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ESTUDIO DEL P53 Y ViIAS DE MUERTE CELULAR EN UN MODELO
MURINO DE DESPRENDIMIENTO DE RETINA: IMPLICACIONES PARA EL

RESCATE DE FOTORRECEPTORES

RESUMEN

OBJETIVO: Investigar la relacion entre la proteina p53 y los procesos de
muerte celular y remodelacidén que afectan a los fotorreceptores tras un
desprendimento de retina (DR).

MATERIAL Y METODOS: Se emple6 un modelo experimental de DR,
realizado mediante la inyeccion de acido hialurbnico en el espacio
subretiniano, en ratones transgénicos deficientes en p53 (p53-KO) y wild-type
(WT). Se realiz6 el estudio morfolégico de las muestras obtenidas a los 3 dias
del DR tefidas con hematoxilina-eosina (HE), y se emplearon biomarcadores
especificos de muerte celular y remodelamiento retiniano para su posterior
examen mediante inmunofluorescencia (IF).

RESULTADOS: En ambos grupos, p53-KO y WT, se observaron cambios
degenerativos en los fotorreceptores y la retina interna tras el DR. Ademas,
se evidencié un aumento del numero de células positivas para RIPK1, un
marcador de necroptosis, en ambos grupos. No se consiguié analizar la
apoptosis mediante IF con el anticuerpo anti-caspasa 3 activa.
CONCLUSIONES: Estos hallazgos ponen de manifiesto la presencia de
procesos de remodelacidn retiniana en los ratones p53-KO similares a los del
grupo WT, y un aumento del numero de células RIPK1 positivas en ambos

grupos tras el DR. Son necesarios estudios posteriores que permitan analizar



los procesos de apoptosis, y cuantificar las diferencias en cuanto a los

procesos de muerte celular que ocurren tras el DR en ratones p53-KO y WT.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En muchas patologias retinianas, los avances en los tratamientos
oftalmolégicos estan consiguiendo un éxito relativo en cuanto al control de la
enfermedad y el dafo estructural, pero no ocurre lo mismo frente a la
recuperacion de la funcién visual. Esto sucede en patologias tales como el
DR, la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), el edema macular
diabético, o el edema macular secundario a una obstruccion venosa retiniana,
entre otros. Estas patologias afectan principalmente a personas de edad
avanzada, en las que el DR es también especialmente frecuente y durante los
ultimos anos, se ha demostrado un incremento en su prevalencia debido,
entre otras causas, al envejecimiento de la poblaciéon y al aumento en el
namero de intervenciones de cataratas, ya que ambos son claros factores de
riesgo’.

Al producirse el DR, las capas mas externas de la retina pierden el
contacto con el EPR y la comunicacion con la coroides, encargados del
soporte metabdlico y nutricio de los fotorreceptores. Esto desencadena una
serie de fenédmenos a nivel molecular y celular que resultan en una
remodelacion de la retina desprendida®. Entre estos cambios, se incluye la
muerte de los fotorreceptores, fundamentalmente por isquemia, y parece ser

el origen de la pérdida de funcién visual tras el DR>*,



El tratamiento del DR consiste en la reaplicacidén quirurgica de la retina.
La cirugia presenta una tasa de éxito anatémico de méas de un 90%°, pero los
resultados funcionales no se corresponden con los anatémicos. La
recuperacion incompleta de la vision tras una adecuada reaplicacion
quirtrgica de la retina ha sido motivo de debate durante décadas® y, hasta la
fecha, no se ha encontrado ningun tratamiento efectivo que consiga restaurar
la funcion visual de los pacientes.

Por tanto, las modificaciones celulares que se producen en el tejido
retiniano tras un DR, pueden afectar potencialmente la recuperacion de la
funcién visual tras una adecuada reaplicacién anatémica’. Asi, la
identificacion y control de los mecanismos implicados en la muerte celular y la
remodelacion retiniana tras un la separacion de la retina neural del EPR,
presente en multiples patologias de elevada prevalencia®®'°, resultan
cruciales para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que permitan
mejorar los resultados funcionales de los pacientes®*.

Como paso previo, resulta necesaria la utilizacion de modelos
experimentales capaces de reproducir las respuestas moleculares, celulares

y tisulares de manera semejante a lo que acontece en el ser humano tras el

DR.

ESTADO ACTUAL DEL TEMA

DESPRENDIMIENTO DE RETINA

El DR, entendido como la separacion entre la retina neural, incluyendo

los fotorreceptores, y el EPR, es una de las principales causas de pérdida de



vision®. Esta separacién fisica entre los fotorreceptores y el EPR puede
observarse también en otras patologias, tales como la DMAE™ y la
retinopatia diabética® entre otras.

El DR se clasifica en primario o regmatdgeno, que es la forma mas
frecuente, y en secundario (traccional o exudativo) que se origina a partir de
otras patologias retinianas.

El DR regmatbgeno se caracteriza por la presencia de una rotura en la
retina que se mantiene abierta por una traccion vitreorretiniana, que permite
la acumulacién de liquido bajo la retina neurosensorial que lo separa del
EPR'.

El DR traccional se produce en patologias como la retinopatia
diabética proliferante o un traumatismo penetrante del segmento posterior. La
contraccion progresiva de membranas fibrovasculares en é&reas de
adherencia vitreorretiniana provocan el DR?.

El DR exudativo puede producirse en varias enfermedades vasculares,
inflamatorias 0 neoplasicas, y se caracteriza por la acumulacion de liquido
subretiniano en ausencia de rotura o traccion de la retina®.

La incidencia del DR regmatogeno esta fuertemente relacionada con la
edad, miopia, y degeneraciones vitreorretinianas. Se estima que la incidencia
anual de esta patologia es de 10.5/ 100,000 habitantes y va en aumento’.

El tratamiento del DR consiste en la reaplicacion quirargica de la
retina, y contempla la retinopexia neumatica, el cerclaje escleral y la
vitrectomia via pars plana. La mayoria de estudios no han encontrado

diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los resultados de



estas técnicas'®'®

, aunque la tendencia actual es hacia la utilizacibn mas
frecuente de la vitrectomia pars plana®.

La recuperaciéon funcional de los pacientes tras la cirugia de DR
depende de factores pre y postoperatorios®. Los peores resultados
funcionales se han atribuido a la afectacion macular, extensién y altura
(distancia entre EPR vy retina neural) del DR, cirugia de DR previa, tiempo de
evolucion del DR y edad avanzada del paciente®®.

En muchos casos, las causas de los pobres resultados funcionales son
alteraciones retinianas macroscépicamente identificables: las membranas
epirretinianas (6%), el edema macular cistoide (17%) o los agujeros
maculares (2%)'*. Sin embargo, en muchos casos no se observa ninguna
alteracion oftalmoscopica o biomicroscopica que justifique la pérdida de
vision.

Recientes estudios realizados con equipos de tomografia de
coherencia Optica (OCT), han permitido encontrar causas microscopicas,
como la presencia de liquido subfoveolar no visible por oftalmoscopia u
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angiografia fluoresceinica’™"'’, o modificaciones celulares (disrupcién de la

linea de los elipsoides), observadas en las capas externas de la retina que se

I'418  Estas modificaciones

correlacionan con un peor resultado funciona
condicionan la pérdida de vision e incluyen los procesos de remodelacidon

retiniana y la muerte de fotorreceptores.



REMODELACION RETINIANA

La remodelacion retiniana es un fendmeno que acontece en toda
degeneracion retiniana; es un proceso reactivo, no pasivo, que ocurre a nivel
molecular, celular y tisular, que afecta a todas las células de la retina, que se
produce tras una noxa de cualquier naturaleza'®%.

Tras un DR, la hipoxia producida en las células retinianas condiciona
la aparicibn de una serie de cambios que seran los responsables de la
pérdida de agudeza visual, alteracion de la visién en color, disminucion de la
sensibilidad al contraste y metamorfopsias que experimentan estos
pacientes®?'. A continuacién se detallan los cambios mas relevantes que
sufren los diferentes tipos celulares.

En el EPR se han observado cambios morfolégicos en la superficie
apical, que normalmente contacta con los fotorreceptores. Estos cambios son
diversos y varian en funcién de la especie estudiada®, pero basicamente
consisten en la desaparicion de los procesos apicales y su sustituciéon, horas
tras el DR, por una franja de formaciones similares a microvellosidades®2°.
Existen diferencias en cuanto a las modificaciones que sufren las células que
contactan con conos y bastones. A pesar de la reaplicacidn anatomica de la
retina tras el DR, la superficie del EPR no recupera su morfologia normal, y
esto afecta particularmente a las areas que contactan con los conos®?*. En
algunos casos, ademas, el EPR prolifera y migra al espacio subretiniano, e

incluso a la cavidad vitrea a través de una rotura retiniana, pudiendo dar lugar

a la formacion de membranas celulares?.



Tras separarse del EPR y de la coroides, los fotorreceptores sufren
remodelaciones encaminadas a lograr su supervivencia,?®> aunque en muchos
casos culminan en la muerte celular. El segmento externo (OS, del inglés
outer segment) de los fotorreceptores afectados por el DR degenera y se
acorta. En el caso de los bastones, la principal opsina, indispensable para el
proceso de fototransduccibn que normalmente se localiza los discos
membranosos que forman el OS, la rodopsina, se redistribuye y pasa a
encontrarse en la membrana plasmatica préxima al segmento interno (IS, del
inglés inner segment). En los conos se produce también una redistribucion de
las opsinas, pero se conoce menos acerca de los cambios que ocurren tras el
DR, en parte por la dificultad de marcaje de sus productos metabdlicos tras el
DR*. La degeneracion de los OS ocurre en todas las degeneraciones
retinianas, ya sean de base genética, producidas en el contexto de una
enfermedad, o consecuencia de un traumatismo?®.

El IS de los fotorreceptores también se ve afectado y se observa una
disminucién del numero de mitocondrias y una desorganizacion de las
organelas normalmente agrupadas en el elipsoide (mitocondrias) y mioide
(reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi)®.

La respuesta estructural en IS y OS de los fotorreceptores parece ser
comun para conos y bastones. Sin embargo, las modificaciones de los
terminales sinapticos son distintas para ambos tipos de fotorreceptores. En
los bastones, se observa una retraccion del terminal sinaptico a las 24 horas
tras el DR, encontrandose muchos de ellos cerca de la capa nuclear externa

(ONL, del inglés outer nuclear layer). Por el contrario, el terminal singptico de
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los conos permanece en la plexiforme externa, pero se producen cambios a
nivel del pediculo, perdiendo éste un numero variable de invaginaciones
sinapticas®.

Las neuronas de segundo 6rden, que conectan los fotorreceptores
lateralmente (células horizontales) y verticalmente (bipolares) también
experimentan fenémenos de remodelacion?’, similares a los de las neuronas

de tercer érden, las células ganglionares, alargando sus dendritas®.

Fig. 1: Imagen en la que se compara la estructura de una retina normal
(izgda.) con una retina que ha sufrido remodelamiento tras un DR (dcha.),
con los cambios previamente descritos. RPE: epitelio pigmentario de la
retina. OS: segmento externo del fotorreceptor. ONL: capa nuclear externa.
OPL: capa plexiforme externa. IPL: capa plexiforma interna. GCL: capa de
células ganglionares. R: bastdn. C: cono. RB: célula bipolar del baston.
HB: célula horizontal de tipo B. atB: axén terminal. A: célula amacrina. G:
célula ganglionar. M: célula de Miuller. (Imagen obtenida de Fisher et. al,

2005).
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Las células no neuronales de la retina también experimentan cambios
tras el DR: las células gliales (Muller, astrocitos y microglia) y las células de
los vasos retinianos (células endoteliales y pericitos) proliferan para tratar de
garantizar la supervivencia de la retina®?°. De especial importancia son las
modificaciones que sufren las células de Miller. Estas células inician una
gliosis reactiva; se vuelven hipertroficas e hiperplasicas, y sus procesos se

extienden al espacio subretiniano®-°.

PROCESOS DE MUERTE CELULAR TRAS EL DR

Se han descrito dos vias principales de muerte celular tras el DR: la
apoptosis y la necrosis®. Aunque existen otros procesos de muerte celular
que cada vez estan cobrando mas importancia como mecanismos de pérdida

de fotorreceptores tras el DR®'.

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que se
caracteriza por la ausencia de una respuesta inflamatoria y por ser un
mecanismo complejo, no del todo conocido, en el que intervienen multitud de
mediadores para su regulacion. Clasicamente se diferencian dos vias de
activacion de la apoptosis: la intrinseca o mitocondrial, y la via extrinseca’.
En estas vias intervienen las caspasas, que son las principales proteasas
implicadas en la induccién, ejecucion y propagacién de la apoptosis. Las
caspasas se pueden clasificar en: iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10) y
efectoras (3, 6 y 7). De este modo las primeras activarian a las segundas, y

éstas a su vez desencadenarian el proceso de muerte celular®.
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La via intrinseca se desencadena por reacciones de estrés intracelular
(danos en el ADN, hipoxia, radiaciéon UV, determinadas hormonas, etc.) que
dan lugar a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Esta
permeabilizacibn puede producirse por la apertura de los poros MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) o por la formacion de canales
especificos en la membrana mitocondrial externa (MOMP, Mitochondrial
Outer Membrane Permeabilisation)**. De esta manera, se produce la
liberacion de factores proapoptoticos desde el espacio intermembranoso al
citosol, entre los que destaca el citocromo ¢, que induce la maduracién
proteolitica de la caspasa 9, que a su vez es capaz de activar a las caspasas
efectoras. La liberacidn de citocromo ¢ de la mitocondria al citosol también
esta regulada por la familia de proteinas Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2)°. Los
miembros de esta familia pueden tener efectos opuestos: bien efectos anti-
apoptéticos, como Bcl-2 y Bcl-xL, que protegen a la célula de la apoptosis, 0

bien efectos pro-apoptéticos, como Bax (Bcl-2-Associated X protein) o Bak

(Bcl-2 homologous Antagonist/Killen)®.

La via extrinseca se activa cuando interacttan determinados
receptores de muerte celular situados en la superficie de la célula con
ligandos de muerte celular. Los receptores de muerte celular principalmente
pertenecen a la familia de receptores del TNF (Tumor Necrosis Factor) e
incluyen Fas, TNFR1 (TNF Receptor 1) y el receptor de TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand), y son activados por sus respectivos ligandos,
FasL (Fas ligand), TNFa y TRAIL. La unién de estos receptores y sus

ligandos desencadena una compleja cascada de sefnalizacion que activa
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factores intermedios como el FADD (Fas Associating Death Domain) o el
TRADD (TNF Receptor Associating Death Domain), que a su vez activan las

caspasas iniciadoras 8 y 10%.

Finalmente, ambas vias convergen para desencadenar la activacion
de las caspasas efectoras (3, 6 y 7) por medio de la caspasa 9 en la via

intrinseca, y de la caspasa 8 en la via extrinseca®.

La apoptosis es un proceso necesario para el correcto desarrollo
postnatal de la retina®, que interviene regulando el numero final de

fotorreceptores que conformaran la retina del adulto®.

La muerte de fotorreceptores por apoptosis tras un DR fue descrita por
primera vez por Chang et al. en 1995 cuando observaron la presencia de este
tipo de muerte celular tras un DR traumatico®”. Desde entonces, ha sido
ampliamente estudiada en diversos modelos animales y se ha correlacionado
con cambios funcionales®. Ademas, la apoptosis se ha identificado como
mecanismo implicado en pérdida de fotorreceptores en diversas patologias
retinianas como DR®*?*® degeneraciones retinianas hereditarias®*°, dafio
retiniano inducido por luz*’, dafio por isquemia-reperfusién®'**, DMAE' y

retinopatia diabética®, entre otras.

En modelos experimentales se ha descrito un aumento en la actividad

de las caspasas 3, 7, 8 y 9 tras el DR****. También se ha sugerido un papel

35,36 (

importante de la vias apopt6ticas mediadas por Bax via intrinseca) y por

Fas***® %(via extrinseca) tras un DR*"*2,
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Se sabe que los procesos apoptéticos comienzan a producirse a las

horas del DR, con un pico maximo a los 3 dias***°

en el que se alcanza la
muerte por este mecanismo aproximadamente el 85% de los
fotorreceptores®®, y decaen de manera abrupta y progresiva a lo largo de las

siguientes semanas***%°°,

En DR experimentales se ha demostrado la
activaciéon de la apoptosis tanto por su via intrinseca como por su via
extrinseca®*°. Ademas, se ha observado un patron de muerte celular y

remodelacibn en humanos tras un DR similar al de los modelos

experimentales®’.

En diversos estudios se ha intentado reducir la muerte de los
fotorreceptores utilizando inhibidores de las caspasas, como el Z-VAD®. Sin
embargo, no se ha conseguido disminuir la pérdida de los fotorreceptores tras
el DR al bloquear solamente la ruta de las caspasas®, por lo que se piensa
que en esta situacién podrian haberse incrementado otros mecanismos de
muerte celular independientes de las caspasas. La permeabilizacién de la
membrana mitocondrial también puede desencadenar la muerte celular por
procesos independientes a la activacién de las caspasas. Esto sucede por
ejemplo en la apoptosis inducida por AlF (Apoptosis-Inducing Factor), y se ha

demostrado su presencia tras DR en modelos murinos y en humanos®*2.

La apoptosis inducida por estrés del reticulo endoplasmatico es otro
tipo de muerte celular en la que se acumulan proteinas no plegadas en el
lumen del reticulo endoplasmatico (RE). Su principal mediador es el
GADD153 (Growth Arrest DNA Damage-inducible gene 153), capaz de

inducir la parada del ciclo celular y apoptosis®®. Se ha demostrado la

15



presencia de este tipo de muerte celular en los fotorreceptores tras un
DR>** asi como en degeneraciones retinianas y en enfermedades

neurodegenerativas®®.

Por otra parte, la necrosis se define como la muerte celular patolégica
reconocible por signos morfol6gicos que aparecen en el citoplasma y en el
nacleo. Asi en el citoplasma, aparece hipereosinofilia y desestructuracion,
mientras que en el ndcleo puede aparecer condensaciéon de la cromatina
(picnosis), disolucion del ndcleo (cariolisis) o fragmentacion del nacleo con
cromatina condensada (cariorrexis). Las alteraciones del citoplasma y del
nacleo coexisten. Estas caracteristicas morfoldégicas se acompafan de un

proceso inflamatorio y su aparicién es siempre patologica®®.

La necrosis ha sido considerada hasta ahora como un proceso de
muerte celular pasivo y no regulado. Analisis morfolégicos previos han

I°”. Ademas, se ha

revelado la presencia de necrosis tras un DR experimenta
demostrado la presencia de proteinas del grupo box1, liberadas por células
necroticas, pero no apoptoticas, en muestras de vitreo tras un DR en

humanos®®, por lo que se postula que este tipo de muerte celular coexiste con

la apoptosis tras un DR, aunque en menor cantidad.

Recientemente se ha descrito un tipo de necrosis inducida por RIP
(Receptor Intereacting Protein) kinasas, que ha sido denominado necrosis
programada o necroptosis °®*°. Se estima que tras el DR mueren el doble de
fotorreceptores por apoptosis que por necroptosis, pero en determinadas
condiciones en las que las caspasas estan inhibidas (como en el tratamiento

con Z-VAD) o no son activadas de un modo efectivo, la necroptosis esta
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favorecida convirtiéndose en la principal via de muerte celular®. La
necroptosis posee caracteristicas morfolégicas similares a la necrosis pero, a
diferencia de ésta, se activa bajo la estimulacion del TNFa, del FasL y del

TRAIL, ligandos con capacidad de activar también la apoptosis®’.

La formacién del complejo RIP1-RIP3 es un paso critico, necesario
para la activacion de RIP1 y por tanto la induccion de la necroptosis, por lo
que se sugiere el papel clave de la RIP3 en la regulacion de la necroptosis
tras un DR%. De hecho, se ha demostrado la reduccion de la muerte de
fotorreceptores por necroptosis tras un DR en un modelo deficiente en

RIP3%2,

En la actualidad se utiliza el término de muerte programada para
englobar todos aquellos procesos desencadenados por la union de
determinados ligandos con sus respectivos receptores, que resultan en la
muerte celular®®. De este modo, la unién de ligandos de muerte celular,
pertenecientes a la familia del TNF, con receptores de muerte celular resulta
en la transcripcibn de sefales que pueden desencadenar apoptosis,

64,65

necroptosis 0 supervivencia celular’™®°, a través de los mecanismos

representados en la Fig.2.
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Fig. 2: Los tres complejos de sefalizacion inducidos por TNF que

determinan la supervivencia celular, apoptosis 0 necroptosis, (Imagen

obtenida de Vanlangenakker et. al, 2011).

Como se puede observar, los procesos de muerte celular programada,

no son independientes y sus vias de sefalizacion se cruzan.

La Necrostatina-1 es un inhibidor de la necroptosis, que no afecta a la
apoptosis, que actia inhibiendo la fosforilacion de la proteina RIP1. Esta
sustancia ha demostrado mejorar los resultados funcionales tras un DR,

puestos de manifiesto mediante electrorretinografia, en ratas®®. A pesar de
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estos resultados, al bloquear la necroptosis con Necrostatina-1, se ha

observado un aumento de la muerte celular por apoptosis®”.

En resumen, tras un DR la principal via de muerte celular parece ser la
apoptosis, y coexiste con la necroptosis. La inhibicion de la apoptosis
produce un aumento de la muerte por necroptosis y viceversa (Fig.3) ®4°”. Por
este motivo, hay estudios recientes que sugieren la regulacién simultanea de
la apoptosis (con agentes como el Z-VAD) y la necroptosis (con agentes
como la necrostatina-1) para una adecuada neuroproteccion y rescate de

fotorreceptores tras un DR®%%%’.
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Fig. 3: La muerte de fotorreceptores tras un DR se produce principalmente
por apoptosis (barra de la izqda.) aunque coexiste con la necrosis. La
inhibicion de las caspasas, por tanto de la apoptosis, produce un aumento
de la muerte por necrosis (barra central). Una inhibicion de caspasas y RIP
kinasas, es decir inhibicibn simultdnea de apoptosis y necroptosis,
disminuye de manera global la muerte celular (barra de la dcha.). (Imagen

obtenida de Murakami et. al, 2011).
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EL PAPEL DEL P53 EN LA RETINA

La proteina p53 esta implicada en multiples funciones celulares
responsables del mantenimiento de la homeostasis celular, como la
regulacion de la transcripcibn de diversos genes implicados en los
mecanismos de parada del ciclo celular, senescencia y apoptosis.

En condiciones normales, se expresa en todas las células de manera
inactiva y a bajas concentraciones debido a su rapida degradacién por su
antagonista Mdm2. Pero bajo determinadas situaciones como hipoxia,
isquemia, radiaciones o aumento de ROS (reactive oxygen species) que
pueden originar dafios en el DNA celular, se produce un incremento rapido de

los niveles de p53, asi como un descenso de los niveles de su antagonista

68,69

El p53 es sintetizado en el citoplasma celular. En condiciones
normales, y por lo tanto inactivo, se localiza en el citoplasma y es
transportado temporalmente al nucleo durante la transicion de G1 a S del
ciclo celular. Sus funciones, cuando esta activo, las realiza principalmente en
el nucleo celular, y por tanto es necesario que se produzca un transporte
adecuado hasta ese lugar. Una vez en el nucleo activado, oligomeriza su
extremo C-terminal, para formar tetrameros que se unirdn a ADN para
modificar la transcripcion de determinados genes™.

En respuesta al dano en el ADN, p53 provoca la parada de la célula en
la fase G1 (checkpoint), impidiendo de este modo la sintesis de ADN danado.

»71

Por esto se le asigna clasicamente el nombre de “el guardian del genoma”"".

Se ha demostrado que p53 también puede detener el ciclo celular en las
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fases S y G2/M. Esta parada del ciclo celular mediada por p53 se produce
mediante la activacion de la transcripcion del gen Cdknla que codifica la
proteina p21.

Por tanto, el p53 provoca la parada del ciclo celular en respuesta al
estrés para facilitar la reparacion del ADN. Cuando el dafio no puede ser
reparado, el p53 activa la apoptosis.

La proteina p53 puede desencadenar la apoptosis a través de las vias
intrinseca y extrinseca: a través de la via intrinseca, es capaz de modificar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial con la consiguiente liberacion de
factores apoptéticos, o bien inducir la transcripcién de Bax o inhibir la de Bcl-
272 A través de la via extrinseca, p53 regula la transcripcion de genes que

inician la muerte celular por esta via, como el gen del FasL".

Los principales reguladores del p53 son las proteina Mdm2 (Murine
Double Minute 2) y Mdm4. Mdm2 se une al p53 oligomerizado y provoca su
degradacion. Este proceso ocurre en el nucleo celular, donde la
ubiquitinizacion del p53 por parte del Mdm2 provoca su transporte al citosol,
donde puede ser degradado por el proteasoma. Curiosamente la activacion
de p53 provoca la transcripcidbn de, entre otros genes, el que codifica el

Mdmz2, estableciéndose asi un feed-back negativo entre ambas proteinas’.

El Mdm4, o MdmX, forma un heterodimero con el Mdm2 y de este
modo es capaz de regular la ubiquitinizacion del p53 por parte del Mdm2.
Pero también puede regular los niveles de p53 de manera independiente al
Mdm2; Mdm4 se localiza tanto en el citosol como en la mitocondria, y el

Mdm4 mitocondrial facilita la unién del p53 al Bcl-2 para la regulacién de la
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apoptosis’®. P53 puede escapar a este control ejercido por Mdm2 y Mdm4
mediante su acetilacion, que impide la interaccion entre ellos y permite al p53

responder al estrés celular’.

La mayoria de estudios sobre p53 se han focalizado en su implicacion
en la patogénesis el cancer. Se han identificado mutaciones en el gen del p53
en el 50% de los tumores sélidos’®. En cuanto a su funcion en la retina, se ha
observado su implicacibn en el desarrollo retiniano, en diferentes tipos
celulares como células de Miiller’”’, astroglia’ y fotorreceptores’, asi como
en el desarrollo del retinoblastoma’. Sin embargo, su papel en la muerte de
fotorreceptores y otras células retinianas tras un DR esta todavia por

determinar.

Se cree que en condiciones de isquemia retiniana, como ocurre en un
DR, p53 actua induciendo apoptosis’®. Se ha demostrado un aumento de la
expresion del gen del p53%° y de la proteina p53%' en la retina en respuesta a
la isquemia, por lo que se piensa que los procesos apoptéticos que ocurren
en situaciones en las que el flujo sanguineo esta disminuido, y la retina esta

en condiciones de hipoxia, estan mediados por p53™.

Se han descrito varios polimorfismos (SNP, o single nucleotide
polymorphisms), o variantes de la secuencia de ADN, en el gen que codifica
la proteina p53 (Tp53)%. El polimorfismo del coddn 72 se ha relacionado con
la respuesta apoptética. Tiene dos variantes; la variante Arg/Arg (arginina) se
ha relacionado con una respuesta pro-apoptética, mientras que la variante
Pro/Pro (prolina) se relaciona con una respuesta contraria, menos apoptoética.

Un estudio realizado por la Universidad de Salamanca sobre el sistema
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nervioso central, asoci6 un peor pronostico funcional a los pacientes
portadores de la variante Tp53 Arg/Arg (pro-apoptatica) tras haber sufrido un
accidente cerebrovascular (isquémico o hemorragico)®®. A partir de este
descubrimiento, el grupo de retina del IOBA, encontré una susceptibilidad de
los pacientes portadores de la variante Tp53 Pro/Pro (menos apoptoética) a

padecer vitreorretinopatia proliferante (VRP) tras un DR®.

Ademas, en un reciente estudio que emplea Nutlin-3, un agente que
impide la interaccion de p53 con su antagonista Mdm2, destaca la proteina

p53 como elemento clave en el DR y la VRP®,

Por todo ello, se cree necesario ampliar la informacién sobre la

implicacién del p53 en la muerte celular que ocurre tras un DR.

Este estudio pretende conocer mas acerca del papel que juega el p53
en la muerte de fotorreceptores, observando los principales procesos de
muerte celular que ocurren tras un DR en un ratén p53-KO, y comparandolos

con los que se producen en un ratbn WT.

MODELOS EXPERIMENTALES DE DR

Los modelos experimentales propocionan una manera controlada y
sistematica de estudiar las respuestas moleculares y celulares que ocurren
tras un DR?, y se han empleado durante décadas. Para producir el DR se
han empleado diversos métodos entre los que se incluyen la inyeccion
intravitrea de enzimas disruptoras de las membranas basales, la inyeccion
subretiniana de suero salino para crear un DR transitorio, o la inyeccioén de

acido hialurénico para producir un DR cronico®. Los animales mas
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empleados para este fin han sido gatos, conejos, ratas, ratones y primates’.
La ardilla de tierra® y mas recientemente el pollo® han servido para el estudio
de los conos. A continuacién se hara una breve descripcién de los principales
modelos experimentales empleados para el estudio de patologias retinianas.

La retina felina estad dominada por bastones® y tiene una circulacion
intrarretiniana, al igual que el ser humano, excluida de la capa de
fotorreceptores, irrigados por la circulacién coroidea. Su gran tamano hace
facil el abordaje quirurgico y la presencia de tapetum lucidum permite una
mejor visualizacion funduscopica®’.

La retina del conejo tiene aproximadamente la misma proporcion de
conos y bastones que la retina felina, aunque carece de circulacidon
intrarretiniana. Su retina tiende a deganerar rapidamente y casi en su
totalidad después del DR?’.

La retina de los primates con févea sea probablemente el modelo
animal ideal, sin embargo su elevado coste y las consideraciones éticas al
respecto hacen que se haya limitado su uso®’.

La retina del ratdbn estd dominada por bastones, mostrando una
proporcion bastones/conos de 35:1%. La densidad de conos es similar a la
que presentan los primates a 3-4mm del centro de la fovea, pero en esta
localizacién la densidad de bastones de los primates es menor®. Por tanto,
se trata de un modelo dominado por bastones, similar a la retina extrafoveal
humana. La proporcién de otras células retinianas es similar a la del ser
humano, aunque tras el DR parece que la reactividad de las células de Miiller

es menor’. Se trata de un modelo adecuado para el estudio de los fenémenos
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que ocurren en la retina, aunque la limitacibn anatébmica inherente a su
reducido tamafio ha condicionado su estudio®’.

Ademas, el ratdbn ofrece uno de los mejores modelos para la
manipulaciéon genética. El ratdn deficiente en p53, o p53-KO fue creado en
1989 por Lavigueur et. al®® y permiti6 confirmar el papel del gen del p53,
como supresor de tumores, ya que hasta entonces se pensaba que era un
oncogén®. El ratén p53-KO muestra una elevada incidencia de neoplasias

con alta penetrancia, por lo que su esperanza de vida es corta’.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La induccidn experimental de un DR en un ratén p53-KO, deficiente en
uno de los principales inductores de la apoptosis, producird un menor grado
de muerte celular que afecte a los fotorreceptores, o bien activara otros

mecanismos alternativos que provocaran la muerte de estas células.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Se propone estudiar el papel que juega el p53 en los procesos de
muerte celular, principalmente apoptosis y necroptosis, que ocurren tras un

DR en un modelo murino experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Poner a punto del modelo de desprendimiento de retina en raton C57, ya

descrito en la literatura®®.
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2- Describir los cambios morfolégicos que ocurren tras el DR, observando las
muestras tefidas con HE a microscopia 6ptica, tanto en modelos p53-KO
como WT a los 3 dias tras el DR.

3- Conocer mas acerca de la implicacion de p53 sobre los procesos de
muerte celular, apoptosis y necroptosis que ocurren a los 3 dias tras un DR,
comparando los cambios que se producen en el modelo p53-KO con los que
se producen en el modelo WT. Se realizara para ello el analisis mediante IF

con biomarcadores especificos.

MATERIAL Y METODOS

El estudio forma parte del proyecto Retina 4 orientado al estudio del
componente genético e inflamatorio de las enfermedades retinianas, y que se
lleva a cabo en el IOBA desde el afo 2006. Ha sido supervisado por el Prof.
Pastor Jimeno de la Universidad de Valladolid, el Prof. Gonzalez Sarmiento,
la Dra. Almeida Parra y la Dra. Delgado Esteban de la Universidad de
Salamanca y la Dra. Pinilla Lozano de la Universidad de Zaragoza. Se ha
realizado tras la aprobacién del mismo por la Comisién de Investigacion del
IOBA y por el Comité Etico de Experimentacioén y Bienestar Animal (CEEBA)
de la Universidad de Valladolid.

Los animales para la realizaciéon del modelos experimental de DR se
han obtenido tanto del animalario de la Universidad de Valladolid, como de la
Universidad de Salamanca. La estancia, el transporte, y las medidas de
acondicionamiento han sido supervisadas por los directores de los

animalarios de las respectivas universidades.
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Todos los procedimientos usados en animales se cifien a las
instrucciones y requerimientos del Comité de Etica para Experimentacion y
Bienestar Animal (CEEBA) de la Universidad de Valladolid y del Comité de
Etica de la Universidad de Salamanca, cuyas normas se adectan a la
legislacion vigente de la Unién Europea y a la resolucién para la utilizacion de
animales en investigacidon de la Association for Research in Vision and

Ophthalmology (ARVO).

ANIMALES DEL ESTUDIO:

Se emplearon ratones (Mus musculus) adultos (de 4 a 8 semanas)
C57, p53-KO y WT. Se utilizaron 5 ratas (Rattus norvegicus) y 5 ratones C57,
provenientes del animalario de la Universidad de Valladolid para realizar la
curva de aprendizaje. Los animales del grupo experimental, 3 ratones macho
WT y 2 ratones macho homocigotos p53-KO fueron cedidos del animalario de

la Universidad de Salamanca.

MODELO DE DR:

El DR fue realizado en el ojo derecho del ratdn bajo anestesia general
con la ayuda de un microscopio quirtrgico. Se administraron tépicamente
ciclopentolato (Colircusi ciclopléjico, Alcon Cusi S.A.) al 1% vy fenilefrina
(Colorcusi fenilefrina, Alcon Cusi S.A.) al 2.5% como agentes midriaticos, y
oxibuprocaina (Colorcusi anestésico, Alcon Cusi S.A.) 0.2% como anestésico
local. Tras la diseccion de la conjuntiva, se realizd una puncidén escleral a

nivel del ecuador superonasal, y una paracentesis en cérnea clara para evitar
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el aumento de la presion intraocular. Tras esto, se infundieron 100uL de acido
hialurébnico 1.4% (Healon GV; Abbott Medical Optics AMO) en el espacio
subretiniano, comprendido entre la retina y el EPR, con la ayuda de una
micropipeta y un microinyector. El ojo izquierdo ha sido empleado como
control, sin manipulacion alguna.

Para comprobar la existencia de el DR tras la intervencion, se procedi6
a observar el fondo de ojo bajo el microscopio quirurgico con metilcelulosa
(Methocel, OmniVision, Francia) al 2% y un anillo de silicona. Se estim6
valido el desprendimiento de al menos 2 cuadrantes de la retina.

En el postoperatorio de administr6 oxfloxacino tépico (Exocin, Allergan
S.A.) cada 8 horas en el ojo derecho del raton.

Los ratones del grupo experimento fueron sacrificados y sus ojos

enucleados para su posterior estudio a los 3 dias de la induccion del DR.

PROTOCOLO DE ANESTESIA DE LOS ANIMALES:

Los animales fueron sometidos a un ayuno de sélidos de 24 horas
previas a la intervencidn, con acceso libre al agua de bebida. La induccién
anestésica empleada ha sido una combinacién de ketamina (Ketalar, Pzifer
S.A.) (100mg/Kg) y de xilacina (Rompun, Bayer S.A.) (1mg/Kg) administrados

por via intraperitoneal.

METODO DE EUTANASIA UTILIZADO:

Los animales, tras el periodo de seguimiento establecido, fueron

sacrificados por asfixia con diéxido de carbono en una cabina eutanasica.
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VALORACION MEDIANTE TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA

OCT):

Se realiz6 gracias a la cesién de un equipo Spectralis (Heidelberg
Engineering) cedido por Bloss Group S.A., que fue instalado en el quiréfano
expermiental de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid los

dias de los experimentos.

HISTOLOGIA:

Tras la extraccion, los globos oculares se fijaron en formol tamponado
al 10% durante un minimo de 24 horas. Posteriormente se realiz6 el tallado a
la mitad y se incluyeron en cassettes para su procesado. Se realizé un lavado
con agua durante 1 hora y posteriormente se trataron con alcohol de 60°
hasta su procesamiento. Se incluyeron las muestras en parafina en un
procesador automatico de tejidos ASP-300 (Leica). A continacién se retalld el
bloque de parafina en forma de piramide truncada. Se realizaron cortes en
microtomo de rotacién a 3 micras que se tifieron con HE para poder estudiar
la morfologia y la estructura retinianas.

Para la IF, las muestras fueron tratadas con tampén fosfato salino
(phosphate-buffered saline, PBS), seroalbumina bovina (5%), y Triton X
(0.2%). Después se hicieron reaccionar con un anticuerpo primario, anti-
rodopsina (Sigma-Aldrich) (1:50), anti-calbindina (Swant) (1:500), anti-RIPK1
(Sigma-Aldrich) (1:400) y anti-caspasa 3 activa (Cell Signaling) (1:100)
durante una noche a 4°C. Tras repetidos lavados en PBS+ Triton X-100

(0.1%) se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario ALEXA

29



FLUOR (Molercular Probes) (1:200) en PBS durante una hora a temperatura
ambiente. Se adecud el protocolo empleado con cada anticuerpo a las
recomendaciones dadas por el fabricante y a la experencia de los
investigadores del grupo.

Por dultimo, se realizd la tincibn 4', 6-diamidino-2-fenilindol

dihidroclorhidrato (DAPI) para estudiar la estructura nuclear.

ESTUDIO DE LA DEGENERACION RETINIANA TRAS EL DR:

En primer lugar se analizaron los cambios producidos tras el DR de las
muestras tenidas con HE.

Después, para observar la los cambios en los fotorreceptores tras el
DR se realizd la IF con anticuerpos anti-rodopsina y anti-calbindina, para
visualizar bastones y conos respectivamente.

Ademas, el anticuerpo anti-calbindina tifie otros tipos celulares de la
retina interna. Se han evaluado de la misma manera las células positivas
para analizar el grado de muerte celular que afecta a las capas internas de la

retina.

CUANTIFICACION DE LA MUERTE CELULAR:

Para ello han empleado 2 técnicas; recuento de las células caspasa-3
activa positivas, y recuento de las células RIP-1 positivas.
Para cuantificar la apoptosis se empled el método de deteccidén de la

caspasa 3 activa.
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Para cuantificar la necroptosis se hicieron reaccionar las muestras con
anticuerpos anti-RIPK1. Se hizo un recuento de las células RIPK1 positivas
en al menos 4 cortes de cada muestra, y los resultados se expresaron en

nuamero de células por campo de gran aumento (40X).

ANALISIS ESTADISTICO:

Dado el escaso numero de animales (n=5) se ha limitado a un calculo

de la media aritmética.

RESULTADOS

Para ampliar la informacion acerca de la implicacién del p53 sobre los
procesos de muerte celular, se compararon las muestras de los ratones p53-

KO con los ratones WT.

DESPRENDIMIENTO DE RETINA EN RATON Y VALORACION MEDIANTE

OCT

Tras completar la curva de aprendizaje, se realizaron con éxito los DR,
y se evidenciaron mediante observacién funduscopica bajo microscopio
quirargico y mediante OCT (Fig. 4 y 5). Se lograron desprender con éxito las

retinas de todos los ratones del grupo experimental.
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ART [HR] ART(89) Q: 27

Fig. 4: Tomografia de coherencia 6ptica (OCT) en la que se observa la
separacion de la retina neurosensorial del EPR, obtenida de uno de los

ratones del grupo experimental (n=>5).
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Fig. 5: OCT del mismo ratdn en la que se visualiza el nervio Optico, y en la

regioén temporal el DR.
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EVALUACION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS TENIDAS CON

HEMATOXILINA-EOSINA

A partir de las muestras fijadas, incluidas en parafina y tefiidas con
técnicas de rutina (HE), se observd la estructura de la neurorretina,
diferenciandose con facilidad las capas que la conforman. Comparando las
muestras de retinas no desprendidas (Fig. 6) con las desprendidas (Fig. 7),
se observd la existencia de una degeneracibn de los OS de los

fotorreceptores y una disminucidn discreta del espesor de la ONL.

Fig. 6: Corte histologico de una retina de un ojo control (WT) tefida con
HE. Se aprecia la indemnidad de los OS de los fotorreceptores.
IS+OS= segmentos internos y externos de los fotorreceptores. ONL=capa

nuclear externa. INL=capa nuclear interna.
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Fig 7: Corte histologico tefiido con HE del ojo contralateral del mismo
raton, en el que se realizé el DR experimental. Se observan los cambios a
los 3 dias del desprendimiento; una degeneracion de los OS, visiblemente
acortados y desestructurados, y un adelgazamiento de la ONL.

IS+OS= segmentos internos y externos de los fotorreceptores. ONL=capa

nuclear externa. INL=capa nuclear interna.

ESTUDIO DE LA DEGENERACION RETINIANA MEDIANTE LA

INMUNOFLUORESCENCIA CON ANTICUERPOS ANTI-RODOPSINA Y

ANTI-CALBINDINA

* Rodopsina: la rodopsina es una proteina implicada en el proceso de

fototransduccion que se localiza en los discos de los OS de los
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fotorreceptores. Se empled el anticuerpo anti-rodopsina (anti-RHO) en
este estudio para visualizar los cambios que ocurrian en la expresion
de rodopsina (de algun modo intentar observar fotorreceptores
supervivientes) y los cambios morfolégicos que afectaban a los OS

tras el DR.

WT_Control (RHO) WT_DR (RHO)

Fig 8: Comparacion de las IF con anti-rodopsina (verde) en los ratones WT.
Los nucleos aparecen tenidos con DAPI (azul). A la izqda. el ojo control y a
la dcha. el ojo del DR. Tras el DR, se observa el acortamiento de los OS de

los bastones, donde se localiza la rodopsina.
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p53-KO_Control (RHO) p53-KO_DR (RHO)

Fig 9: Comparacién de las IF con el anticuerpo anti-rodopsina (verde) en
los ratones p53-KO. Los ndcleos aparecen tefidos con DAPI (azul). A la
izqda. el ojo control y a la dcha. el ojo del DR. Se aprecia una

degeneracion de los OS de los bastones tras el DR.

A la vista de los resultados, en ambos grupos, p53-KO y WT, se evidencié un

acortamiento de los OS de los bastones.

* Calbindina: es una proteina ligadora de calcio, y su distribucion varia
en funcion de la especie®’. En ratén, la especie que nos concierne,
marca algunos conos, células horizontales, amacrinas y ganglionares.

En nuestras muestras no se logré visualizar ningln cono, pero se
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visualizaron muy bien las células horizontales. Asi, se ha realizado el
analisis comparativo haciendo un recuento de células horizontales
positivas para el anticuerpo anti-calbindina con el fin de evaluar la

afectacion de la retina interna.

WT_Control (CB) WT _DR (CB)

Fig 10: Comparacion de las IF con el anticuerpo anti-calbindina (verde) en
los ratones WT. Los nucleos aparecen tefiidos con DAPI (azul). A la izqda.
el ojo control y a la dcha. el ojo del DR. Se puede apreciar una disminucién
del numero de células positivas para calbindina en el ojo del DR. No se

visualiza ningun cono.
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p53-KO_Control (CB) p53-KO_DR (CB)

Fig 11: Comparacion de las IF con el anticuerpo anti-calbindina (verde) en
los ratones p53-KO. Los ndcleos aparecen tefidos con DAPI (azul). A la
izqda. el ojo control y a la dcha. el ojo del DR. Se pone de manifiesto una

disminucién en el numero de células que expresan calbindina tras el DR.

La siguiente tabla muestra la media de células horizontales positivas
para el anticuerpo anti-calbindina en cada grupo estudiado. En el grupo p53-
KO se analizaron 2 ojos DR y sus respectivos controles. En el grupo WT se
analizaron 3 ojos DR y sus respectivos controles. Los resultados estan

expresados en células positivas por campo de gran aumento (40X).
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Ojo control Ojo DR
p53-KO 5.50 4.75
n= n=
WT 5.60 3.58
n= n=

En ambos grupos, p53-KO y WT, tras la inducciéon del DR, disminuy6
el numero de células positivas para calbindina. En los ojos control no se
observan diferencias entre p53-KO y WT. Sin embargo, al comparar los ojos
en los que se realizdé el DR, los p53-KO muestran un mayor niumero de

células horizontales que expresan calbindina.

CUANTIFICACION DE LA APOPTOSIS MEDIANTE DETECCION DE LA

CASPASA-3 ACTIVA

No se logré realizar la deteccidon de la caspasa-3 activa. Se utiliz6 el
protocolo recomendado por el fabricante, y se probaron las concentraciones
1:1600, 1:400, 1:100, 1:50 y 1:25, sin éxito en ninguna de ellas, ya que la
tincion fue inespecifica. Comparando los cortes con sus respectivos controles
negativos, en los que se anadid anticuerpo secundario sin anticuerpo
primario, se observd una tincion débil de todas las células de la retina. Para
intentar resolver el problema, tras contactar con el fabricante, se modifico el
protocolo, pero no se consiguieron resultados satisfactorios. Por ello, se ha
decidido cuantificar la apoptosis de las muestras que se disponen en un

segundo tiempo.

39




CUANTIFICACION DE LA NECROPTOSIS MEDIANTE LA DETECCION DE

RIPK1.
El anticuerpo RIPK1 se utiliza como marcador de necrosis
programada®. Su cuantificacién permite estimar el grado de necroptosis de

las muestras, especialmente interesante en el caso de los ratones p53-KO.

WT_Control (RIPK1) WT_DR (RIPK1)

Fig. 12: Comparacién de las IF con el anticuerpo anti-RIPK1 (verde) en los
ratones WT. Los nucleos aparecen tefidos con DAPI (azul). A la izqda. el
ojo control y a lo dcha. el ojo del DR. Se observa un aumento de las

células que expresan RIPK1 tras el DR.
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p53-KO_Control (RIPK1) p53-KO_DR (RIPK1)

Fig 13: Comparacion de las IF con el anticuerpo anti-RIPK1 (verde) en los
ratones p53-KO. Los nucleos aparecen tefiidos con DAPI (azul). A la izqda.
el ojo control y a la dcha. el ojo del DR. Tras el DR, se aprecia un aumento

del numero de células positivas para RIPK1.

En la siguiente tabla se expresan las medias del recuento de las
células positivas para el anticuerpo RIPK1, realizadas bajo microscopio de
fluorescencia. En el grupo p-53-KO se analizaron 2 ojos DR y sus respectivos
controles. En el grupo WT se analizaron 3 ojos DR y sus respectivos
controles. Los resultados estan expresados en células positivas por campo

de gran aumento (40X).
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Ojo control Ojo DR
p53-KO 13.05 20.00
n=2 n=
WT 10.93 19.64
n= n=

En ambos grupos, p53-KO y WT se observa un aumento de las células

que expresan RIPK1 tras el DR.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Ante la incapacidad para predecir el nacimiento de ratones p53-KO,
los experimentos se programaron con poco tiempo de antelacidén, y se ha
visto limitada la poblacién de la muestra.

Existe una dificultad anatdbmica para realizacion de un DR en raton,
inherente a su pequefio tamafio. Ademas la altura del DR esta limitada por
gran tamano cristaliniano del raton.

El analisis histologico resultdé dificil por cambios artefactuales
producidos durante el tallado y procesado anatomopatologico de las
muestras.

Ademas, los cortes de las muestras no fueron realizados al mismo
nivel en todos los ojos, por lo que los hallazgos observados pueden no ser

comparables.

42




No se consigui6 visualizar los conos mediante la IF con calbindina, por
lo que no fue posible observar la remodelacion y muerte celular sobre estos
fotorreceptores.

Existe una falta de experiencia y referencias bibliograficas con el
anticuerpo anti-caspasa 3 activa sobre retina de raton, por lo que no se pudo
cuantificar la apoptosis mediante la deteccion de la caspasa 3-activa.

No se realiz6 un método objetivo de cuantificacion de la muerte celular.

Dado el pequeno tamano muestral, los resultados no son

concluyentes.

DISCUSION

Se escogi6 el modelo en raton para este estudio ya que se trata de un
modelo in vivo, cuyas respuestas celulares han demostrado ser semejantes a
las del ser humano®?’. Ademas es un modelo ampliamente estudiado?’,
permite la manipulacién genética® y es de bajo coste.

Como ya se ha mencionado, la retina del raton estd dominada por
bastones®® y por tanto es similar a la retina extrafoveal humana. Sin embargo,
el estudio de la respuesta de los conos tras el DR resulta mas determinante
que la de los bastones en cuanto a los resultados funcionales, ya que los
conos son los responsables de la maxima agudeza visual, la vision diurna y la
visién en color®®®. Como se ha comentado previamente, las respuestas de
conos y bastones, y las células del EPR que contactan con éstos son

diferentes, por lo que seria necesario estudiar los procesos de muerte celular
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tras un DR en un modelo animal cuya proporcién de conos sea mayor, cComo
la ardilla de tierra®” o el pollo®.

El modelo en ardilla de tierra, aunque adecuado para el estudio de los
conos por representar éstos el 85% de sus fotorreceptores®, presenta
desventajas importantes como su elevado coste, dificil manejo, y diferencias
en cuanto a reactividad celular en zonas de retina desprendida®, entre otras.
El pollo ha sido propuesto recientemente para sustituir al modelo en ardilla de
tierra como modelo rico en conos, por su bajo coste y gran disponibilidad, sus
respuestas celulares tras el DR han demostrado ser similares a las que se
producen en mamiferos®, pero se aleja bastante del ser humano en la escala
filogenética, por lo que se prefieren los estudios en mamiferos®’. Es por ello
que en numerosos estudios recientes, para evaluar respuestas celulares tras
el DR se utiliza el modelo en ratbn como paso previo al estudio en
humanos*®®,

El principal problema que ofrece el raton es la limitacidbn anatémica
para su abordaje quirtgico, pero en este caso se logré poner a punto la
técnica quirdrgica de una manera reproducible, ya que se lograron
desprender al menos dos cuadrantes de la retina en todos los experimentos,
lo que se comprob6é mediante funduscopia y OCT. Esta limitacion anatémica
no soélo interfiere en la realizacion de la cirugia; la altura del DR, o distancia
entre el EPR y la retina es un factor que condiciona la recuperacién visual en
humanos®, e interfiere en la remodelacién retiniana®. Este modelo no permite
la realizacion de un DR de gran altura, por la presencia de un cristalino que

ocupa gran parte de la cavidad vitrea, por lo que puede que la degeneracidn
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retiniana tras DR sea menor al existir un contacto mas cercano entre la retina
y el EPR, permitiendo la difusion de nutrientes y productos metabolicos®, en
alguna medida.

El DR se realizd mediante la inyeccién de acido hialurénico en el
espacio subretiniano, comprendido entre la retina neural y el EPR, con ayuda
de una micropipeta y un microinyector. Se accedié al espacio subretiniano a
través de una incisidn escleral, sin llegar a manipular la retina neural. Se
podria argumentar que este modelo no reproduce lo que ocurre en un DR
regmatdgeno, que es el mecanismo de produccién mas frecuente, ya que no
se ha creado una rotura en la retina. Este ha sido un modelo ampliamente
estudiado, y validado, que origina respuestas celulares similares a las que
ocurren tras un DR regmatégeno?’, por lo que se consideré apropiado.

Se decidi6 analizar la degeneracién y la muerte celular a los 3 dias del
DR, ya que se estima que en ese momento se produce el pico maximo de
procesos apoptéticos, habiéndose reportado la muerte por apoptosis de hasta
el 85% de los fotorreceptores®®. Ademas, el p53 tiene una vida media muy
corta ya que es rapidamente degradado por su antogonista Mdm2; en
condiciones normales, su vida media se limita a minutos, y bajo estrés celular
horas, presenta una vida maxima de entre 48 y 72 horas’®. Por tanto, para
conocer la implicacién del p53 sobre los procesos de muerte celular se
considerd adecuado el estudio a 3 dias.

Tras la observacion de las muestras tefidas con HE a microscopia
Optica, se evidencié el acortamiento de los OS en las regiones de retina

desprendida, asi como una discreta disminucion del espesor de la ONL (Figs.
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6 y 7). Estos hallazgos fueron consistentes con los resultados de estudios
previos®. No se cuantifico el acortamiento de la ONL, como se ha realizado en
otros estudios de muerte celular en retina, dado que requiere realizar muchos
cortes de una muestra de tamano reducido, y los cortes han de realizarse a
nivel de nervio éptico para que los resultados sean comparables*®. Ademas
se considerd su cuantificacibn poco relevante para los resultados vy
conclusiones que se quieren obtener de este estudio, ya que la disminucién
de la ONL no es un indicador directo de muerte celular.

La IF con anti-rodopsina, permitié visualizar los bastones y poner de
manifiesto la degeneracion de los OS en estas células, pero la anti-calbindina
no permitié visualizar ningun cono. Se pretendia comparar la muerte celular
entre conos y bastones, haciendo reaccionar en la misma muestra los
anticuerpos anti-rodopsina y anti-calbindina con los biomarcadores de muerte
celular, para analizar la respuesta de los fotorreceptores al DR.

La incapacidad para visualizar los conos mediante esta técnica ha sido
un hallazgo previamente descrito en la bibliografia. Ya se ha comentado en
este trabajo que existen diferencias entre la respuesta de conos y bastones
en la remodelacién retiniana. Se cree que los conos supervivientes modifican
sus funciones metabdlicas en un intento de escapar de la muerte celular.
Muchos de los conos pierden la expresidon de proteinas no indispensables
para su supervivencia como son las opsinas y la calbindina, para conservar
su energia para poder realizar sus funciones vitales®*°.

La gran limitaciébn que ha sufrido este trabajo ha sido la incapacidad

para analizar la apoptosis mediante la deteccion de la caspasa-3 activa, que
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es un método mas especifico que la técnica clasica de TUNEL® . La técnica
de TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) ha sido
ampliamente estudiada y empleada para la deteccion de la apoptosis, pero la
positividad de esta técnica no es siempre indicativa de apoptosis, ya que
algunas células necréticas, no apoptdticas, aparecen como TUNEL

positivas®’.

Por el contrario, la activacion de las caspasas es comun a casi todas
las vias apoptéticas®®, siendo la caspasa 3 una caspasa efectora que en
condiciones normales aparece en forma de procaspasa, y se activa para
ejecutar la apoptosis. Se trata por tanto un método de deteccion de apoptosis

altamente sensible y especifico®.

Es necesario continuar con el estudio y conseguir cuantificar la
apoptosis, para poder conocer la respuesta de los ratones p53-KO tras el DR,
y compararla con el grupo WT. Se cree que la respuesta apoptdtica en los
p53-KO podria ser menor que en los WT y haber un aumento de las vias de
muerte celular alternativas. Como previamente se ha descrito, una
disminucién de la apoptosis favorece la activacion de la muerte celular por

otras vias, como la necroptosis®.

Se ha verificado la presencia de células positivas para RIPK1 en
ambos grupos. La RIPK1 pertenece a la familia de las serina/treonina kinasas
y su detecciébn ha sido empleada en varios estudios para cuantificar la

6052 "aunque también interviene como mediador en la apoptosis™.

necroptosis
A los 3 dias del DR se observé un aumento de las células positivas en ambos

grupos.
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Se considera necesario utilizar un método de cuantificacién mas fiable
que el simple recuento de células RIPK1 positivas por campo de gran
aumento (40X), y aumentar el tamano de la muestra para que los resultados
puedan alcanzar la significaciébn estadistica. De este modo se podrian
comparar las respuestas necroptéticas de ambos grupos tras el DR. Se

espera poder realizarlo en la continuacion de este estudio.

Cabe mencionar que, a pesar de la existencia de numerosos métodos
bioguimicos para la deteccién de la muerte celular, no existe un método
perfecto que permita diferenciar apoptosis y necroptosis®. Estos procesos de
muerte celular no son completamente independientes, como se ha
comentado en su correspondiente apartado, sus vias se cruzan, sobre todo
en las fases finales de la muerte celular, por lo que no se disponen de
marcadores especificos para diferenciarlas. La microscopia electronica de
barrido, aunque menos empleada en el momento actual, sigue siendo el
método mas sensible y directo para evidenciar los cambios morfoldégicos que
ocurren en los distintos procesos de muerte celular'®, por lo que se estima

emplearlo en los futuros experimentos de este estudio.

CONCLUSIONES

En ambos grupos, p53-KO y WT se observé degeneracién de los
fotorreceptores tras el DR, sin que se hayan cuantificado diferencias objetivas

entre ellos.
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En ambos grupos se observo positividad frente al anticuerpo RIPK1, y
un aumento del numero de células positivas para este anticuerpo tras el DR.

Este estudio no esta concluido y queda pendiente aumentar el tamano
muestral, visualizar los conos, analizar la apoptosis y cuantificar de manera
objetiva los procesos de muerte celular.

Se piensa que en los ratones p53-KO, al carecer de uno de los
principales activadores de la apoptosis, habra un aumento de los procesos de

muerte celular alternativos a la apoptosis.
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