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RESUMEN  
 

Objetivo: desarrollar un modelo de cultivo organotípico 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 partir de 11 ojos de cerdo, se aislaron células del EPR y se prepararon explantes 

de neurorretina, procedentes de la región del area centralis, de modo que se obtuvieron explantes 

control y experimento de cada ojo. Se realizaron 6 cultivos control (cultivo organotípico de 

neurorretina de cerdo) y 6 experimento (cultivo organotípico de neurorretina de cerdo suplementado 

con EPR) durante 9 días. A la finalización del cultivo, los explantes fueron procesados y evaluados 

histológicamente, tinción con Azul de Toluidina, y mediante técnicas de inmunohistoquímica, 

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 menor grado de 

degeneración, menores alteraciones estructurales y mayor espesor respecto a los controles. Además, 

se observó una expresión contenida de GFAP, mientras que la expresión de calbindina y de 

sinaptofisina fue superior en los experimentos respecto a los controles.  

Conclusiones: se ha puesto a punto un modelo de cultivo organotípico de neurorretina de cerdo con 

células del EPR que simula las modificaciones celulares asociadas con los procesos de degeneración 

retiniana de una manera más cercana al desarrollo in vivo, con respecto a los modelos in vitro previos. 

La presencia de las células del EPR influye positivamente en la ralentización de los procesos de 

degeneración retiniana durante el cultivo. 
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1. JUSTIFICACIÓN  
 

El desprendimiento de retina (DR), entendido como la separación entre la neurorretina y el epitelio 

pigmentario de la retina (EPR), es una patología en continuo aumento [1, 2] en la que nuevas 

investigaciones, de manera directa sobre el ser humano, resultan complejas, debido a la dificultad para 

obtener muestras en una fase fisiopatológica temprana [3]. Por ello, se hace necesario recurrir a 

modelos experimentales alternativos, como son los cultivos organotípicos de retina neural [4-10]. Se 

han desarrollado cultivos de explantes retinianos de múltiples especies animales, tanto de aves como 

de mamíferos, pero entre todas éstas, la retina porcina presenta la gran ventaja de poseer unas 

características anatómicas y fisiológicas muy similares a la humana. Por otra parte, el Grupo de Retina 

del IOBA (Instituto Universitario de Oftalmobiología Aplicada) ha puesto a punto en los últimos años 

un modelo de cultivo organotípico de neurorretina porcina que simula gran parte de las modificaciones 

celulares que han sido descritas en modelos animales de DR [5, 11], sin embargo, este modelo presenta 

una limitación importante, como es la carencia de células del EPR. Esta estructura posee importantes 

funciones fisiológicas para el mantenimiento de la homeostasis neurorretiniana en condiciones 

normales, y en la fisiopatología del DR a lo 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 [8], 

en los cuales, sin embargo, el EPR está 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 organotípico de neurorretina 

porcina suplementado con células del EPR, que permita simular, de manera más cercana a las 

condiciones in vivo, las modificaciones celulares que se producen en el parénquima retiniano tras un 

DR, y por tanto, que permita profundizar en el estudio de la fisiopatología de esta enfermedad. 

Además, la puesta a punto del modelo propuesto permitiría llevar a cabo, in vitro, el ensayo de 

fármacos neuroprotectores, así como estudios de seguridad farmacológica, de los efectos de 

sustancias endógenas, como los factores de crecimiento y las citoquinas, y de técnicas de bio -

ingeniería, como paso previo al empleo de animales de experimentación.  
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2. HIPÓTESIS 

 

En un modelo de cultivo organotípico de retina neural la presencia de células del epitelio pigmentario 

de la retina (EPR), células esenciales para el mantenimiento de la homeostasis retiniana, conlleva una 

reducción en los procesos de degeneración y de muerte de los fotorreceptores, lo que permite 

mantener la viabilidad y las características morfológicas del resto de neuronas y de células gliales 

retinianas, así como de la estructura tisular que conforman.  
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3. OBJETIVOS 
 

 

De forma general, se propone desarrollar un modelo de cultivo organotípico de retina neural porcina 

suplementado con células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) que permita profundizar en el 

conocimiento de los procesos de degeneración retiniana que ocurren en el desprendimiento de retina 

(DR), patología en la que la retina neural pierde el contacto físico con el EPR, pero donde se mantiene 

el efecto que los factores secretados por estas células ejercen sobre la neurorretina.  

De forma específica, con este trabajo se pretende: 

- Poner a punto y estandarizar un modelo de cultivo de retina neural con células del EPR, a partir de 

un modelo de cultivo órganotípico 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. 

- Evaluar y caracterizar las modificaciones tisulares y celulares, concretamente de los fotorreceptores 

y de las células de Müller, que se producen a lo largo del cultivo, en presencia/ausencia de células del 

EPR, mediante tinciones convencionales y técnicas de inmunoquímica para la detección de proteínas 

específicas de los diferentes tipos celulares.  
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4. INTRODUCCIÓN 
 

4.1 EL DESPRENDIMIENTO DE RETINA 
 

El desprendimiento de retina (DR) se produce por la separación de la retina neurosensorial y del EPR 

[1, 14]. La forma más frecuente, denominada regmatógena, se origina por la formación de un desgarro 

retiniano que crea una vía de acceso al espacio subretiniano por la cual el vítreo se introduce entre la 

neurorretina y el EPR, lo que da lugar a la separación de estas dos estructuras.  

La prevalencia actual de esta patología se estima en 1,6 casos nuevos por cada 10.000 habitantes al 

año [15, 16], sin embargo, el número de casos está aumentando de forma notable, debido 

fundamentalmente a un progresivo envejecimiento de la población general y al aumento exponencial 

en el número de intervenciones de catarata. Esta cirugía está considerada como el factor de riesgo más 

importante para el posterior desarrollo de un DR, así se calcula que el riesgo de desarrollar un DR se 

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

Desde la década de los años 90, se han conseguido estabilizar los resultados anatómicos de la cirugía 

del DR en valores de éxito superiores al 90%  [2, 15], sin embargo, los resultados funcionales aún están 

lejos de los valores deseables en términos de agudeza visual, sensibilidad al contraste y visión de los 

colores [16, 23-28].  Así, un estudio reciente realizado por el Grupo de Retina del IOBA [2], determinó 

que solo el 42% de los DR reaplicados quirúrgicamente obtienen una agudeza visual ≥ 20/40 a los 3 

meses, mientras que un 20% conservan valores inferiores a 20/100, es decir muy por debajo del límite 

de la ceguera legal en España. Por ello, el reto actual al que se enfrenta la oftalmología respecto a la 

patología del DR es alcanzar una recuperación funcional adecuada.  

 

Durante los últimos años, se han identificado diversos factores implicados en esa pérdida de función 

visual, a pesar del éxito quirúrgico [29].  Así, se reconoce claramente que la degeneración 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, así como otras modificaciones celulares que afectan 

significativamente a la recuperación funcional tras un DR [3, 14, 32]. Estas modificaciones se producen 

de forma muy precoz tras el DR [3, 32] y han sido adecuadamente descritas por el Grupo de Retina del 

IOBA mediante la utilización de modelos de cultivo organotípico tanto de neurorretina humana como 

porcina [4, 5, 11]. De forma resumida, los hallazgos encontrados incluyen (Figura 1) un progresivo 

acortamiento y pérdida de los segmentos externos de los fotorreceptores, la pérdida de mitocondrias 

y la descompartimentalización de las organelas intracelulares en el segmento interno de los 

fotorreceptores [32], la progresiva disminución del espesor retiniano, como resultado de la 

degeneración y la desorganización de las capas nucleares externa e interna, de las capas plexiformes 

y de las células ganglionares, así como la proliferación y la hipertrofia/hiperplasia de las células de 

Müller [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 

citoquinas que pueden constituir importantes dianas terapéuticas en un futuro inmediato [33], como 

el TNF-α [34].  

Por todo ello, actualmente los esfuerzos en la investigación del DR se centran en el desarrollo de 

tratamientos farmacológicos, basados fundamentalmente en la neuroprotección [35, 36], como 

adyuvantes del procedimiento quirúrgico, con la finalidad de reducir los fenómenos de degeneración 

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 procesos in vivo 

y que permita realizar pruebas de seguridad y de eficacia concluyentes.  
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Figura 1: Figura modificada de Fernández-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 días de cultivo donde se observa un ligero acortamiento retiniano y una alteración de los 
segmentos externos de los fotorreceptores (circulo); (C) Después de 6 días de cultivo aumenta la degeneración de los 

segmentos externos de los fotorreceptores (circulo), se pierden núcleos en la capa nuclear interna y la retina sigue perdiendo 
su espesor; (D) A los 9 días 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 membrane.   

 

4.2 EL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA (EPR) 
 

 

El EPR es una monocapa de células epiteliales cuboideas, localizada en la parte más externa de la 

retina, que contacta con la membrana de Bruch externamente y con los segmentos externos de los 

fotorreceptores internamente. En el ser humano, hay aproximadamente 4-6 millones de células del 

EPR, con un cociente fotorreceptores/EPR de aproximadamente 45/1 y una densidad de 1,500-4,500 

celulas/mm2 [12, 37]. Estas células son fundamentales para la función visual [37, 38], por ello, el 

complejo fotorreceptores/células pigmentarias se presenta en la mayoría de los ojos del reino animal, 

desde los moluscos a los primates [39]. Así, el EPR es esencial para la supervivencia de las células 

neurorretinianas, en particular de los fotorreceptores, y además posee otras numerosas funciones 

(Figura 2) [12, 38]:  

1) Incrementa la calidad del sistema óptico del ojo absorbiendo la luz dispersada y así, contribuye a 

mejorar la calidad de la imagen [38] ; 
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2) Participa en el metabolismo de la vitamina A y en 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];  

3) Fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores, de modo que se renueven constantemente 

para remplazar las estructuras dañadas a causa del estrés foto-oxidativo y del metabolismo celular, lo 

que garantiza una adecuada función visual [38, 42, 43]; 

4) Garantiza el aporte de nutrientes a los fotorreceptores, como la glucosa a través de transportadores 

específicos [44, 45], y los ácidos grasos ω-3 [46]; controla la homeostasis iónica (trasporte de Na+, K+ y 

Cl-) en el espacio sub-retiniano (particularmente importante para mantener la excitabilidad de los 

fotorreceptores a los cambios rápidos de concentración iónica durante el  proceso de foto-

transducción) [38], elimina metabolitos, como el ácido latico [38, 45], y el exceso de fluido en el espacio 

sub-retiniano, mediante transporte activo [47-49]. Todas estas acciones son particularmente 

importantes si se considera que los fotorreceptores tienen la mayor tasa metabólica del cuerpo 

humano y que el transporte para-celular está abolido por la barrera hematorretiniana, por lo que su 

nutrición depende casi exclusivamente del flujo de nutrientes que les llega d esde la circulación 

coroidea a través del EPR [50];  

5) Secreta factores tróficos y de crecimiento. Las células del EPR son capaces de secretar varias moléculas, 

como ATP (Adenosine-5'-triphosphate), FGF (fibroblast growth factor) [51-55], TGF-β (transforming 

growth factor-β) [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 (vascular endothelial 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 fisiológicas como patológicas y contribuyen a la 

homeostasis retiniana. Por ejemplo, el PDGF es un factor neurotrófico que posee efectos anti -

apoptóticos [69, 71], lo que protege a las neuronas del daño inducido por la hipoxia y el glutamato, y 

anti-angiogénicos [68], lo que reduce la proliferación de las células endoteliales de la coriocapilar [70], 

mientras que el CNTF protege los fotorreceptores del daño inducido por la luz [59, 72]; 
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6) Conforma la barrera hematorretiniana y mantiene el estado de privilegio inmunitario del ojo. Debido 

a la presencias de “tight junctions” intercelulares el EPR separa y aísla la retina del sistema circulatorio. 

Además, las células del EPR interaccionan con las células del sistema inmune, mediante la secreción 

de factores inmuno-moduladores, como la IL-8 (interleuquina-8)  [73], el factor del complemento H 

[74] o la MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) [75]. 

 

Figura 2: Funciones del epitelio pigmentario de la retina (EPR) (modificado de Strauss, 2005) [38]. El EPR incrementa la calidad 
del sistema óptico 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 iónica a través del transporte trans-epitelial y secreta factores tróficos y de crecimiento 

 

Por todo ello, además del papel que juegan las células del EPR en la fisiopatología del DR, las 

alteraciones en la funcionalidad del EPR originan varias patologías oftalmológicas, como la 

degeneración macular asociada a la edad (DMAE) [76, 77], la Retinitis Pigmentosa [78-80], la 

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

 

4.3 CULTIVOS ORGANOTIPICOS DE RETINA 
 

Los cultivos organotípicos de retina son modelos tisulares in v itro que ya fueron descritos hace casi un 

siglo. Así, los primeros experimentos en este sentido se deben a Strangeways y 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 años 30 

desarrolló un modelo de cultivo de retinas de rata [83]. Años más tarde, en 1950, Trowell describió el 

método de cultivo sobre membrana, en el cual los explantes de retina se colocan sobre una membrana 

porosa, de modo que el tejido se mantiene en una interfase aire -medio de cultivo, con la porción 

interna de la retina (vítrea) en contacto con la membrana [84]. Hasta la década de 1980 este sistema 

representó el “gold standard” para el estudio de las modificaciones que se producían en los explantes 

neurorretinianos a lo largo del cultivo. Sin embargo, en 1989 Caffé et al. [85] describen por primera 

vez el cultivo de explantes de neurorretina cultivados con los fotorreceptores en contacto con la 

membrana porosa, que se ha convertido en el método más utilizado actualmente para el cultivo de 

neurorretinas.  

El desarrollo de los cultivos organotípicos de retina ha representado desde sus orígenes una 

herramienta fundamental para el estudio de la diferenciación de la retina pre- y post-natal [6, 85-87] 

y sobre todo en el entendimiento de la fisiopatología de los procesos de degeneración retiniana [88-

91]. Los cultivos de explantes de neurorretina tienen la peculiaridad de reproducir las dinámicas 

funcionales neurorretinianas, basadas en la interacción entre las diferentes células que constituyen 

este tejido complejo. Por esta razón, el cultivo organotípico de retina neural resulta ser superior a los 

cultivos de células disociadas, en los cuales tales dinámicas están ausentes [92].  Por ello, estos 

modelos permiten el ensayo de medicamentos [89, 90, 93] y de toxicidad farmacológica [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 más cercana a los procesos in vivo. 

Las principales alteraciones observadas durante el cultivo de los explantes retinianos incluyen edema 

tisular [88], hipertrofia, proliferación y migración de las células de Müller [86], degeneración precoz de 

los segmentos externos de los fotorreceptores [86, 99] y reducción del espesor retiniano [85, 88, 99]. 

Estos cambios son similares a los observados en modelos experimentales de DR in vivo, principalmente 

los que implican a las capas retinianas externas, lo que ratifica su utilización 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 neurorretina y EPR, inicialmente descrito por 

Tamai et al.[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 organotípicos con EPR que 

resulta más interesante es el descrito por Kobuch et al.  [9]. Este grupo desarrolla un modelo de cultivo 

organotípico constituido por explantes de complejos neurorretina-EPR-coroides, mantenidos en 

perfusión continua de medio de cultivo. En realidad este sistema de cultivo resulta complejo, necesita 

de un costoso equipamiento de perfusión continua y de una cámara de cultivo especial, y en la práctica 

no demostró grandes ventajas respecto al cultivo de explantes neurorretinianos sin EPR. De hecho, 

además del elevado coste de mantenimiento y de su complejidad, los resultados, en términos de  

supervivencia celular y de alteraciones estructurales en la retina, fueron análogos a los de los cultivos 

de neurorretinas aisladas. Además, en todos estos modelos de cultivo el EPR está en contacto con la 

retina neural y, por tanto, no simula realmente un DR, donde por definición, existe una separación 

física entre el EPR y la neurorretina. 

En la actualidad, estos modelos de cultivo organotípico continúan siendo de interés para la comunidad 

científica y se utilizan activa y eficazmente para ampliar los conocimientos acerca de las patologías 

retinianas. En este sentido, a parte del Grupo de Retina del IOBA [4, 5, 11], otros grupos internacionales 

han publicado notables trabajos recientemente, donde destacan los de Lüke et al.  (Universidad de 

Tübingen, Alemania), donde utilizan cultivos de neurorretina bovina [110] para estudiar la toxicidad 

de medicamentos [111] así como sus efectos sobre la supervivencia celular [112], mediante la 

aplicación de pruebas electrofisiológicas [113, 114]; los de Gosh et al. (Universidad de Lund, Suecia), 

mediante el cultivo de neurorretina porcina evalúan los efectos que las fuerzas de tensión laterales 

ejercen sobre la retina [115], y las funciones neuroprotectoras del GDNF (glial cell line-derived 

neurotrophic factor) [116]; y los de Rodrigo et al. (Hospital Universitario La Fe, Universidad de Valencia) 

que han utilizado el modelo de cultivo organotípico para recrear, añadiendo al cultivo el fármaco 

Zaprinast®, inhibidor de la fosfodiesterasa 6 (PDE6), un modelo alternativo para el estudio de varias 

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

y  la amaurosis congénita de Leber [120].  

 

4.4 LA RETINA DE CERDO  
 

 

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

presenta grandes similitudes a nivel anatómico e histológico en comparación con la retina humana.  

Aunque en la retina de cerdo no se pueda definir una verdadera zona macular, se puede identificar 

una región muy parecida a ésta, denominada area centralis. Se trata de una porción localizada 

superiormente al nervio óptico que atraviesa horizontalmente la retina, que contiene la máxima 

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

 

Figura 3: Distribución anatómica de la vascularización (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 máxima densidad de 
conos (20,000-35,000/mm2) y ocupa un área central inmediatamente superior al nervio óptico, desde el borde nasal al 

temporal. 

 

Además, el patrón de vascularización retiniana del cerdo es similar al humano, denomi nado 

holoangiótico, donde los vasos sanguíneos se extienden desde el disco óptico hasta la periferia, 
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ocupando toda la extensión retiniana, los axones de las células ganglionares no están mielinizados; la 

distribución 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. MATERIAL Y METODO 
 

 

La ejecución de este trabajo fue autorizada por la Comisión de Investigación 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 

matadero Justino Gutiérrez S.L. (Laguna de Duero, Valladolid, España). Los ojos se recogieron en medio 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco®, Paysley, Reino Unido), suplementado con 10% de 

antibióticos/antimicóticos (100 U/ml de Penicilina, 100 µg/ml de Estreptomicina y 2,5 µg/ml de 

Anfotericina B, Gibco®, Invitrogen, Paisley, UK), con el fin de reducir el riesgo de contaminación. Los 

ojos fueron trasladados refrigerados hasta el laboratorio de cultivos celulares del IOBA donde se 

procedió con el protocolo de extracción de los explantes de neurorretina y la preparación del cultivo. 

El tiempo transcurrido entre la muerte del animal/enucleación de los ojos hasta su procesamiento en 

el laboratorio se limitó a un máximo de 2 horas, con el fin de reducir la degeneraci ón precoz de las 

células retinianas por falta de soporte nutricional tras la muerte del animal.  
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5.1 PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS DEL EPITELIO PIGMENTARIO 

DE LA RETINA (EPR) 

 

 

Para la realización 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 empleó fue el siguiente:  

1- Se colocó el globo ocular en una placa de Petri (90 mm; Corning, NY, EE. UU.) con Betadine® (MEDA 

Pharma S.A., Madrid, España) y se limpiaron los restos de tejidos extraoculares (parpados, conjuntiva, 

capsula de Tenon, músculos y grasa orbitaria).  

2- Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN, 2004, Cultek, Madrid, España) se lavó cada globo 

ocular en Betadine® (2 minutos), etanol 70% (2 minutos) y DMEM suplementado con 10% de 

antibiótico/antimicótico (3 lavados de 5 minutos). 

3- Se colocó el globo ocular en una placa de Petri con medio DMEM suplementado con un 10% de 

antibiótico/antimicótico y se perforó el globo ocular con una aguja estéril de 22G, a través de la esclera 

y a la altura de la ora serrata, para realizar un ojal por el que poder introducir unas tijeras corneales 

que permitan hacer la disección del globo ocular en segmento anterior y posterior (Figura 4-A). 

4- Se retiró por tracción el segmento anterior y se arrastró con él al vítreo. En algunos casos fue necesario 

ayudarse con un bastoncillo de algodón estéril para eliminar los restos de vítreo fuertemente 

adheridos a la retina periférica;  
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5- Se realizó un desprendimiento mecánico de la retina neural con la ayuda de un pincel y se realizó un 

corte a la altura del nervio óptico para retirar por completo la retina (Fig. 4 C-D). En algunos casos la 

retina se desprendió parcialmente del EPR durante el proceso de separación vítrea ( Fig. 4-B).   

6- Se colocó el segmento posterior, una vez limpio de restos vítreos y retinianos, en otra placa de P etri 

con medio DMEM suplementado con 10% de antibiótico/antimicótico limpios.  

7- Se añadieron 3 ml de Tripsina-EDTA 0,05 % (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) al segmento posterior y 

se incubaron a 37ºC y 5 % de CO2 durante 30 minutos, para desprender las células del EPR de la 

membrana de Bruch (Fig. 4-E). 

8- Se recogieron las células del EPR en un tubo de 15 ml (Fig. 4-F) y se re-suspendieron en 5 ml de medio 

DMEM suplementado con 10% de antibiótico/antimicótico y 10% de suero fetal bovino 

(Fetal  Bovine Serum -FBS) (Gibco®, Invitrogen, Paisley, Reino Unido), para interrumpir la acción de la 

tripsina. 

9- Se centrifugaron las células a 1000 r.p.m (Allegra®X-22 Centrifuge, Beckam Coulter, Brea, CA, EE.UU.) 

durante 5 minutos. Se desechó el sobrenadante y se re-suspendieron las células en 10 ml de medio 

DMEM suplementado con 10% de antibiótico/antimicótico y 10% de FBS. Se sembraron las células en 

un frasco de cultivo de 25 cm2 y se mantuvieron en cultivo a 37ºC y 5 % de CO2. 
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Figura 4: Extracción de las células del epitelio pigmentario de la retina de cerdo (EPR). Se retira por tracción el segmento 
anterior y se arrastra con él al vítreo (A); Se realiza un desprendimiento mecánico de la retina neural con la ayuda de un pincel 

y se realiza un corte a la altura del nervio óptico para retirar por completo la retina (C, D). En algunos casos la retina se  
desprendió parcialmente del EPR durante el proceso de separación vítrea (B); Se añaden 3 ml de Tripsina-EDTA 0,05% 
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) al segmento posterior y se incuban a 37ºC y 5 % de CO2 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 recambió cada 2-3 días hasta que las células alcanzaron la confluencia, momento 

en el que se realizó una tripsinización y se sub-cultivaron las células en un ratio 1:5 y en un frasco de 

75 cm2 (Pase 0). 
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El Protocolo de tripsinización empleado fue el siguiente: 

1- Se añadieron 2 ml de tripsina-EDTA 0,05% al frasco de cultivo de 25 cm2 y se incubó a 37ºC 

y un 5% de CO2 durante 5 minutos; 

2- Cuando el proceso de tripsinización consiguió despegar las células de la base del frasco de 

cultivo (se observan las células flotando en el medio de cultivo), se procedió a su contaje y 

a determinar su viabilidad mediante el empleo del ensayo del Tripán Azul (Sigma-Aldrich, 

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

3- Posteriormente, se centrifugaron las células a 1000 r.p.m, se re-suspendieron y se 

sembraron 1x106 células en un frasco de 75 cm2 (ratio 1:5) en medio DMEM suplementado 

con 1% de antibiótico/antimicótico y 10% de FBS (15 ml de medio) y se mantuvo en 

incubadora a 37ºC y 5 % de CO2. 

Se renovó el medio (DMEM suplementado con 1% de antibiótico/antimicótico y 10% de FBS) cada 2-3 

días. Las células remanentes se congelaron utilizando un medio de congelación compuesto por un 70% 

de DMEM suplementado con 1% de antibiótico/antimicótico, 20% de FBS y 10% de DMSO, a una 

concentración de 1x106 células/ml (Pase 0). Alcanzada la confluencia del cultivo, se sub-cultivaron las 

células en un ratio 1:5 (Pase 1). Para la tripsinización, contaje celular y sub-cultivo se repitió   el 

protocolo anteriormente descrito. 

Para el cocultivo con explantes retinianos se sembraron 30.000 células/cm2 (P2) en placas de cultivo 

Transwell® y se mantuvieron en incubadora a 37ºC y 5 % de CO2 durante 24 horas antes del inicio del 

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

PORCINA     

     
Se aislaron 12 explantes de neurorretina, a partir de 6 ojos de cerdo, procedentes de la región del área 

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 a 4 descritos en el protocolo para la preparación de las células del 

EPR (Fig. 6 A-B); 

2. Se colocó el segmento posterior en una placa de Petri con medio DMEM suplementado con 

10% de antibiótico/antimicótico limpios;  

3. Se realizó un desprendimiento mecánico de la retina neural con la ayuda de un pincel y 

mediante el paso de medio de cultivo DMEM entre la neurorretina y el EPR, de modo que se 

redujeran los tiempos de manipulación retiniana y el posible daño mecánico resultante de la 

manipulación directa de la retina. En algunos casos la retina se desprendió parcialmente del 

EPR durante el proceso de separación vítrea (Fig. 6, C-D); 

4. Se identificó el área centralis y se recortaron dos explantes cuadrados y adyacentes (5x5 mm) 

aproximadamente 1 mm por encima del nervio óptico (Fig. 5, Fig. 6-E), evitando la presencia 

de vasos visibles y de bordes irregulares. Para ello, se emplearon unas tijeras de Vannas (John 

Weiss International, Milton Keynes, Reino Unido) unos pinceles y una espátula metálica de 

bordes romos (4x4 mm).  

5. Se colocaron los explantes sobre la espátula metálica (Fig. 6-F), con ayuda de unos pinceles, 

y se depositaron sobre la membrana de los pocillos de las placas de cultivo Transwell® (Pore 

polycarbonate membrane insert, 0.4 µm de poro, 24 mm de diámetro; Corning Inc., Corning, 

NY, EE.UU.) (Fig. 6-G), de modo que los fotorreceptores quedaran en contacto con ésta y que 
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no se formaran pliegues en los explantes, con el objetivo de conseguir un contacto apropiado 

con la membrana.  

6.  Tres de los seis pocillos de 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 día 

anterior a la obtención de los explantes retinianos. Los otros 3 pocillos se definieron como 

controles y se depositaron en ellos 1,6 mL de medio de cultivo. Este volumen predeterminado 

de medio permite su contacto con la membrana del pocillo pero sin sobrepasarla, lo que a su 

vez, permite que la retina se adhiera perfectamente a la membrana del pocillo, evitando que 

flote sobre el medio. Como medio de cultivo se utilizó una dilución 1:1 de medio DMEM 

(suplementado con 1% de Antibiótico/Antimicótico y 10% de FBS) y de medio Neurobasal A 

(suplementado con 10 % de FBS, 1% de Antibiótico/Antimicótico, 1% de L-Glutamina (Sigma-

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

  

Figura 5: Para la preparación 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 óptico, se evitó que los explantes tuvieran vasos visibles y bordes 
irregulares. Modificado de Hendrickson et al. (2002) [121] 
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Figura 6: Protocolo de preparación de los explantes de neurorretina porcina. A) separación del segmento anterior del posterior; 
B) separación del vítreo; C) en algunos casos el proceso de separación del vítreo se acompaña de la completa se paración de 

la neurorretina del EPR; D) detalle de la retina completamente desprendida; E) identificación del área centralis y corte de l os 
explantes de neurorretina; F) los explantes se recogen con el ayuda de un pincel y de una espátula 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 distribución de cultivos experimento y control . 
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Las placas de cultivo se mantuvieron en una incubadora a 37°C con una atmósfera enriquecida al 5% 

de CO2 a lo largo de los 9 días de duración del cultivo. El medio se renovó diariamente hasta la 

conclusión del experimento, añadiendo siempre 1.6 mL de medio recién elaborado y atemperado. 

 

El medio de cultivo retirado en los días 1, 3, 5, 7 y 9 se recogió en tubos de 1,5 ml (Eppendorf, Corning, 

NY, EE. UU.) y se guardó en congelación a -80°C para poder evaluar, en experimentos futuros, la posible 

presencia de factores de crecimiento secretados por las células del EPR durante el cultivo, para ello se 

emplearán técnicas de ELISA semi-cuantitativo tipo sándwich.  

 

Paralelamente se prepararon dos explantes, ambos procedentes del área centralis de un mismo ojo, 

que fueron directamente procesados para su análisis morfológico, de modo que se utilizaron como 

controles (a tiempo 0) para evaluar el estado de las neurorretinas previamente a la iniciación del 

cultivo.  

    

5.3 PROCESAMIENTOS 
 

A la finalización del cultivo, todos los explantes, control y experimento, fueron cortados en dos partes, 

de modo que una mitad fue incluida en epoxi-resina y evaluada mediante tinción con azul de toluidina, 

mientras que la otra fue procesada para crio-preservación y posterior evaluación mediante técnicas 

de inmunohistoquímica. En el caso de los explantes a tiempo 0, uno de ellos fue incluido en epoxi -

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

 

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

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

2. Se lavaron las muestras en PB: tampón fosfato y se realizó una deshidratación 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 (2 veces);     

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

 

3. Se realizó la impregnación en epoxi-resina (araldita; TAAB, Berks, Reino Unido):                     

- Óxido de Propileno/Araldita (3/1) durante 1 hora;  

- Óxido de Propileno/Araldita (1/1) durante 1 hora;  

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

- Araldita a 60ºC durante 30 minutos; 

 

4. Se incluyeron las muestras en moldes y se dejó polimerizar la resina a 60ºC durante 24 horas; 

5. Se cortaron las muestras con ultramicrotomo (Ultratome III 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 temperatura ambiente hasta la tinción de los cortes.  
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5.3.2 CRIOPRESERVACIÓN  
 

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 recortó 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 Química S.A.U., Barcelona, 

España) durante 2 horas a 4°C; 

3. Se retiró el PF, se lavó la placa 2 veces con 2 ml de PBS y se añadió sacarosa al 15% (PANREAC 

Química S.A.U., Barcelona, España) durante 2 horas a 4°C; 

4. Se retiró la sacarosa al 15% y se añadió sacarosa al 20% durante 2 horas a 4°C; 

5. Se retiró la sacarosa al 20% y se añadió sacarosa al 30% durante un mínimo 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 la formación de burbujas y de pliegues en la 

retina; 

7. Se guardaron las muestras en un ultra congelador a -80ºC hasta su corte en criostato (CM 

1900; Leica, Nussloch, Alemania); 

8. Se realizaron secciones de 5 µm recogidas en portaobjetos comerciales tratados (SuperFrost® 

Plus; Menzel-Gläser, Braunschweig, Alemania) y se conservaron a -20°C hasta la realización 

de las técnicas de inmunohistoquímica. 
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5.3.3 TINCIONES 
 

 

  Azul de Toluidina 
 

1. Se tiñeron los cortes incluidos en epoxi-resina con una gota de Azul de Toluidina 

(solución 1%; PANREAC Química S.A.U.) durante 5 minutos a 60ºC.  

2. Se lavaron en destilada y se dejaron secar a 60ºC. 

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

 

5.4 TÉCNICAS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 
 

5.4.1 PROTOCOLO PARA GFAP/CRALBP 
 

Para el estudio de las modificaciones de las células de Müller se evaluó la proteína GFAP (Glial 

Fibrillary Acidic Protein), presente en los filamentos intermedios de las células gliales 

retinianas (astrocitos y células de Müller) e implicada en los procesos de gliosis reactiva [123-

126];  y la proteína CRALBP (Cellular  RetinAldehide-Binding Protein), presente en el citoplasma 

de las células de Müller e implicada en el metabolismo de la vitamina A [127, 128]. De modo 

que un doble marcaje para ambas proteínas, mediante el empleo de anticuerpos anti -GFAP y 

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

(GFAP-/CRALBP+) [128, 129]. 

Se siguió el siguiente protocolo: 

1. Se atemperaron los cortes retinianos durante 10 minutos a temperatura ambiente  

2. Se lavaron 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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3. Se secaron los portas, se enmarcaron los cortes rodeándolos con una sustancia 

hidrófoba (Liquid Bloquer Super Pap Pen; Daido Sangyo Co. Ltd., Tokio, Japón) y se 

colocaron en una cámara húmeda. 

4. Se incubaron los cortes durante 2h a temperatura ambiente en PBS + 0.1% de Triton X-

100 + 5% de suero de cabra (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU.) en cámara 

húmeda. 

5. Se incubó 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 temperatura ambiente durante 30 minutos.  

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

7. 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, a 4°C durante toda la noche en una 

cámara húmeda.  

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

9. 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 a temperatura ambiente en oscuridad.  

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

11.Se secaron los portas y se añadió DAPI (10 μg/mL, 4’,6-diamino-2-phenilindole 

dihydrochloride; Molecular Probes™) que se incubó 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 específico 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, proteína de 28 kDa conocida también como proteína ligada al calcio 

vitamina-D dependiente o colecalcina [130], forma parte de la súper-familia de la troponina C 

y en la retina se presenta a nivel de los conos y de las células horizontales [32]; y frente a 

sinaptofisina, proteína que se encuentra en las vesículas pre-sinapticas de las neuronas del 

sistema nervioso central y de la retina [130], y que permite identificar las capas plexiformes y 

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 

inmunohistoquímica para GFAP/CRALBP.  

1. Se incubó el anticuerpo primario anti-Calbindina (1:500, Rabbit polyclonal,Swant, 

#CB-38ª, 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. Se incubaron los cortes con el anticuerpo primario anti-Sinaptofisina (1:1000, Mouse 

Monoclonal Antibody, clone SY38, MAB5258, Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) a 4°C 

durante toda la noche;  

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

5. 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.) 

durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad; 

6. Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos);  
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7. Se secaron los portas y se añadió DAPI (10 μg/mL, 4’,6-diamino-2-phenilindole 

dihydrochloride; Molecular Probes™, Eugene, EE.UU.) que se incubó 5 minutos en 

oscuridad; 

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

9. Se montaron los portas con Fluorescent Mounting Medium.  

 

 

 

 
 

5.5 MICROSCOPIA 
 

Para el estudio morfológico de las células de EPR se utilizó el microscopio de contraste de fase 

microscopio óptico Elipse TS100 (Nikon,Tokio, Japón) 

Para la detección de la emisión de fluorescencia de los anticuerpos secundarios se utilizó el 

microscopio DM4000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Los estudios comparativos basados 

en la expresión de los marcadores inmunofluorescentes se llevaron a cabo en imágenes adquiridas con 

los mismos niveles de exposición, intensidad y ganancia. El brillo y el contraste de las imágenes fueron 

ajustados mediante el software Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, San Jose, EE.UU.)  

 

Marcador molecular Tipo de anticuerpo Dilución  Casa comercial  

GFAP Anticuerpo primario 

policlonal  

1:500 DakoCytomation Inc., 

Carpinteria, CA, EE.UU. 

CRALBP Anticuerpo primario 

monoclonal  

1:1000 Abcam,Cambridge, Reino 

Unido 

Calbindina D-28K Anticuerpo primario 

policlonal  

1:500 Swant,Bellinzona, Suissa 

Sinaptofisina Anticuerpo primario 

monoclonal  

1:1000 Mill ipore,Billerica, MA, EE. 

UU. 

Table 1: Tabla resumida de los anticuerpos primarios utilizados en los protocolos de inmunohis toquímica 
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5.6 ANALISIS DEL ESPESOR RETINIANO 
 

El espesor retiniano fue evaluado a partir de las imágenes obtenidas a una magnificación de 20x con 

el programa ImageJ (versión 1.47v, NIH Image, National Institute of Health, EE.UU), evaluando la 

distancia entre la OLM y la ILM. En el caso de las muestras de 0 días se tomaron tres medidas, una en 

la parte central y dos en la periferia, mientras que en los controles y en los experimentos cultivados 9 

días, se realizó una medida en la parte central de cada roseta y dos a los extremos de éstas, ya que el 

perfil de la OLM resultó curvilíneo por la presencia de rosetas de degeneración. 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 la prueba T de 

Student una vez comprobada la distribución normal de las muestras analizadas así como la similitud 

de sus varianzas, estableciéndose el límite significativo en un valor p menor de 0.05.  
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6. RESULTADOS 
 

6.1 CARACTERIZACIÓN CITOLÓGICA DEL CULTIVO PRIMARIO DE 

EPR DE CERDO  
 

Tras su obtención, las células de EPR fueron cultivadas y evaluadas a lo largo del cultivo, donde se 

observó como las células mantuvieron su morfología hexagonal y su contenido en pigmentos durante 

todo el cultivo hasta P2 y durante el cocultivo con explantes de neurorretina.  

Las células aisladas comenzaron a originar islotes de células confluentes que conservaban el contenido 

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

 

 

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

  

 

Aproximadamente a los 4-5 días se observaron células de EPR adheridas a la superficie del frasco de 

cultivo y en división, formando islotes celulares de mayor tamaño, y conteniendo gránulos de 

pigmento en su interior (Figura 8).  
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Figura 8: Imagen de EPR en cultivo (día 4) a 20x (A) y 40x (B). Las células se agrupan en islotes de mayor tamaño en 
comparación con el día 1 (Fig. 7).  

 

Al finalizar la fase P0 las células presentaron una gran confluencia, con características de epitelio 

monoestratificado con una morfología conservada, sin embargo, también se observaron algunas 

células de mayor tamaño y con un menor número de gránulos intracelulares                                          Figura 

9). Estas características celulares se mantuvieron hasta P2, fase en la que las células de EPR se 

plantaron en los pocillos Transwell® para su cocultivo con las neurorretinas. (                                         Figura 

9):  

 

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

A los 9 dias de cocultivo de las celulas del EPR con las neurorretinas, estas células mantuvieron su 

morfologia de epitelio confluente mono-estratificado, hexagonal y con restos de pigmentos  (Figura 

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

 

6.2 EVALUACIÓN HISTOLÓGICA 
 

 

La tinción de las muestras con Azul de Toluidina permitió evaluar las modificaciones que sufrió la 

estructura tisular y celular retiniana durante el cultivo.  

Las muestras frescas (0 días) de la retina porcina revelaron una adecuada preservación de la 

estructura retiniana (Figura 11 A, D, G) tras la preparación de los explantes y previamente al inicio del 

cultivo. Así,  se observó cómo los segmentos externos (Figura 11 A, D: puntas de flecha) e internos de 

los fotorreceptores (photoreceptor outer segments – POS; photoreceptor inner segments - PIS) se 

presentaron adecuadamente conservados y se diferenciaron claramente las capas neurorretinianas 

(Figura 11 A), en particular la capa nuclear externa (outer nuclear layer – ONL), la capa plexiforme 

externa (outer plexiform layer – OPL),  la capas nuclear interna (inner nuclear layer - INL),  la capa 

plexiforme interna (inner plexiform layer - IPL) y la capa de  las células ganglionares (ganglion cells 

layer – GCL). Por otra parte, permitió corroborar la gran similitud existente entre la retina neural de 

cerdo y la humana a nivel histológico. 
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Después de mantener los explantes en cultivo durante 9 días (controles), se observó una 

desestructuración de la arquitectura neurorretiniana (Figura 11 B), muy notable en las capas más 

externas. En el caso de los fotorreceptores, se apreció la pérdida de la mayor parte de los POS de los 

bastones, así como el acortamiento y la edematización de los POS (Figura 11 H: puntas de flecha) y 

PIS de los conos, mientras que la ONL apareció desorganizada y con formaci ones características de 

un proceso de degeneración, denominadas rosetas; además, se apreció una vacuolización celular en 

todas las capas, particularmente evidente en la ONL y en la INL; una disminución del espesor total de 

la neurorretina, muy manifiesta en la OPL y en la IPL; y una hipertrofia de las células de Müller (Figura 

11 E, H: flechas), que extienden sus prolongaciones celulares hasta ocupar la región correspondiente 

con el espacio subretiniano, dando lugar a la formación de membranas subretinianas (Figura 11 B, E: 

puntas de flecha). 

 

En las muestras experimento (Figura 11 C, F, I), las capas externas conservaron en parte su 

arquitectura, ya que los fotorreceptores mantuvieron parcialmente su estructura, se observó un 

acortamiento y reducida edematización de los POS de los conos (Figura 11- I: puntas de flecha), sin 

embargo, la ONL se mostró relativamente bien organizada, sin que se apreciaran formaciones en 

roseta. Además, la OPL, la INL y la IPL conservaron gran parte su espesor y se observaron 

relativamente pocas células de Müller hipertróficas (Figura 11- I: flecha), lo que dio lugar a 

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 degeneración (Figura 11 B), en la ONL, con una amplia área central ocupada por los 

segmentos externos de los fotorreceptores degenerados, la arquitectura de las muestras 

experimento (cultivo de neurorretina con EPR) se conservó mejor durante el cultivo, ya que no se 

observaron verdaderas formaciones en rosetas (Figura 11 C).  En las muestras experimento, los 

fotorreceptores conservaron en parte su estructura, presentando unos POS con menor vacuolización 

respecto a las muestras control, así como un mejor estado de la ONL y de la INL con menor grado de 

picnosis y mayor densidad nuclear. Además, en las muestras control fue posible identificar múltiples 
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células de Müller hipertrofiadas, que ocupaban todo el espesor retiniano y contenían numerosos 

gránulos intracelulares (Figura 11 H: flechas), y que además formaban membranas subretinianas de 

grosor notable. Sin embargo, en las muestras experimento no se apreciaron células de Müller de 

gran tamaño, se originaron membranas subretinianas de menor grosor y estas células contenían un 

pequeño número de gránulos intracelulares. 

Por otro lado, el espesor de la INL, IPL y GCL fue mayor en las muestras experimento, así como su 

arquitectura mejor conservada, lo que conllevó a un mayor grosor medio de la neurorretina.  

El análisis del espesor retiniano determinó que las muestras de retina de cerdo frescas midieron 

135,29±17,01 µm, mientras que el espesor de los controles y de los experimentos a los 9 días de 

cultivo fue de 92,28±14,94 µm y 109,35±4,24 µm, respectivamente (Grafico 1), siendo las diferencias 

entre controles y experimentos estadísticamente significativas (p<0.05). 
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Figura 11: Explantes retinianos teñidos con Azul de Toluidina. Las muestras frescas (0 días) mostraron una arquitectura 
retiniana adecuadamente conservada previamente al inicio del cultivo (A), especialmente en las capas más externas donde se 

preservan las frágiles estructuras de los segmentos externos de los fotorreceptores (A, D, G: puntas de flecha;) y la morfología 
de los conos en detalle (G: “C”). En las muestras control (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo; 9 días) (B, E, H) se 

pueden observar extensas formaciones en roseta, que junto con la formación de membranas subre tinianas de gran espesor 
(B, E: puntas de flecha), alteran la arquitectura retiniana y se acompañan de una evidente disminución del espesor retiniano 
(B). Las rosetas presentan un marcado perfil curvilíneo y englobando abundantes restos celulares (B, H puntas de flecha), que 

se corresponderían 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 
núcleos picnóticos (H). Además, se pueden observar numerosas células de Müller hipertróficas y con abundantes gránulos 
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; 9 días) (C, F, I) 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 Müller 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 µm. Magnificación 40x. 
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Grafico 1: Análisis 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 ImageJ. El espesor medio de las muestras frescas (0 
días) fue de 135,29 µm (DE ±17,01 µm), mientras los controles y los experimentos midieron 92,28 µm (DE ±14,94 µm) y 
109,35 µm (DE± 4,24 µm), respectivamente 

 

6.3 EVALUACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA 
 

6.3.1 CÉLULAS GLIALES (CÉLULAS DE MÜLLER Y ASTROCITOS)  
 

 

En las muestras de neurorretina de cerdo frescas (0 días) (Figura 12, A-D) se observó la expresión de la 

proteína GFAP en las capas retinianas más internas, lo que identifica a células de Müller y astrocitos, 

mientras que la CRALBP se detectó desde la membrana limitante interna ( inner limiting membrane – 

ILM) hasta la membrana limitante externa (outer limiting membrane – OLM) (Figura 12 A, D: puntas de 

flecha),  lo que corresponde al citoplasma de las células de Müller, siendo más manifiesta en las capas 

externas (Figura 12 A, B, D). Las capas nucleares (INL y ONL) se apreciaron intensamente teñidas con 

DAPI, con una organización y localización adecuada en el parénquima retiniano (Figura 12 C, D). 
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En las muestras control de 9 días (Figura 12 E-H) se observó una marcada disminución en la expresión 

del CRALBP y un aumento de la proteína GFAP (Figura 12 E, F, H), que se extendió a lo largo del tejido 

retiniano y superó el límite de la OLM, dando lugar a la formación de membranas subretinianas. La 

ONL se desorganizó, formando estructuras en roseta (Figura 12 G, H), de acuerdo con los hallazgos 

histológicos. Además, se observó, de forma subjetiva, un menor número de núcleos en la ONL, en la 

INL y en la GCL, mientras que aparecieron numerosos núcleos en la porción más externa de la retina, 

región correspondiente al espacio subretiniano, englobados por las membranas subretinianas GFAP+ 

(Figura 12 G, H).  

En el caso de los explantes experimento a los de 9 días de cultivo (Figura 12 I, L) se observó la expresión 

de GFAP en el parénquima retiniano, en menor nivel que en los cultivos control, y se conservó 

ligeramente la de CRALBP (Figura 12 I, J, L). Por otra parte, se conserva la estructuración de las capas 

nucleares y de la GCL, mostrando un mayor número de núcleos que en los explantes control cultivados 

y por tanto, no se aprecia la formación de rosetas en la ONL (Figura 12 K, L). 
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Figura 12: Evaluación inmunohistoquímica de las células gliales (células de Müller y astrocitos) con anticuerpos anti -
GFAP/anti-CRALBP. A-D) Muestras de 0 días: se observó la expresión de la proteína GFAP en las capas retinianas más 

internas, lo que identifica a células de Müller y astrocitos, mientras que la CRALBP se detectó 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 Müller, siendo más manifiesta en las capas externas 
(A, B, D). Las capas nucleares (INL y ONL) se apreciaron intensamente teñidas con DAPI, con una organización y localización 
adecuada en el parénquima retiniano (C, D).; E-H) Muestras control (cultivo organotipico de neurorretina porcina) de 9 
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días: En las muestras control de 9 días (E-H) se observó una marcada disminución en la expresión del CRALBP y un aumento 
de la proteína GFAP (E, F, H), que se extendió a lo largo del tejido retiniano y superó el límite de la OLM, dando lugar a la 
formación de membranas subretinianas. La ONL se desorganizó, formando estructuras en roseta (G, H), de acuerdo con 
los hallazgos histológicos. Además, se observó, de forma subjetiva, un menor número de núcleos en la ONL, en la INL y e n 

la GCL, mientras que aparecieron numerosos núcleos en la porción más externa de la retina, región 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 días: se observó la expresión de GFAP en el parénquima retiniano, en 

menor nivel que en los cultivos control, y se conservó ligeramente la de CRALBP (I, J, L). Por otra parte, se conserva la 
estructuración de las capas nucleares y de la GCL, mostrando un mayor número de núcleos que en los explantes control 

cultivados y por tanto, no se aprecia la formación de rosetas en la ONL (K, L). Barra de escala: 20 µm. Magnificación: 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 SINÁPTICAS (OPL E IPL)  
 

 

En las muestras frescas (0d) (Figura 13 A-D) se observó la expresión de calbindina (Figura 13 B, D; Figura 

14) a nivel de los conos, lo que permite evaluar el 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 pedículos; a nivel de la ONL, donde se reveló una intensa expresión en el cuerpo y las 

extensiones dendríticas de las células horizontales (Figura 13 B, D, Figura 14: “H”; ), además de marcar 

varias células bipolares (Figura 13 B, D, Figura 14: “B”); y células ganglionares (Figura 13 B, D: “G”). Por 

otra parte, se observó sinaptofisina (Figura 13 A, D) en la OPL, a nivel de las uniones sinápticas entre 

los fotorreceptores y las interneuronas, y en la IPL, a nivel de las uniones sinápticas entre las 

interneuronas y las células ganglionares. 

 

En las muestras control, a los 9 días de cultivo (Figura 13 E-H), se observó una considerable disminución 

en la expresión de calbindina (Figura 13 F, H), restringiéndose a células dentro de las rosetas (Figura 

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

Figura 15 A: puntas de flecha) y de tamaño muy reducido. No se apreciaron células horizontales, 

bipolares y/o ganglionares positivas al marcaje con anticuerpo anti -calbindina. De la misma manera, 

la expresión de sinaptofisina (Figura 13 E, H) se mostró notablemente reducida, hasta el punto de ser 
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prácticamente indetectable en las capas plexiformes (OPL e IPL), mientras que se pudo detectar de 

forma ectópica a nivel de los segmentos internos (PIS) de los conos (Figura 13-H y  

Figura 15-A: flechas).  

En las muestras experimento (9 días) (Figura 13 I-L; Figura 15-B) se observó el marcaje con anticuerpos 

anti-calbindina (Figura 13 J, L) de los conos, que presentaron una morfología degenerada, pero donde 

todavía fue posible distinguir los segmentos internos (PIS) edematizados y los pedículos (Figura 15-B: 

puntas de flecha), mientras que los segmentos externos (POS), muy degenerados, eran difíciles de 

identificar (Figura 13 J, L: puntas de flecha; Figura 15-B: flechas);  se conservó el intenso marcaje de las 

células horizontales (Figura 13 J, L: “H”) y, en menor medida, de las células bipolares (Figura 13 J, L: 

“B”), y de algunas células ganglionares (Figura 13 J, L: “G”). Por otra parte, se observó la expresión de 

sinaptofisina (Figura 13 I, L) en la OPL y en la IPL. 
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Figura 13: Evaluación inmunohistoquímica de neuronas retinianas (conos, horizontales, bipolares y ganglionares) y 
conexiones sinápticas (OPL e IPL). A-D) Muestras de 0 días: En las muestras frescas (0d) se observó la expresión 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 pedículos; a nivel de la ONL, donde se reveló una intensa expresión en el cuerpo y las extensiones 

dendríticas de las células horizontales (B, D“H”; ), además de marcar varias células bipolares (B, D: “B”); y células 
ganglionares (B, D: “G”). Por otra parte, se observó sinaptofisina (A, D) en la OPL, a nivel de las uniones sinápticas entre los 
fotorreceptores y las interneuronas, y en la IPL, a nivel de las uniones sinápticas entre las interneuronas y las células 
ganglionares; E-H) Muestras control (cultivo organotipico de neurorretina de cerdo) de 9 días: se observó una considerable 

disminución en la expresión 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 tamaño muy reducido. No se apreciaron células horizontales, 
bipolares y/o ganglionares positivas al marcaje con anticuerpo anti-calbindina. De la misma manera, la expresión de 
sinaptofisina (E, H) se mostró notablemente reducida, hasta el punto de ser prácticamente indetectable en las capas 
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plexiformes (OPL e IPL), mientras que se pudo detectar de forma ectópica 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 días: se observó el 
marcaje con anticuerpos anti-calbindina (J, L) de los conos, que presentaron una morfología degenerada, pero donde 
todavía fue posible distinguir los segmentos internos (PIS) edematizados y los pedículos, mientras que los segmentos 

externos (POS), muy degenerados, eran difíciles de identificar (J, L: puntas de flecha);  se conservó 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 observó la expresión de sinaptofisina (I, L) en la OPL y en la IPL. Barras de escala: 20 µm. 

Magnificación: 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. 

 

 

 

Figura 14: Imagen (63x) de inmunohistoquímica de una muestra de retina apenas desprendida (día 0). Se pueden observar 
unos conos bien estructurados con segmento externo (flechas) e interno (puntas de flecha) intactos, una elevada densidad de 
núcleos (DAPI/azul) en la capa nuclear externa (ONL) e interna (INL), así 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 µm . 
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Figura 15: A) Detalle de la figura 10- H. Imagen de una roseta en una muestra control de 9 días donde se pueden observar un 
numero escaso de conos marcados con anticuerpos anti-calbindina (rojo) con segmento externo muy deteriorado (punta de 
flecha) y expresión ectópica de la sinaptofisina (flecha) a nivel del segmento interno de los conos. Es posible, además, 
identificar gracias al marcaje con DAPI (azul) unos núcleos ectópicos que ocupan el techo de la roseta (elipse), que 
probablemente corresponden a núcleos de las células de Müller en las membranas subretinianas; B) Detalle de la figura 10- 
L. Imagen de inmunohistoquímica de una muestra experimento a los 9 días 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 núcleo (DAPI/Azul) evidente, así como el axón con el terminal sináptico (puntas de flecha) que 
presenta todavía cierta positividad a los anticuerpos anti-sinaptofisina (verde) y células horizontales (H) y bipolares (B) con 
intensa expresión de calbindina. Barra de escala: 20 µm. 
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7. DISCUSIÓN  
 

 

7.1 ELECCIÓN DE UN MODELO DE CULTIVO ORGANOTÍPICO DE 

NEURORRETINA PORCINA 
 

El desprendimiento de retina (DR) es una patología con una prevalencia en aumento [1, 2] y con unos 

pobres resultados funcionales tras el proceso quirúrgico indicado, por ello, es necesario profundizar 

en los mecanismos fisiopatológicos 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 

extraordinaria se pueden evaluar las modificaciones que sufre la retina inmediatamente tras el DR [3], 

Así, es necesario recurrir a modelos experimentales que simulen las condiciones fisiopatológicas 

asociadas al DR. 

Los modelos in vivo presentan algunas limitaciones, económicas, éticas y legislativas [131], que limitan 

su empleo y entre las técnicas in vitro, aunque los cultivos celulares permiten manipular el 

comportamiento celular, mediante la adicción de sustancias externas, como fármacos, factores de 

crecimiento, etc. [132], no son capaces de simular las dinámicas celulares que suceden in vivo, ya que 

se pierden las interacciones celulares que caracterizan a un tejido complejo como es la ret ina [9, 92]. 

No obstante, se han empleado diversos tipos celulares en cultivos aislados [62, 97, 133-135], para el 

estudio de las patologías retinianas, entre ellos destacan el cultivo de células del EPR de ojos humanos 

procedentes de donantes, así como de ojos enucleados de primates no humanos, conejos, vacas, 

cerdos, ratas y ratones [135, 136]; y el cultivo de células de Müller aisladas de retinas humanas y de 

cerdo [134, 137-139]. Por otra parte, dentro de las técnicas in vitro, los modelos de cultivo organotípico 

de retina poseen la ventaja de simular fiablemente las dinámicas fisiológicas y patológicas de las células 

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

 Entre las distintas especies animales empleadas en investigación en patologías retinianas, para el 

desarrollo de este trabajo se optó por la utilización de ojos porcinos, ya que comparten varias 
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similitudes con los ojos humanos, como el tamaño del globo ocular, el grosor y la rigidez escleral, y, 

sobre todo, la estructura, la ultra estructura, el tamaño y la extensión retinianas [121, 122]. Por otra 

parte, el empleo de neurorretinas procedentes de ojos de cadáver humano para el desarrollo de los 

experimentos planteados, resulta prácticamente inviable, ya que obviamente, no se puede programar 

temporalmente la obtención de las muestras, ni planificar con anterioridad el número de muestras de 

las que se dispondrá.  

El ojo de cerdo posee doble circulación retiniana, similar a la humana, a diferencia, por ejemplo, de 

otros animales comúnmente empleados en experimentación como la rata o el conejo, y además 

carecen de tapetum, estructura típica de otras especies animales, como félidos, canidos y bóvidos  

[143]. En el cerdo, al igual que en el resto de especies animales, salvo los primates no humanos, no 

existe una verdadera mácula, sin embargo, en esta especie es posible i dentificar una área horizontal, 

con una elevada densidad de conos [122], localizada superiormente al nervio óptico [121, 122, 144, 

145], denominada area centralis [121].  Además, esta región carece de vascularización directa por 

parte de los grandes vasos retinianos [121, 144, 146], de forma similar a la mácula de los primates, y 

se puede identificada fácilmente porque la retina de cerdo posee una evidente asimetría entre la 

hemiretina superior y la inferior, que es menos extensa (Figura 3). Igualmente, la retina del cerdo posee 

una densidad de bastones similar a la humana, a diferencia de otros animales como los gatos, cuya 

retina está prácticamente constituida por bastones [147] o la ardilla californiana cuya retina está 

constituida solo por conos [148]. Finalmente, otra característica que hace de la retina de cerdo un 

adecuado modelo de estudio, es que presenta un patrón de respuesta celular muy similar a la de la 

retina humana tras un DR [5], mientras que en el conejo se observan cambios muy rápidos y drásticos 

en todas las capas retinianas [149] y en la ardilla californiana, se observan pocas modificaciones a nivel 

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

Además, el modelo de cultivo organotípico ha sido previamente desarrollado por el Grupo de Retina 

del IOBA [5, 11] e inicialmente caracterizado por otros grupos [151], habiendo demostrado un elevado 

grado de similitud, en cuanto a los cambios retinianos, con los modelos experimentales de DR in vivo 

y con los modelos basados en explantes de retina neural humana, sobre todo en lo que respecta a las 
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modificaciones acontecidas a nivel de las capas retinianas externas [32, 143, 151-153]. Así, el modelo 

de cultivo organotípico de retina neural de cerdo supone numerosas ventajas que lo hacen adecuado 

para la investigación retiniana y además, los ojos son fáciles de obtener en un matadero local y 

económicos. Sin embargo, las alteraciones estructurales observadas en la retina interna durante el 

cultivo, que consisten en la aparición de edema asociado con una rápida degeneración de la GCL, son 

más parecidas a las originadas por axotomía y/o isquemia [151, 154].  

Además, estos modelos poseen otras limitaciones como son la ausencia de la circulación coroidea, del 

vítreo, directamente implicado en el metabolismo de las capas internas de la retina y en el desarrollo 

patológico de membranas epirretinianas, y del EPR, que a través de la secreción de factores de 

crecimiento y del control local del metabolismo, es fundamental para l a supervivencia de las capas 

más externas de la retina, en particular de los fotorreceptores, que son las primeras células en 

degenerar tras un DR. 

Por todo ello, el nuevo modelo de cultivo organotípico de neurorretina con células del EPR, propuesto 

en este trabajo, intenta resolver una de las limitaciones que presentan los modelos previos, la ausencia 

de células del EPR. De este modo, se dispondría de un modelo de cultivo que simularía de una forma 

más cercana las modificaciones celulares que acontecen en un proceso de degeneración retiniana. 

En la literatura se pueden encontrar modelos de cultivo de neurorretina de cerdo con parches de 

complejo EPR-coroides y el cultivo en perfusión 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 costosos y presentan patrones de degeneración retiniana, a lo 

largo del tiempo, muy similares a los del cultivo aislado de neurorretina [8, 9]. Así, en el modelo 

descrito por Kaempf [8], basado en un cocultivo de neurorretina-EPR-coroides en bloque, se demostró 

que la muerte celular y las alteraciones estructurales en la retina neural eran inferiore s respecto al 

cultivo aislado de neurorretina. Sin embargo, estos modelos no son adecuados como sistemas de 

simulación de los cambios que aparecen precozmente tras un DR, donde se pierde el contacto físico 

entre el EPR y los fotorreceptores, y por tanto, se alteran las funciones del EPR, como la fagocitosis de 

los segmentos externos de los fotorreceptores, el metabolismo de la vitamina A y la regulación del 
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intercambio iónico a nivel de la matriz inter-fotorreceptora. En el modelo planteado, se simularía esta 

situación al separar mecánicamente la retina neural de las células del EPR por medio de la membrana 

de los pocillos Transwell®, pero se permite que las sustancias secretadas por el mismo lleguen a la 

neurorretina a través del medio de cultivo, por ello, se consigue obtener un modelo más cercano a la 

patofisiología de la enfermedad. 

 

7.2 DISCUSIÓN DEL MATERIAL Y MÉTODO 
 

7.2.1 MODELO DE CULTIVO 
 

 

Se utilizaron explantes de neurorretina porcina de 5x5 mm procedentes de la porción central del area 

centralis, debido a la elevada concentración de conos y la escasez de vasos presentes en esta zona, 

para que las modificaciones sean comparables entre experimentos, y para que fueran extrapolables a 

los cambios en la retina humana[14, 32]. Además, esto permite comparar cambios en el espesor 

retiniano a lo largo del cultivo, ya que el espesor inicial varía entre retina central y periférica. Por tanto, 

de cada ojo se obtuvieron 2 explantes, utilizados respectivamente como control (cultivo organotípico 

de neurorretina) y experimento (neurorretina con células del EPR). Además, se evitó la presencia de 

bordes irregulares, ya que estas porciones degenerarían rápidamente, y de zonas con vasos visibles, 

para descartar los posibles efectos de células endoteliales y hematíes en los procesos de degeneración 

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 actúa como una 

barrera para el paso de las células de EPR, mientras que es permeable (tamaño de poro de 0,4µm) a 

los factores secretados por éste. Así, estas células no pueden migrar a la neurorretina, lo que limita su 

posible acción a la secreción de sustancias con acción sobre la retina, como los factores de crecimiento. 

Esta forma de cultivo simula, en parte, lo que ocurre en un DR, donde patológicamente se crea una 
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separación entre la neurorretina y el EPR, perdiendo el contacto físico, pero en el que se mantiene el 

efecto de los factores secretados por el EPR. 

Los explantes se cultivaron durante 9 días porque el estudio a corto plazo no permitiría identificar 

cambios estructurales sutiles, como ha sido descrito por el Grupo de Retina del IOBA. Por otra parte, 

tiempos de cultivo más largos no son adecuados porque se produce una completa degeneración 

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

En los cultivos experimento se sembraron 30.000 células de EPR/cm2 (densidad normal en la macula 

humana de  ̴4500 células/mm2 [12]), ya que en esta concentración las células consiguen alcanzar la 

confluencia en el fondo de la placa, 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 superposición celular lejana del aspecto normal de EPR y que hubiera 

podido influenciar su función. 

 

7.2.2 MEDIO DE CULTIVO 
 

Como medio de cultivo se ha utilizado una combinación 1:1 de DMEM y Neurobasal A (suplementado 

con B-27, suero fetal bovino y L-Glutamina), de acuerdo a la experiencia del Grupo de Retina del IOBA  

en este tipo de cultivos[4, 5, 11]. Debido a que la combinación de Neurobasal A + B-27 + L-Glutamina 

es adecuada para el cultivo de células neuronales, pero es insuficiente para mantener a las células 

gliales retinianas, que necesitan suero fetal para un adecuado mantenimiento in vitro; por otra parte, 

además es necesario incluir DMEM, para el mantenimiento de las células de EPR, en este modelo. 

Complementariamente, para minimizar los efectos de los posibles factores de crecimiento presentes 

en el suero fetal, sobre el conjunto de células en cultivo, se empleó una concentración muy reducida 

de este, pero suficiente para mantener a las células gliales (2%) [92]. 
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7.2.3 EVALUACIÓN HISTOLÓGICA E INMUNOHISTOQUÍMICA  
 

Se optó por incluir las muestras en resina, en vez que uti lizar una técnica más convencional como la 

inclusión en parafina, para que en el caso de encontrar hallazgos relevantes poder realizar estudios 

ultra-estructurales mediante microscopia electrónica. La microscopia electrónica es una técnica que 

permite estudiar la ultra estructura celular en el más mínimo detalle, permitiendo la visualización de 

estructuras intracelulares como mitocondrias, retículo endoplasmico, etc.  

Se evaluó la gliosis reactiva, reacción inespecífica de daño retiniano que aparece precozme nte tras un 

DR, mediante el estudio de expresión de las proteínas GFAP y CRALBP por técnicas de 

inmunofluorescencia [123-126, 156]. La GFAP es una proteína de los filamentos intermedios de las 

células gliales (células de Müller y astrocitos)  [157] que no se expresa, o lo hace mínimamente a nivel 

de la ILM, en una retina normal. Pero el estudio de la expresión de GFAP únicamente, no permite 

diferenciar a los astrocitos de las células de Müller, principales implicadas en la gliosis reactiva 

retiniana. Por esta razón, se estudió otra proteína complementaria, la CRALBP, que está implicada en 

el metabolismo de la vitamina A y se expresa exclusivamente en las células de Müller. De esta manera, 

empleando dos marcadores para estas proteínas se pueden diferenciar células de  Müller 

(GFAP+/CRALBP+) de los astrocitos (GFAP+/CRALBP-). Entre las otras proteínas descritas en otros 

estudios, por ejemplo, no se empleó la vimentina (otra proteína que, como la GFAP, forma parte de 

los filamentos intermedios de las células de Müller) porque parece marcar menos efectivamente las 

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

Paralelamente, se evaluó la expresión de las proteínas calbindina y sinaptofisina. La calbindina es una 

proteína ligada al calcio que se localiza en los conos, en las células amacrinas, en las horizontales, e n 

las bipolares y en las ganglionares, mientras que las células de Müller pueden ser inmunoreactivas a la 

calbindina bajo condiciones de estrés [4, 158, 159]. La sinaptofisina, a su vez, es una proteína de 

membrana presente en las vesículas sinápticas de los fotorreceptores (los pedículos  de los conos y las 

esférulas de los bastones), de las neuronas de segundo orden y de las células ganglionares, mientras 
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que el cuerpo de los fotorreceptores puede manifestar inmuno-reactividad a la sinaptofisina tras un 

daño retiniano [4, 158, 159].  

 

7.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS 
 

7.3.1 EVALUACIÓN DEL CULTIVO DEL EPR 

 

La evaluación de las células del EPR durante su cultivo mostró que tras el aislamiento las células 

formaron un epitelio monoestratificado adherido al fondo de la placa de cultivo, de forma hexagonal 

y con contenido de gránulos intracelulares de pigmento. Estas células también mantuvieron dichas 

características hasta los 9 días de cocultivo con los explantes neurorretinianos, aunque se detectaron 

algunas células aisladas de dimensiones mayores y con menor número de gránulos intracelulares. 

 

7.3.2 EVALUACIÓN HISTOLÓGICA E INMUNOHISTOQUÍMICA 
 

En la evaluación histológica e inmunohistoquímica, se observa una mejor conservación de la 

estructura neurorretiniana en las muestras experimento (neurorretina con EPR) a los 9 días de 

cultivo, que se acompaña de la preservación de la morfología celular (fotorreceptores, células 

horizontales y bipolares). Es particularmente relevante la ausencia de formaciones en roseta en la 

ONL, signo constante de los fenómenos de degeneración de las capas más externas de la retina [83]. 

Por su parte, los conos, aunque con su morfología alterada,  presentan una densidad superior 

respecto la encontrada en los controles a los 9 días, donde las células en degeneración dan lugar a  

abundantes formaciones en roseta que incluyen conos muy degenerados, con picnosis nuclear y 

vacuolizaciòn y/o perdida de los segmentos externos.  Estos hallazgos, son una característica 

constante del proceso de degeneración de los fotorreceptores [160, 161], durante el cual estas 

células se disgregan y vacuolizan, acortándose progresivamente, antes de su completa muerte celular 

[4, 32, 85, 88], y desde el punto de vista ultra-estructural, sufren una disminución del número de 

mitocondrias y pierden la compartimentalizacion de sus organelas intracelulares [32].  
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Por otra parte, la evaluación de la sinaptofisina también reveló cambios típicos del proceso de 

degeneración retiniana, como la expresión ectópica de esta proteína en el cuerpo celular de los 

fotorreceptores que se observa en los controles a los 9 días de cultivo. Este proceso se debe a una 

modificación en el lugar de expresión de la proteína y no a su migración [32, 158, 159]. Por el 

contrario, en las muestras experimento no se observó este fenómeno, mientras que se conservó 

cierto nivel de expresión en la OPL y en la IPL. 

En los cultivos experimento se encuentra una menor hipertrofia de las células de Müller que da lugar 

a la formación 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 Müller son las células más reactivas tras un DR ya que se produce una 

proliferación e hipertrofia de las mismas, con transposición de los núcleos hacia capas externas, 

normalmente localizados en la INL, dando lugar a la formación de membranas epi -, intra- y sub-

retinianas [3-5, 14, 32, 86, 126, 129, 147, 153, 162, 163]. Las células de Müller representan 

aproximadamente el 90% de las células gliales en la retina de los vertebrados (los astrocitos 

representan solo el 10%)  [164] y tienen un importante conjunto de funciones para el mantenimiento 

de la fisiología retiniana [165], como fornecer glutamina y taurina a las neuronas retinianas, 

mantener el balance de K+, H+ y agua, y proteger contra el estrés oxidativo [166] . La activación de las 

células de Müller empieza en minutos/horas tras un DR y persiste varios días [167-169], durante este 

tiempo, se incrementa la expresión de proteínas del cito-esqueleto y de los filamentos intermedios, 

como la vimentina, la tubulina y la GFAP [4, 5, 11, 14, 123-125, 129, 134, 138, 152, 156]. 

Originariamente, se creía que la activación de las células de Müller tenía un efecto protector, pero 

hoy resulta claro que es una de las posibles causas de los pobres resultados funcionales tras la cirugía 

del DR. Así, las células de Müller reducen la expresión de proteínas implicadas en funciones 

homeostáticas fundamentales, como la glutamina sintetasa, la proteína ligada al retinaldeido y la 

anhidrasa carbónica [166, 170, 171], y alteran la conductancia de sus membranas celulares al K+ y al 

Ca2+  [167, 169], lo que reduce su capacidad para retirar el exceso de K+ (neurotóxico) del espacio 

intercelular [169, 172]. Además, la fibrosis sub-retiniana inhibe la regeneración de los segmentos 
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externos de los fotorreceptores [173], mientras que las membranas intrarretinianas obstaculizan la 

reconexiones sinápticas a nivel de las capas plexiformes [174].  

Todo ello, contribuye a que las muestras experimento presenten un mejor mantenimiento del 

espesor retiniano, cuya diferencia con los cultivos control resultó estadísticamente significativo. La 

medida del espesor retiniano se llevó a cabo entre la ILM y la OLM, con el fin de evitar el sesgo 

relacionado con la presencia de membranas subretinianas en las muestras cultivadas.  

Por todo ello, es evidente que en las muestras experimento, donde se cocultivaron los expl antes de 

neurorretina con células del EPR, los fenómenos de degeneración celular aparecen reducidos a nivel 

de todas las capas retinianas, que esto origina la mejor conservación del espesor y de la arquitectura 

retiniana y que reduce la reactividad de las células de Müller. En este sentido, de los hallazgos 

encontrados en los cultivos experimento se pueden desprender dos hipótesis, que el efecto 

neuroprotector originado por los factores secretados por el EPR influencia a todas las capas de la 

retina, manteniendo la morfología y la funcionalidad celular; o lo que se antoja más factible, que los 

factores secretados por el EPR ralenticen la degeneración de los fotorreceptores y que la 

supervivencia de éstos contribuya a una menor degeneración retiniana.  

 

 7.4 LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y CONTINUACIÓN DE LA LÍNEA 

DE INVESTIGACIÓN 

 

 

- El número total de cultivos realizados fue de 6 explantes experimento y 6 control (con la pérdida de 

una muestra experimento por contaminación fúngica a los 8 días de cultivo). Aunque limitado, el 

número de experimentos realizados se considera suficiente para poder extraer resultados preliminares 

acerca de la influencia que las células del EPR ejercen sobre las neurorretinas en cultivo, debido a la 

experiencia que el Grupo de Retina del  IOBA tiene en el procesado de las muestras y en la 
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interpretación de los resultados. Sin embargo, se realizará una nueva batería de experimentos que 

permita evaluar las modificaciones de otros tipos celulares retinianos, como los bastones, y los 

procesos de muerte celular, así como el mantenimiento del fenotipo de las células del EPR durante el 

cocultivo, mediante el empleo de los marcadores correspondientes.  

- Como objetivo de este trabajo se ha priorizado la estandarización del método de cultivo de 

neurorretina con células del EPR analizando las modificaciones celulares a los 9 días de cultivo. Sin 

embargo, los resultados obtenidos en este trabajo permiten plantear el estudio de los cambios 

retinianos de manera más progresiva, mediante el empleo de tiempos de estudio intermedios entre el 

día 0 y el 9, con el fin de obtener una información más completa acerca de los efectos que las células 

del EPR ejercen sobre el proceso de degeneración retiniana.  

- Con este trabajo se ha determinado el efecto que la presencia de las células EPR ejerce sobre el cultivo 

de neurorretina, pero no se han identificado los factores secretados por el EPR que contribuyen a este 

efecto. Por ello, con los medios de cultivo recogidos durante el cocultivo y conservados en congelación, 

se pretende identificar, mediante ELISA, los principales factores secretados por el EPR que afectan a la 

fisiología 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 organotípico de neurorretina de cerdo 

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

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

desprendimiento de retina. 

- Este modelo reproduce dichas modificaciones de una manera más 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 fisiología retiniana.  

- La presencia de las células del EPR, probablemente ligada a la producción y a la 

secreción de factores difusibles, influye positivamente en la ralentización de los 

procesos de degeneración retiniana durante el cultivo.  
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