminucién de este tipo celular, siendo practicamente
indetectable al final del periodo postnatal. Estos tipos celulares no fueron tenidos en cuenta

dada su escasa presencia.
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Figura 24. Imagenes representativas de células melanopsinicas en retinas adultas. A. Las células
M1A poseen sus somas en la GCL y las dendritas en la sublamina OFF de la IPL. Los somas de las
células M1B estan en el borde interno de la INL y sus dendritas ramifican en la sublamina OFF. Se
pueden observar células M1B intensamente (B) o débilmente tefiidas (C). D. Los somas de las
células M2 se localizan en la GCL y sus procesos dendriticos ramifican en la sublamina ON. E.
Imagen representativa de una célula melanopsinica con soma en la INL y dendritas que ramifican
en la sublamina ON. F. Célula melanopsinica con soma y dendritas en la INL. GCL: capa de las
células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; OPL: capa
plexiforme externa; ONL: capa nuclear externa. Escala: 50 um.

1.2. Estudio de las células melanopsinicas en la retina del ratén pigmentado

Desde el nacimiento se detectan procesos dendriticos de las células melanopsinicas
(Figura 25A). Durante los primeros dias postnatales se produce un aumento de dendritas
inmunopositivas en la retina y en P5 comienza la estratificacion de estas en dos plexos en la IPL

(Figura 25B). A continuacién, parece producirse un refinamiento de las dendritas observandose
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un menor numero de estas en P11, donde ya se disciernen claramente dos plexos dendriticos

bien formados (Figura 25C).

A it T S N LRy v p ey

B e ]
A

NBL

IPL

GCL

ONL c
oPL

INL

IPL
GeLs

B
NBL
- -
IPL
GCL.+

Figura 25. Imagenes representativas de la retina
del raton pigmentado C3H. A. Seccién de retina
con células inmunopositivas en P1, tanto los
somas como los procesos dendriticos pueden
identificarse. B. Plexos dendriticos en formacién
en P5, se observa el plexo ON en el margen
interno de la IPL y el plexo OFF en el margen
externo. C. Plexos dendriticos completamente
formados en P11. Noétese la disminucion de
dendritas inmunopositivas entre P5 y P11. GCL:
capa de las células ganglionares; IPL: capa
plexiforme interna; INL: capa nuclear interna;
OPL: capa plexiforme externa; ONL: capa nuclear
externa; NBL: capa neuroblastica. Escala: 50 um.

El diametro del globo ocular del ratén C3H +/+ muestra un crecimiento significativo

desde P1 (21 0,04 mm) hasta P21 (3,025+0,05 mm) (test t de Student, p<0,001) (Figura 26A, B).

Como cabe esperar, el area de la retina también muestra un crecimiento significativo entre P1

(5,25+0,30 mm2) y P21 (14,03+0,39 mm?2) (test t de Student, p<0,001) (Figura 26C, D), lo que

indica un crecimiento de 2,7 veces durante el desarrollo postnatal.
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Figura 26. Imagenes representativas del globo ocular y de retinas enteras de ratones C3H+/+
(aplanadas sobre los portaobjetos) correspondientes a P1 (A, C) y a P21 (B, D). Notese el incremento
tanto en el didmetro del ojo como en el area de la retina. Escala: 2 mm.

El nimero total de células inmunopositivas en la retina no varia significativamente
durante el desarrollo postnatal en el ratén C3H +/+. En secciones de retina el nimero de
células inmunopositivas varia entre 160 y 250 células por muestra de retina analizada (P1, PS5,
P11 y P21) (ANOVA, p>0,05) (Figura 27A). En retinas enteras el numero de células
melanopsinicas oscila entre 1600 y 1800 células por retina (P1 y P21) (t de Student, p>0,05)
(Figura 27B). Mediante ambos experimentos hemos observado que no existe una disminucion
del nimero de células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal. Sin embargo, dado que
el area de la retina aumenta tres veces durante este periodo (Figura 28A, B), se produce una

disminucién de aproximadamente tres veces en la densidad de las células melanopsinicas
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durante el mismo periodo en el ratén pigmentado (Figura 28C, D) (P1: 299,05 células/mm?;

P21: 126,3 células/mm?) (t de Student, p<0,001).
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Figura 27. Desarrollo postnatal del sistema melanopsinico en la retina pigmentada.
A. Nimero de células inmunopositivas por muestra de retina (1 de cada 6 series
paralelas) en cuatro edades durante el desarrollo postnatal. No se detectaron

diferencias

significativas

(ANOVA,

p>0,05).

B. Numero total

de células

melanopsinicas por retina en P1 y P21. No se observaron diferencias significativas
entre ambas edades (t de Student, p>0,05).
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Figura 28. Imagenes representativas de retinas enteras del raton C3H+/+ en P1 (A) y P21 (B). Cada punto
representa una célula melanopsinica. Notese la diferencia de area entre ambas retinas. Densidad celular
en imagenes representativas de retinas enteras en P1 (C) y P21 (D). La densidad en P21 es
significativamente menor que la observada en P1 (t de Student, p<0,001). Escala: Ay B, 750 um; Cy D,
150 pm.

En las mismas secciones de retina en las que se analizd el numero total de células
melanopsinicas también se estudid el desarrollo postnatal de los distintos subtipos celulares
inmunopositivos. Las células M1 son aproximadamente el 22% del total de las células
melanopsinicas y no se observaron cambios en su cantidad durante el desarrollo (ANOVA,
p>0,05) (Figura 29). La proporcidon de células M1A y M1B es similar en todos los puntos
analizados (t de Student, p>0,05). Las células M2, las cuales poseen sus procesos dendriticos

en el margen interno de la IPL, son aproximadamente un 75% del total de células
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inmunopositivas. El porcentaje de este tipo celular tampoco muestra variaciones significativas

durante el desarrollo postnatal (ANOVA, p>0,05) (Figura 29).
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Figura 29. Desarrollo postnatal de las células M1 y M2 en la retina pigmentada.
Porcentaje de células M1A, M1B y M2 por seccion de retina en P5, P11 y P21.
Ninguno de los subtipos celulares muestra cambios significativos en su porcentaje

durante el periodo postnatal (ANOVA, p>0,05).

1.3. Desarrollo prenatal del sistema melanopsinico

Dados los resultados obtenidos en el apartado anterior, donde hemos demostrado que

no existe una disminucién del nidmero de células melanopsinicas en la retina del ratén

pigmentado durante el desarrollo postnatal, se procedié al andlisis del desarrollo prenatal de

este sistema no formador de imdagenes. En las retinas fetales se observa inmunomarcaje desde

E15 (Figura 30). A esta edad, los somas de las células melanopsinicas estan débilmente tefidos

y se observan por toda la retina, tanto en periferia como en el area central. Mediante doble

inmunoflurorescencia,

no se detecta colocalizacion del

marcador nuclear de células

ganglionares tardias, Brn3a, con los somas inmunopositivos para la melanopsina (Figura 30).
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Figura 30. Imagen representativa de E15
en la retina periférica del ratén C3H. La
fluorescencia emitida en rojo (Alexa 546)
representa la presencia de Brn3a. La
melanopsina se observa en color verde
(Alexa 488). Los somas de las células
melanopsinicas (verde) son claramente
visibles en la GCL; sin embargo, tan solo se
pueden distinguir las dendritas primarias
mas cercanas al soma. Nétese que ninguna
célula melanopsinica muestra coloca-
lizacién con el marcador nuclear Brn3a de
células ganglionares tardias. Escala: 50 um.

Entre E16 y E19 se produce un crecimiento significativo del adrea de la retina (E16: 3,36
+ 0,33 mm? E19: 5,13 + 0,25 mm? ANOVA, p<0,01); sin embargo, entre E19 y PO no se
aprecian diferencias significativas respecto al 4rea de la retina (PO: 5,38 + 0,58 mm?). El
numero total de células melanopsinicas en retinas enteras no cambia significativamente entre
E16 y E19 (ANOVA, p>0,05) (Figura 31). Sin embargo, desde E19 hasta PO se produce un
incremento significativo del nimero de células que expresan la melanopsina (E19: 924 + 63
células/retina; PO: 1580 * 51 células/retina) (ANOVA, p<0,01) (Figura 31), asi como un
aumento de las dendritas inmunomarcadas. Como consecuencia de este incremento en el
namero de células, se detecta también una mayor densidad celular en PO (E19: 180,68

células/mm?; PO: 294,51 células/mm?) (ANOVA, p<0,01) (Figura 32).

Dado que no conocemos el momento exacto del nacimiento de los animales en PO, el
incremento detectado podria deberse al efecto de las condiciones ambientales externas. Para
estudiar esta posibilidad, se sacrificaron ratones recién nacidos (entre 0 y 4 horas después del
parto). En este grupo el nacimiento tuvo lugar en el ciclo de oscuridad y en las retinas ya se
observa el mismo numero de células melanopsinicas que en PO (Figura 31), por lo que queda
claro que el incremento detectado es independiente de las condiciones ambientales externas.
Estos resultados nos indican que existe un incremento del nimero de células que expresan la

proteina melanopsina durante las Ultimas horas del desarrollo prenatal.
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Figura 31. Desarrollo prenatal y perinatal del sistema melanopsinico
en la retina pigmentada. Se detecta un incremento significativo en
el numero de células inmunopositivas por retina entre E19 y PO
(ANOVA, p<0,01). Entre 0 y 4 horas después del parto ya existe el
mismo numero de células inmunopositivas que en P21.

Figura 32. Desarrollo perinatal del sistema melanopsinico del ratén C3H. A. B.
Imagenes representativas de retinas enteras en E19 (A) y PO (B). Cada punto
representa una célula melanopsinica inmunopositiva. C. D. Imagenes representativas
de la densidad celular en E19 (C) y PO (D). En PO existe una mayor densidad de células
melanopsinicas (ANOVA, p<0,01), ademas de procesos dendriticos mas visibles. Escala:
AvyB, 500 um; Cy D, 100um.
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1.4. Desarrollo de las células melanopsinicas en la retina albina

El sistema melanopsinico fue analizado bajo condiciones de LO en la retina albina. A

pesar de que la tincién es muy débil, en el dia postnatal 1 ya se detectan células

melanopsinicas, aunque en un nimero muy bajo (Figura 33). En esta edad, se observan

algunos procesos dendriticos en la IPL. Sin embargo, es a partir de P8 cuando los dos plexos

dendriticos son claramente diferenciables.
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Figura 33. Imagenes representativas de la retina
albina. A. Los somas y dendritas de las células
melanopsinicas se pueden detectar desde PO
pero con muy poca intensidad de marcaje y en
bajo nimero. B. En P5 es mayor el nimero de
dendritas inmunopositivas, se comienzan a
formar los plexos dendriticos de la IPL. C. En P11
ambos plexos se distinguen perfectamente vy el
numero de células inmunopositivas es ya el
mismo que en el adulto. GCL: capa de las células
ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL:
capa nuclear interna; OPL: capa plexiforme
externa; ONL: capa nuclear externa; NBL: capa
neuroblastica. Escala: 50um.

En los animales albinos CD1 existe una variacion significativa en el nimero de células

inmunopositivas durante el desarrollo postnatal. Desde P5 hasta P8 se detecta un aumento del

numero total de células ganglionares fotosensibles (ANOVA, p<0,001). A partir de P8 se

alcanzan los valores detectados en el adulto (200-250 células/ muestra de retina) (Figura 34).
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Figura 34. Nimero de células
inmunopositivas durante el
desarrollo postnatal en la
retina albina. Se detecta un
incremento significativo en
el numero de células
melanopsinicas durante el
periodo postnatal temprano
(ANOVA, p<0,001).

significativo para ambos tipos celulares entre P5 y P8 (ANOVA, M1: p<0,05; M2: p<0,001)

(Figura 35). Al igual que en los ratones pigmentados, las células M2 son mds abundantes

(aproximadamente un 70% del total) que las M1 (30%) en todas las edades analizadas (P5:

p<0,05; P8: p<0,01; P11: 0,001; P21: p<0,001).
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Figura 35. Desarrollo postnatal
de las células M1 y M2 en la
retina albina. Bajo LO ambos
tipos celulares se comportan de
igual manera (ANOVA factorial,
p>0,05), tanto las células M1
como las M2 muestran un
incremento significativo entre
P5 y P8 (ANOVA, M1: p<0,05;
M2: p<0,001).
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2. Efecto de las condiciones luminicas sobre las células melanopsinicas

2.1. Efecto de las condiciones ambientales externas sobre el desarrollo postnatal de

las células melanopsinicas en la retina del ratéon pigmentado C3H

2.1.1. Luz continua: La LL parece provocar un retraso en la organizacion de los plexos
dendriticos de las células melanopsinicas. Los plexos de la capa plexiforme interna no son
detectados claramente hasta P11 (Figura 36). Sin embargo, a partir de esta edad no se

aprecian diferencias cualitativas respecto al grupo control (sometido a LO desde el

nacimiento).
[ e |
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Figura 36. Imagenes representativas de secciones de retina del raton C3H +/+ mantenido bajo LL.
A. En P5 se observan tanto somas como dendritas inmunopositivas, pero aun no se aprecian los
dos plexos caracteristicos de la IPL, estos no se detectan hasta P11 (B). GCL: capa de las células
ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; OPL: capa plexiforme externa;
ONL: capa nuclear externa; NBL: capa neuroblastica. Escala: 50um.

El nimero de células melanopsina-positivas oscila entre 215 y 250 por muestra de
retina. Al igual que en el grupo control (LO), no se observa variacién significativa en el numero
de células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal de la retina (ANOVA, p>0,05) (Figura
37). Ambos grupos (LL y LO) evolucionan de manera paralela (ANOVA factorial, p>0,05), no
mostrando diferencias significativas entre ellos en ninguna de las edades (t de Student, P1, P5,

P11y P21: p>0,05).
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Figura 37. Desarrollo postnatal
de las células melanopsinicas
bajo LL en la retina pigmentada.
No se observa una variacion en
el ndmero total de células
inmunopositivas  bajo  estas
condiciones luminicas (ANOVA,
p>0.05).

Las células M1 y M2 fueron también analizadas en las retinas de animales mantenidos

bajo LL desde el nacimiento (Figura 38). Las células M1 son aproximadamente un 30% del total

de células melanopsinicas y no existe variacién durante el desarrollo postnatal a partir de P5.

En este grupo, las células M2 son aproximadamente un 70% en todas las edades analizadas.

Por tanto, la iluminacion continua desde el nacimiento no parece afectar al nimero de células

que expresan la proteina melanopsina, aunque si parece provocar un leve retraso en el

establecimiento de los plexos dendriticos de las células ganglionares fotosensibles.
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2.1.2. Oscuridad continua: La formacion de los plexos en OO ocurre
aproximadamente en el mismo momento que en los animales sometidos a LO, en el dia
postnatal 5 ambos plexos son detectados. Sin embargo, desde P1, en OO se observa mayor
cantidad de dendritas inmunotefiidas que en el grupo control (Figura 39). Ademas, en este
grupo la tincion es de mayor intensidad tanto en somas como en dendritas y segmentos
proximales de los axones, reflejando asi la presencia de una mayor cantidad de melanopsina

en estas retinas.
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IPL : '
GCL
B
NBL
OV R e sl T o IR Figura 39. |Imdgenes representativas de
,_IPL T o 3 ALY el o " secciones de retina del ratén C3H mantenido
‘GCL 4 I 6 bajo O0. A. En P1 ya se observa una mayor
cantidad de inmunomarcaje en comparacion
con animales de la misma edad expuestos a LO o
C LL, pero aun no se han formado los dos plexos
ONL caracteristicos de la IPL. B. En P5 los plexos
OPL dendriticos estan practicamente formados. C. En
INL P11 se observan claramente los dos plexos
N - sy : dendriticos de la IPL. GCL: capa de las células
PL s ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL:

’ . : capa nuclear interna; OPL: capa nuclear externa;
GCL . o i ONL: capa nuclear externa; NBL: capa
neuroblastica. Escala: 50um.

El nimero total de células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal bajo OO
oscila entre 300y 450 células por muestra de retina (ANOVA, p>0,05) (Figura 40). Los animales
sometidos a estas condiciones muestran un mayor nimero de células inmunopositivas que el
control. Ambos grupos (OO y LO) difieren significativamente en P5, P11 y P21 (ANOVA, P5:
p<0,01; P11: p<0,05; P21: p<0,001), encontrandose en todos los casos un mayor numero de

células positivas en el grupo de OO. Tan sélo existe una edad donde no encontramos
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diferencias significativas (P1) en la que los animales C3H+/+ muestran valores similares en OO y

LO.
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Como hemos mencionado previamente, en los animales pigmentados mantenidos bajo

Figura 40. Efecto de la OO sobre el
numero de células melanopsinicas en el
ratén pigmentado. No se observa una
variacion significativa del nimero total
de  células melanopsina-positivas
durante el periodo postnatal (ANOVA,
p>0,05). Sin embargo, es destacable la
presencia de un mayor numero de
células inmunopositivas que en LO.

OO0 se aprecia un mayor numero de células melanopsinicas por muestra de retina. Sin

embargo, el porcentaje de células M1y M2 es el mismo que el observado previamente en LOy

LL (M1: 30%; M2: 70%) (Figura 41). En este grupo tampoco se observd una variacion de los

subtipos celulares durante el desarrollo. Por tanto, la OO parece provocar un aumento similar

de células M1 y M2 que expresan la proteina melanopsina.
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Figura 41. Efecto de la OO sobre las
células M1 y M2 en el raton C3H.
Bajo estas condiciones se detecta el
mismo porcentaje de células M1

“MZ o 30%) y M2 (70%) que los

observados en LO y LL. En este
grupo tampoco se detectd una
variacién de los subtipos celulares
durante el desarrollo.
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Las respuestas a las condiciones ambientales observadas en estos experimentos en los
ratones pigmentados tan solo pueden proceder de la respuesta intrinseca de las células
melanopsinicas, ya que los conos y bastones de la retina externa aun no son funcionales en
algunas de las edades estudiadas. Y de hecho, las conexiones con la retina externa aun no
estan establecidas tal y como hemos observado en secciones con doble inmunohistoquimica
con el suero anti-sinaptofisina (marca conexiones sindpticas) y el suero anti-melanopsina

(Figura 42).

Figura 42. Establecimiento de las conexiones sindpticas de la retina externa del ratén C3H+/+. La
melanopsina se detecta en rojo (Alexa 546) mientras que la sinaptofisina se observa en color verde
(Alexa 488). Los nucleos de todas las células estan marcados con DAPI (azul). A. P1. Se observa un soma
de una célula M1 y algunas ramificaciones dendriticas (asteriscos). Sin embargo, no se detecta marcaje
de sinaptofisina. B. P11. Se observan claramente los somas y plexos dendriticos de las células
melanopsinicas (rojo). En verde se detecta el inmunomarcaje de la sinaptofisina en la IPL y OPL,
indicando asi que las conexiones sinapticas entre la retina externa e interna estan ya establecidas. GCL:
capa de las células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; ONL: capa
plexiforme externa; OPL: capa nuclear externa; NBL: capa neurobl3astica. Escala: 50um.

2.2, Efecto de las condiciones ambientales externas sobre la retina albina

2.2.1. Luz continua: En la retina albina, bajo estas condiciones ambientales, es
caracteristica la baja inmunotincidn tanto de somas como de dendritas y segmentos axonales.
Se observan ambos plexos en la IPL, pero la red dendritica estd mucho menos desarrollada que

la observada bajo LO (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de LL sobre la retina del ratén
CD1. Tras mantener a los animales en estas
condiciones desde el nacimiento se detecta un
numero muy bajo de células melanopsinicas. En
esta imagen tan solo se puede observar una
!a célula M1B. Se pueden observar algunos
procesos dendriticos, la mayoria en el plexo OFF,
mientras que el plexo ON es practicamente
indetectable. GCL: capa de las células
ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL:

4 . capa nuclear interna; ONL: capa plexiforme
externa; OPL: capa nuclear externa. Escala:
= o 3
50um.

Bajo LL no se detectdé el incremento observado previamente en LO, el nimero de

células melanopsina positivas permanece entre 30 y 60 células por muestra de retina durante

todo el desarrollo postnatal (ANOVA, p>0,05) (Figura 44). Asimismo, tampoco se detectaron

cambios en el nimero de células M1 y M2 durante el periodo postnatal (ANOVA, p>0,05)

Igura . emas, e porcentaje e las celulas Yy (0] , (0] NnOo Se observa en
(Figura 45). Ademas, el je de las células M1y M2 (30% M1, 70% M2) b

estos animales expuestos a LL. El bajo nimero de células melanopsinicas y dendritas

observables parece indicar que la LL provoca una inhibicién de estas células fotosensibles de la

retina interna.
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Figura 44. NUumero total de células melanopsina-positivas bajo LL en la
retina albina. Cuando los animales son expuestos a estas condiciones
luminicas desde el nacimiento se aprecia un nUmero muy bajo de células
inmunopositivas que no varia durante el desarrollo.

No. células inmunopositivas /
muestra de retina
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Figura 45. Efecto de la LL sobre las células M1 y M2 en la retina albina.
Cuando los animales son expuestos a estas condiciones ambientales, no se
detectan cambios en ambos subtipos celulares durante el desarrollo
postnatal (ANOVA, p>0.05).

2.2.2. Oscuridad continua: En la retina albina, bajo OO, las dendritas de las células
melanopsinicas muestran una intensidad de marcaje cualitativamente mayor que la observada
en animales expuestos a LO desde el nacimiento (Figura 46). Dada esta mayor intensidad de
marcaje de las dendritas, los plexos de la IPL se vuelven mas visibles desde el desarrollo
postnatal temprano. Ambos plexos son diferenciables desde P5 (Figura 46A), al igual que

ocurria en los animales pigmentados mantenidos bajo estas mismas condiciones.
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Figura 46. Imagenes representativas de retinas albinas expuestas a OO. A. Cuando los animales albinos
son mantenidos bajo estas condiciones constantes, desde P5 se observa un aumento de la intensidad de
marcaje de los somas y dendritas, siendo a su vez los plexos de la IPL mas visibles. Asimismo, se detecta
también un incremento en el numero de células inmunopositivas. B. En P11, se observan claramente los
dos plexos dendriticos de la IPL. GCL: capa de las células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL:
capa nuclear interna; ONL: capa plexiforme externa; OPL: capa nuclear externa. Escala: 50um.
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Cuando los animales albinos son expuestos a OO desde el nacimiento, se observa un
incremento significativo del numero de células melanopsinicas en dos intervalos: entre P1y P5
(ANOVA, p<0,001) y entre P11 y P21 (ANOVA, p<0,05) (Figura 47). Como consecuencia, al final
del periodo postnatal (P21), los animales sometidos a OO muestran un numero
significativamente mayor que los mantenidos en LO (t de Student, p<0,05), excepto en P1

donde se observan valores similares entre ambos grupos.
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Figura 47. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas bajo OO en
la retina albina. En P1 se detecta un numero muy bajo de células
inmunopositivas. Sin embargo, a continuacién, se producen dos
incrementos significativos de células melanopsinicas (P1-P5 y P11-P21),
resultando en unos valores finales mayores que los observados en los
animales LO.

No. células inmunopositivas / muestra de retina
ul
o

Bajo OO se aprecia también un incremento en el nimero de células M1 y M2 al final
del desarrollo postnatal (P11-P21). En este momento, ambos subtipos celulares se comportan
de distinta manera (ANOVA factorial, p<0,01). En las células M2 se aprecia un incremento
significativo (ANOVA, p<0,01), mientras que el nimero de células M1 permanece constante
(ANOVA, p>0,05) (Figura 48). Al contrario que en LL, bajo OO se detecta un mayor niimero de
células inmunopositivas, asi como dendritas mas visibles. Estos resultados sugieren que la OO

durante el desarrollo postnatal provoca una estimulacién de las células melanopsinicas.
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Figura 48. Efecto de OO sobre las células M1 y M2 en la retina albina.
Durante el desarrollo postnatal de la retina albina bajo estas
condiciones ambientales se observa un incremento significativo del
numero de células M2 mientras que el de M1 permanece constante
desde P5. Entre P1 y P5 existe otro incremento aunque, en este no se
pueden analizar las dos subpoblaciones melanopsinicas, dada la
dificultad de identificacién de las mismas en P1.

Tal y como mencionamos previamente, en algunas de las edades analizadas los conos y
bastones no son aun funcionales y las conexiones con la retina externa no estan establecidas.
En P1 no se observa apenas inmunomarcaje mediante el uso del suero anti-sinaptofisina, tan
solo una leve tincidn de fibras en la zona superior de la capa neurobldstica (Figura 49A). Por el
contrario, en P11 se observa un marcaje muy claro de las capas plexiformes de la retina (IPL,
OPL), indicando que la via de transmisién de las sefiales de la retina externa a la interna son
funcionales (Figura 49B). En base a esto, todas estas respuestas en los animales albinos a las
distintas condiciones ambientales parecen proceder de la fotosensibilidad intrinseca de las

células melanopsinicas.
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Figura 49. Imagenes representativas de
retinas albinas inmunotefiidas con anti-
melanopsina y anti-sinaptofisina. A. En P1 no
se observa un marcaje claro de sinaptofisina
(verde, Alexa 488), excepto algunas fibras
aisladas en la zona superior de la NBL
(asteriscos). B. Por el contrario, en P11
observamos un  marcaje claro de
sinaptofisina (verde) en la OPL e INL.
Ademas, se observa una célula
inmunopositivas para la melanopsina (rojo,
Alexa 546). En ambas secciones, los nucleos
fueron marcados en azul con DAPI. GCL: capa
de las células ganglionares; IPL: capa
plexiforme interna; INL: capa nuclear
interna; ONL: capa plexiforme externa; OPL:
capa nuclear externa; NBL: capa
neuroblastica. Escala: 50um.

2.3. Exposicidn a LL seguido de LO

Para examinar cémo el sistema melanopsinico podria ser restaurado después de haber
sido inhibido por la LL, los animales fueron mantenidos bajo LL desde el dia del nacimiento
hasta P11 (cuando conos y bastones comienzan a ser funcionales) seguido de 3, 5, 10 y 28

ciclos de LO.

Tras mantener a los animales 11 dias en LL seguido de 3 ciclos en LO, se aprecia un
incremento significativo del nimero de células inmunopositivas (ANOVA, p<0,001) (Figura 50).
Tras 5 ciclos de LO se observa un aumento atn mayor del nimero de células inmunopositivas
en la retina (ANOVA, p<0,001), lo cual sugiere que este aumento es dependiente del tiempo.
Tras 10 ciclos de LO se detuvo el incremento del numero de células melanopsinicas (ANOVA,
p>0,05) y, finalmente, tras 28 ciclos de LO el numero de células inmunopositivas disminuyd
(ANOVA, p<0,001), mostrando unos valores comparables con los observados en los animales

sometidos a condiciones control LO (t de Student, p>0,05).
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Figura 50. Recuperacién de las células melanopsinicas tras ser inhibidas por la
LL en la retina albina. Un incremento significativo en el nimero de células
inmunopositivas es detectado tras 3 y 5 ciclos de LO (ANOVA, p<0,001). Sin
embargo, tras 28 ciclos se produce una disminucién de células melanopsina-
positivas (ANOVA, p<0,001).

Tras la aplicacién de los ciclos de LO las dendritas también muestran un mayor
inmunomarcaje, siendo mas visibles en la IPL. Tras 5 dias en LO, los procesos dendriticos que
se observan son comparables a los detectados previamente en el grupo OO. Sin embargo, tras
28 ciclos de luz-oscuridad, el inmunomarcaje de las dendritas es similar al observado en los

animales mantenidos en condiciones control desde el nacimiento (Figura 51).

OPL A
B
ONL ONL
0 12 : OPL
e
GCL . e
I
ONL & . , . .
Figura 51. Imdagenes representativas de retinas
OPL albinas tras el tratamiento luminico de LO. A. Los
animales albinos mantenidos en LL desde el
INL nacimiento, muestran una baja intensidad de
: marcaje de dendritas, somas y axones (P11). Sin
IPL ; embargo, tras 5 ciclos de LO se observa un
GCL “ g aumento del nimero de somas inmunopositivos

para la melanopsina asi como una mayor
== cantidad de dendritas e intensidad de marcaje de
las mismas (B). Tras 28 ciclos de LO, el nimero de células melanopsinicas asi como la intensidad de
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marcaje de las dendritas es similar al observado en los animales control mantenidos en LO desde el
nacimiento (C). GCL: capa de las células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear
interna; OPL: capa nuclear externa; ONL: capa plexiforme externa. Escala: 50um.

En base a los resultados anteriores podemos sugerir que los cambios inducidos por la
LL en el sistema melanopsinico durante el periodo postnatal son reversibles. Asumiendo que
los conos y bastones no son completamente funcionales en el dia postnatal 11, nuestro
proximo experimento pretende examinar la recuperacién del sistema melanopsinico
independientemente de las sefiales de conos y bastones. Con este fin, los animales fueron
expuestos desde el dia del nacimiento hasta P8 a condiciones de LL y a continuacion,
estuvieron sometidos a 3 ciclos de LO. Tras este tratamiento, se observd un incremento del
numero de células inmunopositivas en la retina (t de Student, p<0,001) (Figura 52). Durante
este periodo las células melanopsinicas son los Unicos fotorreceptores funcionales de la retina,
lo que parece indicar que estas células fotosensibles son capaces de responder a las
condiciones ambientales en ausencia de conos y bastones. Sin embargo, el incremento
detectado tras 8d LL + 3 ciclos LO es menor que el observado tras 11d LL + 3 ciclos LO (t de
Student, p<0,01), lo que parece indicar que la recuperaciéon del sistema es mas rapida cuando

los conos y bastones son funcionales.
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Figura 52. Restauracidén del sistema melanopsinico tras la inhibicidn
por LL en ausencia de la sefial de conos y bastones en el ratén CD1.
Tras 3 ciclos de LO se observa un incremento significativo en el nimero
de células melanopsinicas (t de Student, p<0,001).
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Las células M1 y M2 fueron también analizadas durante la recuperacion del sistema
melanopsinico. Tras 11 dias en LLy 3, 5, 10 y 28 ciclos de LO se observa que ambos subtipos
celulares se comportan de igual manera (ANOVA factorial, p>0,05). Tanto las células M1 como
las M2 muestran un incremento gradual hasta 11dLL + 5 ciclos LO (ANOVA, p<0,001) (Figura
53). Después de este incremento se produce un descenso significativo en ambos tipos
celulares (ANOVA, p<0,001). Tras 11d LL + 28d LO no se observan diferencias entre los
animales de este grupo y los animales control (t de Student, p>0,05). Las células M1 y M2
fueron también analizadas tras 8dLL + 3dLO mostrando un incremento similar de ambos tipos

celulares (t de Student, p>0,05).
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Figura 53. Recuperacién de las células M1 y M2 tras ser inhibidas por LL en el
ratén CD1. Ambos tipos celulares muestran un incremento significativo tras 3
y 5 ciclos de LO (ANOVA, p<0,001). Tras 28 ciclos de LO se observa una
disminucion de ambos subtipos (ANOVA, p<0,001), igualando los valores
previamente observados en los animales control (t de Student, p>0,05).

2.4. Exposicidn de los ratones albinos a OO0 seguido de LL

Los ratones albinos sometidos a condiciones de OO muestran en P5 un alto nimero de
células inmunopositivas. Para conocer el efecto de la LL sobre un sistema melanopsinico
parcialmente desarrollado los animales fueron mantenidos en OO hasta P5 y luego expuestos a
3, 6 y 16 ciclos de LL. Sorprendentemente, tras 16 ciclos de LL no se observa disminucién del

numero de células melanopsina-positivas por muestra de retina (ANOVA, p>0,05) (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de la LL sobre la retina albina
parcialmente desarrollada. No se observa una
disminucion del numero de células
inmunopositivas por muestra de retina tras el
tratamiento (ANOVA, p>0,05). GCL: capa de las
células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna;
INL: capa nuclear interna; OPL: capa nuclear
externa; ONL: capa plexiforme externa; NBL: capa
neuroblastica. Escala: 50um.

Sin embargo, a pesar de que no se aprecia una disminucidn de las células

melanopsinicas, se produce una pérdida progresiva de la intensidad de la tincidn, de modo que

tras 16 ciclos de LL los somas poseen una baja inmunotincion y las dendritas no son apenas

visibles (Figura 55).
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Figura 55. Efecto de la LL sobre las
células melanopsinicas en una
retina albina parcialmente
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desarrollada. A. Cuando los
animales albinos son mantenidos
bajo OO desde el nacimiento se
observa un claro inmunomarcaje
1 de las células melanopsinicas. B.
Tras la aplicacion de LL durante 3/6
ciclos se observa una pérdida
i progresiva de la inmunotincién
tanto en somas como dendritas. C.
Tras 16 ciclos de LL tan solo los
| somas son distinguibles. Los plexos
dendriticos no se observan, y por
tanto, las células M1 y M2 no se
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Las células M1 y M2 fueron también analizadas tras 5d OO y 3/6 dias bajo LL. Ambos
subtipos se comportan de igual manera tras el tratamiento luminico (ANOVA factorial, p>0,05)
y no se detectaron cambios en la proporcion de ambos subtipos (ANOVA, p>0,05) (Figura 56).
Las células M1 y M2 no fueron analizadas tras 5d OO y 16d LL debido a la ausencia de
dendritas inmunotenidas, lo que impide la clasificacion morfoldgica de las células

melanopsinicas.
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Figura 56. Efecto de la LL sobre

el ndmero de células
melanopsinicas en la retina
parcialmente desarrollada del
raton CD1. No se detectan
cambios en la proporcion de las
células M1 y M2 tras el
tratamiento luminico (ANOVA,
p>0,05).
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Dados estos resultados podemos sugerir que la LL no provoca cambios en el nUmero
de células en un sistema melanopsinico parcialmente desarrollado. Para confirmar estos datos,
se analizaron retinas de ratén CD1 adulto que fueron sometidos a LL durante 5 dias. Tras este
tratamiento luminico, no se detectd disminucidn significativa del numero de células

inmunopositivas en la retina (t de Student, p>0,05) (Figura 57).
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3. Oscilacion diaria de las células melanopsinicas en la retina de raton

3.1. Oscilacidon diaria del nimero de células melanopsinicas en la retina de ratén

pigmentado

En las retinas del ratén pigmentado C3H bajo condiciones de LO se observa una
variacion del numero total de células que expresan la melanopsina (ANOVA, p<0,001) (Figura
58). El nimero mas elevado de células se detecta una hora antes de que la luz se encienda
(2T23), mientras que los valores mas bajos son observados 3 horas después de que se
encienda la luz (ZT3). Tras esta disminucién, existe un pequefio incremento, aunque no
significativo, del numero de células inmunopositivas que se mantiene durante el resto de la
fase luminica y el comienzo de la fase de oscuridad. El incremento del nimero de células
melanopsinicas tiene lugar al final de la fase de oscuridad (ANOVA, p<0,05). En ZT23 también
se aprecia una mayor cantidad de dendritas inmunotefidas, asi como una mayor intensidad de

tincién de las mismas y de los somas (Figura 59).
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Figura 58. Numero de células inmunopositivas durante el ciclo LO en el ratén
C3H +/+. Existe una oscilacion diaria significativa (ANOVA, p<0,001), con una
disminucion en el nimero de células melanopsina-positivas al comienzo de la
fase luminica (p<0,001) y un incremento de las mismas al final de la fase de
oscuridad (p<0,05).
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Figura 59. Imagenes representativas de retinas durante el ciclo de LO en la retina del ratdn
pigmentado C3H +/+. A. ZT23. Noétese que ademdas de existir un mayor nimero de células
melanopsinicas, se aprecian gran cantidad de dendritas inmunopositivas. B. ZT3. Tres horas
después del comienzo de la fase luminica del ciclo LO, se produce una disminucion de las células
melanopsina-positivas. Ademas, se observa una menor cantidad de dendritas inmunopositivas. En
este punto horario, tanto somas como dendritas muestran una intensidad de marcaje mas leve que
la observada en ZT23.

La variacion diaria de las células M1 y M2 fue también analizada. EIl ANOVA factorial
revela una interaccion entre el subtipo celular y punto horario (p<0,001), lo que indica que las
oscilaciones diarias de ambos tipos celulares son significativamente diferentes (Figura 60). La
disminucién de las células M1 es mas pronunciada (ANOVA, p<0,001) que la de las células M2
(ANOVA, p<0,01) tras el comienzo de la fase luminica. Ademads, la proporciéon entre ambos

subtipos cambia durante el ciclo diario: en ZT3 las células M2 son mucho mas abundantes que

las M1, mientras que en ZT18 es al contrario.
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Figura 60. Oscilacion diaria de las células M1 y M2 en el ratén C3H+/+.
Ambos subtipos celulares muestran una variacién diaria bajo LO (ANOVA,
M1: p<0,001; M2: p<0,01). Al principio de la fase de luz se produce un
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descenso en el numero de células inmunopositivas, el cual es de mayor
intensidad en las células M1. Al final de la fase oscura tiene lugar el
incremento de las células melanopsinicas (ANOVA, M1, M2 p<0,01). La
proporcion de células M1 y M2 varia durante el ciclo diario (t de Student,
ZT3: p<0,001; ZT18: p<0,01).

3.2. Oscilacion diaria de las células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal

Tras observar la existencia de una oscilacién diaria en el nimero de células
melanopsinicas en adultos, se realizd un estudio con el fin de observar el establecimiento de la
misma durante el desarrollo postnatal. En P5 existe una oscilacidn significativa del nimero de
células melanopsinicas entre ZT23 y ZT3 (p<0,01) (Figura 61). Sin embargo, esta variacién no
esta tan marcada como la detectada en los animales adultos. Ademas, a pesar de que existen
cambios diarios en el nimero de células, no se aprecian diferencias en la cantidad de dendritas
positivas o en la intensidad del inmunomarcaje (Figura 62). En el dia postnatal 1 no se aprecian

diferencias significativas entre ZT3 y ZT23 (p>0,05) (Figura 61).
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Figura 61. Establecimiento de la oscilacion diaria de las células
melanopsinicas durante el desarrollo postnatal en la retina pigmentada. En
P5 se observan diferencias significativas en el numero de células
inmunopositivas entre ZT23 y ZT3 (t de Student, p<0,01). Por el contrario, en
P1 no se aprecia una variacién significativa entre ambos puntos (t de
Student, p>0,05).
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Figura 62. Imdgenes representativas de retinas en P5 en distintos puntos horarios en el ratdn
pigmentado. No se aprecian diferencias significativas en el marcaje en los puntos analizados del ciclo
diario en P5 (A: ZT23; B: ZT3).

Cuando analizamos los distintos subtipos celulares durante el desarrollo postnatal
temprano, en P5 las células M1 presentan una oscilacion diaria (t de Student, p<0,001), la cual
es paralela, aunque de menor intensidad, a la observada en adultos (Figura 63). Por el
contrario, en las células M2 no se observa ningln cambio entre estos puntos horarios (t de

Student, p>0,05).
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Figura 63. Oscilacion diaria de las células M1 y M2 durante el
desarrollo postnatal en la retina pigmentada. Las células M1 sufren
una disminucion entre ZT23 y ZT3 (t de Student, p<0,001), mientras
gue en las células M2 no se detecta ninguna oscilacién.

3.3. Efecto de las condiciones de OO sobre la oscilacion diario en el nimero de células

que expresan melanopsina

Con el objeto de determinar si la oscilaciéon diaria de las células melanopsinicas esta

sujeta a una regulacidon enddgena o simplemente es una respuesta directa a los cambios de LO,
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los ratones C3H fueron mantenidos bajo condiciones de OO durante 6 dias. Bajo estas
condiciones constantes, las diferencias entre el valor mas alto (CT23) y mas bajo (CT3)
desaparecen (ANOVA, p>0,05), por lo que no se detecta ningun ritmo (Figura 64), lo cual
sugiere que no se trata de una regulacién enddgena. Durante el ciclo subjetivo se observa una
media de 430 células por muestra de retina. La inmunoreactividad de las muestras es similar a
la observada durante el desarrollo postnatal bajo OO, no mostrando diferencias cualitativas en

la intensidad de marcaje en las muestras estudiadas (Figura 65).
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Figura 64. Numero de células melanopsinicas en la retina pigmentada bajo OO
a lo largo de un periodo de 24 horas. No se observa una oscilacion significativa
del nimero de células inmunopositivas (ANOVA, p>0,05).
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Figura 65. Imagenes representativas de retinas C3H adultas tras 6 ciclos en OO. Tras este tratamiento
luminico, no se observan diferencias en el inmunomarcaje entre CT23 (A) y CT3 (B).

Cuando las células M1 y M2 se estudian por separado bajo condiciones de OO, la
proporcién entre ambos subtipos cambia respecto a la observada previamente en LO. En todos
los puntos circadianos estudiados las células M1 muestran valores mas altos que las M2 (t de
Student, CT23: p<0,01; CT3: p<0,05, CT8: p<0,001; CT13: p<0,01; CT18: p<0,01) (Figura 66). Las

células M1 muestran valores constantes durante todo el ciclo subjetivo (ANOVA; p>0,05), de
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modo que no existe una variacion circadiana de este subtipo celular. Sin embargo, las células
M2 muestran una oscilacion diaria (ANOVA, p<0,01) con una pequefia, pero significativa,

disminucién al final de la noche subjetiva entre CT18 y CT23 (p<05).
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Figura 66. Oscilacidn circadiana de las células M1 y M2 bajo OO en la
retina pigmentada. Mientras que en el nimero de células M1 no se
detecta una oscilacion significativa bajo OO, las células M2 si muestran
una oscilacion (ANOVA, p<0,01).

Sabemos que bajo condiciones de OO se produce la pérdida de la oscilacién diaria
presente en LO en la retina pigmentada, épero cdmo evoluciona esta pérdida?. Tal y como
habiamos descrito previamente, bajo LO existe una disminucidn altamente significativa en el
numero de células inmunopositivas entre ZT23 y ZT3. Esta oscilacién diaria desaparece tras
mantener a los animales 3 ciclos en OO (t de Student, p>0,05) (Figura 67) debido a una
disminucién del numero de células inmunopositivas en CT23 (t de Student, p<0,001). Cuando
los animales son sometidos a 6 ciclos de OO, ademas de la disminucién del nimero de células
inmunopositivas en CT23, se produce un aumento del nimero de células melanopsina-

positivas por muestra de retina en CT3 (t de Student, p<0,05).
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Figura 67. Evolucién del efecto de OO sobre el nimero de células
melanopsina-positivas en el ratén C3H +/+. Tras 3 ciclos de OO se
produce una disminucién significativa del numero de células
inmunopositivas en CT23 (t de Student, p<0,001), y tras 3 ciclos mas
bajo OO se produce un aumento del nimero de células melanopsinicas
en CT3 (p<0,05).

3.4. Ritmo diario de las células melanopsinicas en la retina albina

La variacion diaria del numero total de células melanopsinicas fue también analizada
en la retina de los animales albinos CD1. Sorprendentemente, en esta cepa de ratén no se
observa una oscilacidn diaria en el nimero total de células inmunopositivas (ANOVA, p>0,05)
(Figura 68). Sin embargo, el test ANOVA factorial detecta una interaccién entre tipo celular y
punto horario (ANOVA, factorial, p<0,001), lo que indica que cada subtipo celular se comporta
de manera distinta a lo largo del ciclo LO. Cuando las células M1 son estudiadas por separado
se observa una oscilacion diaria significativa (ANOVA, p<0,001) (Figura 69). Tras el encendido
de la luz se observa una disminucién del nimero de células M1 (p<0,001), y al final de la fase
luminica tiene lugar un incremento de este subtipo celular (p<0,05), que se mantiene durante
la fase de oscuridad. Las células M2 también muestran una oscilacion diaria (ANOVA, p<0,05)
(Figura 69), se aprecia una disminucion leve, pero prolongada, en el nimero de células
melanopsina-positivas entre ZT3 y ZT18. Posteriormente, entre ZT23 y ZT3 se produce un
incremento, aunque no significativo, del nimero de células inmunopositivas. Es destacable
que las oscilaciones de ambos subtipos son opuestas y esta es la razén por la cual no se

detecta un ritmo diario en el nimero total de células melanopsina-positivas en la retina.
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Figura 68. Oscilacidn diaria de las células melanopsinicas en la retina albina. No se
detectaron diferencias significativas en el numero total de células
inmunopositivas durante el ciclo de LO (ANOVA, p>0,05).
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Figura 69. Variacion diaria de las células M1 y M2 en la retina albina. Ambos
subtipos celulares muestran una oscilacion diaria (ANOVA, M1, p<0,001; células
M2, p<0,05). Es destacable que ambos subtipos muestran un comportamiento
opuesto entre ZT23 y ZT8.

3.5. Oscilacion del mRNA de la melanopsina en la retina

Hasta el momento sabemos que bajo condiciones de LO en el ratén pigmentado C3H
existe una oscilacion diaria en el nimero de células melanopsina-positivas. Tras el comienzo de
la fase luminica se produce una disminucion significativa del numero de células

inmunopositivas y al final de la fase de oscuridad tiene lugar un incremento hasta alcanzar los
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valores maximos detectados por seccién de retina. Las células M1 y M2 también muestran una
oscilacion diaria. Por el contrario, en los ratones albinos no se detecta una oscilacién diaria en
el nimero total de células, pero si en las células M1 y M2. Dados estos resultados, nos hemos

propuesto analizar el ritmo diario del RNA mensajero de la melanopsina.

En la retina de ratén se detectan dos isoformas de la melanopsina: isoforma L y la
isoforma S. Ambas isoformas se producen a partir de un Unico gen por splicing alternativo,
estas comparten parte de la secuencia en el extremo amino-terminal y difieren en el extremo
carboxilo-terminal. Como breve recordatorio, indicaremos que la isoforma L se encuentra en
ambos subtipos celulares (M1 y M2), mientras que la isoforma S se localiza exclusivamente en
las células M1. En este experimento se utilizaron cebadores contra la secuencia comuin de
ambas isoformas, para asi obtener una medida de la cantidad total de mRNA de la

melanopsina. También se utilizaron cebadores contra las isoformas Ly S.

3.5.1. mRNA de la melanopsina en la retina pigmentada: Tras analizar el mRNA total
de la melanopsina en la retina pigmentada no se detectd una variacion diaria (ANOVA, p>0,05)
(Figura 70). Tampoco se observé oscilacién del mRNA de las isoformas L y S (ANOVA, p>0,05)
(Figura 71). No obstante, es importante destacar que la isoforma S es 7 veces mas abundante
que la isoforma L a lo largo del ciclo LO. Estos datos, junto con la desaparicidén de la oscilacion
diaria tras someter a los animales a OO, sugieren que la variacién en el nimero de células

melanopsina-positivas en la retina del ratdn pigmentado ocurre a nivel post-transcripcional.
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Figura 71. Oscilaciéon diaria del mRNA de las isoformas L y S de la
melanopsina. No se aprecian diferencias significativas durante el ciclo LO
(ANOVA, isoforma L: p>0,05; isoforma S: p>0,05). Es destacable que el
mRNA de la isoforma S es aproximadamente 7 veces mas abundante que el
de la L, esta proporcién se mantiene constante durante todo el ciclo diario.

3.5.2. mRNA de la melanopsina en la retina albina: La oscilacién diaria del mRNA de
la melanopsina fue también analizado en los ratones albinos. Sorprendentemente, al analizar
el mRNA total de la melanopsina se observa una variacién con un pico maximo de expresion
tras el comienzo de la fase de oscuridad (ANOVA, p<0,001) (Figura 72). Sin embargo, cuando
analizamos el ritmo diario de las isoformas L y S no se detectd ninguna oscilacidn (Figura 73).

En los animales albinos también se puede observar una mayor expresion de la isoforma S.
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Figura 72. Oscilaciéon diaria del mRNA total de la melanopsina en el ratén
CD1 adulto. Tras el comienzo de la fase oscura se aprecia un incremento
significativo de la expresidén relativa total de la melanopsina (ANOVA,
p<0,001).
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Figura 73. Ritmo diario del mRNA de las isoformas L y S de la melanopsina
en la retina albina. Ninguna de las isoformas muestra un ritmo diario
significativo (ANOVA, isoforma S: p>0,05; isoforma L: p>0,05). Los ratones
albinos también muestran una mayor expresidon de la isoforma S de la
melanopsina.

Es importante resaltar que en los animales C3H existe una mayor cantidad del mRNA
total que en las retinas albinas, el test t de Student muestra diferencias significativas en todos
los puntos (t de Student, ZT3: p<0,001; ZT8: p<0,001; ZT13: p<0,05; ZT18: p<0,05; ZT23:
p<0,01). Para conocer a qué se deben estas diferencias se compararon las isoformas Ly S entre
los ratones C3H y CD1. Cuando se analiza la isoforma L no se detectan diferencias entre ambas
cepas en ningun punto horario (t de Student, p>0,05). Sin embargo, cuando estudiamos la
isoforma S se aprecia una mayor expresion en los animales pigmentados (t de Student, ZT3
p<0,05 y ZT23: p<0,05). Por lo cual, las diferencias en cuanto a la expresion de la melanopsina
en ambas cepas parecen deberse a una baja cantidad de la isoforma S en la retina albina. Estos
datos apoyan los resultados observados previamente en el numero total de células
melanopsinicas, donde los ratones pigmentados mostraban valores mas altos por muestra de

retina en algunos puntos horarios.

3.6.  Andlisis de otros genes ritmicos en la retina

Dadas las grandes diferencias acerca de la oscilaciéon diaria de la melanopsina
observadas entre los ratones pigmentados C3H y los albinos CD1, decidimos ampliar nuestro
trabajo analizando mediante RT-PCR otros genes de la retina, con el fin de observar similitudes

o diferencias entre ambas cepas.
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3.6.1.

c-Fos: El RNAm de c-Fos muestra una oscilacién diaria en ambas cepas

(ANOVA, p<0.05) con un maximo de expresion justo después del comienzo de la noche, y

valores mas bajos durante el segunda parte de la fase oscura y durante toda la fase luminica

del ciclo LO (Figura 74).
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Figura 74. Ritmo diario
del mRNA de c-Fos.
Ambas cepas muestran
una oscilacién diaria en
la expresién relativa de
c-Fos (ANOVA, C3H:
p<0,05; CD1: p<0,05).

3.6.2. Per2: El andlisis de la expresion de este gen reloj en la retina del ratdn

pigmentado C3H muestra una oscilacion diaria con un mdéximo de expresioén al final de la fase

luminica y comienzo de la fase de oscuridad (ANOVA, p<0.05) (Figura 75). Por el contrario, en

la retina albina, a pesar de que se aprecia un incremento de la expresion de Per2 durante el

comienzo de la fase de oscuridad este no es significativo (ANOVA, p>0.05) (Figura 75). Nétese

que los valores en la cepa pigmentada son significativamente mas elevados que los detectados

en la retina albina (t de Student, ZT23: p<0,05; ZT3: p<0.001; ZT8: p<0.05; ZT13: p>0,05; ZT18:

p<0,05).
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Figura 75. Oscilacién diaria
del mRNA de Per2. Tras el
comienzo de la fase oscura
se aprecia un incremento
significativo de la expresion
relativa en la cepa C3H
(ANOVA, p<0,05). En Ia
cepa albina se observa un
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no significativo (ANOVA,
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3.6.3. Opsina de bastones: Esta opsina fue también analizada en ambas cepas de
ratdn. Cuando se analizo el ritmo diario de la opsina de bastones en la retina pigmentada no se
aprecio una variacién diaria del RNAm (ANOVA, p>0.05) (Figura 76). Sin embargo, si se observa
una clara oscilaciéon diaria en la cepa albina CD1, con un incremento significativo de expresion
en la primera mitad de la fase oscura (ANOVA, p<0.01) (Figura 76). Noétese la diferencia de
expresion entre ambas cepas de ratdn, resultado en unos valores significativamente mas
elevados en la retina pigmentada en todos los puntos horarios analizados (t de Student, ZT23:

p<0,001; ZT3: p<0,001; ZT8: p<0,001; ZT13: p<0,01; ZT18: p<0,05).
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Figura 76. Oscilacion diaria del mRNA de la opsina de bastones. No se
aprecian diferencias significativas durante el ciclo LO en la cepa C3H
(ANOVA, p>0,05). En la retina albina tras el comienzo de la fase oscura se
aprecia un incremento significativo de la expresion de la rhosopsina
(ANOVA, p<0,01).
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La fotosincronizacién, un episodio clave para la comprension del sistema de
fotorrecepcion circadiana, es mediada por las células ganglionares melanopsinicas y tiene lugar
en las interfases entre los periodos de luz y de oscuridad del ciclo diario (es decir, al amanecer
y al ocaso). Es de esperar, por tanto, que la funcionalidad del sistema fotorreceptor basado en
estas células presente algun tipo de oscilacidn a lo largo del ciclo diario, un aspecto que aun ha
sido muy poco estudiado hasta la fecha. A pesar de que cada vez son mas los estudios sobre
este sistema fotorreceptor retiniano, poco se sabe sobre su desarrollo o sobre la influencia que
las condiciones externas de iluminacién puedan ejercer sobre el mismo en los estadios
perinatales. Estos y otros aspectos serdn discutidos en los siguientes capitulos de la presente

tesis.

1. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas

Clasicamente, se pensaba que las crias de mamiferos se sincronizaban con las
condiciones externas a través de la melatonina presente en la leche materna (Naitoh y cols.,
1998; Rowe y cols., 2002), ya que la maduracién funcional y anatdmica de conos y bastones,
Unicos fotorreceptores retinianos conocidos hasta hace unas dos décadas, no tiene lugar hasta
aproximadamente el dia 10 del periodo postnatal. Un desarrollo similar era también esperable
en la visidn no formadora de imagenes, en la cual las células melanopsinicas ejercen un papel
esencial. No obstante, son muchas las evidencias que sugieren que las células de la retina que
expresan el fotopigmento melanopsina son funcionales desde el periodo postnatal temprano,
y que este sistema fotorreceptor precede al sistema formador de imagenes. En la retina del
ratdn se han descrito células que expresan la proteina melanopsina desde el dia del
nacimiento (Sekaran y cols., 2005). De hecho, estas células ya son capaces de responder a la
estimulacién luminica desde PO, en un momento en el que se asumia que no existia ningln
tipo de deteccidon luminica funcional (Sekaran y cols., 2005; Tu y cols., 2005). EI RHT de
roedores es detectable desde PO (Speh y Moore, 1993; Leard y cols., 1994; Weaver y Reppert,
1995; Hannibal y Fahrenkrug, 2004b) y, ademads, se ha demostrado que el SCN ya es capaz de
responder en PO-1 (Lupi y cols., 2006) o en P4 (Mufioz-Llamosas y cols., 2000) con una
intensidad luminica suficiente, lo que indica que las conexiones entre la retina y el mismo son

ya funcionales desde el nacimiento.

En los mamiferos, la retina se desarrolla a partir de una evaginacién e invaginacién del
diencéfalo. Durante la formacién de la retina tienen lugar procesos de proliferacion,

diferenciacion y muerte celular por apoptosis (muerte celular programada). Las sefiales de
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supervivencia no son Unicamente factores neurotréficos, sino también neurotransmisores
liberados por los terminales aferentes, asi como la actividad eléctrica entre axones vecinos. En

el proceso de formacién de la retina se identifican tres olas significativas de muerte celular:

e La primera ola de muerte celular, muerte celular morfogénica, tiene lugar durante el
desarrollo embrionario temprano (E10,5-E12,5) que parece estar implicada en el
esculpido de la retina y la facilitacion de la salida de las fibras dpticas (Valenciano y cols.,
2008).

¢ La muerte celular temprana ocurre durante la génesis de las células ganglionares (E15,5-
E17,5), que son el primer tipo celular en diferenciarse en la retina. (Valenciano y cols.,
2008).

e latercera ola de muerte celular, la muerte celular neurotréfica, es dependiente del éxito
qgue tengan las neuronas en la competicidn por los factores neurotréficos secretados por
las células diana. Se ha descrito este tipo de muerte en células ganglionares durante las
sinaptogénesis intrarretiniana (E18-P12) y extrarretiniana (P13-P21) (Valenciano y cols.,
2008). Se trata del proceso de seleccion de mayor calibre durante el desarrollo de la
retina, de hecho, en el ratén C3H/He se pierden aproximadamente un 70% de las células

ganglionares entre PO y el adulto (Strom y Williams, 1998).

1.1. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en la retina pigmentada

En mamiferos, las células ganglionares de la retina sufren profundos cambios durante
el desarrollo postnatal. Es de suponer que las células melanopsinicas estén también expuestas
a estos procesos de seleccidn celular previamente descritos. Sin embargo, nuestros datos en la
cepa C3H +/+ aportan una sdlida evidencia de que las células ganglionares que expresan el
fotopigmento melanopsina no se ven afectadas por la muerte celular neurotroéfica. En estudios
previos, se ha descrito una disminucién de la densidad de las células melanopsinicas en la
retina de ratdon a lo largo del desarrollo postnatal (Sekaran y cols., 2005; Ruggiero y cols.,
2009), sugiriéndose en ambos trabajos que esta disminucidn en la densidad celular se debe a
la muerte de dichas células. No obstante, en ninguno de estos estudios se tuvo en cuenta que
el drea retiniana sufre un considerable aumento durante el desarrollo, por lo que no se deben
tomar densidades como valores absolutos. En nuestros resultados, que se obtuvieron de
muestras de retina procedentes de la misma cepa de ratén que la estudiada por Sekaran y

cols. (2005), no se observa una disminucion del nimero total de células melanopsinicas
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durante el periodo postnatal tanto en secciones de retina como en retinas enteras. Sin
embargo, en nuestro trabajo también observamos la misma disminucién en densidad de
células melanopsinicas durante el desarrollo, pero esta es proporcional al incremento en el
area retiniana que tiene lugar durante este periodo. Por ello, dado que no se observa una
disminucién del nimero total de células melanopsinicas desde P1 hasta P21, parece que
durante el desarrollo postnatal se produce una reorganizacion espacial de estas células mas

gue una muerte celular de las mismas.

Sekaran y cols (2005), administrando carbenoxolona para bloquear las uniones gap
entre células vecinas, demostraron también una disminucién de la densidad de células
ganglionares fotosensibles durante el desarrollo postnatal, en particular entre PO y P4. Sin
embargo, teniendo en cuenta el estudio de Tu y cols. (2005), los datos obtenidos mediante
esta técnica entre PO y P1 no son totalmente validos, ya que justamente en ese periodo altas
dosis de carbenoxolona no son capaces de bloquear las uniones gap entre células vecinas. Por
tanto, la disminucién del nimero de células que responden a la luz detectada por Sekaran y

cols. (2005) entre PO y P4 podria ser en parte un artefacto.

Todos estos datos parecen indicar que las células que expresan la proteina
melanopsina en la retina de ratén no se ven sujetas a muerte celular programada durante el
desarrollo postnatal. Es por ello que la seleccidon neurotréfica de dichas células, si en efecto
ocurre, podria tener lugar en un periodo mas temprano que el del resto de células

ganglionares, en principio no implicadas en la visién no formadora de imagenes.

En la presente tesis también hemos estudiado en el periodo postnatal las
subpoblaciones de las células melanopsinicas. Las células que expresan la melanopsina han
sido y siguen siendo dificiles de clasificar. En funcién de la arborizacion de sus procesos
dendriticos se pudieron identificar los dos subtipos principales descritos anteriormente, M1y
M2, que muestran diferencias tanto en cuanto a las respuestas fisioldgicas (Schmidt y Kofuiji,
2009), como a las proyecciones cerebrales (Baver y cols., 2008). Se ha descrito también un
tercer subtipo, las células M3, con dendritas en ambos plexos, ON y OFF, (Viney y cols., 2007;
Schmidt y cols., 2008) y que otros autores consideran células M1 andémalas (Berson y cols.,
2010). No obstante, en nuestro caso, tan solo se han tenido en cuenta los subtipos M1y M2,
ya que aunque si se observaron ocasionalmente células M3 en nuestras muestras, resultan

dificiles de identificar, particularmente en secciones.
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Durante el desarrollo postnatal en la retina del ratén pigmentado C3H hemos
detectado un porcentaje constante de cada tipo celular desde P5 en adelante (22% células M1,
78% células M2), lo que apoya la idea general de que este sistema es funcional desde un
periodo muy temprano del desarrollo. Son varios los estudios en los que se ha analizado la
proporcién de los distintos subtipos celulares en la retina de ratén (Hattar y cols., 2006; Viney
y cols., 2007; Baver y cols., 2008; Schmidt y cols., 2008), si bien existe una elevada discrepancia
acerca de la proporcion entre las dos subpoblaciones. Estas diferencias pueden deberse al uso
de distintas cepas de ratdén, asi como a las distintas técnicas de estudio utilizadas. No obstante,
tal y como se ha descrito en nuestros resultados, en nuestro trabajo hemos observado una
variacion diaria en el numero de células M1y M2 a lo largo del ciclo diario de luz-oscuridad, lo
que podria explicar las diferencias detectadas entre los distintos trabajos publicados, si en los

mismos no se tuvo en cuenta la hora del dia en la que se tomaron las muestras.

Por otra parte, en el presente estudio también se observaron diferencias en la
intensidad de inmunomarcaje entre las células M1 y M2: la mayoria de las células M1
muestran una fuerte intensidad de marcaje, mientras que las células M2 estan, por lo general,
débilmente marcadas. Otros autores, utilizando el marcador tau-lacZ en el ratén B6/129, no
detectaron células M2 (Hattar y cols., 2006; Baver y cols., 2008), de modo que en estas células
la expresién de la melanopsina podria ser en efecto menor que en las M1. Consistente con
estos resultados es el hecho de que las células M1 son aproximadamente 10 veces mas
sensibles al estimulo luminico que las células M2 (Schmidt y cols., 2008). Recientemente, han
sido descritas dos isoformas de la melanopsina en el ratén, Ly S (Pires y cols., 2009). Ambas
isoformas de generan por splicing alternativo del gen de la melanopsina y codifican
fotopigmentos funcionales. La isoforma L se localiza en ambos subtipos celulares, mientras que
la isoforma S tan solo se detecta en las células M1. La isoforma S es 40 veces mas abundante
que la L, lo que explica las diferencias en intensidad de marcaje observadas en nuestras

muestras.

Las células M1 muestran generalmente una inmunotincidon intensa. No obstante,
aproximadamente la mitad de las células M1B (soma localizado en la INL y dendritas en el
plexo OFF) son padlidas. Esto explica por qué en el estudio de Hattar y cols. (2006) tan solo se
detecta un 5% de este subtipo celular respecto al total de células melanopsinicas, mientras
que en nuestros datos las células M1B se corresponden con un 10% aproximadamente. No hay
por el momento ninguna explicacion al hecho de que la mitad de las células M1B tengan una

menor intensidad de marcaje.
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1.2, Desarrollo prenatal de las células melanopsinicas

La ritmicidad circadiana es una caracteristica fundamental de los organismos que
propicia que las funciones vitales sucedan en momento preciso y de acuerdo con los cambios
ambientales ciclicos. EI SCN en los fetos comienza a funcionar antes de que tenga lugar la
inervaciéon del mismo desde la retina (Reppert y cols., 1985; Reppert y cols., 1988). Durante la
gestacion, el organismo en desarrollo esta practicamente aislado de la influencia de las seiales
ambientales del medio externo y, sin embargo, estd continuamente expuesto a las sefales
internas de la madre (EI-Hennamy y cols., 2008). La mayoria de estas sefiales que atraviesan la
barrera placentaria muestran ritmos circadianos, preparando asi a los fetos para el ambiente
externo ciclico que se encontraran durante la vida postnatal. Las sefiales maternas que indican
actividades circadianas al feto durante la gestacidn son los momentos en los que la madre se
alimenta (Weaver y Reppert, 1989), la activacion dopaminérgica materna (Grosse y Davis,
1999), que actuaria como sefial diurna, y melatonina materna, que seria una sefial nocturna
(Davis, 1997). Todas estas sefales maternas tienen efectos transitorios y se pierden
progresivamente durante el desarrollo postnatal (Davis y Mannion, 1988; Grosse y cols., 1996;

Grosse y Davis, 1999).

En el presente estudio hemos demostrado que existe inmunopositividad para la
melanopsina (principal proteina implicada en la fotorrecepcién no formadora de imdgenes)
desde E15 en la retina de ratén. Cuando analizamos el desarrollo prenatal de las células
melanopsina-positivas, hemos detectado que entre E16 y E19 existe un bajo niumero de células
inmunopositivas por retina comparado con el observado durante el periodo postnatal. La
gestacion de la cepa de ratén C3H +/+ varia entre 19 y 21 dias, con un pico de nacimiento de
los animales del 70% en el dia E20 (PO). Cuando analizamos este periodo perinatal,
observamos un incremento del nimero de células que expresan la proteina melanopsina entre
E19 y PO. En solo 24 horas se detecta el doble de neuronas inmunopositivas, sin que existiera
una influencia de las condiciones ambientales externas que pudieran favorecer dicho
incremento. Pero, si el control de los ritmos circadianos en el feto depende exclusivamente de
las sefiales maternas écuadl es la razén por la que este sistema no formador de imagenes se
desarrolla en un periodo tan temprano? En las especies altriciales, donde las crias son muy
inmaduras en el momento del parto, la neurogénesis del SCN se completa en un momento
muy cercano al parto, y aunque este ya es funcional desde PO, la inervacion por el RHT es

completada postnatalmente (Davis y Reppert, 2001). Es posible que el incremento en el

95



Discusion

numero de células melanopsina-positivas detectado pueda estar implicado en el desarrollo del
SCN y otras areas cerebrales no implicadas en la formacién de imagenes en el recién nacido,
del mismo modo que conos y bastones afectan al desarrollo del cortex visual (Berardi y cols.,
2000). Ademas, las células que expresan la melanopsina pueden establecer uniones gap con
células vecinas, por lo que podrian estar también influyendo en el correcto desarrollo del
nucleo geniculado (Dacey y cols., 2005). De este modo, estos fotorreceptores de las capas
internas de la retina podrian dirigir el desarrollo tanto de la visién no-formadora de imagenes

como de la formadora de imagenes durante el desarrollo temprano.

Las RGCs inervan distintas areas cerebrales dependiendo de su funcién en la vision
formadora de imagenes o en la visidn circadiana. El factor de transcripcidn Brn3a se expresa en
todas las RGCs que proyectan hacia las areas visuales, pero no en aquellas que proyectan hacia
el SCN o el nucleo intergeniculado lateral, ambos implicados en la vision no-formadora de
imagenes (Quina y cols., 2005). En nuestros experimentos hemos corroborado estas
observaciones, las células melanopsinicas no expresan el factor Brn3a durante el desarrollo
prenatal. Ademas, es importante tener en cuenta que en la retina de ratdn se puede identificar
MRNA de la melanopsina desde E10,5 (Tarttelin y cols., 2003), siendo la expresiéon de esta
opsina coincidente con la diferenciacidon de las primeras RGCs (E9) (Drager, 1985; Young,
1985). La especializacién de las RGCs tempranas viene dada por el factor Brn3b, el cual
favorece la diferenciacién de estas células mientras que bloquea la diferenciacién de las RGCs
tardias, células amacrinas, horizontales y demas tipos celulares de la retina (Qiu y cols., 2008).
Todos estos datos sugieren que las células melanopsinicas son las primeras en diferenciarse en
la retina durante el desarrollo, por lo que nuevamente hemos de plantearnos el posible papel

que desempefian estas células durante el desarrollo en la retina.

1.3. Desarrollo postnatal de las células melanopsinicas en la retina albina

El albinismo es una alteracidn genética que provoca una falta de pigmentacién por
ausencia de melanina. Es ampliamente conocido que el precursor de la melanina en el epitelio
pigmentario retiniano, L-DOPA, es un factor critico para el correcto desarrollo de la retina. En
el albinismo, cuando la sintesis de melanina falla, se produce hipodesarrollo de la retina
central (Jeffery y Kinsella, 1992). Todas las capas celulares se ven afectadas en la retina albina,

aunque el efecto mas significativo tiene lugar en la ONL donde se observa una disminucion del
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numero de bastones, si bien el de conos no se ve afectado (Jeffery y cols., 1994a). Ademas, en
el albinismo se observan también alteraciones en el quiasma éptico. En los mamiferos, la
mayoria de las proyecciones son contralaterales, pero un pequefo porcentaje de RGCs
localizadas en la retina temporal proyectan ipsilateralmente. En los albinos todas las
proyecciones son contralaterales (Draglier y cols., 1980), por lo que los patrones de vision

espacial se ven alterados.

Cuando analizamos las células melanopsinicas, en la retina albina se produce un
incremento del nimero de células inmunopositivas durante el periodo postnatal temprano. A
pesar de este retraso, finalmente se alcanzan valores similares a los detectados en el ratén
C3H +/+. Las RGCs son células postmitdticas en el momento del nacimiento, por lo que este
incremento en la retina albina podria deberse a un aumento de la expresién de melanopsina
en estas células, que no habrian sido detectadas previamente por falta de sensibilidad de la
técnica utilizada. También debemos considerar la posibilidad de que exista un aumento de las
células postmitdticas que empiezan a expresar esta proteina. Un incremento similar del
numero de células melanopsinicas durante el periodo postnatal fue detectado en la rata albina

Wistar (Fahrenkrug y cols., 2004).

En los animales albinos se ha descrito un retraso en el desarrollo de la retina respecto
a la evolucion observada en los pigmentados (llia y cols., 1996). Este retraso se debe a la
mutacién de la tirosinasa, enzima limitante en la sintesis de la melanina. Esta enzima es la
encargada de la oxidaciéon de la L-tirosina a L-dopaquinona, con L-DOPA como producto
intermediario de dicha oxidacidn. La funcidn de la L- DOPA es la sefializacién de la salida del
ciclo celular, ejerciendo un papel muy importante durante el desarrollo de la retina. Lavado y
cols. (2006) demostraron que mediante la expresion ectépica de la tirosinasa en el epitelio
pigmentario (resultando en unos niveles normales de L-DOPA durante el desarrollo) se podian
corregir las alteraciones retinianas caracteristicas de los animales albinos. Dados estos
resultados, parece que el retraso en el patron de desarrollo de los animales albinos podria
explicar las diferencias detectadas respecto al desarrollo postnatal de las células
melanopsinicas entre los dos modelos de ratén estudiados. No obstante, es importante tener
en cuenta que el albinismo no es la Unica diferencia entre las dos cepas estudiadas en nuestro
estudio, ya que ambas cepas tienen un fondo genético distinto, por lo que podrian existir otras

razones, aparte del albinismo, para explicar estas diferencias.
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En el presente trabajo también hemos estudiado el desarrollo postnatal de las células
M1 y M2 en los ratones albinos. Todos los estudios previos en albinos habian sido realizados
en ratas (Fahrenkrug y cols., 2004; Hannibal y cols., 2005; Hannibal y cols., 2007; Mathes y
cols., 2007), las cuales solo poseen una de las dos subpoblaciones celulares melanopsinicas,
que se corresponde con las células M1. En el presente trabajo, bajo las condiciones control de
LO estudiadas, hemos observado un incremento de las células M1 y M2 durante el desarrollo.
Es destacable que, a pesar del retraso existente en los animales albinos, al final del periodo
postnatal el porcentaje de ambos subtipos celulares es el mismo que el observado en los
ratones pigmentados, mostrandose en ambos casos un mayor numero de células M2. Nuestros
resultados demuestran la existencia de una oscilacion diaria de las células melanopsinicas, por
lo que la diferencia de proporcidn entre las células M2 (mas abundantes) y las células M1 en la
retina albina podria deberse a la presencia de una variacidn diaria de ambos subtipos, cuestion

que discutiremos mas adelante.

2. Adaptacion funcional de las células melanopsinicas

2.1. Efecto de las condiciones ambientales externas sobre la retina en desarrollo

Los conos y los bastones, que median la visién formadora de imagenes, son las ultimas
células que maduran durante el desarrollo de la retina (Olney, 1986; Bibb y cols., 2001; Fei,
2003). La fotosensibilidad de las vias de sefalizacidn que implica a estos fotorreceptores no es
detectada hasta P10 (Tian y Copenhagen, 2003; Schmidt y cols., 2008), justo antes de la
apertura de los ojos (P14). Por el contrario, las células melanopsinicas responden a los
estimulos luminicos desde el desarrollo postnatal temprano (Mufioz-Llamosas y cols., 2000;
Lupi y cols., 2006). Dada esta capacidad de respuesta desde el nacimiento, hemos estudiado la
influencia de las condiciones ambientales externas sobre las células que expresan la proteina

melanopsina en la retina de ratén.

Cuando los ratones pigmentados son sometidos a condiciones de OO desde el
nacimiento, se aprecia un incremento en el nimero de células melanopsina-positivas. Este
aumento se detecta ya en el dia 1 postnatal, cuando el individuo tan sélo lleva 24 horas en esta
situacién ambiental. Ademds, también hemos detectado un incremento en el inmunomarcaje
de las proyecciones dendriticas de las células melanopsina-positivas, bajo OO las dendritas

forman una extensa red que podria tener como fin captar cualquier estimulo luminico
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ambiental. Es llamativa la rapida regulacién del nimero de células que expresan melanopsina
por parte de estas condiciones ambientales constantes. En el presente trabajo, hemos
demostrado la presencia de células que expresan la melanopsina desde E15, lo que nos lleva a
pensar en una posible influencia de la OO durante el desarrollo prenatal de la retina (en
nuestro caso las hembras prefiadas ya estaban en estas condiciones de iluminacion unos dias
antes del parto). Sin embargo, el mecanismo a través del cual se produce esta regulacion al
alza del ndmero de células que expresan la melanopsina durante el desarrollo postnatal
temprano es desconocido. También ha sido descrito previamente que, durante el desarrollo
prenatal, todos los ritmos presentes en el SCN del feto vienen dados por las sefiales maternas,
por lo que es posible que algunas de estas sefiales influyan sobre las células melanopsinicas del
feto. Sorprendentemente, la evolucién de las células melanopsinicas no se ve afectada por las
condiciones de LL en la cepa C3H. Bajo estas condiciones constantes, no se han observado
cambios en el nimero de células inmunopositivas, mostrando estos animales el mismo patrén

de desarrollo que los del grupo control (LO).

Un aumento similar del nimero de células ganglionares melanopsina-positivas y de la
inmunoreactividad de las dendritas fue también observado en los ratones albinos CD1
sometidos a OO0. Sin embargo, este incremento es mas lento, se detecta a partir del dia 5
postnatal. Estos resultados apoyan los datos previos de Hannibal y cols., (2005, 2007), donde
se habia demostrado que bajo condiciones de OO se producia un incremento de la proteina
melanopsina tanto en adulto como en crias. En la cepa CD1 existen, sin embargo, cambios
importantes respecto a los C3H +/+ cuando se estudian los animales sometidos a LL. En estas
condiciones ambientales, en la retina albina, el incremento del nimero de células
inmunopositivas detectado durante el desarrollo postnatal del grupo control LO no existe.
Ademas, bajo LL, el inmunomarcaje de las dendritas es dificilmente detectable, quedando
limitado a los somas y los segmentos dendriticos proximales. En la retina albina, la luz parece
ejercer un efecto represor sobre las células que expresan melanopsina, disminuyéndose la
produccidn de esta proteina. Resultados similares fueron obtenidos por Hannibal y cols. (2005,
2007) en ratas albinas, donde también se observa una represién por parte de la luz sobre la
melanopsina. La diferencia de respuesta entre ratones albinos y pigmentados ante las
condiciones de LL podria deberse al albinismo, pero como ya comentamos previamente, este

no constituye la Unica diferencia genética entre ambas cepas.

Cuando analizamos las células M1y M2, en ambas cepas y condiciones ambientales, se

observa un 30% de células M1 y un 70% de células M2 independientemente del numero total

99



Discusion

de células melanopsinicas detectadas, excepto en los animales albinos bajo LL. Este constante
porcentaje de ambos tipos celulares nos lleva a pensar que exista algun tipo de control sobre
las proporciones de ambas subpoblaciones. Sin embargo, hasta el momento presente no existe

ninguna referencia cientifica respecto a este acontecimiento.

Las diferencias en el nimero de células inmunopositivas entre LO, LL y OO podrian
deberse a las diferencias en la cantidad de proteina por célula que las hace mas o menos
identificables mediante la técnica utilizada, y en todos los casos sugieren una adaptacion
funcional a las condiciones ambientales externas. En OO, la expresidn de pigmento
fotosensible podria aumentar para intentar captar los estimulos luminicos del medio, mientras
que en LL, la disminucién del mismo podria ser una respuesta a una sobreestimulacion
luminica. Por tanto, la regulacion de la expresidn de la melanopsina parecer ser muy compleja
y podria involucrar tanto mecanismos transcripcionales como traduccionales, asi como
distintas tasas de degradacion, secuestro y liberacién de la proteina melanopsina. En trabajos
previos se ha descrito una regulacion de la melanopsina por parte de las condiciones de LL u
00, tanto en adultos como en crias. Sin embargo, es destacable que estas condiciones
ambientales constantes parecen provocar cambios en el mRNA y proteina de la melanopsina
en los adultos, mientras que en las crias tan solo se observan cambios a nivel de proteina

(Hannibal y cols., 2005; Hannibal y cols., 2007).

Son muchas las evidencias anatémicas acerca de la conectividad de las células
ganglionares fotosensibles con células amacrinas y bipolares. Esto nos indica una interaccidn
de las células melanopsinicas con los conos y los bastones, los cuales podrian participar en la
adaptacién de estas a las condiciones luminicas ambientales (Belenky y cols., 2003; @stergaard
y cols., 2007). Ademas, Giiler y cols. (2008) demostraron que las células melanopsinicas son la
principal via de envio de sefales desde los conos y los bastones hasta los centros cerebrales
implicados en la visidén no formadora de imagenes y, de hecho, la destruccidn selectiva de las
células melanopsinicas acaba con todas las respuestas circadianas, sin que la vision formadora
de imagenes se vea afectada. Sin embargo, hemos de tener en cuenta que parte de nuestros
datos corresponden a muestras tomadas a edades postnatales donde los conos y bastones aun
no son funcionales. Hasta la segunda semana postnatal (P11-14) no se detectan respuestas en

las células ganglionares procedentes de conos y bastones (Tian y Copenhagen, 2003; Schmidt y
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cols., 2008). Es por ello que los cambios observados a estas edades tempranas parecen
deberse exclusivamente a la actividad intrinseca de las células melanopsinicas, que tendrian
capacidad de responder y adaptarse a las condiciones externas desde el desarrollo postnatal
temprano. En todo caso es bien sabido que, en la retina adulta, conos y bastones colaboran
con las células melanopsinicas en la fotorrecepcién no formadora de imagenes (Panda y cols.,
2002; Ruby y cols., 2002). Sakamoto y cols. (2004) demostraron que en la rata adulta RCS, la
cual sufre una degeneracion retiniana con pérdida de conos y bastones, los niveles de mRNA 'y
proteina de la melanopsina son practicamente indetectables. Por el contrario, son varios los
estudios donde se demuestra que la pérdida de los fotorreceptores externos no afecta a la
expresion de la melanopsina (Semo y cols., 2003; Vugler y cols., 2007; Vugler y cols., 2008) v,
de hecho, en los ratones knock out para la melanopsina (Opn4-/-), los conos y bastones son los
responsables de la sincronizacién, aunque la respuesta observada esta atenuada (Lucas y cols.,

2003; Panday cols., 2002; Ruby y cols., 2002; Mrosovsky y Hattar, 2003).

2.2. Recuperacion de la melanopsina en las células ganglionares fotosensibles

En nuestros resultados hemos demostrado que el nimero de células melanopsinicas,
disminuido en los animales albinos por las condiciones de LL, muestra una recuperacion tras el
restablecimiento de las condiciones de LO. Este bajo numero de células inmunopositivas
detectado en LL parece deberse a una inhibicién del sistema melanopsinico durante el
desarrollo temprano. Es posible que tenga lugar una disminucion de la proteina melanopsina
por célula, bien por una degradacién de la proteina dependiente de la luz o por una regulaciéon
a la baja de la transcripcion y/o traduccion, también dependiente de la luz. Resultados
similares fueron obtenidos por Hannibal y cols. (2005, 2007) en ratas Wistar. Es importante
indicar que nuestros datos proceden de muestras tomadas lo largo del desarrollo postnatal
temprano, cuando conos y bastones aun no son funcionales, por lo que dicha recuperacién se
debe a una respuesta intrinseca de las células melanopsinicas de la retina. Sin embargo, este
proceso de recuperacion es mas rapido cuando los conos y los bastones ya son funcionales
(comienzan a funcionar en P11), reforzando asi la idea de que existe una interaccion funcional

entre las células melanopsinicas y conos/bastones.

Durante esta recuperacién es importante tener en cuenta la duracién de los ciclos de
LO a los que son sometidos los animales. Tan solo tres dias después de la aplicacién LO ya se

observa un incremento significativo del nUmero de células inmunopositivas. Sin embargo, son
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necesarias cuatro semanas para observar una recuperaciéon completa. Tras este periodo, los
animales del grupo LL+LO muestran valores similares a los detectados en los animales control
(mantenidos desde el nacimiento en LO) tanto en el nimero de células melanopsina-positivas,
como en la proporcién entre M1 y M2. Se puede afirmar, por tanto, que los efectos de la LL
durante el desarrollo pueden ser revertidos si los animales se someten a condiciones LO. No
obstante, hay que tener en cuenta que esta recuperacion fue Unicamente estudiada en las
células que expresan el fotopigmento melanopsina en la retina, por lo que no conocemos los
efectos que la LL pueda tener sobre el resto del sistema circadiano. De hecho, Canal-Corretger
y cols. (2001) observaron que los ratones albinos mantenidos en LL durante los primeros dias
del desarrollo postnatal mostraba un funcionamiento normal de SCN, pero manifestaban una
disminucidn significativa de la sensibilidad fética visual. Es decir, las condiciones de LL durante

el desarrollo postnatal afectan a la percepcion visual del ratén albino.

Con el fin de analizar el efecto de la LL sobre una retina parcialmente desarrollada, los
animales albinos fueron sometidos a OO vy, a continuacién, fueron mantenidos bajo LL.
Sorprendentemente, la esperada disminucién en el nimero de células inmunopositivas no fue
observada. Aunque si se detecté una disminucion del inmunomarcaje, hasta tal punto en que
solo los somas eran identificables. Un experimento similar fue desarrollado en ratones albinos
adultos obteniendo similares resultados, a pesar de que se observé una disminucién del
inmunomarcaje, no se aprecid una disminucién significativa en el nimero de somas
inmunopositivos. Sin embargo, hemos de tener en cuenta que en ambos experimentos se
detectd una disminucién cualitativa de la intensidad de marcaje, lo que podria reflejarse en los
resultados previos de Hannibal y cols. (2005) y Mathes y cols. (2007), donde se observaba una
disminucién del mRNA y proteina total de la melanopsina. De cualquier modo, los efectos de la
LL parecen ser mds acusados en una retina inmadura que cuando la retina esta parcial o

totalmente desarrollada.

Los ratones albinos mantenidos en LL muestran una menor cantidad de células
inmunopositivas comparado con los valores detectados en animales sometidos a LO/OO. Esto
sugiere que la oscuridad podria ser necesaria para el correcto desarrollo de las células que
expresan el fotopigmento melanopsina. Ademas, tras la exposicién a LO se produce una
recuperacion de las células melanopsinicas previamente inhibidas por LL, lo que indica que los
periodos de oscuridad son los responsables de dicha recuperacion. Datos similares fueron

obtenidos por Hannibal y cols. (2005) en ratas Wistar adultas, en las que tras la inhibicién de la
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melanopsina por LL, se observd una rapida recuperacién cuando se mantenian los animales
bajo condiciones de OO. Por tanto, los periodos de oscuridad, o mas bien, la secuencia de los
periodos de luz y oscuridad que tienen lugar bajo condiciones de LO, podrian ser necesarios
para el correcto desarrollo de estas células en los animales albinos. Por el contrario, en los
animales pigmentados, la LL podria no tener efectos negativos durante el periodo postnatal
temprano debido a que el sistema melanopsinico de esta cepa es mas maduro en el momento

del nacimiento.

3. Oscilacidon diaria de las células ganglionares fotosensibles de la retina

3.1. Variacién diaria de las células melanopsinicas en la retina pigmentada

Ademas de las fluctuaciones ciclicas ambientales, los ritmos estan presentes en
organismos, drganos y células. Algunas de estas oscilaciones contintan incluso en ausencia de
las sefiales ambientales, constituyendo asi un mecanismo por el cual los organismos estdn
preparados para los cambios predecibles del medio ambiente. Estos osciladores auténomos
son considerados relojes biolégicos. Otros érganos y células también muestran oscilaciones
diarias que, o bien vienen dadas por los osciladores primarios auténomos, o son simplemente

una respuesta a las fluctuaciones ambientales.

El reloj circadiano de la retina fue el primer oscilador detectado fuera del SCN en
mamiferos (Tosini y Menaker, 1996). El oscilador enddgeno de la retina constituye una red
organizada, la cual controla muchos de los ritmos fisioldgicos, celulares y moleculares
presentes en la retina (Tosini y cols., 2008), pero no se conoce exactamente la naturaleza de
las células que forman este reloj. Por ejemplo, conos y bastones, que liberan melatonina
durante la noche, y una subpoblaciéon de células amacrinas/interplexiformes que liberan
dopamina durante el dia, parecen formar parte del mecanismo celular que regula la fisiologia
circadiana de la retina (Green y Besharse, 2004). Barnard y cols. (2006) demostraron que las
diferencias detectadas en la respuesta electrorretinografica de los conos durante el ciclo diario
de LO se debia a la influencia de las células melanopsinicas, lo que sugiere que estas células
estan implicadas de alglin modo en las oscilaciones circadianas de la retina. Pero, el papel que
las células melanopsinicas puedan desempefiar dentro de la maquinaria del reloj retiniano es

aun desconocido.
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El ratén pigmentado C3H, al contrario que otras cepas de ratdn, posee unos ritmos
robustos de melatonina en la retina, que se mantienen incluso varios dias bajo condiciones de
OO0 (Tosini y Menaker, 1998). Este ritmo de melatonina es un excelente indicativo de que el
reloj de la retina funciona correctamente, haciendo de esta cepa un buen modelo
experimental para el estudio de las oscilaciones presentes en la misma. Cuando analizamos el
numero de células inmunopositivas para la melanopsina observamos la presencia de una
variacion a lo largo del ciclo LO, con un maximo de células melanopsina-positivas al final del
periodo de oscuridad (ZT23) y un minimo en las primeras horas tras el encendido de la luz
(ZT3). Estos datos sugieren que algunas células melanopsinicas parecen “apagarse” y
“encenderse” durante el ciclo de LO, aunque las consecuencias funcionales de esta variacion
son aun desconocidas. Por otro lado, nuestros resultados pueden explicar las diferencias
cuantitativas acerca del nimero de células melanopsinicas existentes en estudios previos
(Hatori y cols., 2008; Hattar y cols., 2006; Baver y cols., 2008). Asimismo, estos datos también
podrian explicar por qué se detectaron en algunos casos células no-melanopsinicas que
proyectaban al SCN (Gooley y cols., 2001; Gooley y cols., 2003; Sollars y cols., 2003). Dichas
células, que aparentemente no expresaban la melanopsina, podrian proceder de muestras de
retina tomadas a determinadas horas en las que la cantidad de proteina es lo suficientemente
baja para ser detectada (células “apagadas”). Aun asi, hay que tener presente que estas células
“apagadas” pueden transmitir al cerebro las sefiales provenientes de conos y bastones. Una
oscilacion diaria de la proteina melanopsina ya habia sido detectada en la retina de rata
(Hannibal y cols., 2007; Sakamoto y cols., 2004; Hannibal y cols., 2005; Mathes y cols., 2007).
Sin embargo, en estos estudios los niveles maximos de RNA y proteina melanopsina en la rata
se detectan en la transicién de la fase luminica a la de oscuridad. Estos resultados no
concuerdan con los nuestros, ya que en nuestro caso tan solo hemos observado una variacion
a nivel de proteina (pero no de mRNA) y el pico de esta se observd en la transicion de la noche
al dia. No obstante, debemos tener en cuenta que se trata de dos especies distintas que
podrian tener distinta fisiologia. Asimismo, es necesario también mencionar que los niveles
totales de proteina detectados por western-blot en los estudios mencionados no tienen por

qué ser enteramente paralelos al nUmero de células inmunopositivas observadas.

En nuestro estudio también hemos analizado la oscilacion diaria de las subpoblaciones
M1 y M2 en la retina del ratdn pigmentado C3H. Hasta el momento, todos los estudios
realizados acerca de la variacion diaria de la melanopsina en la retina habian sido
desarrollados en ratas (Sakamoto y cols., 2004; Hannibal y cols., 2005; Hannibal y cols., 2007;

Mathes y cols., 2007), las cuales tan solo poseen un subtipo celular que se corresponde con las
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células M1 (proyecciones dendriticas en las subldamina OFF) y, de hecho, anticuerpos dirigidos
contra el extremo C-terminal de la melanopsina de rata marcan especificamente las células M1
en el ratéon (Baver y cols., 2008). Al estudiar por separado las dos subpoblaciones mas
importantes de células melanopsinicas, detectamos que ambos subtipos celulares alcanzan sus
valores maximo (ZT23) y minimo (ZT3) en el mismo momento del ciclo de LO. Sin embargo,
ambas subpoblaciones no se comportan de igual manera, la proporcion entre las células M1y
M2 varia a lo largo del ciclo diario. Estas diferencias podrian deberse a que ambos subtipos
celulares poseen distintos papeles funcionales, dado que ambos poseen diferente
estratificacion dendritica y fisiologia, asi como distintas proyecciones hacia el sistema nervioso
central. Las diferencias observadas en otros estudios previos (Schmidt y cols., 2008; Viney y
cols., 2007) en cuanto a la proporcién entre células M1 y M2 también podrian deberse a la
oscilacion diaria presente en condiciones de LO. Es decir, dependiendo del momento del ciclo
LO en el que las muestras hubieran sido tomadas, la proporcién entre las dos subpoblaciones

podria ser diferente.

3.2. Oscilacidn diaria de las células melanopsinicas durante el desarrollo postnatal

La variacion mas brusca en el nimero de células melanopsina-positivas durante el ciclo
LO es detectada en la transicién entre la fase de oscuridad y la luminica. Estos dos puntos
horarios fueron también analizados durante el desarrollo postnatal temprano (P1, P5). Tan
solo en el dia P5 se detectaron diferencias, lo que sugiere que esta oscilacion diaria de las

células melanopsinicas se desarrolla gradualmente durante el periodo postnatal.

Las células M1y M2 fueron analizadas en P5 y, sorprendentemente, tan solo las células
M1 mostraban una oscilacién diaria entre los dos puntos analizados, lo que nos indica que las
células M1 podrian madurar antes que las células M2, un hecho que también podria estar
relacionado con sus distintos papeles funcionales y dianas cerebrales. Hannibal y cols. (2005)
demostraron la existencia de un ritmo de la proteina melanopsina en P5 en la rata albina
Wistar, una oscilacién durante el desarrollo postnatal temprano que podria corresponderse
con la detectada para las células M1 en la retina de ratdon en la misma edad postnatal. Se ha
descrito que las células M1 son mas susceptibles a los estimulos procedente de conos y
bastones que las células M2 (Schmidt y cols., 2008). Sin embargo, la oscilaciéon de las células
M1 detectada durante el desarrollo postnatal refleja Unicamente la respuesta intrinseca de las

mismas, ya que a esta edad conos y bastones aln no son funcionales. Por el contrario, la
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oscilacion de las células M2 fue Unicamente detectada en adultos. Dado que este subtipo
celular tiene una menor cantidad de fotopigmento que las células M1 (Schmidt y cols., 2008),
es posible que el establecimiento de la variacion diaria de las células M2 dependa de la seiial
procedente de otras células retinianas, aun inmaduras en las edades analizadas en nuestro

estudio.

Finalmente, hemos de realizar una ultima mencion acerca del desarrollo del sistema
melanopsinico en la retina del ratén pigmentado. Inicialmente, hemos descrito que el numero
total de células melanopsinicas no varia sustancialmente desde el nacimiento. Sin embargo,
tras el estudio de la oscilacion diaria de estas células fotosensibles, se ha de matizar tal
afirmacion, ya que durante el desarrollo postnatal temprano si se produce un aumento de
células inmunopositivas que es coincidente con el establecimiento de la oscilacidn diaria de las
células melanopsinicas entre P1 y P5. Como ya se ha discutido en otro capitulo, lo que en
ningln caso ocurre es una disminucion del nimero de células melanopsinicas durante el
periodo postnatal. Las RGCs son postmitdticas en el momento del nacimiento, por lo que este
incremento se tiene que deber a un aumento de las células que comienzan a expresar la
melanopsina de novo o bien puede producirse un incremento de la expresion de melanopsina

por célula, haciéndola detectable por la técnica utilizada para su estudio.

3.3. Efecto de la OO sobre la oscilacién diaria de las células melanopsinicas

En el ratédn C3H, bajo condiciones de LO, se detecté una oscilacion del nimero de
células que expresaban la proteina melanopsina. Con el fin de conocer si dicha oscilacién en el
numero de células inmunopositivas es enddgena o si es tan solo una respuesta a las
condiciones ambientales externas, se estudiaron animales adultos que fueron sometidos a seis
ciclos de OO. Tras este tratamiento desaparecid la oscilacidn en el nimero total de células
inmunopositivas, lo que sugiere que este ritmo diario no es enddgeno. Las células M1 y M2
también fueron analizadas por separado tras el periodo de OO y, contrariamente a lo
observado bajo LO, se detecta una proporcidén estable de ambos subtipos celulares. Esta
proporcidén se mantiene constante durante todo el periodo subjetivo, con la excepcién de las
células M2, que muestran un pequefo, pero significativo, descenso al final de la noche

subjetiva.

106



Discusion

Desde el descubrimiento de la melanopsina, son varios los estudios que han analizado
la oscilacién enddgena de este fotopigmento en la retina bajo condiciones de iluminacién
constantes (Sakamoto y cols., 2005; Mathes y cols., 2007), y aun hoy en dia existe una elevada
controversia al respecto. Sakamoto y cols. (2005) observaron que la oscilacion diaria del mRNA
de la melanopsina se veia atenuada tras dos ciclos de 0O, pero no desaparecia
completamente. Por el contrario, Mathes y cols. (2007) demostraron en una cepa distinta de
rata que la oscilacion diaria del mRNA de la melanopsina desaparece tras someter a los
animales a LL u OO, sugiriendo asi que la regulacién del gen de la melanopsina no depende de

un oscilador circadiano, si no que es dependiente de las condiciones del ciclo LO.

En nuestros datos, observamos que las células M2 muestran una pequefia fluctuacion
bajo condiciones de 0O, de modo que si existe un ritmo circadiano de las células
melanopsinicas en la retina de ratén, este podria ir desapareciendo gradualmente tras varios
dias en condiciones constantes. Sin embargo, tras someter a ratones adultos a tres ciclos de
OO0 ya no se observa la oscilacién en el nimero total de células melanopsina-positivas. La
pregunta sobre si el ritmo es enddégeno o dependiente de las condiciones ambientales sigue sin
tener una respuesta clara, ya que el ritmo podria estar lo suficientemente atenuado para no
detectarse con el método utilizado. Se necesita, por tanto, otro disefio experimental que

permita dilucidar esta cuestion.

3.4. Oscilacion diaria de las células melanopsinicas en la retina albina

La oscilacién diaria de las células melanopsinicas fue también analizada en la retina del
ratdn albino CD1. Sorprendentemente, al estudiar el nimero total de células que expresan
este fotopigmento en nuestro modelo albino no se detectan las variaciones esperadas, es
decir, el nUmero de células inmunopositivas permanece constante a lo largo del ciclo LO. No
obstante, cuando las células M1 y M2 son analizadas, si se detecta una oscilacidn diaria de
ambos subtipos celulares. Hay que mencionar que las células M1 y M2 muestran un
comportamiento opuesto, al menos, en una parte del periodo de 24 horas. Cuando se produce
una disminucion de las células M1, las células M2 muestran un incremento, siendo esta la
razon por la cual al analizar el nUmero total de células inmunopositivas no se detectaba ningun
cambio. En ratas albinas se ha detectado previamente un ritmo de la proteina melanopsina
con un maximo al comienzo de la fase de oscuridad (Hannibal y cols., 2005). Si tan solo
tenemos en cuenta las células M1, las cuales se corresponden con las células melanopsinicas

de rata, observamos un comportamiento similar en ambos modelos. Tanto en la rata, donde se
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ha analizado la cantidad de proteina mediante western-blot, como en el ratén, donde se
estudio el numero de células inmunopositivas, se detecta un incremento en la transicion de la
fase luminica a la de oscuridad. Pero, mientras que el nimero de células M1 en ratén
permanece constante durante la fase oscura y disminuye tras el encendido de la luz, en la rata
se observd una disminucién progresiva de la proteina total. Previamente se menciond que no
tiene por qué existir una correlacion exacta entre nimero de células inmunopositivas y
cantidad total de proteina. Quizas, esta sea la razén de esas diferencias detectadas entre
ambos estudios. Por otro lado, también debe considerarse la posibilidad de diferencias entre

los distintos modelos utilizados.

Durante el estudio del desarrollo postnatal del sistema melanopsinico habiamos
observado que a pesar del retraso detectado en los animales albinos, al final del periodo
postnatal, en el punto horario analizado ambas cepas de ratdn mostraban valores similares de
células inmunopositivas. Sin embargo, tras analizar las oscilaciones diarias hemos observado
que el nimero de células melanopsinicas durante el ciclo de LO es mayor en los animales
pigmentados que en los albinos. Estas diferencias podrian deberse al albinismo pero,
nuevamente, hemos de tener en cuenta que el albinismo no es solo la Unica diferencia entre
estos dos modelos de ratén. De hecho, una de las razones por las que la cepa C3H fue utilizada
para este estudio es que muestran unos niveles normales de melatonina en la retina (Goto y
cols., 1989). Por el contrario, los ratones albinos CD1 son deficientes para la expresion de la
melatonina, por lo que esto podria provocar esas diferencias en el ritmo diario de las células

melanopsinicas.

3.5. Oscilacion del mRNA de la melanopsina en la retina

La variacién observada en la retina del ratén pigmentado durante el ciclo de LO puede
ser a nivel transcripcional o postranscripcional. Por ello, se realizdé un estudio del mRNA de la
melanopsina. De las dos isoformas existentes de la melanopsina, Ly S, la L se encuentra en
ambos subtipos celulares, mientras que la S se localiza exclusivamente en las células M1 (Pires
y cols., 2009). Sorprendentemente, no se detectd un ritmo diario del mRNA de la melanopsina
en la retina pigmentada, lo que nos indica que la variacién observada bajo LO se debe producir
solamente a nivel de proteina. Es posible, que tras el encendido de la luz, exista una
degradacién de la proteina o una inactivacion de la misma. Asimismo, durante la fase de
oscuridad podria incrementarse el nimero de células melanopsina-positivas al no ser esta

proteina degradada o inactivada.
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Es importante mencionar que la expresidon de la isoforma S es aproximadamente 7
veces mayor que la de la isoforma L en todos los puntos analizados, unos datos que
concuerdan con los descritos previamente por Pires y cols. (2009). En las células M1 se
expresan ambas isoformas de la melanopsina, lo que explicaria el mayor inmunomarcaje
detectado en las células M1. Consistente con esta elevada expresion de melanopsina en las
células M1, es la mayor sensibilidad de estas células a los estimulos luminicos aplicados
(Schmidt y cols.,, 2008). Ademads, este subtipo posee una resistencia menor a inputs
procedentes de la retina externa, es decir, son mas influenciables a las sefales de conos y
bastones que las células M2 (Schmidt y cols., 2008). Todo esto provocaria una respuesta mayor
de las células M1. Las células melanopsinicas se despolarizan Unicamente cuando se aplica un
estimulo luminico (Viney y cols., 2005; Wong y cols., 2007), si la respuesta celular al mismo
provocase una degradacion o cambio conformacional de la melanopsina, estos datos podrian
explicar la disminucién mas acusada del numero de células M1 tras el comienzo de la fase

luminica.

El estudio del mRNA de la melanopsina también fue realizado en la retina albina y de
nuevo observamos diferencias que son, por ahora, dificiles de explicar. Mientras el nimero
total de células no varia en el ciclo de LO, si que se detecta un ritmo del mRNA total con un
pico de expresidn en la transicion de la fase luminica a la de oscuridad. Un ritmo similar fue
también observado en muestras de rata albina (Sakamoto y cols., 2004; Hannibal y cols., 2005;
Mathes y cols., 2007). Sin embargo, el mRNA de las isoformas L y S no muestra oscilacion
diaria. No obstante, dadas las diferentes eficiencias de los cebadores utilizados para el estudio
de las isoformas y la melanopsina total, los resultados obtenidos no pueden ser comparados.
Todos estos datos sugieren que se necesita un estudio multidisciplinar exhaustivo para
comprender el complejo comportamiento del sistema melanopsinico en la retina,

especialmente en los animales albinos.

Previamente, habiamos descrito que el nimero total de células melanopsinicas es
mayor en los ratones C3H que en los albinos CD1. Al comparar la expresion relativa del mRNA
en ambas cepas, obtenemos resultados similares, la expresién de la melanopsina es
significativamente mayor en los ratones pigmentados que en los albinos. Sin embargo, son

necesarios mas estudios para determinar la importancia fisiolégica de estas diferencias.
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3.6.  Andlisis de otros genes ritmicos de la retina

En nuestro estudio hemos observado grandes diferencias entre los ratones
pigmentados y los albinos respecto a la melanopsina. Con el fin de analizar otras posibles
similitudes y diferencias de expresidon entre ambas cepas de ratdn se llevé a cabo un estudio

complementario de otros genes de la retina.

El primero de los genes analizados fue el gen de expresidn temprana c-Fos.
Previamente se habia descrito una induccién de la proteina c-Fos en las células de la INL y GCL
tras el comienzo de la fase luminica (Huerta y cols., 1999; Lupi y cols., 1999). Por el contrario,
tal y como hemos descrito en ambas cepas de raton, el mRNA de c-Fos muestra una oscilacién
diaria con un pico maximo de expresién al comienzo de la fase de oscuridad, datos que
corroboran los resultados previos de Semo y cols., (2003) y Humphries y Carter (2004). La
expresion de este gen estd asociada a la despolarizacidon de las neuronas (Hoffman y Lyo,
2002). Los conos y bastones de vertebrados se hiperpolarizan durante la fase luminica y se
despolarizan en oscuridad. De este modo, en la ONL existe una expresidén muy baja durante la
luz pero muy elevada durante la fase oscura (Nir y Agarwal, 1993; Yoshida y cols., 1993). Se ha
sugerido que la expresion ritmica de c-Fos podria estar relacionada con la regulacién ritmica de
genes de fototransduccién (Tosini y Fukuhara, 2002), incluidas opsinas (Bowes y cols., 1988).

Sin embargo, hasta el momento no existe ninguna evidencia que apoye esta idea.

Ademas, en este estudio hemos definido el patron de expresion del gen reloj Per2 en
la retina pigmentada y albina mediante RT-PCR. En los ratones C3H hemos observado una
oscilacion diaria de este gen reloj en la retina con un pico de expresién al comienzo de la fase
oscura, mientras que en la retina albina no se detecta ninguna oscilacién durante el ciclo LO.
Un ritmo similar de la expresion de Per2 en la retina de ratén fue descrito por Ruan y cols.
(2006). No obstante, hemos de tener en cuenta que en estos estudios se utilizaron cepas de
ratdn con una expresion de melatonina normal (al igual que en la cepa C3H utilizada en este
estudio), lo que podria influir en la presencia de esta oscilacidn diaria, y explicar por qué en los
ratones albinos, que son deficientes para la melatonina, no se aprecia tal oscilacion. De este
modo, podriamos pensar que las alteraciones de los ritmos presentes en la cepa albina podrian
deberse a una deficiencia de melatonina. Sin embargo, cuando analizamos mediante RT-PCR el
ritmo diario de la opsina de bastones hemos detectado en la retina albina una oscilacion diaria
con un maximo de expresién al comienzo de la fase de oscuridad, lo cual coincide con los
resultados obtenidos por otros autores (Bowes y cols., 1988; von Schantz y cols., 1999).

Sorprendentemente, en la cepa pigmentada C3H no hemos observado tal oscilacidn diaria, a
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pesar de que en esta misma cepa de ratén fue descrito con anterioridad un ritmo enddgeno de

la rodopsina (von Schantz y cols., 1999).

Dados los resultados obtenidos en estos experimentos, no podemos concluir que el
albinismo o la deficiencia de melatonina en los ratones CD1 sea la causante de las diferencias
observadas entre las retinas pigmentada y albina. Por ello, debemos tener en cuenta que las
dos cepas de ratdn estudiadas en la presente tesis parecen ser muy diferentes entre si a nivel
de fisiologia de la retina, y si bien todas estas diferencias podrian deberse al albinismo que
caracteriza a los ratones CD1, debemos tener en cuenta que el fondo genético de ambas cepas

de raton es diferente.

Con la presente tesis doctoral hemos intentado profundizar en el desarrollo de las
células melanopsinicas. Hemos demostrado que las células ganglionares que expresan este
fotopigmento no parecen estar sujetas a la muerte celular que afecta a las neuronas durante el
desarrollo postnatal. Ademas, hemos analizado la influencia de las condiciones luminicas sobre
la retina en desarrollo, observando grandes diferencias en la respuesta a las condiciones
ambientales en la retina pigmentada y albina. Finalmente, hemos analizado la oscilacion diaria
de las células melanopsinicas en ambas cepas de ratén, encontrando nuevamente grandes

diferencias entre los ratones albinos y los pigmentados.

Sin embargo, al concluir esta disertacion que trataba de resolver algunas de las
incégnitas que existian en torno a las células melanopsinicas, se nos plantean algunas otras.
Entre ellas esta el porqué de un desarrollo tan temprano del sistema melanopsinico, y cudles
seran las funciones de este tanto en la retina como en el cerebro en el periodo prenatal y
postnatal. Ademads, seguimos sin conocer si es el albinismo el causante de las diferencias
existentes entre las dos cepas estudiadas en este trabajo. Dado que existen albinos
recuperados tras la expresién exdégena de la enzima tirosinasa en el epitelio pigmentario
(Lavado vy cols., 2006), seria interesante estudiar el desarrollo postnatal y la influencia de las
condiciones luminicas sobre esta retina recuperada. Otra de las cuestiones que queda
pendiente es si la oscilacidn diaria de las células que expresan melanopsina es circadiana o si
es dependiente de las condiciones externas. Estos experimentos arrojarian luz sobre distintos
aspectos del desarrollo y funcionalidad de las células que expresan melanopsina en los
mamiferos. Estos y otros objetivos son los que se perseguirdn alcanzar en un futuro préximo

en nuestro laboratorio.
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Conclusions

No loss of melanopsin cells occurs during post-natal development in the pigmented C3H
mice. If neurotrophic selection occurs for the melanopsin-expressing RGCs, it should take
place earlier than for other populations of RGCs. The establishment of this non-image
forming vision seems to take place during the perinatal period, without the influence of

the ambient light conditions.

The development of the melanopsin-cell system of albino CD1 mice is delayed with regard

to that of pigmented C3H +/+ mice.

The melanopsin-expressing RGCs are capable to adapt their responsiveness to ambient
lighting conditions even in the absence of the classical photoreceptors (as it occurs in the

early postnatal period), likely via their inherent photosensitivity.

Continuous light does not provoke irreversible changes on the albino retina during the
postnatal period. The decrease in number of melanopsin-expressing cells induced by LL
can be restored by simply reestablishing the standard LD conditions, even when rods and
cones are not yet functional. However, this recovery is somewhat faster when rod/cone
photoreceptors are fully developed. Our results reinforce the idea that rod/cone and

melanopsin-cell systems interact actively.

Periods of darkness or more likely the sequence of light and dark periods occurring under
the daily cycles might be necessary for the normal development of the melanopsin system

in the albino retina.

The number of melanopsin-expressing cells shows a daily oscillation in the pigmented
retina which is dependent on LD cycles and gradually develops within the early postnatal
period. In albino mice, these cells also show a daily oscillation, but the pattern differs

significantly from that observed in pigmented retina.
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7. The regulation of melanopsin expression by light/dark cycles occurs at the post-

transcriptional level in the pigmented retina.
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In addition to some other functions, melanopsin-expressing retinal ganglion cells (RGCs)
constitute the principal mediators of the circadian photoentrainment, a process by which the
suprachiasmatic nucleus (the central clock of mammals), adjusts daily to the external day/night
cycle. In the present study these RGCs were immunohistochemically labelled using a specific
polyclonal antiserum raised against mouse melanopsin. A daily oscillation in the number of
immunostained cells was detected in mice kept under a light / dark (LD) cycle. One hour before
the lights were on (i.e., the end of the night period) the highest number of immunopositive cells
was detected while the lowest was seen 4 h later (i.e., within the first hours of the light period).
This finding suggests that some of the melanopsin-expressing RGCs “turn on” and “off” during
the day/night cycle. We have also detected that these daily variations already occur in the early
postnatal development, when the rod/cone photoreceptor system is not yet functional. Two
main melanopsin-expressing cell subpopulations could be found within the retina: M1 cells
showed robust dendritic arborization within the OFF sublamina of the inner plexiform layer (IPL),
whilst M2 cells had fine dendritic processes within the ON sublamina of the IPL. These two
cell subpopulations also showed different daily oscillations throughout the LD cycle. In order to
find out whether or not the melanopsin rhythm was endogenous, other mice were maintained
in constant darkness for 6 days. Under these conditions, no defined rhythm was detected,
which suggests that the daily oscillation detected either is light-dependent or is gradually lost
under constant conditions. This is the first study to analyze immunohistochemically the daily
oscillation of the number of melanopsin-expressing cells in the mouse retina.

Keywords: retina, melanopsin, circadian rhythm, postnatal development, mouse

INTRODUCTION

Circadian rhythms are oscillations with a period of about 24 h.
Animals express these rhythms in their behavior and their physiol-
ogy. The main role of the so-called circadian system is to set the time
at which physiological and behavioral events occur with respect to
the 24-h period, i.e. the day/night cycle. By anticipating physiologi-
cal processes, organisms get ready for predictable changes in the
environment. The period of the inner clock is not exactly 24 h and,
hence, it must be entrained everyday. Twilight transition provides
the most reliable indicator of environmental time and mediates
this synchronization, a process that has been called photoentrain-
ment. The principal pacemaker in mammals is the hypothalamic
suprachiasmatic nucleus (SCN) (Foster and Hankins, 2002).

The perception of the external day/night cycle, which is per-
haps the most important function of the so-called non-image-
forming visual system, is mediated by rod/cone photoreceptors
and by intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs)
whose phototransduction is based on the photopigment melan-
opsin (Berson etal., 2002; Hattar etal., 2003). These ipRGCs
transmit light information to the SCN through a monosynaptic
pathway called the retinohypothalamic tract (RHT), allowing the
photoentrainment to the external light-dark cycle (Gooley et al.,
2001; Hankins et al., 2008; Hannibal et al., 2002; Hattar et al.,
2002; Panda et al., 2002). Some other major projections of these

cells include the olivary pretectal nucleus, which controls pupil
constriction and the intergeniculate leaflet, in which photic and
non-photic circadian cues converge (Fu et al., 2005). Minor inner-
vation from the ipRGCs is also received in brain areas involved in
the promotion of sleep (the ventrolateral preoptic nucleus), gaze
control (superior colliculus), image-forming vision (dorsal lateral
geniculate nucleus), etc. (Fu et al.,, 2005). Apart from perceiving
light, melanopsin-expressing RGCs are also the principal conduits
for rod-cone input to the mentioned responses (Giiler et al.,2008),
and in fact, their targeted destruction altered the effects of light on
circadian rhythms (Goz et al., 2008).

The retina itself behaves as a clock, showing circadian oscilla-
tions. Which cells contribute to the clock mechanism that drives
the inner retinal rhythm, as well as to what extent the ipRGCs are
involved in such mechanism, is still unknown. Hannibal et al. (2005)
and Sakamoto et al. (2004, 2005) demonstrated that melanopsin
mRNA shows a daily oscillating pattern, with a peak in the transi-
tional phase from day to night, whilst the minimum was observed
at the end of the night. This rhythm appears to be influenced by
rod/cone inputs, since melanopsin expression in rats with retinal
degeneration, lacking rod and cone photoreceptors, is lower than
in controls and also arrhythmic (Sakamoto et al., 2004). Moreover,
the elimination of dopamine in the rat retina provoked an alteration
in the expression of melanopsin mRNA (Sakamoto et al., 2005),
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which means that dopamine is also involved in this daily oscillation.
Under constant darkness pigmented rats (Sakamoto et al., 2005)
showed an attenuated oscillation of melanopsin mRNA expression;
however, Hannibal et al. (2005) and Mathes et al. (2007) showed
that this daily rhythm was abolished by exposure to constant
conditions.

The melanopsin daily rhythm could be observed in the early
postnatal development, when rods and cones are not functional
yet (Hannibal et al., 2007), which means that, at least at this early
stage, is independent of the rod/cone input. Also, the ipRGCs were
seen to be responsive to light stimulation since postnatal day (P) 0
(Sekaran et al.,2005; Tu et al.,2005). Moreover, it has been reported
that the SCN begins to respond to stimulation of the retina at
PO-1 (Lupi et al., 2006), or at P4 (Munoz-Llamosas et al., 2000)
depending on intensity of the light administered, suggesting that
functional connections between the retina and the SCN are already
established on the day of birth.

Two main different morphological types of melanopsin-express-
ing RGCs have been previously described: M1 and M2 cells, which
show different dendritic arborisation in different sublayers of the
inner plexiform layer (IPL). Baver et al. (2008) demonstrated that
these cell subpopulations have different brain projections, and in
a recent study by Schmidt and Kofuji (2009) electrophysiological
differences between them were also reported.

In the present work we have analyzed for the first time the daily
variation of the number of the mouse melanopsin-expressing
ipRGCs and of their main subpopulations, by means of immunohis-
tochemistry, as well as the effects of darkness on such variation.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS AND EXPERIMENTAL DESIGN

Male pigmented mice C3H/He were used in the present study.
Although commercially available C3H/He mice are retinally degen-
erate (rd/rd), we only studied C3H/He mice with normal retinas,
i.e. wild-type at the rd locus (+/4), which were kindly donated by
Dr. R. G. Foster (Oxford University, UK).

All the animals were maintained in the central animal care facili-
ties under constant temperature conditions (20 £ 2°C), fed with
standard food and tap water ad libitum and maintained under a
12-h light/12-h dark cycle (LD). As we will indicate below, a group
of animals were also exposed to continuous darkness (DD). Under
LD conditions the illumination source was a white light fluorescent
lamp, so that the animals were exposed to an intensity of 200 lux
at cage level.

Within the 24-h period two timing systems were considered in
the present study: zeitgeber time (ZT), when the rhythms of the
animals are synchronised with the external cycle (LD conditions);
and circadian time (CT), when the animals show their endogenous
rhythms (DD conditions).

In order to study the possible oscillation of melanopsin-express-
ing cells under the LD cycle or the effects of DD, several groups of
mice were analyzed.

LD mice

Mice aged 1-3 months kept under 12-h light/ 12-h dark were used.
Animals were killed at ZT3, ZT8,ZT13,ZT18, ZT23 (ZT0 = lights
on, ZT12 = lights off, n = 4 animals at each time point). In order

to analyze the postnatal development of this daily rhythm pups
of P1 and P5 were used. Pups were kept with their mothers under
LD conditions until P1 and P5. Two time points were analyzed:
ZT3 and Z123.

DD mice

To study the effects of constant darkness (DD), a group of adult
mice were maintained in DD conditions for 6 days and killed at
CT3, CT8, CT13, CT18 and CT23 (n =4 animals at each time
point). To calculate the CT of these animals we considered that
the period length was 23.5 h, as estimated in previous publications
(Hatori et al., 2008; Rollag et al., 2003).

TISSUE PREPARATION

In order to minimize pain, animals were anaesthetized prior to
sacrifice. Experiments were performed in accordance with the
European Communities Council Directive of 24 November 1986
(86/609/EEC). Eyes from decapitated animals were removed and
fixed in a 4% paraformaldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer
(PB),pH 7.4, for 24 h, and then washed in PB for 24 h at 4°C. Then,
the cornea and lens were removed and the eyecup was dehydrated
through a graded series of ethanol and embedded in paraffin. Only
one eyecup per animal was used for the present study. 10 pm-—thick
sections covering the whole eyecup were obtained from the paraf-
fin blocks with a microtome and then mounted onto slides in six
parallel series, of which only one was used. Paraffin sections were
collected on gelatine-coated slides, deparaffined in xylene, hydrated
in ethanol and placed in phosphate-buffered saline solution (PBS
0.01 M phosphate, 0.15 M NaCl) for 10 min.

For immunohistochemical labelling, endogenous peroxidase
activity was blocked by immersion in a solution of 0.3% hydrogen
peroxide in PBS at room temperature (RT) for 30 min. Then they were
washed twice for 5 min in PBS containing 0.4% Triton-100 (PBS-
T) at RT to enhance permeability. Unspecific binding was blocked
with normal goat serum (Vector Labs) diluted in PBS for 30 min.
at RT. This was followed by incubation with the UF006 anti-mouse
melanopsin polyclonal antibody at a dilution 1:5000 at 4°C for 3 days.
This antiserum, which was raised in rabbit against the N-terminus
peptide of the mouse melanopsin, was generously donated by Dr.
Ignacio Provencio (University of Virginia, USA). Immunoreaction
was visualized via the avidin—biotin—peroxidase method (Elite ABC
kit, Vector Labs), using 0.025% DAB (3-3 diaminobenzidine tetrahy-
drochloride; Sigma) in 0.003% hydrogen peroxide Tris—HCI (0.05 M,
pH 7.5) buffer as chromogen. Finally, the sections were dehydrated
in an ethanol series, cleared in eucalyptol, and coverslipped.

CELL COUNT AND CLASSIFICATION

Retinal sections were observed in a bright-field microscope (Nikon
Eclipse E400). The somata of melanopsin-immunopositive cells
were counted in the whole area of all the retinal sections of the series
analyzed (1 out of 6 series per retina were used). Immunopositive
cells were classified in M1 or M2 cells attending to the location of
their soma and dendritic processes.

STATISTICAL ANALYSIS
The SPSS 15 software was used for all the statistical analyses of
the present study. Kolmogorov—Smirnov test was used to confirm
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the normality of the data. The homogeneity of the variances was
assessed with Levene’s test. Student’s #-tests were performed when
the groups to be compared were only two. One-way ANOVA tests
were used to analyse the total number of melanopsin-immunoposi-
tive cells, as well as the numbers of M1 and M2 cell subpopulations,
throughout the LD cycle and throughout the DD cycle. Post hoctests
were performed to detect differences between specific time-points.
In order to study possible interactions between the variables “cell
subpopulation” and “time-point” throughout the LD cycle or the
DD cycle, factorial ANOVA tests were performed. The number of
melanopsin-expressing cells per retinal sample was presented as
mean = SEM. p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
Melanopsin immunostaining could be observed in somata, den-
drites and proximal segments of axons. Melanopsin-expressing cells
were located throughout the retina and their somata were found
either in the ganglion cell layer (GCL) or displaced in the inner
nuclear layer (INL). Two dendritic plexuses could be distinguished
in the inner plexiform layer (IPL) (Figure 1): one in the innermost
sublamina (ON) and another in the outermost sublamina (OFF).
Two clearly distinguishable cell populations were considered for
the present study attending to the different location of their somata
and dendritic processes (Figure 1):

*  MI cells, with robust dendrites arborizing in the outer mar-
gin of the IPL (OFF-sublayer). Within this group, most of the
cells, which were frequently heavily stained, had their somata
located in the GCL. Some other cells had their somata displa-
ced in the amacrine cell sublayer (i.e., the inner margin of the
INL). Among the latter, heavily and weakly stained cells could
be observed (not shown in the figure).

ONL
OPL
INL 2w
. 1 T :
T
IPL
: % * *
GCL “,M’l ‘ M2 Y

FIGURE 1 | A representative micrograph of melanopsin immunostained
retina of adult mice. Two plexuses can be observed in the IPL, one in the
innermost layer (OFF sublayer, asterisks) and the other in the outermost layer
(ON sublayer, arrows). Three immunostained cells can be seen: two M1 cells
(with dendritic arborization in the OFF sublayer) and one M2 cell (with
dendritic arborization in the ON sublayer). GCL, ganglion cell layer; IPL, inner
plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL,
outer nuclear layer. Scale bar: 50 ym.

* M2 cells had their somata located in the GCL and their den-
dritic processes, which were finer and more numerous that
those of M1 cells, were placed in the inner margin of the IPL
(ON-sublayer). These cells usually showed weak staining.

Some other cell populations (not shown) were only occasion-
ally seen and, hence, were not considered for our analysis: a few
immunostained cells had their somata located in the amacrine cell
layer and their processes in the inner margin of the IPL (ON sub-
layer) and some other cells seemed to arborize in both the inner
and outer plexuses of the IPL.

NUMBER OF MELANOPSIN-IMMUNOSTAINED CELLS THROUGH

THE LD CYCLE

Under LD conditions an oscillation in the total number of cells that
expressed melanopsin was detected in adult mice retinas (Figure 2).
The highest number of immunopositive cells was found 1 h before
lights were on (ZT23), while the lowest was seen 4 h later (ZT3)
(p<0.001). Then, a small increase of the number of immunopo-
sitive cells, which is maintained during the late day and the early
night, was observed (not significative). The increase of melanopsin-
expressing cells was found at the late night (p < 0.05).

In order to find out whether such differences between ZT23 and
ZT3 were also present at the early postnatal stages, the retinas of
newborn mice of P1 and P5 were also analyzed. In this case, a sig-
nificantincrease between ZT23 and ZT3 was found at P5 (p < 0.01).
Such increase was not so marked as in adults. At P1 no statistical
difference was detected between these time-points (Figure 3).

When M1 and M2 cells were counted separately under LD
conditions, factorial ANOVA revealed an interaction between “cell
subpopulation”and “time-point” (p < 0.001), which indicates that
variations of both cell subpopulations were significantly different.
One-way ANOVA tests for each subpopulation revealed that both
of them had different oscillations throughout the period analyzed
(M1 cells, p<0.001; M2 cells, p<0.01). In fact, as can be seen in
Figure 4, the M1 cell oscillation is more pronounced than that of
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FIGURE 2 | Number of immunopositive cells throughout the 12 h L/12 h

D cycle. The ANOVA test revealed a daily significant oscillation (o < 0.001).

Post hoc tests detected a significant decrease at the beginning of the light

period (p < 0.001) and an increase at the end of the night (p < 0.05). (n = 4 at

each time-point).
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M2 cells, in which just a significant difference was found between
ZT18 and ZT23 (p < 0.05). Also, the ratio between these two cell
types changed at some time-points: at ZT3 M2 cells were more
abundant than M1 (p < 0.001), and at ZT18, vice versa (p < 0.01),
as revealed by Student’s t-tests performed to compare both cell
subpopulations in parallel at the same time points. The maxima
were observed at ZT23 and, after the onset of the light period
(ZT3), the decrease of M1 cells was stronger than that of M2 cells
(Figure 4).

We also analyzed whether M1 and M2 cells presented a similar
oscillation between ZT23 and ZT3 at P5. Student’s t-tests revealed

500 ~
450
400 -
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300 +
250 4
200 -+
150 ~
100 +
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O — |

ZT23 ZT3
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No. of melanopsin RGCs / retinal sample
-

FIGURE 3 | Number of immunostained cells at ZT23 and ZT3 in the early
postnatal development (mice were maintained under an LD cycle).
Significant differences could be detected at P5 (p < 0.01), but not at P1.

(n = 4 per group at both time-points).
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FIGURE 4 | M1 and M2 cell subpopulations counts under LD conditions.
One-way ANOVA tests revealed significant oscillation during the LD cycle for
M1 cells (p < 0.001) and for M2 cells (p < 0.01). M1 cells showed a sharp
decrease (p < 0.001) at the onset of the light period and then an increase
between ZT3 and ZT8 (p < 0.01). For M2 cells, a significant difference was
only detected between ZT18 and ZT23 (p < 0.05). Arrows indicate the two
time-points in which the numbers of both cell subpopulations were
significantly different (p < 0.001 at ZT3 and p < 0.01 at ZT18). (n = 4 per group

at all the time-points analyzed).

that while M2 cells showed no fluctuation between these time-
points at this early postnatal age, M1 cells did show a fluctuation
(p<0.001), which was parallel to that found in adults (Figure 5).

NUMBER OF MELANOPSIN-IMMUNOSTAINED CELLS

IN DD CONDITIONS

With the aim to study whether or not the melanopsin oscillation

was endogenous, animals were maintained in DD for 6 days. Under

DD, differences between the highest and the lowest numbers disap-

peared (p > 0.05) and no rhythm could be detected (Figure 6).
When analyzed separately under these DD conditions, the ratio

between both cell subtypes changed with regard to those in LD

conditions: M1 cells maintained a higher number than M2 cells

at all the time-points studied (Figure 7). Factorial ANOVA test
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FIGURE 5 | Number of M1 and M2 melanopsin cells of P5 mice at ZT23

and ZT3. Only M1 cells showed significant difference between these
time-points (p < 0.001). (n = 4 per group at both time-points).
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FIGURE 6 | No rhythm was detected in the number of melanopsin cells in
DD conditions (ANOVA test: p > 0.05). (n = 4 at each time-point).
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FIGURE 7 | Numbers of M1 and M2 cells under DD conditions. While
M1 cells maintained rather constant values, significant oscillation was
observed for M2 cells (one-way ANOVA test: p < 0.01). A decrease in the
number of M2 cells at the end of the subjective night (p < 0.05) was detected
by a post hoc test. (n = 4 per group at each time-point).

did not reveal interaction between “cell subpopulation” and “time-
point”, which means that both cell populations behave similarly
throughout the period analyzed. One-way ANOVA tests and post
hoc tests for each cell subpopulation revealed that M1 cells main-
tained rather constant values throughout the period, but curiously
M2 cells did show a daily oscillation (p < 0.01), with a small but
significant diminution at the end of the subjective night between
CT18 and CT23 (p<0.05).

DISCUSSION
In addition to environmental cyclic fluctuations, rhythms are
present in organisms, organs and cells. Some of these oscillations
even persist in absence of external cues and constitute a way by
which the organisms are prepared to predictable variations of the
environment. These autonomous oscillators are considered biologi-
cal clocks. Other organs and cells oscillate because they are gov-
erned by primary autonomous oscillators or simply as a response
to environmental fluctuations. The retinal circadian clock was the
first extra-SCN oscillator to be discovered in mammals (Tosini
and Menaker, 1996). The endogenous oscillators of the retina are
supposed to constitute an organized network to control many of
the physiological, cellular and molecular rhythms that are present
within this organ (Tosini et al., 2008). The nature of the cells that
constitute such network has not been yet completely established.
As an example, cone/rod photoreceptors, which release melatonin
that peaks at night, and a subpopulation of amacrine/interplexi-
form cells that produce dopamine peaking at day, are known to
form an intercellular feedback loop that regulate circadian retinal
physiology (Green and Besharse, 2004). The C3H/He mice used
in the present study, unlike some other mouse strains, have robust
retinal melatonin rhythms that persist even after several days under
continuous darkness (Tosini and Menaker, 1998), indicating that
the retinal clock is fully operative and, therefore, this murine strain
constitutes an appropriate model to study oscillations within the
retina.

Since they were discovered a decade ago, melanopsin-expressing
cells have continuously been subject of thorough study. Together

with the cone/rod photoreceptors, these photosensitive neurons
contribute to circadian photoentrainment, but also have other
remarkable roles (Fu et al., 2005; Goz et al., 2008; Hattar et al.,
2003), including the modulation of some classical image-forming
visual pathways. Barnard et al. (2006) demonstrated that the dif-
ferences between the electroretinographic responses of the cone
cell pathway at midday and at midnight are related to the pres-
ence of melanopsin-expressing RGCs. This suggests that these
cells are somehow involved in the fluctuations occurring within
the retina. Daily oscillations of both the melanopsin mRNA and
the melanopsin protein have been previously reported in the rat
(Hannibal et al., 2005; Sakamoto et al., 2004). In these studies, the
total content of mRNA and the total amount of protein, by means
of RT-PCR and Western-blot analyses, respectively, were measured.
However, to date no previous studies had been done with regard
to the possible variation in number of melanopsin-expressing cells
through the 24-h cycle. The results presented in this paper clearly
demonstrate that this number does oscillate throughout the day/
night cycle, with a maximum at the end of the dark period (ZT23)
and a minimum within the first hours of the light period (ZT3).
A remarkable conclusion can be immediately extracted from this
finding: at least some ipRGCs turn on and off during the LD cycle.
When we analyzed these two time points (ZT3 and ZT23) at P1 and
P5,i.e. the early postnatal stage when the rod/cone photoreceptors
are not yet functional, we only could detect significant difference
between them at P5, which suggests that the melanopsin system
gradually develops within the early postnatal period. In the pre-
vious studies mentioned (Hannibal et al., 2005; Sakamoto et al.,
2004) the maximum levels of melanopsin mRNA and protein in
the rat occur at the transition from day to night, which is difficult
to fit with our results in the mouse, in which the peak occurs in
the transition from night to day. It must be taken into account that
two mammalian species may have a different physiology and also
that the total amount of protein detected by Western-blot analyses
need not reflect the number of immunostained cells.

It is important to remark that the present work analyses for the
first time the daily oscillation of M1 and M2 cells, which are the
main morphologically and physiologically different subpopulations
recognised among the melanopsin-expressing RGCs (Baver et al.,
2008; Schmidt and Kofuji, 2009). In adult mice the numbers of
both cell types reached the maximum and the minimum at similar
times of the day; however, these numbers did not run parallel, which
means that the ratio of the two cell types varied throughout the
day/night cycle. This finding might be related to their likely distinct
functional roles, since they have different dendritic stratification
and physiology (Schmidt and Kofuji, 2009), as well as different brain
projections (Baver et al., 2008); however, further data are required
to discuss the meaning of their different oscillation through the
LD cycle.

When M1 and M2 cells were analyzed separately at P5, dif-
ference between ZT3 and ZT23 was only significant for M1 cells,
which indicates that this cell subpopulation develops earlier than
the M2 cells, a fact that might also be related to their distinct central
connectivity and functional roles. Of the two cell subpopulations
described above, only one has been reported to date in the rat and
this makes any comparison between the two species more difficult.
Such cell population in the rat retina likely correspond to the mouse
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M1 cells, due to their common dendritic arborization in the OFF
sublamina, and also to the fact that antibodies raised against the
C-terminus of the rat melanopsin specifically labeled the M1 cells
in the mouse (Baver et al., 2008). Hannibal et al. (2007) detected
a daily rhythm in neonatal rats (P5) that could correspond to the
oscillation described in this paper for the mouse M1 cells at the
same postnatal day. Our finding, like theirs, supports the idea that
atleast the oscillation of M1 cells during the 24-h cycle is independ-
ent of the rod/cone input, since it was detected even before these
photoreceptors were developed. On the other hand, Sakamoto et al.
(2004) observed that cone/rod photoreceptor loss in RCS-rdy rats
abolishes melanopsin production by the ipRGCs. Curiously, in a
mouse model Semo et al. (2003) did not observe any significant
diminution of melanopsin production after retinal degeneration,
which again reveals the variability between species. M2 cell oscilla-
tion, which was only detected in adults in our experiments, might
depend on the development of other retinal neurons, like rod/cone
photoreceptors or the dopaminergic amacrine cells, which are not
functional at the early postnatal stage.

After 6 days under constant darkness, we did not detect any
rhythm in the total number of melanopsin-immunostained cells,
which suggests that the oscillation is not endogenous, but subjected
to the day/night cycle. When M1 and M2 cells were analyzed sepa-
rately, their ratio was roughly maintained at all the time-points ana-
lyzed, with the exception that M2 cells showed a small but significant
decrease at the end of the subjective night in such experimental
conditions. This finding is difficult to explain, but suggests that the
physiology of the two subpopulations is different and still poorly
understood. Whether the melanopsin oscillation through the 24-h
period is endogenous or not is a controversial matter. Sakamoto
et al. (2005) detected an attenuated circadian oscillation in melan-
opsin mRNA in rats after 2 days in constant darkness. In contrast,
Mathes et al. (2007) reported in a different rat strain that the daily
rhythm of melanopsin mRNA was abolished after both constant
light or constant darkness exposure, suggesting that the regulation
of the melanopsin gene does not rely on a circadian oscillator but
is directly illumination-dependent. Therefore, no comparisons can
be established between our results in mice and any of these studies.
Moreover, only M2 cells showed a small fluctuation in constant
conditions. Therefore, no comparisons can be established between

our results in mice and any of these studies. Moreover, only M2 cells
showed a small fluctuation in constant conditions. If the melanop-
sin-expressing RGCs had an endogenous rhythm, they should work
in a synchronized way. If this was the case, exposure to continuous
darkness might induce disruption of the coupling among them and,
thus, aloss of their circadian oscillation. Additional analyses on each
cell subpopulation, administering shorter periods of exposure to
constant conditions, are needed to clarify this issue.

Our study contributes to understanding the physiology of
melanopsin-expressing cells and their two subpopulations, which
respond differently to changes in environmental conditions. Some
of these retinal neurons seem to turn on and off during the LD
cycle. Moreover, the effects that these cells exert on different brain
areas might be additive, i.e., dependent on the number of cells
being active at a certain time. Apart from the physiological impor-
tance that this finding may have on its own, this could also explain
some quantitative differences reported in previous studies by other
authors regarding the melanopsin content of the retina, and why
some retinal ganglion cells that project to the SCN do not show
melanopsin immunostaining (Sollars et al., 2003). These cells that
do not apparently express the melanopsin photopigment might
correspond to retinal samples taken at hours in which such cells
were switched off, but still might transmit inputs from the cone/
rod pathway to the brain. Differences found in previous studies
regarding the total number of melanopsin-expressing cells in the
retina, or the numbers of M1 and M2 cell subpopulations, might
also be derived from different times of the day for sample col-
lection. Further research is needed to answer questions related to
the networks established among neurons within the retina and to
what extent the melanopsin-expressing neurons contribute to the
circadian physiology of this organ.
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No loss of melanopsin-expressing
ganglion cells detected during
postnatal development of the mouse retina
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Summary. Melanopsin, an opsin protein expressed in
mammalian retinal ganglion cells (RGCs), makes them
responsive to light. Such photosensitive RGCs form the
retinohypothalamic tract (RHT) that provides signals to
the suprachiasmatic nucleus (SCN), the master regulator
of circadian rhythms. The SCN is adjusted daily to the
environmental day/night cycle by signal inputs incoming
from the RHT. In the present work we have studied,
using immunohistochemistry techniques, the types and
number of cells which expressed melanopsin during the
postnatal development of pigmented C3H/He mice
maintained in a standard daily cycle (12-h light / 12-h
dark). Our results clearly show for the first time that the
retina maintains a rather constant number of melanopsin-
expressing RGCs from the first postnatal day and, thus,
demonstrate that no loss of these photosensitive cells
occurs during postnatal development. This supports the
general idea that the non-image-forming system, in
which these cells are involved, is functional at the very
early postnatal stage.

Key words: Melanopsin, Postnatal development, Retina,
Mice, Non-image-forming vision

Introduction

Retinal rods and cones are the primary
photoreceptors for vertebrate image formation; however,
sight is not the sole function of the retina. The so-called
non-image forming vision, which basically consists of
the perception of the day-night cycle and light intensity,
is mediated by classical rod/cone photoreceptors and by
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Morphology and Cell Biology, Oviedo University, 33071 Oviedo, Spain.
e-mail: jmgf @uniovi.es

a small subset of retinal ganglion cells (RGCs). Such
RGCs express the photopigment melanopsin and are
intrinsically photosensitive (ip) (Berson et al., 2002;
Hattar et al., 2002). Such melanopsin-expressing cells
also constitute the principal conduits for rod-cone input
to non-image-forming vision (Giiler et al., 2008) and
project to several brain areas, including the
suprachiasmatic nucleus (SCN), the organ in which the
circadian rhythms that command the circadian
physiology are generated (Gooley et al., 2001; Berson et
al., 2002; Hannibal et al., 2002; Hattar et al., 2002;
Panda et al., 2002; Ruby et al., 2002). In fact, it has been
recently demonstrated that the targeted destruction of
these ipRGCs alters the effects of light on circadian
rhythms (Goz et al., 2008; Guler et al., 2008; Hatori et
al., 2008). Some other major projections of these cells
include the olivary pretectal nucleus, which controls
pupil constriction and the intergeniculate leaflet, in
which photic and non-photic circadian cues converge
(Hattar et al., 2006). Minor innervation from the ipRGCs
is also received in brain nuclei involved in the promotion
of sleep, photic modulation of neuroendocrine outputs,
image-forming vision, etc. (Hattar et al., 2006).

The different brain projections for image-forming
and non-image-forming vision do not develop
functionally at the same time. The onset of image-
forming activity depends on the intraretinal
synaptogenesis of cone/rod photoreceptors, the
extraretinal ganglion cell synaptogenesis to the lateral
geniculate nucleus and the eye opening, which occurs at
postnatal day (P) 14 approximately (i. e., mice are totally
image-blind until this postnatal day). However, the
melanopsin-expressing ganglion cells are responsive to
light stimulation since PO (Sekaran et al., 2005; Tu et al.,
2005). Moreover, it has been reported that the SCN
begins to respond at PO-1 (Lupi et al., 2006), or at P4
(Mufioz-Llamosas et al., 2000) depending on light
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intensity. This means that functional connections
between the retina and the SCN are already established
at birth, when the production of RGCs is essentially
complete (i.e. they all are postmitotic). A number of
studies have described a neurotrophic cell death in the
mouse ganglion cell layer (GCL) during the postnatal
extraretinal and intraretinal synaptogenesis. A peak of
RGC death occurs shortly after birth and a second peak
seems to coincide with eye opening, approximately at
the end of the second postnatal week (Valenciano et al.,
2008). At least 70% of the RGCs generated are selected
by programmed cell death during the three postnatal
weeks (Strom and Williams, 1998).

Regarding the morphological and functional
heterogeneity of ipRGCs in the mouse, previous works
have identified two main cell types: M1 cells, with their
dendritic arborisation in the outer-most sublayer of the
inner plexiform layer (IPL), which corresponds to the
sublamina a (OFF sublamina), and M2 cells, which have
their dendrites forming a second plexus in the inner-most
part of the IPL, which corresponds to the sublamina b
(ON sublamina). Baver et al. (2008) demonstrated that
these types have different brain projections, and in a
recent study by Schmidt and Kofuji (2009) functional
differences among them were also reported.

Although both the morphology and physiology of
the melanopsin-expressing cells have been thoroughly
analysed in mice, studies on their development are rather
scarce to date (Sekaran et al., 2005; Tu et al., 2005; Lupi
et al., 2006; Schmidt et al., 2008). Hence, our goal was
to analyse the postnatal development of such
photosensitive RGCs in pigmented C3H/He, mice in
order to elucidate to what extent M1 and M2 cell
subpopulations were affected by the selection occurring
in the retina during the early postnatal period.

Materials and methods
Animals

Male and female pigmented mice C3H/He were used
in the present study. Although commercially available
C3H/He mice are retinally degenerate (rd/rd), we only
studied C3H/He mice with normal retinas, i.e. wild-type
at the rd locus (+/4), which were kindly donated by Dr.
R. G. Foster (Oxford University, UK).

All the animals were maintained in the central
animal care facilities under constant temperature
conditions (20+£2°C) and a 12-h light/12-h dark cycle,
and fed with standard food and tap water ad libitum.
Four ages were analysed: 1, 5, 11 and 21 postnatal (P)
days, with a total of 4 animals per age group. The
illumination source was a white light fluorescent lamp,
so that the animals were exposed to a light intensity of
250+50 lux at cage level.

Tissue retrieval and preparation

In order to minimize pain, animals were

anaesthetized prior to sacrifice. Animals were sacrificed
3 hours after light on. Experiments were performed in
accordance with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC).

Eyes from decapitated animals were removed and
fixed in a 4% paraformaldehyde solution in 0.1M
phosphate buffer (PB), pH 7.4, for 24 hours, and then
washed in PB for 24 hours at 4°C.

Eye measurements

The diameter of the ocular globe, as well as the area
of the whole flat-mounted retina, was measured at P1
and P21. Only one eye was analysed per animal. The
diameter was measured by means of a gauge. The area
of the photographed whole mount retinas was calculated
with Corel Photopaint Software (Corel Corporation).
The area was measured in pixels and then transformed in
square millimetres.

Immunohistochemistry of retinal sections

For the immunohistochemistry techniques, the
cornea and lens were removed. To obtain retinal sections
the eyecup was dehydrated through a graded series of
ethanol and embedded in paraffin. Sections of 10 pm
were obtained from the paraffin blocks with a microtome
(only one eye per animal was sectioned) and then
mounted onto slides in six parallel series, of which only
one was used for the present study. Paraffin sections
were collected on gelatine-coated slides, deparaffined in
xylene, hydrated in ethanol and placed in phosphate-
buffered saline solution (PBS. 0,01M phosphate, 0,15M
NaCl) for 10 min.

For the immunohistochemistry techniques,
endogenous peroxidase activity was blocked by
immersion in a solution of 0.3% hydrogen peroxide in
PBS at room temperature (RT) for 30 minutes. Then they
were washed twice for 5 minutes in PBS containing
0.4% Triton X-100 (PBS-T) at RT to enhance
permeability. Unspecific binding was blocked with
normal goat serum (Vector Labs) diluted in PBS for 30
min. at RT. This was followed by incubation with anti-
melanopsin primary antibody (UF006, generously
donated by Dr. Ignacio Provencio, University of
Virginia, USA) at a dilution 1:5000 at 4°C for 3 days.
Immunoreaction was visualized via the avidin-biotin-
peroxidase method (Elite ABC kit, Vector Labs), using
0.025% DAB (3,-3'-diaminobenzidine tetrahydro-
chloride; Sigma) in 0.003% hydrogen peroxide Tris—HCI
(0.05M, pH 7.5) buffer as chromogen. Finally, the
sections were dehydrated in an ethanol series, cleared in
eucalyptol, and coverslipped.

Immunofluorescence in flat mounted retinas
Flat-mounted retinas at P1 and P21 were also

analysed. Four animals per age group and only one eye
per animal were used. After eye fixation and washing,
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the cornea and lens were removed and the retinas were
isolated from the eyecup. Melanopsin immuno-
histochemistry was performed as described above, but
with PBS-T containing 1% Triton X-100. Also,
immunofluorescence with an Alexa-fluor 488 goat anti-
rabbit antiserum (Invitrogen, with a dilution of 1:200),
instead of the ABC method, was used. Finally, the
retinas were mounted onto slides with mounting medium
for fluorescence (Vectashield, Vector Labs),
coverslipped and sealed.

Cell count and classification

The somata of melanopsin positive cells were
counted, regardless of their localization or morphology,
in the whole area of all the immunostained sections and
of the flat-mounted retinas. For counting melanopsin
positive cells on retinal sections a bright-field
microscope was used (Nikon Eclipse E400). For whole
flat-mounted retinas a confocal microscope was used
(Leica TCS-SP2-AOBS). Melanopsin-positive cells
were classified attending to the location of their soma
and dendritic processes.

Statistical analysis

Student t test was used to compare ocular diameter
and retinal area between P1 and P21. In total, the
diameter of four eye globes and the area of four flat-
mounted retinas were measured per age group.

A one-way ANOVA analysis was used to compare
cell counts in retinal sections between ages P1, PS5, P11
and P21. In flat mounted retinas Student t test was also
used to compare total cell counts.

Results

The ocular globe diameter of pigmented mice
increased significantly from P1 (2+0.04 mm) to P21
(3.025+0.05 mm) (p<0.001) (Fig. 1A,B). The retinal
area also showed significant differences between P1
(5.25+0.30 mm?) and P21 (14.03x0.39 mm?) (p<0.001)
(Fig. 1C,D), which means a 2.7-fold increase.

The UF006 antibody revealed immunoreactivity in
somata, dendrites and proximal axonal segments of a
RGC subpopulation. Melanopsin-expressing cells could
be observed throughout the retina, at both the peripheral
(Fig. 2A) and the central areas (Fig. 2B,C) from P1 on,
and their somata were located either in the GCL or
displaced in the INL. At P1 ipRGCs had already
developed dendritic processes but they did not show any
discrete plexus (Fig. 2D). At P11 we could observe two
well-constituted plexuses in two sublayers of the inner
plexiform layer (IPL): one plexus in the ON-sublayer
(next to the GCL) and another in the OFF-sublayer (next
to the INL). Dendritic processes in the ON plexus were
finer and more numerous than those situated in the OFF
plexus (Fig. 2E).

The total number of melanopsin-immunopositive

cells in the retina did not vary significantly (p>0.05)
during postnatal development. In retinal sections the
number of melanopsin-positive cells ranged between 160
and 250 per retinal sample (P1, P5, P11, P21) (Fig. 3A).
In whole flat-mounted retinas the number of
melanopsin-positive cells ranged between 1600-1800
cells/retina (P1 to P21) (Fig. 3B). We have observed a
similar total number of melanopsin-expressing cells in
the retina at both ages. However, the total area of the
retina increased during postnatal development (Fig.
4A.B) and, thus, the density of melanopsin-immuno-
positive cells decreased within the same period (Fig.
4C,D).

In the present study we have also analyzed and
classified the melanopsin-expressing cells attending to
the different location of their somata and dendritic
processes from P5 on, since at P1 the different cell
subtypes are not yet identifiable.

M1 cells

The dendritic processes of these cells were located in
the outer margin of the IPL (OFF-sublayer). Two
subtypes could be distinguished:

In the M1a cells the somata were located in the GCL
and their dendritic processes were longer than those of
M2 cells, showing prominent varicosities (Fig. 5A).
These cells were frequently heavily stained, although
some weakly stained cells with the same characteristics
could also be detected.

M1b cells (approximately 10% of the total) had their
somata displaced in the amacrine cells sublayer (i.e., the
inner margin of the INL), and their dendrites were finer
than those of Mla cells. Heavily (50%) (Fig. 5B) and
weakly (50%) (Fig. 5C) stained cells with these
characteristics could be observed.

M1 cells constituted about 22% of the total
melanopsin-expressing cells during postnatal
development and no differences between ages were
detected. There was a roughly equal number of cells of
subtypes la and 1b (Fig. 5D).

M2 cells

These cells had their dendritic processes in the inner
margin of the IPL (ON side) and usually were weakly
stained. Their bodies were located in the GCL (Fig. 6A).
The percentage of M2 cells did not vary during postnatal
development and ranged about 75% (Fig. 6B).

Some exceptions to this classification must be
mentioned: a few immunostained cells, which
constituted 0.5+£0.1% of the total at all the ages studied
had their bodies located in the amacrine cell layer and
their processes in the inner margin of the IPL (ON
sublayer) (not shown); moreover, we have observed
some other cells that have their bodies located in the
neuroblastic layer or in the INL and whose dendrites do
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not branch into the IPL plexuses (not shown). A general
decrease of these cell types during postnatal
development was detected, so that at the end of this
period their presence is merely occasional. Finally, the
dendrites of a number of melanopsin-immunopositive
cells seemed to arborize in the two plexuses of the IPL
(not shown). All of these exceptions were not taken into

account in the counts carried out for our study.
Discussion
Non-image forming vision is mediated by rod/cone

photoreceptors and by melanopsin-expressing ipRGCs
(Hattar et al., 2003; Panda et al., 2003). The latter

Fig. 1. C3H/He mice representative examples of ocular globes and flat-mounted retinas at P1 (A, C) and P21 (B, D). Note the increase in both the eye
volume and the retinal area. Scale bar: 2 mm.



77

NBL i
L ()
2 sR@ R Lgl, agenc A8 sk e % @
Ve
IPL 3 5 o " - . » “;.I ¥ \ IPL ;
. : | “"’ | *' u ‘ ‘ * :. ' . : r J b /
L ‘*..V‘). i : '/ ,\? i " w4 3 A " 2 o’ % .‘__ {’:) > h A
GCL Moy ‘ 4 SR e
D — E V_ 5 S <

Fig. 2. Representative micrographs showing melanopsin-immunostained cells: with their somata located in the GCL, next to the ciliar body, and the
dendrites situated in the inner plexus of the IPL (A), with the soma situated in the INL, next to amacrine cells (B), with the somata in the GCL near to
the optic nerve (C). Note that the axons also show immunoreactivity. Micrographs A, B and C correspond to whole-mounted retinas at P21. D. Retinal
section with melanopsin-immunostained cells at P1: both the somata (arrowheads) and the dendrites (asterisks) can be recognised. E. The dendritic
plexuses at P11 can be seen in the inner (arrowheads) and in the outer margin (asterisks) of the IPL in a retinal section. GCL: ganglion cell layer; IPL:
inner plexiform layer; INL: inner nuclear layer; NBL: neuroblastic layer. Scale bars: 50 pm.
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Fig. 3. A. Histogram showing the number of melanopsin-expressing cells per retinal sample (1 out of 6 series) (mean + SEM) at the four postnatal ages
analysed. No significant differences have been observed. B. Histogram showing the total number of melanopsin-expressing cells in whole-mounted
retinas (mean + SEM) at P1 and P21. No significant differences have been detected between these ages.
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project to the suprachiasmatic nucleus, the master clock Melanopsin-expressing cells are responsive to light
controlling circadian rhythms, and also to other brain since the day of birth (Sekaran et al., 2005; Tu et al.,
nuclei involved in diverse functions, such as the 2005). During the development of the central nervous
promotion of sleep and pupil constriction, as well as system a general overproduction of neuron cells occurs.
some other aspects of image-forming vision (Hattar et The neurotrophic theory postulates that neuron survival
al., 2000). is dependent on their successful competition for limited

Fig. 4. Representative micrographs showing whole-mounted retinas at P1 (A) and P21 (B). Each white dot represents one melanopsin-expressing cell.
Note also the difference in size of both retinas. Representative micrographs showing the cell densities at P1 (C) and at P21 (D). Note that the cell
density at P21 is lower than at P1. Scale bars: A, B, 750 pm; C, D, 150 pm.
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neurotrophic factors secreted retrogradly by target cells.
The ability of the neuron to compete for the survival
factor will determine whether it survives or undergoes
programmed cell death (apoptosis). In particular, many
of the retinal neurons die from P2 to P15 (Valenciano et
al., 2008). In C3H/He mice it has been described that
70% of RGCs die between PO and adulthood (Strom and
Williams, 1998). Regarding the melanopsin-expressing
RGCs, little has been studied to date. Contrary to what
some other authors found previously, our study provides
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evidence that no significant cell selection occurs after
birth for the ipRGCs, a matter that is discussed below.
Sekaran et al. (2005) and Ruggiero et al. (2009) have
reported a decrease in melanopsin immunopositive cells
per mm? from the first postnatal days to adulthood.
However, these authors do not seem to take into account
that the retinal area increases considerably during
postnatal development (a three-fold increase is reported
in our results) and analyse their data as absolute values.
Surprisingly, our results, which were obtained from
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Fig. 5. Representative micrographs at PN21 showing some ipRGCs types. A. M1a cells have their somata located in the GCL and dendritic processes
in the outer margin of the IPL (black arrow). B. M1b cells show heavily stained cell bodies located in the amacrine sublayer and dendritic processes in
the outer margin of the IPL (black arrows). C. Weakly stained cell body located in the amacrine layer and dendritic processes in the outer margin of the
IPL. D. Histogram showing the percentage of M1a and M1b melanopsin-expressing cells sampled in the retinal sections (mean + SEM) at P5, P11 and
P21. No significant differences between both cell subtypes have been detected during postnatal development. GCL: ganglion cell layer; IPL: inner
plexiform layer; INL: inner nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; ONL: outer nuclear layer. Scale bar: 50 ym.
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retinal samples of the same mouse strain as that studied
by Sekaran et al. and do refer to absolute values
(immunopositive cells counted in one out of the six
series obtained by sectioning the retinas completely and
the total number of immunopositive cells when such
cells were counted in the whole-mounted retinas),
clearly show a rather constant number of melanopsin-
expressing ganglion cells during postnatal development
from P1 to P21 (160 to 250 immunostained cells/retinal
sample, and 1600 to 1800 cells/retina). The three-fold
increase of the total retinal area that we measured fits
well with the three-fold decrease in cell density reported
by Sekaran et al. (2005). The total number of
melanopsin-expressing cells does not vary significantly
from P1 to P21 and, therefore, a spatial reorganisation of
these ipRGCs, rather than cell death, can be
hypothesized for these cells during their postnatal
development.

Sekaran et al. (2005) also detected a diminution in
the density of light-responsive cells during postnatal
development using Ca=* imaging in the presence of
carbenoloxone to block gap junctions and avoid
correlated activity of neighboring non-ipRGCs. Such a
decrease was particularly dramatic between PO and P4.
However, according to Tu et al. (2005), data obtained
with this methodology during the first two postnatal
days, PO and P1, are not reliable, because in their
experiments high doses of carbenoloxone could not
prevent the activity of the neighboring cells within these
postnatal days. Therefore, the decrease in ipRGCs
between PO and P4 observed by Sekaran et al. (2005)
might be, at least in part, artifactual.

A

An important conclusion can be extracted from our
finding: the melanopsin-expressing RGCs do not seem
to experience significant apoptosis during the postnatal
period. It is also known that melanopsin-expressing cells
respond to light stimulation from PO on (Sekaran et al.,
2005). Moreover, the SCN responds to light since the
very early postnatal period (Mufioz-Llamosas et al.,
2000; Lupi et al., 2006), which means that functional
connections between the retina and the SCN are
established on the day of birth. We can thus infer that
neurotrophic selection of melanopsin-expressing RGCs
by programmed cell death, if it indeed occurs, might
take place earlier than that of the remaining RGCs,
which in principle are not involved in the non-image-
forming vision. The latter begin to provide information
to the central nervous system around P12, once the
vertical synaptic connections between rod/cone
photoreceptors and ganglion cells become functional
(Sernagor et al., 2001).

We also analyzed ipRGCs morphology during
postnatal development. In the mouse some ipRGCs have
their dendritic processes branching in the sublamina a of
the IPL (termed as M1 cells), while others do it in the
sublamina b (termed as M2 cells). Different functional
roles can be expected for these cells, since their dendritic
arborisation is located either in the OFF area or in the
ON area of the IPL, respectively (Schmidt and Kofuji,
2009). Some authors have even described a third type of
ipRGCs whose dendrites branch in both sublayers
(Viney et al., 2007; Schmidt et al., 2008). Although we
occasionally found some of these cells, we preferred not
to consider them in our analysis due to the difficulty to
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Fig. 6. A. M2 cells with their somata (arrowheads) located in the GCL and the dendritic processes in the inner margin of the IPL (asterisks).
B. Histogram showing the percentage of M2 melanopsin-expressing cells sampled in the retinal sections (mean + SEM) at P5, P11 and P21. No
significant differences have been detected during postnatal development. GCL: ganglion cell layer; IPL: inner plexiform layer; INL: inner nuclear layer.

Scale bar: 50 pm.
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identify them, particularly in the retinal sections. We
have observed the evolution of M1 and M2 cells, which
showed stable percentages from P5 on. At P21 we
detected 22% of M1 cells and 76% of M2 cells.
Percentages of the cell types given in previous studies
(Hattar et al., 2006; Baver et al., 2008) are difficult to fit
with ours. The differences might be due to the use of
different mice strains or techniques, or even to the time
of the day in which the samples were collected, since the
M1/M2 ratio was seen to vary within the 24-hour period
(Gonzalez-Menendez et al., 2009). Moreover, we have
observed differences in immunostaining intensity, which
makes any comparative analysis even more complicated.
Hattar et al. (2006), using the tau-lacZ marker gene to
detect melanopsin-expressing cells, reported that B6/129
mice do not have ipRGCs that process in the inner
margin of the IPL (i.e. M2 cells), hypothesizing that the
melanopsin gene expression in these cells could be lower
than in M1 cells. This might also be the explanation for
the differences we observed in immunostaining intensity
in our samples, i. e., the melanopsin expression in pale
cells (weakly stained) could be lower than that of dark
cells (heavily stained). As shown in our results, most of
the M1 cells were dark and most of M2 cells were pale;
however, exceptions occurred: for example, only half of
the M1b cells (of those whose somata are located in the
inner margin of the INL, constituting 10% of the total)
were heavily stained. This would explain why Hattar et
al. (2006) only detected 5% of immunopositive cells
with their somata in the amacrine cell sublayer. Possibly,
those showing low intensity of immunostaining in our
samples were missed in their study.

In summary, the relevance of our study is to have
reported that no apparent loss of ipRGCs occurs within
the postnatal developmental period in the mouse.
Moreover, the different cell types that express the
photopigment melanopsin maintain their ratio from P5
on. These results support the general idea that the system
these cells are involved in is functional at the very early
postnatal stage. We think this work contributes to a
better understanding of the development of the non-
image-forming visual system. Further research must be
carried out in order to find out the differential roles of
the ipRGCs types in both the image-forming and non-
image-forming visual systems, as well as their potential
involvement in the control of the retinal clock.
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Retinal Cell Biology

Postnatal Development and Functional Adaptations of
the Melanopsin Photoreceptive System in the Albino

Mouse Retina

Irene Gonzdlez-Menéndez," Felipe Contreras," Rafael Cernuda-Cernuda,'
Ignacio Provencio,” and José M. Garcia-Ferndndez'

Purpost. To study the melanopsin system of the albino CD1
mouse retina during postnatal development.

MEeTtHODS. Pups were kept under different ambient conditions:
light/dark (LD) cycles, constant light (LL), constant darkness
(DD), LL followed by LD, and DD followed by LL. Using
immunohistochemistry, melanopsin-expressing cells were clas-
sified as M1 or M2 according to the location of their somata and
dendritic processes and were counted.

ResuLts. Under LD cycles an increase in the number of immu-
noreactive cells was observed within the first week of postna-
tal development. When mice were maintained in DD, the
increase in the number of immunopositive cells detected was
significantly higher than that in LD. On the contrary, when
mice were exposed to LL within the same period, no increase
was detected. To determine whether the effect of LL during
the early postnatal period was reversible, the authors studied
animals born in LL and subsequently maintained under LD
cycles. After 3 days in LD, these animals showed a significant
increase in melanopsin cell number. However, after 1 month in
LD, the number was similar to that of the LD controls. Surpris-
ingly, when mice born in DD were exposed to LL, no decrease
was detected, though the immunostaining was of low inten-
sity.

Concrusions. The amount of melanopsin protein per cell var-
ies, depending on ambient light conditions. Periods of darkness
or, more likely, the sequence of light and dark periods occur-
ring under the daily cycles might be necessary for the normal
development of the melanopsin system. (Invest Opbthalmol
Vis Sci. 2010;51:4840 - 4847) DOIL:10.1167/i0vs.10-5253

he vertebrate eye mediates both image-forming and non-
image-forming photoreception. Image-forming photore-
ception (vision) enables the animal to detect and track objects
in the environment, whereas non-image-forming photorecep-
tion is responsible for the measurement of ambient irradiance,
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so that, for example, the internal circadian biological clock
can be synchronized with the astronomical day, a process
called photoentrainment.”* The hypothalamic suprachias-
matic nucleus (SCN), which is considered the central circadian
pacemaker of mammals, is adjusted on a daily basis to the
environmental light/dark cycle' by the detection of light by melan-
opsin-expressing, intrinsically photosensitive retinal ganglion
cells (ipRGCs).>~ ¢ Such ipRGCs transmit this light information
to the SCN by way of the retinohypothalamic tract.”® These
cells also project to other brain areas involved in pupil con-
striction, promotion of sleep, gaze control, image-forming vi-
sion, and other activities.” Moreover, ipRGCs constitute the
principal conduits for rod-cone input involved in non-image-
forming responses, including circadian photoentrainment.'® In
fact, the destruction of these cells altered the effects of light on
circadian rhythms.'®~'? Therefore, the rod and cone photore-
ceptors and the ipRGCs are complementary in providing sig-
nals for nonvisual photoreceptive functions.

In mice, at least 70% of the RGCs generated during retinal
development die through programed cell death during the
postnatal period'?; however, as we previously demonstrated in
pigmented mice, no diminution in the number of melanopsin-
expressing cells occurs during postnatal development.'?
ipRGCs are responsive to light from birth.'>'® Moreover, the
SCN begins to function as a circadian pacemaker during late
fetal development.'” Depending on the intensity of the stimu-
lus, light was able to induce expression of the immediate early
gene cfos in the SCN at postnatal day (P) O to P1'® or at P4."°
Taken together, these data indicate that the melanopsin-based
system is functional as early as the day of birth.

Previous studies have demonstrated that melanopsin ex-
pression shows daily oscillation.?°™*? Such rhythm was also
demonstrated in neonatal albino rats and neonatal pigmented
mice,>*** when rods and cones are not yet fully developed.
Hannibal et al.>' and Mathes et al.,>* using albino rats, also
reported differential regulation of melanopsin expression in
response to continuous darkness (DD) or continuous light (LL).
Such changes in melanopsin expression were also detected in
albino rat pups.?® This suggests that ipRGCs can adapt their
responsiveness to the external illumination conditions by reg-
ulating their melanopsin content even in the absence of func-
tional rod-cone photoreceptors.

Among the ipRGCs, two main morphologic types have been
previously identified: M1 cells, with their dendritic arboriza-
tion in the OFF sublayer of the inner plexiform layer (IPL), and
M2 cells, with their dendrites forming a plexus in the ON
sublayer of the IPL. Recently, two isoforms of melanopsin,
Opn4S and Opn4L, have been identified. M1 cells express both
melanopsin isoforms, whereas M2 cells express only the
Opn4lL isoform.?> Different electrophysiological responses,®
as well as different brain projections,>” were reported for these
two cell subpopulations. In a previous study,”” we detected a
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different daily oscillation for M1 and M2 cells that was already
present in the early postnatal period.

Albino animals are often used as models in numerous stud-
ies concerning the retina, despite the fact that most mutations
causing albinism provoke anomalous retinal development, in-
cluding lower numbers of rods, incomplete development of
the central retina, and chiasmatic abnormalities.*® Therefore, it
should be taken into account that results obtained in albino
models are not fully comparable with those of pigmented
animals.

To better understand the development of the ipRGCs, the
present study analyzed for the first time in albino mice these
cells and their main subpopulations within the postnatal pe-
riod under standard 12-hour light/12-hour dark cycles. Further-
more, the effects of exposure to constant light or constant
darkness on the postnatal development of these cells were also
studied.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Experimental Design

Pregnant female albino mice (CD1; Charles River Laboratories,
Malvern, PA) were used in the present study. All animals were main-
tained in the central animal care facilities under constant temperature
conditions (20°C = 2°C), fed with standard food and tap water ad
libitum. Pregnant females were subjected to a 12-hour light/12-hour
dark cycle (LD). Three days before the estimated date of delivery, a
group of females continued under LD conditions, whereas others were
kept under constant light (LL) or constant darkness (DD). The illumi-
nation source for LD or LL conditions was a white light fluorescent
lamp, so that the animals were exposed to an intensity of 200 = 60 lux
at cage level. This intensity of light was sufficient to stimulate the
melanopsin system and prevent possible damage of the retina by
prolonged exposure to light. Pups were maintained with their mothers
under the quoted ambient conditions (LD, LL, and DD) within the post-
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natal period. Five ages were analyzed: 1, 5, 8, 11, and 21 days (Fig. 1,
experiment 1). In addition, we analyzed the retinas of pigmented
C3H/He pups exposed to LL to compare the postnatal development of
both strains under such conditions. The experiment carried out was
identical with that in albino pups (Fig. 1, experiment 1, LL). In a
previous paper we studied the postnatal development of the melan-
opsin ganglion cells of C3H/He mice under LD conditions.'® Four
animals per group (age and ambient condition) were analyzed.

To study whether the effect of constant light was or not reversible
in the albino pups, they were maintained under LL until P11 and then
were subjected to several LD cycles: 3, 5, 10, and 28. Another albino
group was under LL until P8 and then was exposed to 3 LD cycles (Fig.
1, experiment 2). To analyze the effect of constant light in the devel-
oped melanopsin system, albino animals were exposed to DD until P5
and then were maintained under LL conditions for 3, 6, and 16 days
(Fig. 1, experiment 3).

Tissue Preparation

All the animals were killed by decapitation 3 hours after the lights were
on. To minimize pain, animals were anesthetized before euthanatiza-
tion. All the experimental and animal handling procedures complied
with the ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research. Tissue preparation and melanopsin immunohisto-
chemistry were performed using the UF006 anti-mouse melanopsin
polyclonal antibody (Advanced Targeting Systems, San Diego, CA) and
the avidin-biotin-peroxidase method (Elite ABC kit; Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA), as described in detail previously.'*??

Cell Classification and Counting

Retinal sections were observed in a bright-field microscope (Eclipse
E400; Nikon, Tokyo, Japan). Immunopositive cells were classified as
M1 or M2 according to the location of their soma and dendritic
processes. Somata were counted across the entire length of each
retinal section of the series (1 of 6 parallel series per retina was used).

P21 P36 P39

Expt.
1

FIGURE 1.

Representation of the experiments and the different light treatments performed. Experiment

1 under LL conditions was also carried out in pigmented mice. The periods of light and darkness were
drawn in white and dark colors, respectively. The days of birth and sample collection are indicated above.
Note that pregnant females were subjected to different ambient conditions 3 days before the estimated day

of delivery.
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Statistical Analysis

Statistical software (SPSS 15; SPSS, Chicago, IL) was used for all the
statistical analyses. The Kolmogorov-Smirnov test was used to confirm
the normality of the data. The homogeneity of the variances was
assessed with Levene’s test. Student’s #tests were performed when
comparing two groups. To detect possible differences between groups
throughout the postnatal period, factorial ANOVA tests were per-
formed. One-way ANOVA tests were used to analyze the total number
of melanopsin-immunopositive cells throughout postnatal develop-
ment, the recovery detected after LL, and the effect of LL after DD. To
detect differences between specific time points, post hoc tests were
performed. To detect possible differences between M1 and M2 cell
subpopulations, factorial ANOVA tests were performed. Additional
one-way ANOVA tests were performed separately for M1 and M2 cells.
Post hoc tests were also performed for each cell subpopulation. The
number of melanopsin-expressing cells per retinal sample was pre-
sented as mean = SEM. P < 0.05 was considered statistically signifi-
cant.

RESULTS

Melanopsin immunoreactivity could be detected in somata,
dendrites, and proximal segments of axons. M1 and M2 cell
subpopulations (Figs. 2A-E) were identified according to the
location of the somata and dendritic processes. M1 cells
showed robust dendritic arborization in the outer margin of
the IPL (OFF sublayer). Most of the M1 cells, which frequently
were heavily stained, had somata located in the ganglion cell
layer (GCL), whereas other somata were seen in the inner
margin of the inner nuclear layer (INL). M2 cells usually were
weakly stained and had somata located in the GCL. Their
dendritic processes were finer and more numerous that those
of M1 cells and were placed in the inner margin of the IPL (ON
sublayer).

Postnatal Development of Albino Mice Retinas

Factorial ANOVA revealed an interaction between “ambient
conditions” and “postnatal day” (P < 0.001), which indicates
that the number of immunostained cells differed significantly
within the postnatal period, depending on the ambient light
conditions to which the animals were subjected.

Under the standard LD cycle, melanopsin immunostaining
was present since P1. Although at this stage the number of
melanopsin immunoreactive cells was small and the staining
seemed relatively weak compared with later stages, some mela-
nopsin-containing cells had already formed dendritic processes
in the IPL. From P8 onward, two plexuses could be observed
(Fig. 2A). One-way ANOVA revealed that the number of mela-
nopsin-expressing cells varied significantly (P < 0.001)
throughout the postnatal period. Post hoc tests detected a
progressive increase in the number of these cells from P5 to P8
(P < 0.01; Fig. 3). Later, the number of immunostained cells
reached the maximum values, ranging in a narrow interval
(200-250 cells per retinal sample) in the remaining ages ana-
lyzed.

Under LL no variation in the number of immunoreactive
cells was detected in the ages studied (one-way ANOVA, P >
0.05). Under these LL conditions, the count remained around
30 to 50 cells/retinal sample during the whole postnatal devel-
opment (Fig. 3). Both ON and OFF plexuses could be observed
under LL, but the dendritic network was much less extensive
(Fig. 2B) than under LD conditions.

When animals were exposed to DD, a significant increase in
immunopositive cells was detected between P1 and P5 (P <
0.001) and between P11 and P21 (P < 0.05) (Fig. 3). At the end
of the postnatal period (P21), these DD mice showed a higher
number of immunostained cells than the LD controls (Student’s
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FIGURE 2. Representative micrographs of retinas immunostained with
the UF006 anti-melanopsin antibody corresponding to mice (P21)
maintained under five different conditions of illumination and dark-
ness. (A) Retina of a mouse kept under LD conditions. Three immu-
nostained cells can be seen: two M1 cells (with dendritic arborization
in the OFF sublayer) and one M2 cell (with dendritic arborization in the
ON sublayer). Some axons also showed melanopsin immunostaining
(arrowbeads). (B) The retina of a mouse kept under LL conditions
shows a low number of melanopsin-expressing cells; only one M1 cell
soma and diminished dendritic processes can be observed. Note that
the OFF plexus shows a low number of dendrites, and the ON plexus
is barely detectable. (C) Under DD conditions, a higher number of
immunopositive cells can be seen in the retina. This micrograph shows
four M1 cells and three M2 cells. In addition, an increase of dendritic
immunostaining is observed. (D) Although melanopsin immunostain-
ing was low after exposure to LL, a recovery in the number of immu-
nopositive somata and dendritic processes was detected when the LD
conditions were restored. The micrograph shows three M1 cells and
one M2 cell. (E) Progressive diminution in staining intensity of the
dendritic network and somata was detected in pups kept 5 days under
DD and then subjected to LL. This micrograph shows an immunopo-
sitive soma. The dendritic plexuses are not observed and, therefore, M1
and M2 cells cannot be identified. Asterisks and arrows: inner and outer
immunostained plexuses of the IPL, respectively. Scale bar, 100 wm.

t-test; P < 0.05). One-way ANOVA revealed significant differ-
ences during postnatal development (P < 0.001). Melanopsin
expression seemed to be stimulated by exposure to DD. In
addition, the number of dendrites detected in the immunola-
beled plexuses was much higher than that observed in the LD
controls (Fig. 20).
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FIGURE 3. Number of immunopositive cells during postnatal develop-
ment under LD, LL, and DD cycles. One-way ANOVA for LD revealed
a significant increase in the number of melanopsin-expressing cells
throughout the postnatal period (P < 0.001). No significant differences
were detected under constant light conditions (P > 0.05). However, in
animals maintained under DD conditions, the number of immuno-
stained cells increased significantly in two intervals: P1 to P5 and P11
to P21 (one-way ANOVA; P < 0.001). » = 4 animals per group.

Postnatal Development of M1 and M2 Cells under
LD, LL, or DD Conditions

When M1 cells under LD, LL, and DD conditions were com-
pared, factorial ANOVA did not reveal significant differences
among groups (P > 0.05). That is, M1 cells behaved similarly
under different ambient conditions. Factorial ANOVA did de-
tect significant differences (P < 0.001) for the M2 cell sub-
population, which showed different response patterns depend-
ing on the light treatment. Indeed, the M2 cells seemed to be
the only ones affected by the different ambient conditions.

When M1 and M2 cell subpopulations were analyzed sepa-
rately under LD conditions, one-way ANOVA tests performed
revealed significant increases for M1 (P < 0.05) and for M2
(P < 0.001) cells. Post hoc tests detected an increase between
P5 and P8 in both subpopulations (P < 0.01; Fig. 4A). M2 cells
were more abundant than M1 cells, as revealed by Student’s
ttests performed to compare them in parallel at the same
postnatal day (P5, P < 0.05; P8, P < 0.01; P11 and P21, P <
0.001D).

M1 and M2 cells were also analyzed in animals subjected to
LL. One-way ANOVA tests did not detect any variation in the
number of each cell type during the postnatal period (P >
0.05; Fig. 4B).

When animals were subjected to DD, one-way ANOVA
detected that the number of M2 cells increased at the end of
this period (P < 0.01), whereas the number of M1 remained
constant (Fig. 4C).

Postnatal Development of Pigmented
Mouse Retinas

In a previous report we demonstrated that under LD condi-
tions, no change in the number of melanopsin-expressing cells
was detected during postnatal development.'® The number of
melanopsin-positive cells ranged between 160 and 250 per
retinal sample.

Under LL no variation in the number of immunoreactive
cells was detected (one-way ANOVA, P > 0.05) from P1 to P21.
Also, the number of melanopsin-positive cells of this LL group,
which ranged between 215 and 266 per retinal sample, was
similar to that of the LD controls of the previous study (Stu-
dent’s #test, P > 0.05 at all the comparisons between LL and
LD groups).

Factorial ANOVA test did not reveal interaction between
ambient condition and postnatal day, which means that both
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groups (LL and LD) behaved similarly throughout the postnatal
period analyzed.

Exposure of Albino Mice to LL Followed by
LD Cycles

To examine whether the melanopsin system could be restored
after being exposed to LL, albino animals were subjected to LL
from the day of birth to P11 (when rods and cones start to be
functional) followed by 3, 5, 10, or 28 LD cycles.

After keeping animals 11 days in LL plus 3 days in LD cycles,
the number of immunopositive cells increased significantly
(fourfold increase; P < 0.001; Fig. 5). Immunoreactive pro-
cesses were more numerous and showed more intense stain-
ing. After 5 LD cycles the number of immunopositive somata
was even higher (P < 0.001), which suggests that the increase
was time dependent. Dense dendritic plexuses comparable to
those seen in mice exposed to DD could be observed in the IPL
(Fig. 2D). After 10 LD cycles (post-LL), the values did not
increase further (P > 0.05). Finally, after 28 LD cycles (post-
LL), the number of melanopsin cells decreased (P > 0.001),
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FIGURE 4. (A) Development of M1 and M2 cells under LD conditions.

No global differences were detected (factorial ANOVA; P > 0.05).
One-way ANOVA performed separately for each subpopulation re-
vealed significant increases in number for M1 (P < 0.05) and for M2
(P < 0.001) cells. Both subpopulations showed an initial parallel
increase between P5 and P8 (P < 0.01). (B) Postnatal development of
M1 and M2 cells under LL conditions. No global differences were
detected (factorial ANOVA: P > 0.05). (C) M1 and M2 cells under DD.
M1 cell number did not change during development, whereas M2 cell
number showed a significant increase at the late postnatal period (P <
0.01). n = 4 animals per group.
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FIGURE 5. Increase in the number of melanopsin-immunopositive
cells in animals maintained in LD conditions after a period of exposure
to LL. One-way ANOVA showed significant differences after the LD
periods (P < 0.001). n = 4 animals per group.

and the values were comparable to those in untreated animals
(LD controls).

Therefore, changes induced by continuous light on the
melanopsin system in the early postnatal period seemed to
be reversible. Assuming that until P11 rods and cones were
not fully developed, we intended to examine the recovery of
the melanopsin system independently of rod-cone inputs.>®
Animals were exposed to LL from the day of birth to P8,
followed by 3 LD cycles. In this group an increase in the
number of immunopositive cells (P < 0.001; Fig. 6) was
detected in response to the LD cycles. Within this period,
the ipRGCs are the only functional photoreceptors in the
retina, which means that these cells are capable in the
absence of rods and cones. However, the cell number in-
crease observed under 8 days in LL + 3 LD cycles was less
than that observed after 11 days in LL + 3 LD cycles (P <
0.01), suggesting that in the presence of functional rods and
cones, recovery is somewhat faster.

In addition, we analyzed the recovery of this non-image-
forming vision mediated by the M1 and M2 cell subtypes. After
11 days under LL conditions and 3, 5, 10, and 28 LD cycles,
factorial ANOVA showed that M1 and M2 cells behaved simi-
larly (P > 0.05). Post hoc tests detected that both subtypes
increased gradually until 11 days under LL plus 5 days in LD
cycles (P < 0.001; Fig. 7). Then a significant diminution of
both subtypes after 28 LD cycles could be observed (P <
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FiGure 6. Effect of exposure to three LD cycles after 8 days in LL on
the melanopsin-expressing cell number in the early postnatal period,
when pathways of rod-cone photoreceptors are not functional. Stu-
dent’s r-test detected significant differences (P < 0.001) between the
two ambient lighting conditions. » = 4 animals per group.
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FIGURE 7. Increase in the number of M1 and M2 cells under LD after
the severe decrease induced by LL. Both cell subpopulations showed
an increase in numbers during the first days of the LD period (P <
0.001). Afterward a decrease (P < 0.001) was observed, and the values
reached the standard ones observed in the LD controls. 7 = 4 animals

per group.

0.001). At this time, no differences in M1 and M2 cells were
detected between 11 days LL + 28 LD cycles and animals that
have been maintained only under LD conditions. M1 and M2
cells were also analyzed after 8 days LL + 3 LD cycles, and post
hoc tests detected a similar increase of M1 and M2 cells.

Exposure of Albino Mice to DD Followed by LL

At P5, mice kept under DD conditions showed a high num-
ber of positive cells. To determine whether LL was able to
inhibit melanopsin expression during postnatal develop-
ment, mice were kept under DD until P5 and then were
exposed to LL for 3, 6, and 16 days. Surprisingly, after 16 LL
cycles, we did not detect a diminution in the number of
immunostained cells (P > 0.05; Fig. 8). However, the inten-
sity of staining was very weak, particularly in the dendrites,
which were barely visible (Fig. 2E).

M1 and M2 cells were also analyzed after 5 days under DD
plus 3-6 days under LL, and factorial ANOVA revealed that
both cell subpopulations behaved similarly (P > 0.05). When
one-way ANOVA was performed separately for M1 and M2
cells, no changes in the number of cell subtypes were detected
(P > 0.05). M1 and M2 cell numbers could not be analyzed
after 5 days under DD plus 16 days under LL because of the
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FIGURE 8. Effect of LL exposure after 5 days in DD. No decrease in the
number of immunopositive cells was detected (one-way ANOVA test;
P > 0.05). n = 4 animals per group.

N N N N
Q a o a
o o =] o

a
o

No. of melanopsin expressing cells/ retinal sample




IOVS, September 2010, Vol. 51, No. 9

absence of two well-defined plexuses. In this group, only the
somata were clearly immunolabeled.

Di1sCUSSION

Within the past decade, the role of melanopsin-expressing
RGCs in image-forming and non-image-forming photorecep-
tive processes has been a matter of thorough study. The
ipRGCs contribute to circadian photoentrainment but have
also other important functional roles, such as the promotion of
sleep and the control of pupil diameter.?

Classically, it was believed that pups were indirectly syn-
chronized to external cues through melatonin present in ma-
ternal milk>**'; however, there are many findings suggesting
that the melanopsin system is indeed active at very early stages.
Tarttelin et al.>> found evidence of melanopsin transcripts
in the mouse retina as early as embryonic day 10.5. This means
that melanopsin is expressed much earlier than rod and cone
opsins, which appear in the postnatal period.>® In addition, it
has been shown that as early as P1, melanopsin immunoreac-
tivity was present in retinal ganglion cells.'*!>2*3% Addition-
ally, it is known that melanopsin-expressing cells respond to
light at birth'> and it has been reported that the SCN is photi-
cally responsive in an intensity-dependent manner from the
day of birth'® or from P4 on.'” This means that functional
connections between the retina and the SCN are already estab-
lished on the day of birth, when classical photoreceptors are
not functional. In a previous study we detected that the num-
ber of melanopsin-expressing cells in pigmented mice does not
change significantly during the postnatal period.'* Taken to-
gether, these data indicate that melanopsin-expressing cells,
which are principal elements of the non-image-forming pho-
toreceptive system, are functional during early postnatal devel-
opment.

Under LD conditions, we detected an increase in the num-
ber of melanopsin-expressing cells during the early postnatal
period of albino CD1 mice. Fahrenkrug et al.>* showed that the
immunostaining intensity and the number of melanopsin-positive
cells increased during the postnatal development of the albino
Wistar rat, which is in agreement with our findings on a
different albino rodent model.

When pups were maintained under LL conditions, a lower
number of melanopsin-immunoreactive RGCs was detected
relative to LD controls, which showed an increase. On the
contrary, when newborn mice were kept under DD, the num-
ber of immunopositive cells increased significantly compared
with the LD controls. Moreover, differences in the immunola-
beling of the dendrites were also detected. During DD melan-
opsin immunoreactive dendrites formed an extensive network
that could fulfill the requirements for a broad-capture photo-
receptive system, whereas during LL melanopsin immunoreac-
tive dendrites were limited to the somata and proximal den-
drites. These results agree with those of Hannibal et al.>*%? and
Mathes et al.>* in albino rats, who reported a diminution of
melanopsin protein and mRNA under LL and an increase under
DD. Changes in the number of melanopsin-immunoreactive
cells and dendritic network that we observed in LL and DD
conditions suggest a functional adaptation of the retina to the
external illumination conditions. This regulation at such early
developmental stages must necessarily be due to melanopsin-
expressing RGCs. Schmidt et al.>® detected synaptically driven
light responses in the ipRGCs that were evoked by cone/rod
pathways by the second postnatal week (P11-P14). Some of
our observations were made at ages when rod-cone pathways
are not yet functional (P1, P5, P8), indicating that melanopsin-
expressing RGCs are capable of adapting their responsiveness
to ambient lighting conditions even in the absence of the
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classical photoreceptors, likely through their inherent photo-
sensitivity. Differences in the number of immunopositive cells
among LD, LL, and DD groups could be attributed to the
amount of melanopsin protein per cell. However, pig-
mented mice (C3H/He) raised under LL conditions from
birth did not show a decrease in the number of immunopo-
sitive cells. Therefore, we hypothesized that such melanop-
sin suppression might be associated with albinism. How-
ever, both strains have genetically different backgrounds
(i.e., the mutation causing albinism is not the only difference
between them); thus, additional data on other strains are
needed to elucidate this issue.

The present work analyzes for the first time the postnatal
development of M1 and M2 cells in albino mice, which are the
main subpopulations recognized among the melanopsin-
expressing RGCs.2%?7 All previous studies in albino models
were conducted in rats, 29212334 jn which only one of the two
cell subpopulations mentioned has been reported to date,
corresponding to the mouse M1 cells. Under LD conditions, we
analyzed the development of M1 and M2 cells from P5 through
P21, and the ratio of the two cell types changed through the
postnatal period. Under LL conditions, we did not detect any
change in the number of M1 and M2 cells. Under DD condi-
tions, an increase in both cell types was observed; however,
M2 cells showed a higher number than M1 cells. Such
differences in the M1/M2 ratio might be attributed to daily
fluctuations given the fact that in a previous study in pig-
mented mice, we detected a daily oscillation of both cell
types from P5 on.*?

In the present study we demonstrated that the melanopsin
system can be restored by simply reestablishing standard LD
conditions after inhibition by continuous light. Therefore, as
we mentioned previously, the low number of melanopsin-
expressing cells detected under LL seems to have resulted from
an inhibition of the melanopsin system during early develop-
ment or from a decrease of melanopsin protein per cell, per-
haps because of a light-dependent degradation of the protein
or a light-dependent downregulation of melanopsin transcrip-
tion or translation. It should be noted that our results, which
agree with those of Hannibal et al.>! in Wistar adult rats were
obtained in mouse pups at very early postnatal stages, when
rods and cones were not yet functional. This led to the con-
clusion that there is a light-mediated intrinsic response from
these melanopsin-expressing cells. However, this recovery is
somewhat faster when rod-cone photoreceptors are fully de-
veloped (at P11, they start to be functional). Therefore, rod-
cone input might also contribute to the response detected in the
melanopsin-expressing cells. Interactions of the ipRGCs with
the rod-cone pathways were reported previously. Melanopsin-
expressing RGCs were shown to synapse with both bipolar and
amacrine cells,>>® which indicates interactions with the rod-
cone pathway. Moreover, Giiler et al.'® have demonstrated that
melanopsin-expressing RGCs are the principal conduits for
rod-cone input to the non-image-forming vision. Our data
reinforce the idea that classical photoreceptors and melan-
opsin interact actively.

Finally, the duration of the LD period (after LL exposure)
also seems important. We found that 2 weeks are required to
reach the standard levels observed in the LD controls. At the
end of the LD period, the values of both M1 and M2 cell
subpopulations in the LL+LD group were similar to those of
the LD group. Our experiments demonstrate that the effects of
constant light exposure on the ipRGC postnatal development
can be reverted if the animals are maintained in a period of LD
cycles. However, Canal-Corretger et al.>” reported that albino
mice raised in an environment of continuous light during the
first days of life showed normal functioning of the suprachias-
matic nucleus but that these mice manifest a significant decline
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in photic visual sensitivity (i.e., continuous light during post-
natal development affects visual perception of mice).

Surprisingly, when newborn mice were kept in constant dark-
ness and maintained under LL conditions afterward, the expected
decrease in the number of melanopsin-immunostained cells was
not observed. However, the intensity of immunolabeling was
lower, and dendritic arborization was not seen.

As mentioned, differences observed between albino and
pigmented mice under LL might be related to albinism. It is
known that albinism provokes a delay in retinal develop-
ment,>® and, in fact, we have observed that the development of
the melanopsin system of albino mice is delayed with regard to
C3H/He mice. However, as shown in Results, LL did not pro-
voke a decrease in the number of melanopsin-expressing cells
in PS5 albino mice that were previously exposed to DD. Hence,
we suggest that the inhibition of melanopsin expression de-
tected might be an effect of LL on a yet immature retina. If this
is the case, delayed development makes this strain a very
interesting model in which to study the influence of ambient
illumination on the melanopsin photoreceptive ganglion cells
at the early postnatal period.

Albino mice kept in LL since P1 showed a low number of
melanopsin-immunostained cells compared with those ex-
posed to LD/DD. These data suggest that darkness is somehow
necessary for the development of the melanopsin system. As
we have shown, exposure to LD cycles also restored the
melanopsin expression previously inhibited by LL, which again
points to the periods of darkness as responsible for the recov-
ery. Therefore, periods of darkness or, more likely, the se-
quence of light/dark periods taking place under LD conditions
may be necessary for the proper development of the melanop-
sin system.

The complex physiology of the photosensitive RGCs and
the attendant signal pathways undoubtedly require further
investigation with a multidisciplinary approach. Here we pro-
vide an initial analysis of the development and responsiveness
of these cells in an albino mouse strain. New experiments will
be carried out in the short term to understand more deeply the
effects of ambient illumination on the murine melanopsin sys-
tem during perinatal life.
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