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RESUMEN

Objetivo: desarrollarun modelo de cultivo organotipico de retina neural porcina suplementado con
células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) que simule las modificaciones celulares y

estructurales asociadas al desprendimiento de retina.

Material y método: A partirde 11 0jos de cerdo, se aislaron células del EPRy se prepararonexplantes
de neurorretina, procedentes de la regidon del area centralis, de modo que se obtuvieron explantes
control y experimento de cada ojo. Se realizaron 6 cultivos control (cultivo organotipico de
neurorretinade cerdo) y 6experimento (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo suplementado
con EPR) durante 9 dias. A lafinalizacion del cultivo, los explantes fueron procesados y evaluados
histolégicamente, tincion con Azul de Toluidina, y mediante técnicas de inmunohistoquimica,
anticuerpos frente a GFAP (glial fibrillary acidic protein), CRALBP (cellular retinaldehide binding

protein), calbindina y sinaptofisina.

Resultados: las muestras procedentes de los cultivos experimento presentaron un menorgrado de
degeneracion, menores alteraciones estructuralesy mayor espesorrespecto alos controles. Ademas,
se observé una expresion contenida de GFAP, mientras que la expresion de calbindina y de

sinaptofisina fue superior en los experimentos respecto a los controles.

Conclusiones: se ha puestoapunto un modelo de cultivo organotipico de neurorretinade cerdo con
células del EPR que simula las modificaciones celulares asociadas con los procesos de degeneracion
retinianade unamaneramas cercanaal desarrolloinvivo, conrespectoalos modelosinvitro previos.
La presencia de las células del EPR influye positivamente en la ralentizacién de los procesos de

degeneracion retiniana durante el cultivo.



1. JUSTIFICACION

El desprendimiento de retina(DR), entendido como laseparacién entre laneurorretina y el epitelio
pigmentario de la retina (EPR), es una patologia en continuo aumento [1, 2] en la que nuevas
investigaciones, de maneradirectasobre el serhumano, resultan complejas, debido a ladificultadpara
obtener muestras en una fase fisiopatoldgica temprana [3]. Por ello, se hace necesario recurrir a
modelos experimentales alternativos, como son los cultivos organotipicos de retina neural [4-10]. Se
han desarrollado cultivos de explantes retinianos de multiples especies animales, tanto de avescomo
de mamiferos, pero entre todas éstas, la retina porcina presenta la gran ventaja de poseer unas
caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas muy similares alahumana. Por otra parte, el Grupo de Retina
del IOBA (Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada) ha puesto a punto enlos Gltimos afios
un modelo de cultivo organotipico de neurorretina porcina que simula gran parte de las modificaciones
celulares que hansido descritas en modelos animales de DR [5, 11], sin embargo, este modelopresenta
unalimitaciénimportante, como eslacarenciade células del EPR. Esta estructura posee importantes
funciones fisioldgicas para el mantenimiento de la homeostasis neurorretiniana en condiciones
normales, y en la fisiopatologia del DR alo largo del tiempo [12, 13]. Por ello, trabajos previos han
desarrollado cocultivos con EPR, como es el caso de los modelos de cultivo de Kobuch [9] y Kaempf[g],
en los cuales, sin embargo, el EPR esta en contacto directo con la neurorretina y, por tanto, no se

pueden considerar como modelos adecuados de DR.

En este trabajo se propone el desarrollo de un nuevo modelo de cultivo organotipico de neurorretina
porcina suplementado con células del EPR, que permita simular, de manera mas cercana a las
condicionesinvivo, las modificaciones celulares que se producen en el parénquimaretinianotrasun
DR, y por tanto, que permita profundizar en el estudio de la fisiopatologia de esta enfermedad.
Ademas, la puesta a punto del modelo propuesto permitiria llevar a cabo, in vitro, el ensayo de
fadrmacos neuroprotectores, asi como estudios de seguridad farmacoldgica, de los efectos de
sustancias enddgenas, como los factores de crecimiento y las citoquinas, y de técnicas de bio-

ingenieria, como paso previo al empleo de animales de experimentacion.



2. HIPOTESIS

Enunmodelode cultivo organotipico de retinaneural lapresenciade células del epitelio pigmentario
de laretina (EPR), células esenciales parael mantenimiento de lahomeostasis retiniana, conllevauna
reduccion en los procesos de degeneracidon y de muerte de los fotorreceptores, lo que permite
mantener la viabilidad y las caracteristicas morfoldgicas del resto de neuronas y de células gliales

retinianas, asi como de la estructura tisular que conforman.



3.0BIJETIVOS

De formageneral, se propone desarrollarun modelo de cultivo organotipico de retina neural porcina
suplementado con células del epitelio pigmentario de laretina (EPR) que permita profundizar enel
conocimiento de los procesos de degeneracidn retiniana que ocurren en el d esprendimientoderetina
(DR), patologiaenlaque laretinaneural pierde el contactofisico con el EPR, pero donde se mantiene

el efecto que los factores secretados por estas células ejercen sobre la neurorretina.
De forma especifica, con este trabajo se pretende:

- Poner a puntoy estandarizar un modelo de cultivo de retinaneural con células del EPR, a partirde
un modelo de cultivo érganotipico de neurorretina de cerdo previamente desarrollado y caracterizado
por el Grupo de Retina del IOBA [5, 11], que simule las modificaciones celulares y estructurales
asociadas al DR y que permita estudiar las interacciones entre las células de la neurorretina y las

citoquinas/factores de crecimiento secretados por el EPR.

- Evaluary caracterizar las modificaciones tisularesy celulares, concretamente de los fotorreceptores
yde lascélulasde Miller, que se producenalolargodel cultivo, en presencia/ausenciade células del
EPR, mediante tinciones convencionalesy técnicas de inmunoquimica parala deteccion de proteinas

especificas de los diferentes tipos celulares.



4. INTRODUCCION

4.1 ELDESPRENDIMIENTO DE RETINA

El desprendimiento de retina (DR) se produce porlaseparacidonde laretinaneurosensorial y del EPR
[1, 14]. Laformamas frecuente, denominada regmatégena, se origina porlaformacién de un desgarro
retiniano que creaunavia de acceso al espacio subretiniano porlacual el vitreo se introduce entre la

neurorretinay el EPR, lo que da lugar a la separacidn de estas dos estructuras.

La prevalencia actual de esta patologia se estima en 1,6 casos nuevos por cada 10.000 habitantes al
afio [15, 16], sin embargo, el nimero de casos esta aumentando de forma notable, debido
fundamentalmente aun progresivo envejecimiento de la poblacién general y al aumento exponendial
enel nimerode intervenciones de catarata. Esta cirugia esta considerada como el factor de riesgomas
importante para el posterior desarrollo de un DR, asi se calculaque el riesgo de desarrollarun DRse

incrementa 5,5 veces a los 10 afios de la cirugia de cataratas [2, 16-22].

Desde ladécadade los afios 90, se han conseguido estabilizarlos resultados anatémicos de lacirugia
del DRenvaloresde éxito superioresal 90% [2, 15], sin embargo, los resultados funcionales alinestan
lejos de losvalores deseables entérminos de agudezavisual, sensibilidad al contraste y vision de los
colores [16, 23-28]. Asi, un estudioreciente realizado porel Grupo de Retinadel IOBA [2], determiné
que solo el 42% de los DR reaplicados quirdrgicamente obtienen una agudeza visual >20/40alos 3
meses, mientras que un 20% conservan valoresinferiores a 20/100, es decir muy por debajo del limite
de la cegueralegal enEspafia. Porello, el reto actual al que se enfrentala oftalmologiarespecto ala

patologia del DR es alcanzar una recuperacion funcional adecuada.

Durante los ultimos afios, se hanidentificado diversos factores implicados en esa pérdida de funcion
visual, a pesar del éxito quirdrgico [29]. Asi, se reconoce claramente que la degeneraciéon de los

fotorreceptores tras el DR, tanto por necrosis como por apoptosis [30, 31], es un evento fundamental
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para la pérdida de agudeza visual, asi como otras modificaciones celulares que afectan
significativamente alarecuperacién funcional tras un DR [3, 14, 32]. Estas modificaciones se producen
de formamuy precoztrasel DR[3, 32] y hansido adecuadamente descritas porel Grupo de Retinadel
IOBA mediante la utilizacién de modelos de cultivo organotipico tanto de neurorretina humana como
porcina [4, 5, 11]. De forma resumida, los hallazgos encontrados incluyen (Figura 1) un progresivo
acortamientoy pérdidade los segmentos externos de los fotorreceptores, la pérdida de mitocondrias
y la descompartimentalizacién de las organelas intracelulares en el segmento interno de los
fotorreceptores [32], la progresiva disminucidn del espesor retiniano, como resultado de la
degeneracionyladesorganizacion de las capas nucleares externa e interna, de las capas plexiformes
y de las células ganglionares, asi como la proliferacidn y la hipertrofia/hiperplasia de las células de
Miller [3, 32]. Estos estudios han contribuido a complementar los conocimientos acerca de la
patogenia precoz del DR y han permitido identificar una serie de factores de crecimiento y de
citoguinas que pueden constituirimportantes dianas terapéuticas en un futuroinmediato [33], como

el TNF-a [34].

Por todo ello, actualmente los esfuerzos en la investigacion del DR se centran en el desarrollo de
tratamientos farmacoldgicos, basados fundamentalmente en la neuroproteccién [35, 36], como
adyuvantes del procedimiento quirudrgico, con lafinalidad de reducirlos fendmenos de degeneracién
y de muerte celular que acontecen en el parénquima retiniano tras el DR. Sin embargo, como paso
previo, es necesario contar con un modelo in vitro que reproduzca adecuadamente los procesosinvivo

y que permita realizar pruebas de seguridad y de eficacia concluyentes.
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Figura 1: Figura modificada de Ferndndez-Bueno et al. (2008) [5] donde se observan los cambios en la estructura retiniana a
lo largo del cultivo organotipico de la neurorretina porcina. (A) Imagen de una neurorretina inmediatamente tras el
desprendimiento experimental, donde se observa una estructura retiniana con todas sus capas adecuadamente conservadas.
(B) Neurorretina después de 3 dias de cultivo donde se observa un ligero acortamiento retiniano y una alteracion de los
segmentos externos de los fotorreceptores (circulo); (C) Después de 6 dias de cultivo aumenta la degeneracion de los
segmentos externos de los fotorreceptores (circulo), se pierden ntcleos en la capa nuclear internay la retina sigue perdiend o
su espesor; (D) A los 9 dias de cultivo la retina mantiene su arquitectura parcialmente, pero con una importante pérdida
celular, el tejido glial originado supera la membrana limitante externa (flechas); OS: outer segment; OLM: outer limitant
membrane; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL:
ganglion cells layer; NFL: nerve fiber layer; ILM: inner limitant mem brane.

4.2 ELEPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA (EPR)

El EPR es una monocapa de células epiteliales cuboideas, localizada en la parte mas externa de la
retina, que contacta con la membrana de Bruch externamente y con los segmentos externos de los
fotorreceptores internamente. En el serhumano, hay aproximadamente 4-6 millones de células del
EPR, con un cociente fotorreceptores/EPR de aproximadamente 45/1y unadensidad de 1,500-4,500
celulas/mm? [12, 37]. Estas células son fundamentales para la funcién visual [37, 38], por ello, el
complejofotorreceptores/células pigmentarias se presentaenlamayoriade los ojos del reinoanimal,
desde los moluscos a los primates [39]. Asi, el EPR es esencial parala supervivencia de las células
neurorretinianas, en particular de los fotorreceptores, y ademas posee otras numerosas funciones

(Figura 2) [12, 38]:

Incrementa la calidad del sistema dptico del ojo absorbiendo la luz dispersada y asi, contribuye a

mejorar la calidad de laimagen [38] ;
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2)

Participa en el metabolismo de la vitamina A yen el ciclo visual [38, 40]. El todo-trans-retinal de los
fotorreceptores es re-isomerizado a 11-cis-retinal gracias a un complejo de enzimas del EPR, que
comprende la LRAT (lecithin retinol acil transferase), la RPE65 (proteina RPE de 65 kDa) y RDH5 (11-
cis-retinol dehydrogenase 5) , y posteriormente reincorporado a los fotorreceptores [41];

Fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores, de modo que se renueven constantemente
pararemplazarlas estructuras dafiadas a causadel estrés foto-oxidativoy del metabolismo celular,lo
gue garantiza una adecuada funcién visual [38, 42, 43];

Garantiza el aporte de nutrientes alos fotorreceptores, como laglucosa através de transportadores
especificos [44, 45], y los acidos grasos w-3[46]; controlalahomeostasis idnica (trasporte de Na*, K*y
Cl’) en el espacio sub-retiniano (particularmente importante para mantener la excitabilidad de los
fotorreceptores a los cambios rapidos de concentracién idnica durante el proceso de foto-
transduccién) [38], eliminametabolitos, como el 4cido latico [38, 45], y el exceso de fluidoenelespacio
sub-retiniano, mediante transporte activo [47-49]. Todas estas acciones son particularmente
importantes si se considera que los fotorreceptores tienen la mayor tasa metabdlica del cuerpo
humano y que el transporte para-celular estdabolido porla barrerahematorretiniana, porlo que su
nutricion depende casi exclusivamente del flujo de nutrientes que les llega desde la circulacién
coroidea a través del EPR [50];

Secretafactores tréficos y de crecimiento. Las células del EPR son capaces de secretar variasmoléculas,
como ATP (Adenosine-5'-triphosphate), FGF (fibroblast growth factor) [51-55], TGF-B (transforming
growth factor-8) [55, 56], IGF-1 (insulin-like growth factor-1) [57, 58], CNTF (ciliary neurotrophic factor)
[54, 59], PDGF (platelet-derived growth factor) [60, 61], VEGF (vascularendothelial growth factor) [58,
62-64], LEDGF (lens epithelium-derived growth factor) [65], interleuquinas [66, 67], TIMP (tissue
inhibitor of matrix metalloprotease) [38] y PEDF (pigment epithelium-derived factor) [68-70]. Estas
moléculas son secretadas tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas y contribuyen a la
homeostasis retiniana. Por ejemplo, el PDGF es un factor neurotréfico que posee efectos anti-
apoptéticos [69, 71], lo que protege alas neuronas del dafio inducido por lahipoxiay el glutamato, y
anti-angiogénicos [68], lo que reduce la proliferacién de las células endoteliales de la coriocapilar [70],

mientras que el CNTF protege los fotorreceptores del dafio inducido porlaluz [59, 72];
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6) Conformalabarrerahematorretinianay mantiene el estado de privilegioinmunitario del ojo. Debido
alapresenciasde “tightjunctions” intercelulares el EPRseparay aislalaretina del sistema circulatorio.
Ademas, lascélulasdel EPRinteraccionan conlas células del sistema inmune, mediante lasecrecion
de factores inmuno-moduladores, como la IL-8 (interleuquina-8) [73], el factordel complemento H
[74] o la MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) [75].

VEGF H.O Vitamina A

Capilares Coroideos Glucosa
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Figura 2: Funciones del epitelio pigmentario de la retina (EPR) (modificado de Strauss, 2005) [38]. El EPR incrementa la calidad
del sistema dptico del ojo absorbiendo la luz dispersada, participa en el metabolismo de la vitamina A y en el ciclo visual,
fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores, garantiza el aporte de nutrientes a los fotorreceptores, controla la
homeostasis idnica a través del transporte trans-epitelial y secreta factores troficos y de crecimiento

Portodoello, ademads del papel que juegan las células del EPRen lafisiopatologia del DR, las
alteracionesenlafuncionalidad del EPR originan varias patologias oftalmoldgicas, comola
degeneracion macularasociadaalaedad (DMAE) [76, 77], laRetinitis Pigmentosa [78-80], la

enfermedad de Stargardt [79] o la enfermedad de Best [81].

4.3 CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA

Los cultivos organotipicos de retinason modelos tisularesinvitro que yafueron descritos hace casiun

siglo. Asi, los primeros experimentos en este sentido se deben aStrangewaysy Fell [82] que en 1926
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realizaron cultivos de retina a partir de ojos embrionarios de pollo, y a Tansley, que en los afios 30
desarroll6 un modelo de cultivo de retinas de rata [83]. Afios mas tarde, en 1950, Trowell describié el
método de cultivo sobre membrana, en el cual los explantes de retina se colocan sobre unamembrana
porosa, de modo que el tejido se mantiene en unainterfase aire-medio de cultivo, con la porcién
interna de la retina (vitrea) en contacto con la membrana [84]. Hasta la década de 1980 este sistema
representé el “gold standard” para el estudio de las modificaciones que se producian en los explantes
neurorretinianos a lo largo del cultivo. Sin embargo, en 1989 Caffé et al. [85] describen porprimera
vez el cultivo de explantes de neurorretina cultivados con los fotorreceptores en contacto con la
membrana porosa, que se ha convertido en el método mas utilizado actualmente para el cultivode

neurorretinas.

El desarrollo de los cultivos organotipicos de retina ha representado desde sus origenes una
herramienta fundamental para el estudio de ladiferenciacién de laretina pre-y post-natal [6, 85-87]
y sobre todo en el entendimiento de la fisiopatologia de los procesos de degeneracidén retiniana [88-
91]. Los cultivos de explantes de neurorretina tienen la peculiaridad de reproducir las dinamicas
funcionales neurorretinianas, basadas en lainteraccion entre las diferentes células que constituyen
este tejido complejo. Porestarazon, el cultivo organotipico de retinaneural resultasersuperioralos
cultivos de células disociadas, en los cuales tales dindmicas estan ausentes [92]. Por ello, estos
modelos permiten el ensayo de medicamentos [89, 90, 93] y de toxicidad farmacoldgica [94],el estudio
de los efectos de moléculas como los factores de crecimiento [95-97], y de cocultivos con células

madre [98], de una forma mas cercana a los procesos in vivo.

Las principales alteraciones observadas durante el cultivo de los explantes retinianos incluyenedema
tisular [88], hipertrofia, proliferaciony migracién de las células de Miiller [86], degeneracidnprecozde
los segmentos externos de los fotorreceptores [86,99] y reduccién del espesorretiniano [85, 88, 99].
Estos cambios son similares alos observados en modelos experimentales de DR in vivo, principalmente
los que implican a las capas retinianas externas, lo que ratifica su utilizacién en el ensayo de

medicamentos y de técnicas de bio-ingeniera [7, 32, 100-102].
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Por otra parte, también se han desarrollado cultivos de neurorretinay EPR, inicialmente descrito por
Tamai etal.[103]. Posteriormente, otros investigadores desarrollaron diferentes cocultivos de retina
neural-EPR, recurriendo a tejido embrionario o post-natal de roedores [85, 104, 105], pollo [82, 106,
107], rana [108, 109], y cerdo [8, 94]. En este sentido, uno de los cultivos organotipicos con EPR que
resultamdsinteresante es el descrito por Kobuch etal. [9]. Este grupo desarrolla un modelo decultivo
organotipico constituido por explantes de complejos neurorretina-EPR-coroides, mantenidos en
perfusién continuade medio de cultivo. En realidad este sistema de cultivo resulta complejo,necesita
de un costoso equipamiento de perfusidn continuay de unacdmarade cultivo especial, y en laprictica
no demostré grandes ventajas respecto al cultivo de explantes neurorretinianos sin EPR. De hecho,
ademas del elevado coste de mantenimiento y de su complejidad, los resultados, en términos de
supervivenciacelularyde alteraciones estructurales enlaretina, fueron andlogos alos de los cultivos
de neurorretinas aisladas. Ademas, entodos estos modelos de cultivo el EPRestaen contactoconla
retina neural y, por tanto, no simula realmente un DR, donde por definicidn, existe unaseparacion

fisica entre el EPRy la neurorretina.

Enlaactualidad, estos modelos de cultivo organotipico continldan siendo de interés para lacomunidad
cientifica y se utilizan activa y eficazmente para ampliar los conocimientos acerca de las patologias
retinianas. En este sentido, a parte del Grupo de Retinadel IOBA [4, 5, 11], otros grupos internacionales
han publicado notables trabajos recientemente, donde destacan los de Liike et al. (Universidad de
Tlbingen, Alemania), donde utilizan cultivos de neurorretinabovina [110] para estudiarlatoxicidad
de medicamentos [111] asi como sus efectos sobre la supervivencia celular [112], mediante la
aplicacion de pruebas electrofisiolégicas [113, 114]; los de Gosh et al. (Universidad de Lund, Suecia),
mediante el cultivo de neurorretina porcinaevallan los efectos que lasfuerzas de tensidn laterales
ejercen sobre la retina [115], y las funciones neuroprotectoras del GDNF (glial cell line-derived
neurotrophicfactor) [116]; y los de Rodrigo et al. (Hospital Universitario La Fe, UniversidaddeValencia)
que han utilizado el modelo de cultivo organotipico para recrear, afiadiendo al cultivo el farmaco
Zaprinast®, inhibidorde lafosfodiesterasa 6 (PDE6), un modelo alternativo parael estudio de varias

enfermedades humanas [102] asociadas a un defecto funcional de la PDE6, como algunasformas de
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retinitis pigmentosa [117], ladistrofia progresiva de conos [118], ladistrofia de conos-bastones [119]

y laamaurosis congénita de Leber [120].

4.4 LARETINADE CERDO

Los globos oculares de cerdo poseen dimensiones muy similares a las del ser humano y su retina

presentagrandessimilitudes a nivel anatémico e histolégico en comparacién con la retina humana.

Aunque en laretinade cerdo no se pueda definir una verdaderazona macular, se puede identificar
una regién muy parecida a ésta, denominada area centralis. Se trata de una porcién localizada
superiormente al nervio éptico que atraviesa horizontalmente la retina, que contiene la maxima

densidad de conos y que no es atravesada por grandes vasos [121] (Figura 3).

Superior

Temporal

Figura 3: Distribucion anatomica de la vascularizacién (imagen superior) y de la densidad de los conos/100mm?2 (imagen
inferior) en la retina de cerdo (modificado de Hendrikson et.al) [121]. El area centralis (rosa) presenta la maxima densidad de
conos (20,000-35,000/mm?2) y ocupa un drea central inmediatamente superior al nervio dptico, desde el borde nasal al
temporal.

Ademas, el patrén de vascularizacidon retiniana del cerdo es similar al humano, denominado

holoangidtico, donde los vasos sanguineos se extienden desde el disco éptico hasta la periferia,
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ocupandotodalaextensidnretiniana, los axones de las células ganglionares no estan mielinizados;la
distribucién de los fotorreceptores (conos y bastones) se aproxima mucho a la de los primates; y el

cerdo al igual que el ser humano no posee tapetum lucidum [121, 122].

5. MATERIALY METODO

La ejecucidn de este trabajo fue autorizada porla Comisidn de Investigacion del IOBA con fecha

13/11/2012.

Para su desarrollo, se utilizaron 11 ojos de cerdos, entre 6 y 8 meses de edad, procedentes del
mataderoJustino GutiérrezS.L. (Laguna de Duero, Valladolid, Espafia). Los ojos se recogieronenmedio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco®, Paysley, Reino Unido), suplementado con10%de
antibioticos/antimicéticos (100 U/ml de Penicilina, 100 ug/ml de Estreptomicina y 2,5 pg/ml de
Anfotericina B, Gibco®, Invitrogen, Paisley, UK), con el fin de reducirel riesgo de contaminacidn. Los
ojos fueron trasladados refrigerados hasta el laboratorio de cultivos celulares del IOBA donde se
procedid con el protocolo de extraccién de los explantes de neurorretinay la preparacion del cultivo.
El tiempotranscurrido entre lamuerte del animal/enucleacién de los ojos hasta su procesamientoen
el laboratorio se limité a un maximo de 2 horas, con el fin de reducir la degeneracidn precoz de las

células retinianas por falta de soporte nutricional tras la muerte del animal.
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5.1 PREPARACION DE LAS CELULAS DELEPITELIO PIGMENTARIO

DE LA RETINA (EPR)

Para larealizacién de los experimentos planteados se obtuvieron células de cultivo primario de EPR

aisladas de 4 ojos de cerdo procedentes del matadero local.
El protocolo para el aislamiento de las células del EPR que se empled fue el siguiente:

Se colocé el globo ocularen una placa de Petri (90 mm; Corning, NY, EE. UU.) con Betadine® (MEDA
PharmaS.A., Madrid, Espafia) y se limpiaron los restos de tejidos extraoculares (parpados, conjuntiva,

capsula de Tenon, musculos y grasa orbitaria).

Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN, 2004, Cultek, Madrid, Espafia) se lavé cada globo
ocular en Betadine® (2 minutos), etanol 70% (2 minutos) y DMEM suplementado con 10% de

antibidtico/antimicético (3 lavados de 5 minutos).

Se colocd el globo ocular en una placa de Petri con medio DMEM suplementado con un 10% de
antibidtico/antimicéticoy se perford el globo ocular con unaaguja estéril de 22G, atravésdelaesclera
y alaaltura dela ora serrata, pararealizar un ojal porel que poder introducir unas tijeras corneales

gue permitan hacer la diseccién del globo ocular en segmento anteriory posterior (Figura 4-A).

Seretird portraccidon el segmento anteriory se arrastré con él al vitreo. En algunos casos fuenecesario
ayudarse con un bastoncillo de algoddn estéril para eliminar los restos de vitreo fuertemente

adheridos a la retina periférica;
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Se realizé undesprendimiento mecdnicode laretinaneural conlaayudade un pincel y se realizé un
corte alaaltura del nervio dptico pararetirar porcompleto laretina (Fig. 4C-D). Enalgunos casosla

retina se desprendid parcialmente del EPR durante el proceso de separacion vitrea ( Fig. 4-B).

Se colocé el segmento posterior, una vezlimpio de restos vitreos y retinianos, en otraplacade P etri

con medio DMEM suplementado con 10% de antibidtico/antimicético limpios.

Se afiadieron 3 ml de Tripsina-EDTA 0,05% (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) al segmento posteriory
se incubaron a 372Cy 5 % de CO, durante 30 minutos, para desprender las células del EPR de la

membrana de Bruch (Fig. 4-E).

Serecogieronlas célulasdel EPRenuntubode 15ml (Fig. 4-F) y se re-suspendieron en 5ml de medio

DMEM suplementado con 10% de antibidtico/antimicético y 10% de suero fetal bovino
(Fetal BovineSerum-FBS) (Gibco®, Invitrogen, Paisley, Reino Unido), parainterrumpirlaacciénde la

tripsina.

Se centrifugaronlas célulasa1000r.p.m (Allegra®X-22 Centrifuge, Beckam Coulter, Brea, CA, EE.UU.)
durante 5minutos. Se deseché el sobrenadante y se re-suspendieron las células en 10 ml de medio
DMEMsuplementado con 10% de antibidtico/antimicotico y 10% de FBS. Se sembraron las célulasen

un frasco de cultivo de 25 cm? y se mantuvieron en cultivo a 372Cy 5% de CO,.
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Figura 4: Extraccidn de las células del epitelio pigmentario de la retina de cerdo (EPR). Se retira por traccion el segmento
anterior y se arrastra con él al vitreo (A); Se realiza un desprendimiento mecdnico de la retina neural con la ayuda de un pincel
y se realiza un corte a la altura del nervio dptico para retirar por completo la retina (C, D). En algunos casos la retina se
desprendié parcialmente del EPR durante el proceso de separacion vitrea (B); Se afiaden 3 ml de Tripsina-EDTA 0,05%
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) al segmento posteriory se incuban a 372Cy 5 % de CO; durante 30 minutos, para desprender
las células del EPR de la membrana de Bruch (E); Se recogen las células del EPR en un tubo de 15 ml (F).

El medio de cultivo se recambid cada 2-3 dias hasta que las células alcanzaron la confluencia,momento
en el que serealizé unatripsinizacion y se sub-cultivaronlas célulasen unratio 1:5y en un frasco de

75 cm? (Pase 0).
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El Protocolo de tripsinizacion empleado fue el siguiente:

1- Se afiadieron 2 ml de tripsina-EDTA 0,05% al frasco de cultivo de 25 cm?y se incubd a372C

y un 5% de CO, durante 5 minutos;

2- Cuandoel proceso de tripsinizacién consiguié despegarlas células de labase del frasco de
cultivo (se observanlas células flotando en el medio de cultivo), se procedid asu contajey
adeterminarsuviabilidad mediante el empleo del ensayo del Tripan Azul (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EE.UU.) en una cdmara de Neubauer;

3- Posteriormente, se centrifugaron las células a 1000 r.p.m, se re-suspendieron y se
sembraron 1x10° células en un frasco de 75cm? (ratio 1:5) en medio DMEMsuplementado
con 1% de antibidtico/antimicético y 10% de FBS (15 ml de medio) y se mantuvo en

incubadoraa372Cy 5 % de CO,.

Se renovo el medio (DMEM suplementado con 1% de antibidtico/antimicoticoy 10% de FBS) cada 2-3
dias. Las célulasremanentes se congelaron utilizando un medio de congelacién compuesto porun70%
de DMEM suplementado con 1% de antibidtico/antimicotico, 20% de FBS y 10% de DMSO, a una
concentracion de 1x108 células/ml (Pase 0). Alcanzada la confluencia del cultivo, se sub-cultivaron las
células en un ratio 1:5 (Pase 1). Para la tripsinizacién, contaje celular y sub-cultivo se repitié el

protocolo anteriormente descrito.

Para el cocultivo con explantes retinianos se sembraron 30.000 células/cm?(P2) en placas de cultivo
Transwell® y se mantuvieron en incubadoraa 372Cy 5% de CO, durante 24 horas antes del inicio del

cocultivo con las neurorretinas.
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5.2 PREPARACION DE LOS EXPLANTES DE NEURORRETINA

PORCINA

Se aislaron 12 explantes de neurorretina, a partir de 6 ojos de cerdo, procedentes de laregion del drea

centralis, de modo que se obtuvieron 2 explantes (control y experimento) de cada ojo.

El protocolo empleado fue el siguiente:

1. Se repitieron los pasos 1 a4 descritos en el protocolo parala preparacion de las células del

EPR (Fig. 6 A-B);

2. Se colocd el segmento posterioren unaplaca de Petri con medio DMEMsuplementado con

10% de antibidtico/antimicético limpios;

3. Se realizé un desprendimiento mecdnico de la retina neural con la ayuda de un pincel y
mediante el paso de medio de cultivo DMEMentre laneurorretinay el EPR, de modo que se
redujeranlostiemposde manipulacidnretinianay el posible dafio mecéanico resultantedela
manipulaciondirectade laretina. Enalgunos casos laretinase desprendié parcialmente del

EPR durante el proceso de separacidn vitrea (Fig. 6, C-D);

4. Seidentificé el drea centralisy se recortaron dos explantes cuadradosy adyacentes (5x5mm)
aproximadamente 1mm porencimadel nervio 6ptico (Fig. 5, Fig. 6-E), evitando la presencia
devasosvisiblesyde bordesirregulares. Paraello, se emplearon unas tijeras deVannas(John
Weiss International, Milton Keynes, Reino Unido) unos pincelesy una espatula metalicade

bordes romos (4x4 mm).

5. Se colocaronlos explantes sobre laespatula metalica (Fig. 6-F), con ayudade unos pinceles,
y se depositaron sobre lamembranade los pocillos de las placas de cultivo Transwell® (Pore
polycarbonate membrane insert, 0.4 um de poro, 24 mm de didmetro; CorningInc., Corning,

NY, EE.UU.) (Fig. 6-G), de modo que los fotorreceptores quedaran en contacto con éstayque
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nose formaran plieguesen los explantes, con el objetivo de conseguir un contactoapropiado

con la membrana.

6. Tresdelosseispocillosde las placas Transwell® se definieron como experimento ( Fig. 6-H)
y en ellos se sembraron células del EPR y se depositaron 1,6 mL de medio de cultivo el dia
anterior ala obtencidn de los explantesretinianos. Los otros 3 pocillos se definieron como
controlesy se depositaronenellos 1,6 mLde medio de cultivo. Este volumenpredeterminado
de medio permite su contacto conlamembranadel pocillo perosin sobrepasarla, lo queasu
vez, permite que laretina se adhiera perfectamente alamembranadel pocillo, evitandoque
flote sobre el medio. Como medio de cultivo se utilizé una dilucién 1:1 de medio DMEM
(suplementado con 1% de Antibidtico/Antimicoticoy 10% de FBS) y de medio Neurobasal A
(suplementado con 10% de FBS, 1% de Antibiotico/Antimicdtico, 1% de L-Glutamina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y 2% de B-27 (Gibco ®, Invitrogen, Paisley, Reino Unido).

Superior

Temporal
Nasal

Inferior

Figura 5: Para la preparacion de los explantes de retina neural se obtuvieron dos cuadrados de tejido (5x5 mm) adyacentes
del area centralis de cada ojo y superiormente al nervio dptico, se evito que los explantes tuvieran vasos visibles y bordes
irregulares. Modificado de Hendrickson et al. (2002) [121]
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Figura 6: Protocolo de preparacion de los explantes de neurorretina porcina. A) separacion del segmento anterior del posterior;
B) separacion del vitreo; C) en algunos casos el proceso de separacién del vitreo se acompafia de la completa se paracion de
la neurorretina del EPR; D) detalle de la retina completamente desprendida; E) identificacion del drea centralis y corte de | os
explantes de neurorretina; F) los explantes se recogen con el ayuda de un pincel y de una espdtula de metal para col ocarlos
sobre la membrana de los pocillos Transwell®; G) detalle de un explante de neurorretina colocado sobre la membrana de un
pocillo Transwell®; H) placa de cultivo, se puede observar la distribucion de cultivos experimento y control.
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Las placas de cultivo se mantuvieron enuna incubadora a37°C con unaatmosfera enriquecida al 5%
de CO, alo largo de los 9 dias de duracién del cultivo. El medio se renové diariamente hasta la

conclusidn del experimento, afiadiendo siempre 1.6 mL de medio recién elaborad o y atemperado.

El mediode cultivoretiradoenlosdias 1, 3,5, 7y 9se recogié entubos de 1,5ml (Eppendorf, Corning,
NY, EE. UU.) y se guardd en congelacidn a -80°C para poder evaluar, en experimentos futuros, laposible
presenciade factores de crecimiento secretados porlas células del EPR durante el cultivo, paraellose

emplearan técnicas de ELISA semi-cuantitativo tipo sandwich.

Paralelamente se prepararon dos explantes, ambos procedentes del drea centralis de un mismo ojo,
gue fueron directamente procesados parasu analisis morfolégico, de modo que se utilizaron como
controles (a tiempo 0) para evaluar el estado de las neurorretinas previamente a la iniciacion del

cultivo.

5.3 PROCESAMIENTOS

Alafinalizacion del cultivo, todos los explantes, control y experimento, fueron cortados endospartes,
de modo que unamitad fue incluida en epoxi-resinay evaluada mediante tincidn con azuldetoluidina,
mientras que la otrafue procesada para crio-preservaciény posterior evaluacion mediante técnicas
de inmunohistoquimica. En el caso de los explantes atiempo 0, uno de ellos fue incluido en epoxi -

resina, y el otro fue procesado para crio-preservacion.
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5.3.1INCLUSION EN EPOXI-RESINA (ARALDITA)

1. Se fijaron las muestras en paraformaldeido (PF; PANREAC QuimicaS.A.U., Barcelona, Espafia) al 4%

en PB (Phosphate Buffer, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), durante un maximo de 2 horas;

2. Se lavaron las muestras en PB: tampdn fosfatoy se realizé unadeshidratacion en alcoholes

crecientes:

Etanol (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU) al 50% durante 10 minutos;
- Etanol al 75% durante 10 minutos;

- Etanol al 90% durante 10 minutos;

- Etanol al 96% durante 10 minutos;

- Etanol al 100% durante 10 minutos (2veces);

- Oxido de Propileno (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU) durante 10 minutos;

3. Se realizé laimpregnacion en epoxi-resina (araldita; TAAB, Berks, Reino Unido):

- Oxido de Propileno/Araldita (3/1) durante 1 hora;
- Oxido de Propileno/Araldita (1/1) durante 1 hora;
- Oxido de Propileno/Araldita (1/3) durante 12 horas;

- Araldita a 602C durante 30 minutos;

4. Se incluyeron las muestras en moldesy se dejé polimerizarla resinaa 602C durante 24 horas;

5. Se cortaron las muestras con ultramicrotomo (Ultratome 111 8800; LKB, Bromma, Suecia) y se
recogieron en portaobjetos tratados con (3-Aminopropyl) triethoxy-silane (Sigma-Aldrich®, Saint

Louis, MO, EE.UU.). Se conservaron a temperaturaambiente hastalatincion de los cortes.
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5.3.2 CRIOPRESERVACION

Se fijaron y crio-preservaron las muestras neurorretinianas de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Se retiraron los pocillos de cultivo con la membrana porosa, a la cual estaba adherido el

explante de neurorretina, y se recorté la membrana delimitando el explante;

2. Se introdujo el complejo explante-membrana en una placa de Petri de 35mm (Nunc,
Rochester, NY, EE: UU.) con paraformaldeido al 4% (PF; PANREAC Quimica S.A.U., Barcelona,

Espafia) durante 2 horas a 4°C;

3. Se retird el PF,selavdlaplaca2vecescon 2ml de PBSy se afiadié sacarosa al 15% (PANREAC

Quimica S.A.U., Barcelona, Espafia) durante 2 horas a 4°C;
4. Se retird la sacarosa al 15% y se anadié sacarosa al 20% durante 2 horas a 4°C;

5. Se retird la sacarosa al 20% y se afiadid sacarosa al 30% durante un minimo de 12 horas a

4°C;

6. Se congelaron las muestras retinianas a-80°C en Tissue-Tek® (O.C.T. ™ Compound; Sakura
Finetek Europe B.V., Alphen, Holanda), evitando laformacién de burbujas y de plieguesenla

retina;

7. Se guardaron las muestras en un ultra congelador a -802C hasta su corte en criostato (CM

1900; Leica, Nussloch, Alemania);

8. Serealizaronseccionesde 5umrecogidas en portaobjetos comerciales tratados (Superfrost®
Plus; Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania) y se conservaron a -20°C hastalarealizacion

de las técnicas de inmunohistoquimica.
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5.3.3TINCIONES

Azul deToluidina

1. Setifieronloscortesincluidosenepoxi-resinaconunagota de Azul de Toluidina
(solucion 1%; PANREAC Quimica S.A.U.) durante 5 minutos a 602C.
2. Selavaronen destiladay se dejaron secara 602C.

3. Se montaron con Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemania).

5.4 TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

5.4.1 PROTOCOLO PARA GFAP/CRALBP

Parael estudiode las modificaciones de las células de Miller se evalud la proteina GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein), presente en los filamentos intermedios de las células gliales
retinianas (astrocitosy células de Miiller) e implicadaenlos procesos de gliosis reactiva [123-
126]; y la proteina CRALBP (Cellular RetinAldehide-Binding Protein), presenteeneldtoplasma
de lascélulas de Miiller eimplicada en el metabolismo de lavitamina A [127, 128]. De modo
gue undoble marcaje paraambas proteinas, mediante el empleo de anticuerpos anti-GFAPy

anti-CRALBP, permite diferenciar las células de Muller (GFAP+/CRALBP+) de los astrocitos,

(GFAP-/CRALBP+) [128, 129].
Se siguid el siguiente protocolo:
1. Se atemperaron los cortes retinianos durante 10 minutos a temperatura ambiente

2. Selavaron en agua destilada durante 30 minutos, para eliminar los restos de Tissue-

Tek® (O.C.T. ™ Compound; Sakura Finetek Europe B.V., Alphen, Holanda).
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. Se secaron los portas, se enmarcaron los cortes rodedndolos con una sustancia
hidrofoba (Liquid Bloquer Super Pap Pen; Daido Sangyo Co. Ltd., Tokio, Japdn) y se

colocaron en una camara humeda.

. Se incubaron los cortes durante 2h a temperaturaambiente en PBS+0.1% de Triton X-
100 + 5% de suero de cabra (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU.) en camara

humeda.

. Seincubd el anticuerpo primario anti-GFAP (1:500, polyclonal rabbit anti-cow GFAP;
DakoCytomation Inc., Carpinteria, CA, EE.UU.), diluyendo el anticuerpo en PBS +0.1%

de Triton X-100 + 5% de suero de cabra, a temperaturaambiente durante 30 minutos.

. Se lavaron las muestras 3 veces con PBS+ 0.1% Triton X-100 durante 15 minutos.

. Se incubaron los cortes con el anticuerpo primario anti-CRALBP (1:1000, monoclonal
mouse anti-human CRALBP; Abcam plc., Cambridge, UK), diluyendo el anticuerpo en
PBS +0.1% de Triton X-100 +5% de suero de cabra, a4°C durante todala noche enuna

camara humeda.

. Se lavaron los portas con PBS (3 lavados de 5 minutos).

. Se incubaron los anticuerpos secundarios (1:200; Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse Ig-
G + Alexa Fluor® 568 goat anti-rabbit Ig-G; Molecular Probes™, Eugene, EE.UU.) y

durante 1 h atemperatura ambiente en oscuridad.

10.Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos).

11.Se secaron los portas y se afiadié DAPI (10 pg/mL, 4',6-diamino-2-phenilindole

dihydrochloride; Molecular Probes™) que se incubd 5 minutos en oscuridad.

12.Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos).

13.Se montaron los portas con un medio especifico para muestras de inmunofluorescencia

(Fluorescent Mounting Médium, Dako Cytomation Inc.).
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5.4.1 PROTOCOLO PARA CALBINDINA/SINAPTOFISINA

Para el estudio de las modificaciones de las neuronas retinianas, se utilizaron anticuerpos
frente a calbindina, proteina de 28 kDa conocida también como proteina ligada al calcio
vitamina-D dependiente o colecalcina [130], forma parte de lasuper-familiade latroponinaC
y en laretina se presenta a nivel de los conos y de las células horizontales [32]; y frente a
sinaptofisina, proteina que se encuentra en las vesiculas pre-sinapticas de las neuronas del
sistemanervioso central yde laretina [130], y que permite identificar las capas plexiformesy

en particular las sinapsis de los conos con las células bipolares y con las horizontales [32].

Se siguieron los pasos 1, 2, 3, 4 y 5 previamente descritos en el protocolo de

inmunohistoquimica para GFAP/CRALBP.

1. Seincubd el anticuerpo primario anti-Calbindina (1:500, Rabbit polyclonal,Swant,
#CB-382, Bellinzona, Suissa) diluyendo el anticuerpo en PBS+0.1% de Triton X-100+

5% de suero de cabra, a temperatura ambiente durante 60 minutos;
2. Se lavaron las muestras 3 veces con PBS+ 0.1% Triton X-100 durante 15 minutos;

3. Seincubaronloscortes con el anticuerpo primario anti-Sinaptofisina (1:1000, Mouse
Monoclonal Antibody, clone SY38, MAB5258, Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) a4°C

durante toda la noche;
4. Se lavaron los portas con PBS (3 lavados de 5 minutos);

5. Seincubaronlosanticuerpos secundarios (1:200; Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse
Ig-G + Alexa Fluor® 568 goat anti-rabbit Ig-G; Molecular Probes™, Eugene, EE.UU.)

durante 1 hora atemperatura ambiente en oscuridad;

6. Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos);
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7. Sesecaron los portas y se afiadié DAPI (10 pg/mL, 4',6--diamino--2--phenilindole
dihydrochloride; Molecular Probes™, Eugene, EE.UU.) que seincubd 5 minutosen

oscuridad;

8. Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos);

9. Se montaron los portas con Fluorescent Mounting Medium.

Marcador molecular Tipo de anticuerpo Dilucién Casa comercial
GFAP Anticuerpo primario 1:500 DakoCytomation Inc.,
policlonal Carpinteria, CA, EE.UU.
CRALBP Anticuerpo primario 1:1000 Abcam,Cambridge, Reino
monoclonal Unido
Calbindina D-28K Anticuerpo primario 1:500 Swant,Bellinzona, Suissa
policlonal
Sinaptofisina Anticuerpo primario 1:1000 Millipore,Billerica, MA, EE.
monoclonal uu.

Table 1: Tabla resumida de los anticuerpos primarios utilizados en los protocolos de inmunohis toquimica

5.5 MICROSCOPIA

Para el estudio morfoldgico de las células de EPR se utilizd el microscopio de contraste de fase

microscopio éptico Elipse TS100 (Nikon,Tokio, Japdn)

Para la deteccion de la emision de fluorescencia de los anticuerpos secundarios se utilizé el
microscopio DM4000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Los estudios comparativos basados
enlaexpresidonde los marcadoresinmunofluorescentes se llevaron a cabo enimdagenesadquiridascon
los mismos niveles de exposicion, intensidad y ganancia. El brilloy el contraste de las imagenesfueron

ajustados mediante el software Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, San Jose, EE.UU.)
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5.6 ANALISIS DEL ESPESOR RETINIANO

El espesorretiniano fue evaluado a partirde las imagenes obtenidas a unamagnificacion de 20x con
el programa Imagel (version 1.47v, NIHImage, National Institute of Health, EE.UU), evaluandola
distanciaentre laOLM yla ILM. En el caso de las muestras de 0 dias se tomaron tres medidas, unaen
la parte central y dos enla periferia, mientras que enlos controlesy enlos experimentos cultivados 9
dias, se realizd unamedidaenlaparte central de cada rosetay dos a los extremos de éstas, yaque el
perfilde laOLM resulté curvilineo porlapresenciade rosetas de degeneracion. Los datos obtenidos
de estas medidas fueron analizados con el software Microsoft Excel 2013® (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, EE. UU.) y las comparaciones entre medias se realizaron mediante lapruebaTde
Studentunavez comprobadala distribucién normal de las muestras analizadas asicomo la similitud

de sus varianzas, estableciéndose el limite significativo en un valor p menorde 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION CITOLOGICA DELCULTIVO PRIMARIO DE
EPR DE CERDO

Tras su obtenciodn, las células de EPR fueron cultivadasy evaluadas alo largo del cultivo, donde se
observd como las células mantuvieron su morfologia hexagonal y su contenido en pigmentos durante

todoel cultivo hastaP2 y durante el cocultivo con explantes de neurorretina.

Las células aisladas comenzaron aoriginarislotes de células confluentes que conservabanel contenido

en granulos de pigmento y su forma hexagonal, el primer dia tras el aislamiento (Figura 7).

Figura 7: Imagen de epitelio pigmentario de la retina (EPR) en cultivo (dia 1). Se observa un islote de células de EPR con
grdanulos intracelulares de pigmento. Imagen a 20x.

Aproximadamente alos 4-5 dias se observaron células de EPRadheridas ala superficiedel frasco de
cultivoy en division, formandoislotes celulares de mayortamafio, y conteniendo granulos de

pigmentoensuinterior (Figura8).
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Figura 8: Imagen de EPR en cultivo (dia4) a 20x (A) y 40x (B). Las células se agrupan en islotes de mayor tamaiio en
comparacion con el dia 1 (Fig. 7).

Al finalizar la fase PO las células presentaron una gran confluencia, con caracteristicas de epitelio
monoestratificado con una morfologia conservada, sin embargo, también se observaron algunas
células de mayortamano y con un menor nimero de granulosintracelulares Figura
9). Estas caracteristicas celulares se mantuvieron hasta P2, fase en la que las células de EPR se

plantaron enlos pocillos Transwell® parasu cocultivo con las neurorretinas. ( Figura

9):

Figura 9: células de EPR densamente confluentes, Pase 0 (magnificacién 10x)

A los9 dias de cocultivode las celulas del EPR con las neurorretinas, estas células mantuvieron su
morfologia de epitelio confluente mono-estratificado, hexagonal y conrestos de pigmentos (Figura

10)
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Figura 10: Imagen de epitelio pigmentario de la retina (EPR) a los 9 dias de cultivo. Se observa un epitelio mono-estratificado
confluente de morfologia conservada (magnificacién 10x).

6.2 EVALUACION HISTOLOGICA

La tincién de las muestras con Azul de Toluidina permitié evaluar las modificaciones que sufrid la

estructuratisulary celularretiniana durante el cultivo.

Las muestras frescas (0 dias) de la retina porcinarevelaron unaadecuada preservacionde la
estructuraretiniana (Figura11 A, D, G) tras la preparacién de los explantesy previamente al inicio del
cultivo. Asi, se observé cdmo los segmentos externos (Figura 11 A, D: puntas de flecha) e internos de
losfotorreceptores (photoreceptor outer segments —PQOS; photoreceptorinner segments - PIS) se
presentaron adecuadamente conservadosy se diferenciaron claramente las capas neurorretinianas
(Figura 11l A), en particularla capa nuclearexterna (outer nuclearlayer— ONL), la capa plexiforme
externa (outerplexiform layer— OPL), la capas nuclearinterna (inner nuclearlayer - INL), lacapa
plexiforme interna (inner plexiform layer - 1PL) y la capa de las células ganglionares (ganglion cells
layer — GCL). Por otra parte, permitié corroborarla gran similitud existente entre laretinaneural de

cerdoy la humanaa nivel histoldgico.
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Después de mantenerlos explantes en cultivo durante 9dias (controles), se observé una
desestructuracién de laarquitectura neurorretiniana (Figura 11 B), muy notable en las capas mas
externas. En el caso de los fotorreceptores, se aprecio la pérdida de lamayor parte de los POS de los
bastones, asicomo el acortamientoy la edematizacion de los POS (Figura 11 H: puntas de flecha) y
PISde los conos, mientras que laONL aparecié desorganizaday con formaci ones caracteristicas de
un proceso de degeneracién, denominadas rosetas; ademads, se aprecié unavacuolizacién celularen
todaslas capas, particularmenteevidente enlaONLy enla INL; una disminucién delespesortotal de
la neurorretina, muy manifiestaenlaOPLy enla IPL; y unahipertrofiade las células de Miiller (Figura
11 E, H: flechas), que extienden sus prolongaciones celulares hasta ocuparlaregion correspondiente
con el espacio subretiniano, dando lugaralaformacién de membranas subretinianas (Figura11B, E:

puntas de flecha).

En las muestras experimento (Figura 11 C, F, 1), las capas externas conservaron en parte su
arquitectura, yaque los fotorreceptores mantuvieron parcialmente su estructura, se observé un
acortamientoy reducida edematizacién de los POS de los conos (Figura 11- I: puntas de flecha), sin
embargo, laONL se mostré relativamente bien organizada, sin que se apreciaran formaciones en
roseta. Ademas, laOPL, laINLy la IPL conservaron gran parte su espesory se observaron
relativamente pocas células de Miiller hipertrdéficas (Figura 11- I: flecha), loque diolugara

membranas subretinianas de espesor aparentemente reducido (Figura 11-C: puntas de flecha).

Por tanto, mientras en las muestras control (cultivo aislado de neurorretina) se observaron grandes
rosetas de degeneracion (Figura 11 B), en laONL, con unaampliaarea central ocupada por los
segmentos externos de los fotorreceptores degenerados, laarquitectura de las muestras
experimento (cultivo de neurorretina con EPR) se conservd mejor durante el cultivo, yaque no se
observaronverdaderas formaciones en rosetas (Figura 11 C). En las muestras experimento, los
fotorreceptores conservaron en parte su estructura, presentando unos POS con menor vacuolizacién
respecto a las muestras control, asi como un mejorestadode la ONLy dela INLcon menorgrado de

picnosisy mayordensidad nuclear. Ademas, en las muestras control fue posible identificar multiples
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células de Miiller hipertrofiadas, que ocupaban todo el espesorretinianoy contenian numerosos
granulosintracelulares (Figura 11 H: flechas), y que ademas formaban membranas subretinianas de
grosor notable. Sin embargo, en las muestras experimento no se apreciaron células de Miiller de
gran tamaiio, se originaron membranas subretinianas de menorgrosory estas células contenian un

pequefionimerode granulos intracelulares.

Por otro lado, el espesorde laINL, IPLy GCL fue mayor en las muestras experimento, asicomo su

arquitecturamejor conservada, lo que conllevé a un mayor grosor medio de la neurorretina.

El andlisis del espesor retiniano determind que las muestras de retina de cerdo frescas midieron
135,29+17,01 um, mientras que el espesorde los controlesy de los experimentos alos 9 dias de
cultivofue de 92,28+14,94 umy 109,35+4,24 um, respectivamente (Grafico 1), siendo las diferencias

entre controlesy experimentos estadisticamente significativas (p<0.05).
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Fresco Control Experimento

Figura 11: Explantes retinianos tefiidos con Azul de Toluidina. Las muestras frescas (0 dias) mostraron una arquitectura
retiniana adecuadamente conservada previamente al inicio del cultivo (A), especialmente en las capas mds externas donde se
preservan las fragiles estructuras de los segmentos externos de los fotorreceptores (A, D, G: puntas de flecha;) y la morfologia
de los conos en detalle (G: “C”). En las muestras control (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo; 9 dias) (B, E, H) se
pueden observar extensas formaciones en roseta, que junto con la formacion de membranas subretinianas de gran espesor
(B, E: puntas de flecha), alteran la arquitectura retiniana y se acomparfian de una evidente disminucién del espesor retiniano
(B). Las rosetas presentan un marcado perfil curvilineo y englobando abundantes restos celulares (B, Hpuntas de flecha), que
se corresponderian a los segmentos externos de los fotorreceptores degenerados (B, H: “*”). Los fotorreceptores presentes
poseen segmentos externos muy acortados y vacuolizados (H, puntas de flecha) y en la capa nuclear externa (ONL) se observan
nucleos picndticos (H). Ademds, se pueden observar numerosas células de Miiller hipertrdficas y con abundantes grdnulos
intracelulares (E, H: flechas), a partir de las cuales se originan membranas subretinianas (B, E: puntas de flecha). En las
muestras experimento (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo con EPR; 9dias) (C, F, 1) la arquitectura retiniana aparece
mejor conservada ya que no se observan formaciones en roseta, los segmentos externos de los fotorreceptores se muestran
mejor conservados (I, puntas de flecha), las membranas subretinianas tienen aparentemente menor grosor (C, puntas de
flecha), las células de Miiller muestras menor hipertrofia (I, flecha) y aparece una mayor densidad nuclear en la capa nuclear
interna. POS (photoreceptors outer segment — segmentos externos de los fotorreceptores); ONL (outer nuclear layer-capa
nuclear externa); OPL (outer plexiform layer-capa plexiforme externa); INL (inner nuclear layer-capa nuclear interna); IPL
(inner plexiform layer-capa plexifrome interna); GCL (ganglionar cells layer-capa de las células ganglionares). Barra de escala:
20 um. Magnificacién 40x.
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Grafico 1: Andlisis del espesor retiniano. Se tomaron las medidas de las neurorretinas entre la membrana limitante externa
(OLM) y la membrana limitante interna (ILM) por medio del programa Imagel. El espesor medio de las muestras frescas (0
dias) fue de 135,29 um (DE +17,01 um), mientras los controles y los experimentos midieron 92,28 um (DE +14,94 um) y
109,35 um (DE+ 4,24 um), respectivamente

6.3 EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA

6.3.1 CELULAS GLIALES (CELULAS DE MULLER Y ASTROCITOS)

Enlas muestras de neurorretinade cerdo frescas (0Odias) (Figura 12, A-D) se observé laexpresiondela
proteina GFAP en las capas retinianas mas internas, lo que identifica acélulas de Millery astrocitos,
mientras que la CRALBP se detect6 desde lamembrana limitante interna (inner limiting membrane —
ILM) hastalamembranalimitante externa (outer limiting membrane —OLM) (Figura 12 A, D: puntas de
flecha), lo que corresponde al citoplasma de las células de Miller, siendo mas manifiesta enlas capas
externas (Figura12 A, B, D). Las capas nucleares (INLy ONL) se apreciaronintensamente tefiidas con

DAPI, con una organizacién y localizacién adecuada en el parénquima retiniano (Figura 12 C, D).
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En las muestras control de 9dias (Figura 12 E-H) se observé una marcadadisminuciéon en laexpresion
del CRALBPyun aumentode la proteina GFAP (Figura 12E, F, H), que se extendid alo largo del tejido
retiniano y superod el limite de la OLM, dando lugar a la formaciéon de membranas subretinianas. La
ONL se desorganizé, formando estructuras en roseta (Figura 12 G, H), de acuerdo con los hallazgos
histolégicos. Ademas, se observd, de formasubjetiva, un menorndmero de nicleosen laONL, enla
INLyenla GCL, mientras que aparecieron numerosos nucleos en laporcién mas externade laretina,
regidn correspondiente al espacio subretiniano, englobados porlas membranas subretinianas GFAP+

(Figura 12 G, H).

Enelcasodelos explantes experimentoalosde 9dias de cultivo (Figura 121, L) se observé laexpresion
de GFAP en el parénquima retiniano, en menor nivel que en los cultivos control, y se conservo
ligeramente la de CRALBP (Figura 121, J, L). Por otra parte, se conserva la estructuracion de las capas
nuclearesy de la GCL, mostrando un mayor nimero de nucleos que enlos explantes control cultivados

y por tanto, no se aprecia la formacion de rosetas en la ONL (Figura 12 K, L).
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Figura 12: Evaluacion inmunohistoquimica de las células gliales (células de Miiller y astrocitos) con anticuerpos anti-
GFAP/anti-CRALBP. A-D) Muestras de O dias: se observé la expresidn de la proteina GFAP en las capas retinianas mds
internas, lo que identifica a células de Miiller y astrocitos, mientras que la CRALBP se detectd desde la membrana limitante
interna (inner limiting membrane — ILM) hasta la membrana limitante externa (outer limiting membrane — OLM) (A, D
puntas de flecha), lo que corresponde al citoplasma de las células de Miiller, siendo mds manifiesta en las capas externas
(A, B, D). Las capas nucleares (INLy ONL) se apreciaron intensamente tefiidas con DAPI, con una organizacion y localizacion
adecuada en el parénquima retiniano (C, D).; E-H) Muestras control (cultivo organotipico de neurorretina porcina) de 9
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dias: Enlas muestras control de 9 dias (E-H) se observo una marcada disminucion en la expresion del CRALBP y un aumento
de la proteina GFAP (E, F, H), que se extendio a lo largo del tejido retiniano y superd el limite de la OLM, dando lugar ala
formacion de membranas subretinianas. La ONL se desorganizd, formando estructuras en roseta (G, H), de acuerdo con
los hallazgos histoldgicos. Ademds, se observo, de forma subjetiva, un menor nimero de nucleos en la ONL, enla INLyen
la GCL, mientras que aparecieron numerosos nucleos en la porcion mds externa de la retina, region correspondiente al
espacio subretiniano, englobados por las membranas subretinianas GFAP+ (G, H); I-L) Muestras experimento (cultivo
organotipico de neurorretina decerdo con EPR) de 9 dias: se observo la expresion de GFAP en el parénquima retiniano, en
menor nivel que en los cultivos control, y se conservé ligeramente la de CRALBP (1, J, L). Por otra parte, se conserva la
estructuracion de las capas nucleares y de la GCL, mostrando un mayor numero de ntcleos que en los explantes control
cultivados y por tanto, no se aprecia la formacion de rosetas en la ONL (K, L). Barra de escala: 20 um. Magnificacion: 40x.
Abreviaciones: ONL: outer nuclear layer; INL: inner nuclear layer; GCL: ganglionar cells layer; GFAP: glial fibrillary acidic
protein; CRALBP: cellular retinaldehyde-binding protein; EPR: epitelio pigmentario de la retina.

6.3.2 NEURONAS RETINIANAS (CONOS, HORIZONTALES, BIPOLARES Y
GANGLIONARES) Y CONEXIONES SINAPTICAS (OPL E IPL)

Enlas muestras frescas (0d) (Figura 13 A-D) se observd laexpresion de calbindina (Figura 13 B, D;Figura
14) anivel de los conos, lo que permite evaluarel adecuado estado de sus segmentos externos (POS)
(Figura 13 B, puntas de flecha; Figura 14: flechas), segmentos internos (PIS) (Figura 14: puntas de
flecha) y pediculos; a nivel de la ONL, donde se reveld una intensa expresion en el cuerpo y las
extensiones dendriticas de las células horizontales (Figura13B, D, Figura 14: “H”; ), ademas de marcar
varias células bipolares (Figura13B, D, Figura 14: “B”); y células ganglionares (Figura 13B, D: “G”). Por
otra parte, se observé sinaptofisina (Figura13 A, D) en laOPL, anivel de las unionessinapticas entre
los fotorreceptores y las interneuronas, y en la IPL, a nivel de las uniones sinapticas entre las

interneuronas y las células ganglionares.

Enlas muestras control, alos 9dias de cultivo (Figura 13 E-H), se observd una considerable disminucién

en laexpresién de calbindina (Figura 13 F, H), restringiéndose a células dentro de lasrosetas (Figura

13 F: puntas de flecha), donde se identifican conos con el segmento externo vacuolizado (

Figura 15 A: puntas de flecha) y de tamafo muy reducido. No se apreciaron células horizontales,
bipolares y/o ganglionares positivas al marcaje con anticuerpo anti-calbindina. De lamismamanera,

laexpresion de sinaptofisina (Figura 13 E, H) se mostré notablemente reducida, hastael punto de ser
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practicamente indetectable en las capas plexiformes (OPLe IPL), mientras que se pudo detectarde

forma ectdpica a nivel de los segmentos internos (PIS) de los conos (Figura 13-Hy

Figura 15-A: flechas).

Enlas muestras experimento (9dias) (Figura 131-L; Figura 15-B) se observé el marcaje con anticuerpos
anti-calbindina (Figura13J, L) de los conos, que presentaron una morfologia degenerada, pero donde
todaviafue posible distinguirlos segmentosinternos (PIS) edematizadosy los pediculos (Figura 15-B:
puntas de flecha), mientras que los segmentos externos (POS), muy degenerados, eran dificiles de
identificar (Figura 13J, L: puntas de flecha; Figura 15-B: flechas); se conservé el intenso marcaje delas
células horizontales (Figura 13 J, L: “H”) y, en menor medida, de las células bipolares (Figura 13 J, L:
“B”), yde algunas células ganglionares (Figura 13J, L: “G”). Porotra parte, se observé laexpresion de

sinaptofisina (Figura 131, L) enla OPLy enlaIPL.
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Figura 13: Evaluacién inmunohistoquimica de neuronas retinianas (conos, horizontales, bipolares y ganglionares) y
conexiones sindpticas (OPL e IPL). A-D) Muestras de 0 dias: En las muestras frescas (0d) se observd la expresion de calbindina
(B, D) a nivel de los conos, lo que permite evaluar el adecuado estado de sus segmentos externos (POS) (B, puntas de flecha),
segmentos internos (PIS) y pediculos; a nivel de la ONL, donde se revel6 una intensa expresion en el cuerpo y las extensiones
dendriticas de las células horizontales (B, D“H”; ), ademds de marcar varias células bipolares (B, D: “B”); y células
ganglionares (B, D: “G”). Por otra parte, se observé sinaptofisina (A, D) enla OPL, a nivel de las uniones sindpticas entre los
fotorreceptores y las interneuronas, y en la IPL, a nivel de las uniones sindpticas entre las interneuronas y las células
ganglionares; E-H) Muestras control (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo) de 9 dias: se observé una considerable
disminucion en la expresion de calbindina (F, H), restringiéndose a células dentro de las rosetas (F: puntas de flecha), donde
se identifican conos con el segmento externo vacuolizado y de tamafio muy reducido. No se apreciaron células horizontales,
bipolares y/o ganglionares positivas al marcaje con anticuerpo anti-calbindina. De la misma manera, la expresion de
sinaptofisina (E, H) se mostré notablemente reducida, hasta el punto de ser prdcticamente indetectable en las capas




plexiformes (OPL e IPL), mientras que se pudo detectar de forma ectdpica a nivel de los segmentos internos (PIS) de los conos
(H: flechas); I-L) Muestras experimento (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo con EPR) de 9 dias: se observo el
marcaje con anticuerpos anti-calbindina (J, L) de los conos, que presentaron una morfologia degenerada, pero donde
todavia fue posible distinguir los segmentos internos (PIS) edematizados y los pediculos, mientras que los segmentos
externos (POS), muy degenerados, eran dificiles de identificar (J, L: puntas de flecha); se conservo el intenso marcaje de las
células horizontales (J, L: “H”) y, en menor medida, de las células bipolares ( J, L: “B”), y de algunas células ganglionares (J,
L: “G”). Por otra parte, se observo la expresion de sinaptofisina (I, L) en la OPL y en la IPL. Barras de escala: 20 um.
Magnificacion: 40x. Abreviaciones: POS: photoreceptor outer segment; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer;
INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cells layer.

Sinaptofisina

N

Figura 14: Imagen (63x) de inmunohistoquimica de una muestra de retina apenas desprendida (dia 0). Se pueden observar
unos conos bien estructurados con segmento externo (flechas) e interno (puntas de flecha) intactos, una elevada densidad de
nucleos (DAPI/azul) en la capa nuclear externa (ONL) e interna (INL), asi como unas células horizontales (H) y bipolares (B)
marcadas intensamente con anticuerpos anti-calbindina (rojo). El marcaje con anticuerpos anti-calbindina (verde) resalta las
capas plexiformes externa (OPL) e interna (IPL). Barra de escala 20 um.
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Figura 15: A) Detalle de la figura 10- H. Imagen de una roseta en una muestra control de 9 dias donde se pueden observar un
numero escaso de conos marcados con anticuerpos anti-calbindina (rojo) con segmento externo muy deteriorado (punta de
flecha) y expresion ectdpica de la sinaptofisina (flecha) a nivel del segmento interno de los conos. Es posible, ademds,
identificar gracias al marcaje con DAPI (azul) unos nucleos ectdpicos que ocupan el techo de la roseta (elipse), que
probablemente corresponden a nucleos de las células de Miiller en las membranas subretinianas; B) Detalle de la figura 10-
L. Imagen de inmunohistoquimica de una muestra experimento a los 9 dias donde se observan conos relativamente bien
conservados. Se pueden identificar en detalle unos segmentos externos acortados (flechas) y vacuolizados, un segmento
interno bien conservado con un ntcleo (DAPI/Azul) evidente, asi como el axén con el terminal sindptico (puntas de flecha) que

presenta todavia cierta positividad a los anticuerpos anti-sinaptofisina (verde) y células horizontales (H) y bipolares (B) con
intensa expresion de calbindina. Barra de escala: 20 um.
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7. DISCUSION

7.1 ELECCION DE UN MODELO DE CULTIVO ORGANOTIPICO DE
NEURORRETINA PORCINA

El desprendimiento de retina (DR) es una patologia con unaprevalenciaen aumento [1, 2] y con unos
pobres resultados funcionales tras el proceso quirdrgico indicado, porello, es necesario profundizar
en los mecanismos fisiopatolégicos de este proceso. En los seres humanos, es complejo obtener
muestras de ojos con desprendimiento de retina en fases iniciales, por lo tanto, solo de forma
extraordinariase pueden evaluarlas modificaciones que sufre laretinainmediatamente traselDR[3],
Asi, es necesario recurrir a modelos experimentales que simulen las condiciones fisiopatolégicas

asociadas al DR.

Los modelos in vivo presentan algunas limitaciones, econdmicas, éticasy legislativas [131],quelimitan
su empleo y entre las técnicas in vitro, aunque los cultivos celulares permiten manipular el
comportamiento celular, mediante la adiccion de sustancias externas, como farmacos, factores de
crecimiento, etc. [132], no son capaces de simular las dindmicas celulares que suceden in vivo, ya que

se pierdenlasinteracciones celulares que caracterizan auntejido complejo como es laretina [9, 92].

No obstante, se han empleado diversos tipos celulares en cultivos aislados [62, 97, 133-135], parael
estudio de las patologias retinianas, entre ellos destacan el cultivo de células del EPR de ojoshumanos
procedentes de donantes, asi como de ojos enucleados de primates no humanos, conejos, vacas,
cerdos, ratas y ratones [135, 136]; y el cultivo de células de Miiller aisladas de retinas humanas y de
cerdo[134,137-139]. Por otra parte, dentro de las técnicas in vitro, los modelos de cultivo organotipico
deretinaposeenlaventajade simularfiablemente las dindmicasfisioldgicas y patoldgicasdelascélulas

retinianas [10, 85, 86, 88-98, 140-142].

Entre las distintas especies animales empleadas en investigacidon en patologias retinianas, para el

desarrollo de este trabajo se optd por la utilizacién de ojos porcinos, ya que comparten varias

48



similitudes con los ojos humanos, como el tamaio del globo ocular, el grosory larigidez escleral, y,
sobre todo, la estructura, la ultraestructura, el tamafio y laextensidn retinianas [121, 122]. Porotra
parte, el empleo de neurorretinas procedentes de ojos de cadaver humano parael desarrollo de los
experimentos planteados, resulta practicamente inviable, ya que obviamente, no se puede programar
temporalmente laobtencion de las muestras, ni planificar con anterioridad el nUmero de muestrasde

las que se dispondra.

El ojo de cerdo posee doble circulacion retiniana, similar a lahumana, a diferencia, por ejemplo, de
otros animales comunmente empleados en experimentacién como la rata o el conejo, y ademas
carecen de tapetum, estructura tipica de otras especies animales, como félidos, canidos y bévidos
[143]. En el cerdo, al igual que en el resto de especiesanimales, salvo los primates no humanos, no
existe unaverdaderamacula, sinembargo, en estaespecie es posible identificar unaareahorizontal,
con una elevada densidad de conos [122], localizada superiormente al nervio éptico [121, 122, 144,
145], denominada area centralis [121]. Ademas, esta regidn carece de vascularizacién directa por
parte de los grandes vasos retinianos [121, 144, 146], de forma similar a lamacula de los primates, y
se puede identificada facilmente porque la retina de cerdo posee una evidente asimetria entre la
hemiretinasuperiorylainferior, que es menos extensa (Figura 3). Igualmente, la retinadel cerdoposee
una densidad de bastones similar ala humana, a diferencia de otros animales como los gatos, cuya
retina estd practicamente constituida por bastones [147] o la ardilla californiana cuya retina esta
constituida solo por conos [148]. Finalmente, otra caracteristica que hace de la retina de cerdo un
adecuado modelo de estudio, esque presenta un patrén de respuesta celular muysimilaraladela
retina humanatras un DR [5], mientras que en el conejo se observan cambios muy rdpidosy drasticos
entodaslas capasretinianas [149] y enlaardilla californiana, se observan pocas modificacionesanivel

de las células ganglionares, células de Miiller y del EPR [148] [150].

Ademas, el modelo de cultivo organotipico hasido previamente desarrollado porel Grupo de Retina
del IOBA[5, 11] einicialmente caracterizado por otros grupos [151], habiendo demostrado un elevado
grado de similitud, en cuanto alos cambios retinianos, conlos modelos experimentales de DRinvivo

y conlos modelos basados en explantes de retinaneural humana, sobre todo enlo que respectaalas
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modificaciones acontecidasanivel de las capas retinianas externas [32, 143, 151-153]. Asi, el modelo
de cultivo organotipico de retinaneural de cerdo supone numerosas ventajas que lo hacen adecuado
para la investigacidn retiniana y ademas, los ojos son faciles de obtener en un matadero local y
econdmicos. Sin embargo, las alteraciones estructurales observadas en la retina interna durante el
cultivo, que consisten en laaparicion de edemaasociado con unarapidadegeneracidon de la GCL, son

mas parecidas a las originadas por axotomia y/o isquemia [151, 154].

Ademas, estos modelos poseen otras limitaciones como son laausenciade lacirculacion coroidea,del
vitreo, directamente implicado en el metabolismo de las capasinternas de laretinay en el desarrollo
patolégico de membranas epirretinianas, y del EPR, que a través de la secrecidn de factores de
crecimiento y del control local del metabolismo, es fundamental parala supervivencia de las capas
mas externas de la retina, en particular de los fotorreceptores, que son las primeras células en

degenerar tras un DR.

Portodoello, el nuevo modelo de cultivo organotipico de neurorretina con células del EPR, propuesto
en este trabajo, intentaresolverunade las limitaciones que presentan los modelos previos,laausencia
de célulasdel EPR. De este modo, se dispondriade un modelo de cultivo que simularia de unaforma

mas cercana las modificaciones celulares que acontecen en un proceso de degeneracién retiniana.

En la literatura se pueden encontrar modelos de cultivo de neurorretina de cerdo con parches de
complejo EPR-coroidesy el cultivo en perfusidon de explantes de neurorretina-EPR[9]. Sin embargo,
estos cultivos, aunque demuestran un mejor mantenimiento general de la estructura retiniana,tienen
un desarrollo complejo, resultan muy costososy presentan patrones de degeneracidnretiniana,alo
largo del tiempo, muy similares a los del cultivo aislado de neurorretina [8, 9]. Asi, en el modelo
descrito por Kaempf [8], basado en un cocultivo de neurorretina-EPR-coroides en bloque, sedemostrd
gue la muerte celulary las alteraciones estructurales en la retina neural eran inferiore s respectoal
cultivo aislado de neurorretina. Sin embargo, estos modelos no son adecuados como sistemas de
simulacion de los cambios que aparecen precozmente tras un DR, donde se pierde el contacto fisico
entre el EPRylosfotorreceptores, y portanto, se alteran las funciones del EPR, como lafagocitosis de

los segmentos externos de los fotorreceptores, el metabolismode la vitamina Ay la regulacién del
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intercambioidnicoanivel delamatrizinter-fotorreceptora. En el modelo planteado, se simulariaesta
situacién al separarmecdnicamente laretinaneural de las células del EPR por medio de lamembrana
de los pocillos Transwell®, pero se permite que las sustancias secretadas por el mismo lleguen a la
neurorretina através del medio de cultivo, porello, se consigue obtenerun modelo mas cercanoala

patofisiologia de la enfermedad.

7.2 DISCUSION DEL MATERIALY METODO

7.2.1 MODELO DE CULTIVO

Se utilizaron explantes de neurorretina porcina de 5x5mm procedentes de la porcidn central del area
centralis, debido a la elevada concentracidn de conos y la escasez de vasos presentes en esta zona,
paraque las modificaciones sean comparables entre experimentos, y para que fueran extrapolablesa
los cambios en la retina humana[14, 32]. Ademads, esto permite comparar cambios en el espesor
retinianoalolargo del cultivo, yaque el espesorinicial varia entre retinacentral y periférica.Portanto,
de cadaojo se obtuvieron 2 explantes, utilizados respectivamente como control (cultivo organotipico
de neurorretina) y experimento (neurorretina con células del EPR). Ademas, se evitd lapresenciade
bordes irregulares, yaque estas porciones degenerarian rapidamente, y de zonas con vasos visibles,
paradescartarlos posibles efectos de células endoteliales y hematies en los procesos dedegeneracion

de las células retinianas.

En los cultivos experimento, las células de EPR porcino se depositaron en la base de la placa, debajo

de la membrana del pocillo Transwell®. De esta manera, la membrana del pocillo actia como una

barrera para el pasode las células de EPR, mientras que es permeable (tamafio de poro de 0,4um) a
los factores secretados por éste. Asi, estas células no pueden migraralaneurorretina, lo que limitasu

posible accidn alasecrecidn de sustancias con accién sobre laretina, como los factores de crecimiento.

Esta forma de cultivo simula, en parte, lo que ocurre en un DR, donde patolégicamente se creauna
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separacion entre laneurorretinay el EPR, perdiendo el contacto fisico, pero en el que se mantiene el

efecto de los factores secretados por el EPR.

Los explantes se cultivaron durante 9 dias porque el estudio a corto plazo no permitiria identificar
cambios estructurales sutiles, como hasido descrito porel Grupo de Retinadel IOBA. Porotra parte,
tiempos de cultivo mas largos no son adecuados porque se produce una completa degeneracion

retiniana que dificulta considerablemente el estudio de las muestras [151].

En los cultivos experimento se sembraron 30.000 células de EPR/cm? (densidad normal en lamacula
humana de~4500 células/mm? [12]), ya que en esta concentracion las células consiguen alcanzar la
confluenciaenelfondode laplaca, creando un mono-estrato celular continuo, que simule el aspecto
normal EPR adherido a la membrana de Bruch [12, 155], mientras que concentraciones superiores,
hubieran dado lugar a una superposicién celular lejana del aspecto normal de EPR y que hubiera

podido influenciar su funcién.

7.2.2 MEDIO DE CULTIVO

Como medio de cultivo se hautilizado unacombinacién 1:1de DMEMy Neurobasal A (suplementado
con B-27, suerofetal bovinoy L-Glutamina), de acuerdo ala experiencia del Grupo de Retinadel IOBA
en este tipo de cultivos[4, 5, 11]. Debido a que la combinacién de Neurobasal A + B-27 + L-Glutamina
es adecuada para el cultivo de células neuronales, pero es insuficiente para mantener a las células
glialesretinianas, que necesitan suero fetal paraun adecuado mantenimientoin vitro; por otra parte,
ademads es necesario incluir DMEM, para el mantenimiento de las células de EPR, en este modelo.
Complementariamente, paraminimizarlos efectos de los posibles factores de crecimiento presentes
en el suerofetal, sobre el conjunto de células en cultivo, se empled una concentracion muy reducida

de este, pero suficiente para mantener a las células gliales (2%) [92].
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7.2.3 EVALUACION HISTOLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA

Se optd por incluirlas muestras enresina, en vez que utilizar una técnica mas convencional comola
inclusidn en parafina, para que en el caso de encontrar hallazgos relevantes poder realizar estudios
ultra-estructurales mediante microscopiaelectrénica. La microscopia electréonica es unatécnicaque
permite estudiarlaultraestructuracelularen el mas minimo detalle, permitiendolavisualizacién de

estructuras intracelulares como mitocondrias, reticulo endoplasmico, etc.

Se evaludlagliosisreactiva, reacciéninespecifica de dafio retiniano que aparece precozme nte trasun
DR, mediante el estudio de expresion de las proteinas GFAP y CRALBP por técnicas de
inmunofluorescencia [123-126, 156]. La GFAP es una proteina de los filamentos intermedios de las
célulasgliales (células de Miillery astrocitos) [157] que no se expresa, o lo hace minimamente a nivel
de laILM, en una retina normal. Pero el estudio de la expresidon de GFAP Unicamente, no permite
diferenciar a los astrocitos de las células de Miiller, principales implicadas en la gliosis reactiva
retiniana. Porestarazdn, se estudid otra proteinacomplementaria, la CRALBP, que estdimplicadaen
el metabolismode lavitamina Ay se expresa exclusivamente en las células de Miller. De estamanera,
empleando dos marcadores para estas proteinas se pueden diferenciar células de Miller
(GFAP+/CRALBP+) de los astrocitos (GFAP+/CRALBP-). Entre las otras proteinas descritas en otros
estudios, por ejemplo, no se empled lavimentina (otra proteinaque, como la GFAP, forma parte de
los filamentosintermedios de las células de Miller) porque parece marcar menos efectivamente las

células de Miller activas respecto a la GFAP [14, 32, 153].

Paralelamente, se evalud laexpresidn de las proteinas calbindinay sinaptofisina. La calbindinaesuna
proteina ligadaal calcio que se localizaenlos conos, en las células amacrinas, en las horizontales, en
las bipolaresy en las ganglionares, mientras que las células de Miiller pueden serinmunoreactivasala
calbindina bajo condiciones de estrés [4, 158, 159]. La sinaptofisina, a su vez, es una proteina de
membrana presente en las vesiculas sindpticas de los fotorreceptores (los pediculos de los conos ylas

esférulas de los bastones), de las neuronas de segundo ordeny de las células ganglionares, mientras
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gue el cuerpode los fotorreceptores puede manifestarinmuno-reactividad alasinaptofisinatrasun

dafio retiniano [4, 158, 159].

7.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

7.3.1 EVALUACION DEL CULTIVO DEL EPR

La evaluaciénde las células del EPR durante su cultivo mostré que tras el aislamiento las células
formaron un epitelio monoestratificado adherido al fondo de la placade cultivo, de forma hexagonal
y con contenido de granulosintracelulares de pigmento. Estas células también mantuvieron dichas
caracteristicas hastalos 9 dias de cocultivo conlos explantes neurorretinianos, aunque se detectaron

algunas células aisladas de dimensiones mayoresy con menor nimero de granulos intracelulares.

7.3.2 EVALUACION HISTOLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA

En la evaluacién histoldgica e inmunohistoquimica, se observa unamejor conservacionde la
estructura neurorretiniana en las muestras experimento (neurorretina con EPR) a los 9 dias de
cultivo, que se acompafiade la preservacion de lamorfologia celular (fotorreceptores, células
horizontalesy bipolares). Es particularmenterelevantelaausenciade formacionesenrosetaenla
ONL, signo constante de losfendmenos de degeneracién de las capas mas externas de laretina [83].
Por su parte, los conos, aunque con su morfologiaalterada, presentanunadensidad superior
respectolaencontradaenlos controlesa los9 dias, donde las células en degeneracién dan lugara
abundantes formaciones enroseta que incluyen conos muy degenerados, con picnosis nucleary
vacuolizaciony/o perdidade los segmentos externos. Estos hallazgos,son una caracteristica
constante del proceso de degeneracién de los fotorreceptores [160, 161], durante el cual estas
célulasse disgreganyvacuolizan, acortandose progresivamente, antes de su completamuerte celular
[4, 32, 85, 88], y desde el punto de vista ultra-estructural, sufren una disminucién del nimero de

mitocondriasy pierdenla compartimentalizacion de sus organelasintracelulares [32].
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Por otra parte, la evaluacién de lasinaptofisinatambién revelé cambios tipicos del proceso de
degeneracidn retiniana, como laexpresion ectdpicade esta proteinaenel cuerpo celularde los
fotorreceptores que se observaenlos controlesalos9 dias de cultivo. Este proceso se debe auna
modificacionen el lugarde expresion de laproteinayno a su migracion [32, 158, 159]. Porel
contrario, en las muestras experimento no se observé este fendmeno, mientras que se conservé

ciertonivel de expresiénenlaOPLyen lalPL.

En los cultivos experimento se encuentrauna menor hipertrofiade las células de Miller que dalugar
ala formacién de membranas subretinianas, aparentemente de menor grosor, positivas al marcaje
con anticuerpos anti-GFAP, que son un constituyente esencial de los filamentos intermedios de estas
células. Las células de Miiller son las células mds reactivas tras un DR ya que se produce una
proliferacién e hipertrofia de las mismas, con transposicidn de los nicleos hacia capas externas,
normalmente localizados enlaINL, dandolugara laformacién de membranas epi-, intra-y sub-
retinianas [3-5, 14, 32, 86, 126, 129, 147, 153, 162, 163]. Las células de Millerrepresentan
aproximadamente el 90% de las células gliales enlaretina de los vertebrados (los astrocitos
representansoloel 10%) [164] y tienen unimportante conjunto de funciones para el mantenimiento
de lafisiologiaretiniana [165], como fornecerglutaminay taurina a las neuronas retinianas,
mantenerel balance de K*, H" y agua, y proteger contra el estrés oxidativo [166] . La activacién de las
células de Miillerempiezaen minutos/horas tras un DRy persiste varios dias [167-169], durante este
tiempo, seincrementalaexpresién de proteinas del cito-esqueletoy de los filamentos intermedios,
como lavimentina, latubulinayla GFAP [4, 5, 11, 14, 123-125, 129, 134, 138, 152, 156].
Originariamente, se creiaque laactivacién de las células de Miiller tenia un efecto protector, pero
hoy resultaclaro que es una de las posibles causas de los pobres resultados funcionales tras la cirugia
del DR. Asi, las células de Miillerreducen laexpresion de proteinasimplicadas en funciones
homeostaticas fundamentales, comolaglutaminasintetasa, la proteinaligadaal retinaldeidoyla
anhidrasacarbénica [166, 170, 171], y alteran la conductancia de sus membranas celularesal K*y al
Ca?* [167, 169], lo que reduce su capacidad para retirarel exceso de K* (neurotdxico) del espacio

intercelular[169, 172]. Ademas, lafibrosis sub-retinianainhibe laregeneracién de los segmentos
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externos de los fotorreceptores [173], mientras que las membranas intrarretinianas obstaculizan la

reconexiones sindpticas anivel de las capas plexiformes [174].

Todo ello, contribuye a que las muestras experimento presenten un mejor mantenimiento del
espesorretiniano, cuyadiferencia con los cultivos control resulté estadisticamente significativo. La
medidadel espesorretiniano se llevdacabo entrelalLM y la OLM, con el fin de evitarel sesgo

relacionado conlapresenciade membranas subretinianas en las muestras cultivadas.

Por todoello, es evidente que en las muestras experimento, donde se cocultivaron los expl antes de
neurorretinacon células del EPR, losfendmenos de degeneracién celular aparecen reducidos a nivel
de todas las capas retinianas, que esto originalamejor conservaciéon del espesory de laarquitectura
retinianay que reduce lareactividad de las células de Miiller. En este sentido, de los hallazgos
encontrados en los cultivos experimento se pueden desprender dos hipdtesis, que el efecto
neuroprotectororiginado porlos factores secretados porel EPRinfluenciaatodas las capas de la
retina, manteniendola morfologiayla funcionalidad celular; o lo que se antoja mds factible, que los
factores secretados porel EPR ralenticenladegeneracién de los fotorreceptoresy que la

supervivencia de éstos contribuya a una menor degeneracion retiniana.

7.4 LIMITACIONES DELESTUDIOY CONTINUACION DE LA LINEA

DE INVESTIGACION

- Elndmero total de cultivos realizados fue de 6 explantes experimentoy 6 control (conlapérdidade
una muestra experimento por contaminacion fungica a los 8 dias de cultivo). Aunque limitado, el
numero de experimentos realizados se considerasuficiente para poder extraer resultadospreliminares
acerca delainfluenciaque las células del EPR ejercen sobre las neurorretinas en cultivo, debidoala

experiencia que el Grupo de Retina del IOBA tiene en el procesado de las muestras y en la
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interpretacion de los resultados. Sin embargo, se realizara una nueva bateria de experimentos que
permita evaluar las modificaciones de otros tipos celulares retinianos, como los bastones, y los
procesos de muerte celular, asicomo el mantenimiento del fenotipo de las células del EPR duranteel

cocultivo, mediante el empleo de los marcadores correspondientes.

- Como objetivo de este trabajo se ha priorizado la estandarizacién del método de cultivo de
neurorretina con células del EPR analizando las modificaciones celulares a los 9 dias de cultivo. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo permiten plantear el estudio de los cambios
retinianos de manera mas progresiva, mediante el empleo de tiempos de estudio intermediosentreel
dia Oy el 9, conel finde obtenerunainformacién mdascompleta acercade los efectos que las células

del EPR ejercen sobre el proceso de degeneracidn retiniana.

- Con este trabajose hadeterminado el efecto que lapresenciade las células EPR ejerce sobreelcultivo
de neurorretina, pero nose hanidentificado los factores secretados por el EPR que contribuyenaeste
efecto. Porello, conlos medios de cultivo recogidos durante el cocultivo y conservadosencongelacion,
se pretende identificar, mediante ELISA, los principales factores secretados porel EPR que afectanala

fisiologia retiniana, como son el PEDF, el PDGF y el CNTF.
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8. CONCLUSIONES

- Se ha puesto a punto un modelo de cultivo organotipico de neurorretina de cerdo

con células del epitelio pigmentario de la retina, que simula las modificaciones

celulares asociadas con los procesos de degeneracidn retiniana, como sucede en el

desprendimiento de retina.

- Este modelo reproduce dichas modificaciones de una manera mas cercana a su
desarrollo in vivo, con respecto a los modelos in vitro previos, ya que aporta la
presencia de células del EPR como fuente de factores necesarios para el

mantenimiento de la fisiologia retiniana.

- Lapresencia de las células del EPR, probablemente ligada a la produccion y a la
secrecion de factores difusibles, influye positivamente en la ralentizacién de los

procesos de degeneracion retiniana durante el cultivo.
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