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RESUMEN

Las enfermedades retinianas constituyen un grupo de patologias de gran
impacto en la sociedad actual. En este momento no existe tratamiento para
ellas, y las opciones de las que se disponen no suelen ser efectivas o no llegan
a producir la completa recuperacion. Una de las nuevas opciones terapéuticas
es la terapia celular la cual podria permitir la sustitucion de las células dafiadas
o la neuroproteccién del tejido retiniano a partir de la secrecion de factores
paracrinos con efecto protector.

El Grupo de Retina del Instituto Universitario de Oftalmobiologia
Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid ha desarrollado un modelo ex-
vivo de neurodegeneracion retiniana a partir de un cultivo organotipico de retina
porcina para estudiar patologias neurodegenerativas de la retina.

Todo ello nos permitio establecer el objetivo, en el presente TFG, de
evaluar la capacidad neuroprotectora que tienen las células madre
mesenquimales sobre la capa de fotorreceptores (FR) de la neurorretina (NR)
en degeneracion.
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1. INTRODUCCION

1.1. JUSTIFICACION

Actualmente existe un gran numero de personas afectadas por
patologias degenerativas de la retina que cursan con degeneracion de los FR
como son la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) o la retinitis
pigmentosa. Los tratamientos de los que se disponen no estan siendo tan
efectivos como se espera (1). Por este motivo surge la necesidad de investigar
con otras vias de tratamiento, siendo una opcion la terapia celular con células
madre mesenquimales (MSC). Las propiedades regenerativas que presentan
sobre modelos de degeneracion retinal ex-vivo, su capacidad de secrecion de
sustancias paracrinas, su comprobada bioseguridad en la aplicacion sobre
modelos animales in-vivo, y su naturaleza libre de dilemas éticos, hacen de
ellas una avanzada alternativa en la terapéutica de enfermedades
degenerativas retinianas (1).

Por todo ello en el presente trabajo se plante6 el objetivo de comprobar
la capacidad neuroprotectora de las MSC sobre la capa de FR de la retina.

1.2. HIPOTESIS

Las MSC secretan factores paracrinos con propiedades
neuroprotectoras que podrian retrasar la degeneracion de los FR de NR
porcinas en degeneracion.

1.3. OBJETIVOS

Se plantea desarrollar un modelo de cultivo organotipico de NR porcina
para profundizar en los procesos de degeneracion retiniana que ocurren en
ciertas patologias que cursan con degeneracion de los FR

El objetivo general es evaluar y calificar in vitro el potencial
neuroprotector que tienen las MSC sobre los FR, observando las
modificaciones celulares y estructurales que ocurren en ellos.

Obijetivos especificos:

Comparar los cambios morfolégicos que se producen en los FR de los
cultivos celulares de NR porcinas en presencia y ausencia de MSC.
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2. RETINA

La retina humana es un tejido ocular fotosensorial muy complejo cuya
estructura esta altamente organizada, a su vez, por medio del sistema Optico
recibe la imagen visual, convirtiendo asi la energia luminosa captada en sefal
eléctrica para después trasmitirse a través del nervio 6ptico a la corteza visual,
lugar donde se distinguen las propiedades estructurales (contraste, forma y
color) y espaciales (movimiento, posicion y profundidad) (2).

Se caracteriza por ser una lamina delgada, semitransparente que esta
en contacto con la cara interna de la coroides y con el humor vitreo, tiene
diferentes capas de tejido neural interconectadas mediante sinapsis, que cubre
la cara interna de dos tercios de la pared posterior del globo ocular (3).

Segun la anatomia del ojo, el globo ocular se puede diferenciar en dos
partes. El segmento anterior que es la tercera parte frontal del globo ocular,
formada por la camara anterior (conjuntiva, esclera, cornea, humor acuoso, iris
y pupila) y la camara posterior (cuerpo ciliar, cristalino y ligamento suspensorio
del cristalino) (4) y el segmento posterior parte de la retina que recibe los
impulsos luminosos y los transforma en impulsos nerviosos, formada por el
humor vitreo, la coroides, la papila o nervio Optico, la macula y la févea (figura

1) (5).

ESCLEROTICA

COROIDES
CUERPO CILIAR / _—
CRISTALINO = \\

IRIS

MACULA y FOVEA

PUPILA
ARTERIAy VENA

CORNEA ——— : ) _ CENTRAL DE LA RETINA
HUMOR / W Is7 \PUNTOCIEGO

NERVIO OPTICO

ZONULA HUMOR VITREO

Figura 1. Estructura del globo ocular. https://www.vissum.com/macula-zona-vital-retina/

2.1. ESTRUCTURA MACROSCOPICA DE LA RETINA

Es la parte del ojo sensible a la luz, encargada de la funcion receptora e
integradora de las imagenes que recibe (figura 2). Su distribucion en el fondo
de ojo es la siguiente: (1)

Papila o disco oOptico: cabeza del nervio Optico, situado unos 3-4 mm
de la macula, lugar de salida de los cuerpos neuronales de las neuronas hacia
el cerebro. No posee ningun FR (ni conos, ni bastones) por lo que carece de


https://www.vissum.com/macula-zona-vital-retina/
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sensibilidad a los estimulos luminosos, ello causa una zona ciega dentro del
campo visual que se conoce como punto ciego (figura 2) (5)(6).

Macula: zona central de la retina encargada de la vision central,
caracterizada por ser una vision fina de los detalles de las cosas. Unicamente
existen un tipo de FR en esta zona, los conos, hay ausencia de bastones (figura

2) (7).

FOvea: se encuentra en el centro de la macula de color mas oscuro
debido a la ausencia de vascularizacion, proporciona la vision de mas alta
resolucion croméatica y precisién debido a su elevada concentracién de conos y
ausencia de bastones al igual que en la macula, pero su concentracion
aumenta hacia la periférica de la retina (figura 2) (5)(8).

RETINA

"OPTICO

Figura 2. Estructura macroscopica de la retina. http://www.doctordiegoruizcasas.com/anatomia-
globo-ocular/retina.html Fondo de ojo (OD) http://amf-semfyc.com/web/article_ver.php?id=1016

2.2. ESTRUCTURA MICROSCOPICA DE LA RETINA

La retina es una fina capa de aproximadamente 250 um que se divide en
diez capas, estando todas conectadas mediante sinapsis para que se produzca
la vision (7). A continuacion se resumen las capas de la retina (figura 3).

Epitelio pigmentario (EPR): monocapa de células hexagonales
pigmentadas (granulos de melanina que absorben la energia de la luz que llega
a la retina) unido a la membrana de Bruch que permite separar la coroides de
retina neurosensorial (9).

Capa de los FR: se encuentran los conos y los bastones, células
encargadas de realizar la conversion de la luz en impulsos nerviosos para que
el cerebro lo transforme en imagenes (10). Los conos son los encargados de
los detalles finos, de la visién diurna y del color, los bastones son los
encargados del movimiento, las formas y de la vision en condiciones de baja
luminosidad (11)(12).


http://www.doctordiegoruizcasas.com/anatomia-globo-ocular/retina.html
http://www.doctordiegoruizcasas.com/anatomia-globo-ocular/retina.html
http://amf-semfyc.com/web/article_ver.php?id=1016
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Capa limitante externa: region de zonas adherentes entre las células
de Muller y los FR (13).

Capa nuclear externa (ONL): capa donde se localizan los nucleos
celulares de los FR (13).

Capa plexiforme externa (OPL): region de conexion sinaptica entre los
FR y las células bipolares y las horizontales. Se detectan contrastes débiles o
cambios en intensidad de la luz (14).

Capa nuclear interna (INL): capa donde se localizan los ndcleos de las
células bipolares, horizontales, amacrinas, interplexiformes y de Miller (13).

Capa plexiforme interna (IPL): capa donde hacen sinapsis las células
bipolares con las células ganglionares y amacrinas (15).

Capa de células ganglionares (GCL): capa donde se localizan los
nacleos de las células ganglionares y amacrinas, su funcion es distinguir y
seleccionar la informacion visual que se transmite al cerebro (16).

Capa de las fibras nerviosas: compuesta por los axones de las células
ganglionares y astrocitos que forman el nervio 6ptico (13).

Membrana limitante interna: membrana muy fina encargada de
separar las fibras nerviosas del humor vitreo (13).
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Figura 3. Estructura microscépica de la retina
http://glia.freeshell.org/medicina/celulas/muller.php
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2.3. PRINCIPALES ENFERMEDADES DE LA RETINA QUE
CURSAN CON DEGENERACION DE LOS FOTORRECEPTORES

2.3.1. DMAE

Causa principal de ceguera irreversible en el mundo desarrollado
afectando a personas de mas de 55 afios de edad. Es una enfermedad
progresiva multifactorial compleja, que se caracteriza por una pérdida
progresiva de la vision central que conlleva a la ceguera, consecuencia de la
atrofia de la méacula, provocada por la degeneracién de las distintas capas de la
NR con la muerte y pérdida de los FR y atrofia del EPR (17).

Existe una predisposicion genética, factores ambientales (tabaco, luz
ultravioleta...), factores nutricionales (baja cantidad de antioxidantes) y factores
oculares (colores de iris claros y cirugias de cataratas) para esta patologia (17).

La DMAE se puede clasificar en temprana y tardia. Esta ultima, se
subdivide en atrofia geografica o DMAE seca; y en enfermedad neovascular o
DMAE humeda o exudativa (17).

2.3.1.1. DMAE TEMPRANA

Se caracteriza por presentar granulos, cambios pigmentarios o atrofia
del epitelio pigmentado retiniano. Los granulos o drusas, son depositos
extracelulares de color amarillo y de tamafio medio-grande localizados en la
interfase entre el EPR y la membrana de Bruch. Las drusas se generan debido
al mal funcionamiento del EPR, que no es capaz de eliminar el material tras la
fagocitosis de los FR (17).

2.3.1.2. DMAE TARDIA

Se subdivide en dos tipos:

DMAE SECA O ATROFICA: forma mas frecuente, supone el 90% de
casos de DMAE. Es de evolucién lenta y bilateral, se manifiesta con atrofia y
pérdida del EPR y de los FR, que permiten visualizacion directa de los vasos
coroidales  subsuperficiales. Las drusas que aparecen debidas al mal
funcionamiento del EPR son de reducido tamafio, de color amarillo y se
encuentran bien separadas unas de otras (figura 6A) (17).

DMAE HUMEDA O EXUDATIVA: supone solamente el 10% de casos de
DMAE. Aparece de forma brusca, dando lugar a una pérdida repentina de la
vision. Se caracteriza por el desarrollo de neovascularizacion coroidal o
desprendimiento del epitelio pigmentado retiniano seroso desarrollandose
debajo de la macula produciendo hemorragias. Estos vasos sanguineos
pierden liquido y sangre, causando una cicatrizacion de la macula, destruyendo
las estructuras que la componen produciendo un escotoma absoluto (figura 6B)
7).
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Actualmente no existe tratamiento para la DMAE seca, solamente hay
tratamiento para la DMAE humeda consistente en la terapia fotodinamica y en
el uso de farmacos antiangiogénicos.

Figura 6. A) DMAE seca, se observan drusas. B) DMAE himeda, se observan drusas
y hemorragias. http:/genteconvista.extranet.dsicom.es/ficha.aspx?id=8

2.3.2. RETINOSIS PIGMENTARIA

La retinosis pigmentaria o distrofia de conos y bastones, es una
patologia hereditaria degenerativa bilateral y simétrica caracterizada por la
pérdida lenta y progresiva de la visién por la destruccion gradual de los FR.
Principalmente afecta a los bastones, el problema es que éstos generan
sefales que son necesarios para la supervivencia de los conos, por lo que
finalmente se dafa todo el EPR y la retina (figura 7) (7).

Afecta aproximadamente a 1 de cada 4.000 nacidos vivos, y comienza
entre la primera y tercera década de la vida, siendo mas frecuente en varones
(60%) que en mujeres (40%) (18). Los modos de herencia pueden ser
autosomico dominante, autosdmico recesivo o recesiva ligada al cromosoma X.
Actualmente no existe tratamiento para la retinosis pigmentaria (17).

Figura 7. Distrofia de los FR a nivel de la periferia.
http://www.centrooftalmologicocarballino.com/noticias/36/retinosis-pigmentaria-rp
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2.4. TERAPIAS AVANZADAS

Segun la definicion de la European Medicines Agency (EMA), las
terapias avanzadas son medicamentos para uso humano basados en genes,
tejidos o células, los cuales constituyen nuevas estrategias terapéuticas
ofrecen oportunidades para algunas enfermedades que hasta el momento
carecen de tratamientos eficaces (19).

Se pueden clasificar en tres tipos diferentes.

Medicamentos de terapia génica: acido nucleico recombinante,
utilizado en seres humanos para tratar varias enfermedades a partir de un
efecto terapéutico, profilactico o diagnéstico (19).

Medicamentos de terapia celular: células o tejidos que se han
manipulado cambiando sus caracteristicas biolégicas, o células o tejidos que
no estan destinados a realizar las mismas funciones esenciales en el cuerpo
del receptor y del donante. Su finalidad es tratar, prevenir o diagnosticar una
enfermedad mediante farmacos, inmunologia o metabolismo de estas células
(29).

Medicamentos de ingenieria tisular: células o tejidos que sean
manipulado para que puedan usarse para reparar, regenerar o reemplazar
tejido humano (19).

Las principales terapias avanzadas que se estan utilizando para tratar
enfermedades degenerativas de la retina en la actualidad, son la terapia celular
y laingenieria tisular, fundamentalmente mediante la utilizacion de MSC (20).

2.4.1. TERAPIA CELULAR

Se fundamenta en la utilizacion de células somaticas vivas en seres
humanos, pueden ser autdlogas (procedentes del propio paciente), alogénicas
(de otro ser humano) o xenogénicas (de animales). Las caracteristicas
biologicas de estas células han sido manipuladas para obtener un efecto
terapéutico, diagnoéstico o preventivo, para hacer uso de ellos por medios
metabdlicos, farmacologicos o inmunoldgicos (21).

Una de las terapias avanzadas que esta siendo muy utilizado en areas
de investigacion son las terapias con MSC.

2.5. CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las MSC se definen como células multipotenciales y adultas con
capacidad de autorenovacion y con morfologia fibroblastoide y docilidad hacia
diversos linajes celulares como condrocitos, osteocitos y adipocitos entre
otros. Se pueden obtener aisladas principalmente de médula 6sea, sangre de
corddon umbilical y tejido adiposo de donde se han logrado establecer cultivos
los cuales han permitido estudiar sus propiedades funcionales y fenotipicas
(22).
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A su vez las MSC ejercen un efecto inhibitorio tanto in vivo como in
vitro sobre la proliferacién de los linfocitos T, y muestran efectos similares
sobre las células B, las células dendriticas y las células natural killer (23)(24).

Las MSC presentan dos propiedades de importancia clinica en la
terapéutica neurorregenerativa: la capacidad de reemplazar células dafiadas y
la neuroproteccion por sus propiedades paracrinas (22).

2.5.1. PROPIEDADES PARACRINAS

Las MSC secretan factores como las citoquinas, quimioquinas, factores
de crecimiento, y factores neurotréficos, los cuales tienen gran potencial
terapedutico y de neuroproteccion (25).

Estos factores juegan un papel muy importante en la regeneracién y la
reparaciéon de tejidos, inhibicion de fibrosis y apoptosis, fomento de la
angiogeénesis, estimulacion endogena de reclutamiento de células madre y
proliferacion (25).
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSV)

Las MSC que se utilizaron en este proyecto de investigacion son las
MSV (Mesenchymal Stem from Valladolid). Son células madre mesenquimales
que proceden de médula 6sea de donantes humanos, criopreservadas y
reexpandidas estando aprobadas por la AEMPS bajo el nimero de PEI 15-007
para su uso autélogo y alogénico.

El proceso de produccion de MSV se realiz6 por especialistas altamente
cualificados en cultivos celulares en las instalaciones de la Unidad de
Produccién Celular (UPC) del IBGM, realizandose pruebas para garantizar la
asepsia del proceso. Estos controles de calidad confirman la ausencia de
contaminacion.

El Instituto de Biologia y Genética Molecular de la UVa (IBGM)
proporciond células MSV frescas 1x10°cels/ml, siendo utilizadas de la siguiente
manera:

Se recibieron 1x10° cels contenidas en 1ml de medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium; Gibco®, Paysley, Reino Unido) suplementado con 1%
de penicilina/estreptomicina y 10% de SFB.

Se procedié a su contaje y se determind su viabilidad mediante el
empleo del ensayo del Tripan Azul (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU).

Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN, 2004, Cultek, Madrid,
Espafia) se resuspendieron las células en 10 ml de medio DMEM
suplementado con 1% de antibiético y 10% de SFB.

Finalmente se sembraron 30.000 células contenidas en 1,5 ml de medio,
en cada pocillo de las placas de cultivo Transwell®y se mantuvieron en
incubadora a 37°C y 5% de CO, durante 72 horas antes de iniciar el co-cultivo
con las NR.

3.2. CULTIVO ORGANOTIPICO DE RETINA DE CERDO.
PREPARACION DE LOS EXPLANTES DE NEURORRETINAS
PORCINAS Y PLACAS DE CULTIVO

Para poder desarrollar y evaluar esta investigacion, se utilizé un cultivo
organotipico de retina porcina. Se procedié a utilizar tres globos oculares
extraidos de cerdos, comprendidos entre 6 y 8 meses de edad, procedentes del
matadero Justino Gutiérrez S.L. localizado en la localidad de Laguna de Duero,
Valladolid (Espafa).

Los ojos se recogieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Gibco®, Paysley, Reino Unido) suplementado con 10% de
antibidticos/antimicéticos (100 U/ml de Penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina
y 2,5 pg/ml de anfotericina B, Gibco®, Invitrogen, Paisley, UK), todo ello para
reducir el riesgo de contaminacion.
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Los ojos fueron trasladados al laboratorio de cultivos celulares del IOBA
siguiendo el mantenimiento de refrigeracién, donde se procedi6 con el
protocolo de extraccion de los explantes de NR y la preparacién del cultivo. El
tiempo transcurrido entre la muerte del animal/enucleacion de los ojos hasta su
procesamiento en el laboratorio no debe superar las 2 horas, con la finalidad de
reducir la degeneracion precoz de las células retinianas.

Para aislar la NR se procedio de la siguiente manera:

Se colocé el globo ocular en una placa de Petri (90 mm; Corning, NY,
EE. UU.) con Betadine® (MEDA Pharma S.A., Madrid, Espafa) y se
desecharon los restos de tejidos extraoculares que no son necesarios para
dicho procedimiento como los parpados, la conjuntiva, la capsula de Tenon, los
musculos oculares y la grasa orbitaria (figura 8).

Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN, 2004, Cultek, Madrid,
Espafia) se limpi6é cada globo ocular en Betadine® durante 2 minutos, etanol
70% durante 2 min y DMEM suplementado con 10% de antibiotico/antimicético
con tres lavados de 5 minutos.

Se dispuso el globo ocular en una placa de Petri con medio DMEM
suplementado con un 10% de antibidtico/antimicotico y se perford el globo
ocular con una aguja estéril de 22G, a través de la esclera y al nivel de la ora
serrata, para realizar un ojal por el que se puedan introducir unas tijeras
corneales para permitir la diseccion del globo ocular en segmento anterior y
segmento posterior (figura 8).

Se retiré el segmento anterior por el método de traccion, arrastrando con
él al vitreo. En algunos casos puede ser necesaria la ayuda de un bastoncillo
de algoddn estéril para eliminar los restos de vitreo fuertemente adheridos a la
retina periférica (figura 8).

Se coloco el segmento posterior en una placa de Petri con medio DMEM
suplementado con 10% de antibidtico/antimicético limpios.

Se procedio a realizar un desprendimiento mecanico de la retina neural
con la ayuda de un pincel y mediante el paso de medio de cultivo DMEM entre
la NR y el EPR, con el fin de reducir el posible dafio mecénico por la
manipulacion directa de la retina y los tiempos de manipulacion retiniana (figura
8).

Se identifico el area centralis y recortamos dos explantes cuadrados y
adyacentes de 5x5 mm, aproximadamentel mm por encima del nervio éptico,
para evitar la presencia de vasos visibles y de bordes irregulares (figura 8).
Para ello, se emplean unas tijeras de Vannas (John Weiss International, Milton
Keynes, Reino Unido) unos pinceles y una espatula metalica de bordes romos
de 4x4 mm.

Depositamos los explantes sobre la espatula metalica, con ayuda de
unos pinceles, y los colocamos sobre la membrana de los pocillos de las placas
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de cultivo Transwell® (Pore polycarbonate membrane insert, 0.4 um de poro,
24 mm de didmetro; Corning Inc., Corning, NY, EE.UU.) (figura 8) para que la
capa de FR quede en contacto con ésta y no se formen pliegues en los
explantes, con el fin de conseguir un contacto apropiado con la membrana.

Figura 8. Preparacion de los explantes de NR porcina. A) Deshecho de los restos de
tejidos extraoculares. B) Separacion de segmento anterior del segmento posterior y separacion
del vitreo. C) Separacion de la NR con ayuda de un pincel. D) Retina completamente
desprendida. E) Area centralis y corte de los explantes de NR F) Colocacion de los explantes
sobre la membrana Transwell®.

Se utilizaron 2 placas Transwell® distribuidas como se muestra en la
figura 9.

1 2 3 [ 7 8 -9
Medio + MSV + NR i Medio + MSV
Medio + NR : Medio
4 5. k8 e . 10 11 k%2 =)

Figura 9. Organizacion de los explantes en las placas de cultivo transwell® . (NR:
Neurorretina; MSV: Mesenchymal stem from Valladolid).

Finalmente, los explantes retinianos co-cultivados con MSV en los
pocillos 1, 2 y 3 se definieron como NR experimento y los explantes retinianos
cultivados sin MSV en los pocillos 4, 5y 6 se definieron como NR control.
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3.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez finalizado el experimento se retiraron los pocillos de cultivo y el
explante de NR adherido a la membrana, y se recort6 la membrana delimitando
asi el explante.

Seguidamente, los explantes de retina fueron procesados en inclusién
en parafina, y posteriormente se evalué mediante tincibn de hematoxilina-
eosina. El procedimiento es el siguiente:

3.3.1 PROTOCOLO DE INCLUSION EN PARAFINA

Se introdujo el explante en un tubo de 1,5 ml (Eppendorf, Corning, NY,
EE. UU.) con paraformaldehido al 4% (PF; PANREAC Quimica S.A.U.,
Barcelona, Espafa) durante 2 horas a 4°C.

Se retir6 el paraformaldehido y se lavé 2 veces con 1,5 ml de Phosphate
Buffer Saline (PBS, Gibco, Invitrogen, Paisley, UK), después se realizé la
inclusion de las muestras en parafina (Paraplast Plus®, Leica Biosystems,
Nussloch, Alemania), durante 90 minutos en un procesador de tejidos
(ASP300; LEICA, Nussloch, Alemania).

Se realizé el bloque de parafina en un sistema de consolas (TISSUE
TEK®OIlympus Iberia, Barcelona, Espafia).

Finalmente, se realizaron en el bloque cortes no seriados de 4um en un
microtomo (RM2145; LEICA, Minnesota, EE.UU.).

3.3.2. PROTOCOLO DE TINCION CON H - E (HEMATOXILINA - EOSINA) EN
EXPLANTES RETINIANOS INCLUIDOS EN PARAFINA

Para poder realizar un correcto estudio histolégico y evaluar las
modificaciones de los explantes de NR tras la finalizacion del experimento, se
llevé a cabo la tincion con h-e mediante el siguiente protocolo:

Primero, se desparafinaron los cortes retinianos con Xilol (Sigma-Aldrich)
3 veces/5 minutos y después se hidrataron con concentraciones decrecientes
de alcohol 100°, 96° y 80° durante 5 minutos cada uno y agua destilada 2
veces/5 minutos.

Seguidamente, se tifieron los portas con Hematoxilina de Mayer durante
5 minutos (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) y se lavaron con agua durante 5
minutos.

A continuacion, se tifieron los portas con Eosina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EE.UU) durante 5 minutos, se lavaron con agua durante 5 minutos, y se
deshidrataron con concentraciones crecientes de alcohol 80° y 96° durante 2
minutos, y alcohol 100° durante 5 minutos.

Finalmente, se aclararon con xilol 3 veces/5 minutos y se cubrieron con
un cubreobjetos.

12
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos se recogieron en un cuaderno de laboratorio
en papel y fueron trasladados a una hoja Excel (Microsoft Excel 2018®). Los
datos representados en esta parte del trabajo corresponden con la media de
los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados + la
desviacion estandar y fueron analizados con el programa SPSS (version 24.0,
SPSS, Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Los valores p < 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 10. En el panel superior
de la figura 10 se muestran las fotos de las muestras de NR tefiidas con h-e en
las diferentes condiciones experimentales. En el panel inferior de la figura 10 se
muestra tanto la cuantificacién del grosor como del nimero de ndcleos de cada
una de las capas retinianas.

A) B) C)

NR cultured with MSCs NR cultured without MSCs

Fresh NR

Nuclei number
g

Retinal Thickness

mlﬂ-'W'Wq

os/Is

No. nuclei
GCL/100um

No. nuclei
INL/100um

No. nuclei
ONL/100um

Total GCL

B Fresh NR
NR cultured with MSCs

B NR cultured without MSCs

B Fresh NR
NR cultured with MSCs

B NR cultured without MSCs

Figura 10. A. Explante retiniano en fresco donde se observan las capas y el grosor
retiniano previo al inicio del cultivo. B. Explante retiniano control donde se observa una
conservacion de la mayor parte de los ISy OS de los FR, C. Explante retiniano cultivado sin
MSYV, se observa degeneracion retiniana y pérdida de los IS y OS de los FR. Barra de escala:
50um.D. Grosor retiniano total y por capas retinianas de los explantes retinianos control,
experimento (co-cultivo con MSV) y NR cultivada sin MSV. E. Numero de nucleos
celulares/100 pm en las capas ONL, INL y GCL.
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Nuestros resultados mostraron como las NR frescas presentaban una
correcta preservacion de la estructura retiniana (figura 10.A), por lo que se
observé una adecuada conservacion de los OS e IS de los FR, se diferenciaron
las capas neurorretinianas ONL, OPL, INL, IPL y GCL. Se anot6 que las
muestras frescas de NR tenian un grosor retiniano total de 130 um (Figura
10.D).

Por otra parte, se observé como las muestras de NR porcina mantenidas
en cultivo durante 3 dias con células MSV presentaron una preservacion de la
mayor parte de la estructura retiniana y, se observd una adecuada
conservacion de los OS e IS de los FR, aunque algo menor que en la muestra
fresca de NR (figura 10.B). Se observé que el grosor retiniano total fue menor
comparandolo con el observado en las muestras frescas de NR, siendo de 125
pum. Sin haber diferencias estadisticamente significativas respecto a la retina
control (la NR fresca).

Finalmente, el estudio de las NR que estuvieron en cultivo durante 3 dias
sin células madre nos mostré una degeneracion de la estructura retiniana, con
una degradacién de los FR, tanto del OS como del IS (figura 10C). Se observé
un gran deterioro en el grosor retiniano total comparado con las muestras
frescas de NR y las muestras co-cultivadas con MSV, presentando un grosor
de 75 pm (figura 10D). También se observo que habia mayor espesor de la
ONL en NR fresca que en NR cultivada sin MSV, 22 um frente 16 um, y mayor
espesor en NR co-cultivada con MSV que en NR cultivada sin MSV, 20 um
frente 16 um (figura 10D).

Respecto a la INL se observo una disminucion del su espesor en NR
cultivada sin MSV comparada con NR frescas, 16 um frente 19 um, y un mayor
espesor en NR co-cultivada con MSV que en NR cultivada sin MSV, 21 um
frente 16 um (figura 10D).

Se observo a su vez la GCL, donde estadisticamente hay una gran
disminucién de su espesor en NR cultivada sin MSV comparado con NR
frescas y NR co-cultivadas con MSV, 17 pm frente 48 pm y 23 um
respectivamente (figura 10D).

Al observar la cantidad de nucleos celulares que hay por cada 100 um
en las capas nuclear externa, nuclear interna y capa de las células
ganglionares se encontraron las diferencias que se detallan a continuacion.

En la ONL se observé una gran diferencia entre las muestras de NR
frescas y las muestras de NR cultivadas sin MSV, siendo de 90 nucleos
celulares/100 um frente a 56 nucleos celulares/100 um respectivamente, y de
82 nucleos celulares/100 um contados en NR co-cultivada con MSV frente a la
cantidad menor de las muestras de NR cultivada sin MSV (figura 10E).

En la INL se observo disparidad entre las muestras de NR frescas y las
muestras de NR cultivadas sin MSV, siendo de 59 nucleos celulares/100 um
frente a 38 ndcleos celulares/100 um respectivamente.
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5. DISCUSION

Las patologias retinianas degenerativas como la DMAE o la retinosis
pigmentaria, son patologias con una prevalencia en aumento y que a dia de
hoy no tienen tratamientos efectivos. Por ello es necesario profundizar en los
mecanismos fisiopatolégicos de estos procesos con el objetivo de alcanzar
tratamientos que sean realmente efectivos y asi mejorar la calidad de vida de
los pacientes (26)(27). En este sentido una de las opciones terapéuticas mas
prometedoras es la terapia celular, la cual se define como el proceso de
restauracion de un tejido dafiado a partir de nuevas células para poder tratar
una patologia.

Por esta raz6n, nos planteamos el objetivo de estudiar si el co-cultivo de
células madre mesenquimales (MSV, PEIl 15-007) con NR porcinas, podria
ralentizar la degeneracion de la capa de FR. Para ello nos basamos en un
cultivo organotipico de retina porcina. Los cultivos organotipicos permiten
manipular los comportamientos celulares mediante la adicion de sustancia
externas (farmacos, factores de crecimiento...), aunque pierden las
interacciones celulares que caracterizan a la retina, es decir, no son capaces
de simular los procesos celulares que suceden in vivo. Si no que son modelos
de degeneracion retiniana (28)(29).

Es decir, los cultivos organotipicos de retina tienen la ventaja de ser una
herramienta atil para reproducir las dinamicas fisiologicas y patolégicas de las
células de la retina en degeneracion (29).

Por todo ello se decidio realizar el estudio con un cultivo organotipico de
NR como modelo experimental in-vitro. Se opté como modelo de este trabajo
los ojos porcinos puesto que son muy similares a los del ser humano (tamafio
del globo ocular, grosor, rigidez escleral y estructura retiniana). En la retina de
cerdo no existe una verdadera macula, pero si es posible identificar un area
horizontal con una elevada densidad de FR, que atraviesa la retina y se localiza
superiormente al nervio optico, se denomina area centralis. Por esta razon, los
explantes de NR se obtuvieron de dicha zona (28).

Respecto a los resultados del estudio histolégico de las NR porcinas, se
pudo observar que los hallazgos mas notables fueron la pérdida de la mayor
parte de los OS/IS de los FR, y la disminucion del grosor de las ONL/INL en los
explantes de las muestras cultivadas sin MSV frente a los explantes de las
muestras co-cultivadas con MSV.

Actualmente, los cultivos organotipicos de retina se estan utilizando en
diversos estudios para ampliar los conocimientos sobre las patologias
retinianas. El grupo de Retina del IOBA-Uva emple6 este modelo para estudiar
procesos inflamatorios, procesos de cicatrizacion retiniana, para estudiar la
toxicidad de los perfluoro-octanos, entre otras aplicaciones (30)(31)(32).

Se han publicado numerosos trabajos en revistas internacionales de
impacto donde se destaca el uso de los modelos organotipicos de retina para
evaluar la degeneracion de las RGC (Retinal Gaglion Cells) (33), puesto que
los explantes de retina requieren de una axotomia completa de las RGC,
siendo un proceso que conlleva a la muerte de estas células por la
degeneracion retrégrada en modelos in vivo (34). De esta forma, como hay una
pérdida progresiva de las RGC en los explantes de retina, se utiliza como
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modelo in-vitro para evaluar cambios que suceden en otras enfermedades
degenerativas como son la neuropatia Optica anterior no arteritica (NOIANA),
traumatismos o glaucoma. (33)

A partir de los resultados de estos estudios se han podido describir
varios factores neurotréficos secretados por las MSC cuando estan en contacto
con las NR. Factores neurotroficos que estan implicados en procesos de
migracién neuronal, diferenciacion y supervivencia, asi como con el crecimiento
de las fibras nerviosas (35). Algunos de los factores neuroprotectores que se
han descrito han sido el BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) que es una
proteina que actia como factor de crecimiento, la cual es codificada por el gen
BDNF (36)(37).

También se ha descrito el CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) que
pertenece a la familia de las citoquinas neuropoyéticas, ha demostrado un
aumento de la supervivencia de las RGC en modelos murinos de degeneracion
retiniana mediante la transduccién y la activacion de la via de la transcriptasa 3
(STAT3), y ha promovido la regeneracion de los OS de los conos (38)(39).

Nuestro experimento consistio en realizar un estudio a partir de un
cultivo organotipico de NR porcina co-cultivado con MSV. Los resultados
obtenidos nos mostraron una conservacion de la capa de los FR, lo cual puede
ser consecuencia del efecto de la capacidad neuroprotectora que tienen las
células madre debido a la segregacion de factores, neuroprotectores como el
BDNF y el CNTF. Todo ello sienta las bases para futuras opciones terapéuticas
basadas en la terapia celular.

Como perspectivas futuras se deberia seguir llevando a cabo
experimentos para evaluar en qué medida las células madre son responsables
de la neuroproteccion observada en la capa de FR para que, en un futuro, se
pueda tener la opcién de llevar a cabo una traslacion a la clinica.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sostienen la hipétesis que la accion de
las MSC podria secretar factores paracrinos con propiedades neuroprotectoras
qgue retrasan la degeneracion de los FR de NR porcinas. Lo cual sienta las
bases para que la terapia celular con MSC pudiera ser una opcion terapéutica
para patologias retinianas que cursan con degeneracién de la capa de FR.
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