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Los procesos de inflamaciéon y reparaciéon de la retina no son suficientemente
conocidos a pesar de su extraordinaria trascendencia para el mantenimiento de la funcién
visual. Se sabe, no obstante, que la respuesta inflamatoria exagerada conduce a graves
alteraciones morfologicas, con una desestructuraciéon retiniana, y por lo tanto a serias
modificaciones funcionales, con pérdida de la funcién visual. Estos procesos de reparacion
pueden considerarse como una de las bases patogenéticas mas importantes de una grave
complicacién de los desprendimientos de retina, denominada vitreorretinopatia proliferante

(VRP).

La VRP sigue siendo la principal causa de fracaso de la cirugia del desprendimiento de
retina (DR)!, entidad que se presenta en un caso nuevo por cada 10.000 individuos/afo,?
situdndose la incidencia de la VRP entre el 5y el 10% de los casos en nuestro entorno.? Esta
patologia tiene unos costes muy elevados, tanto a nivel econémico como en términos sociales,
y supone una pérdida severa de la funcién visual por parte del individuo.* Ademas hay un
problema afiadido, y es que hasta la fecha no existe una profilaxis adecuada a pesar de los
innumerables esfuerzos realizados por los investigadores a lo largo de los dltimos treinta

anos.

Como se ha mencionado, la VRP esta considerada como un proceso de inflamaciéon y
cicatrizacion exagerado, originado tras la rotura del tejido retiniano, y donde se producen
proliferacion celular, depoésito de la matriz extracelular, remodelacion tisular y formacién de
membranas contractiles.> Esta complicacion se desarrolla en el contexto de una marcada
respuesta inflamatoria y fibrdtica, estando ligada, probablemente en muchos casos, a un
ambiente genético propicio.®® La VRP también puede ser interpretada como el resultado de la

acciéon de una cascada de citoquinas y factores de crecimiento sobre la retina, que han sido
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detectados en concentraciones elevadas en muestras vitreas de pacientes con VRP.> 1° Estos
factores serian liberados por las interacciones entre las células propias de la retina, como las
gliales y el epitelio pigmentario de la retina (EPR), y las de origen no retiniano, como los
macrofagos, los linfocitos, los fibroblastos, las plaquetas y los polimorfonucleares, que llegan a
la cavidad vitrea tras la rotura de la barrera hemato-retiniana, originada por el DR.}1-14 Entre
todas las células implicadas, merece la pena destacar el papel que parecen jugar las células
gliales y los macréfagos en la patogenia de la VRP.1>-17 En cualquier caso, la consecuencia final
de esta patologia es la desorganizacion intrarretiniana, con la formacion, en ocasiones, de
membranas epi y subretinianas, que al contraerse, provocan un DR traccional y la progresiva

pérdida de la funcién visual.> 1*

Las células de Miiller son las principales células gliales de la retina de los vertebrados,
siendo consideradas una glia radial especializada que se extiende por todo el espesor
retiniano, contactando con los procesos y cuerpos neuronales. Asimismo, las células de Miiller
constituyen una unién anatémica y funcional con las neuronas retinianas, siendo esenciales en
la creacién y mantenimiento de la arquitectura neurorretiniana, en la supervivencia neuronal
y en la regulacion del procesamiento de la informacién visual.'® 1° En condiciones patoldgicas,
las células de Miiller pueden actuar como moduladoras de la respuesta inmune e inflamatoria,
y son capaces de fagocitar fragmentos de células retinianas y cuerpos extrafios.???3 Pero lo
mas destacable es que se vuelven “activas” o “reactivas” en respuesta a cualquier alteracion
patolégica retiniana. Esta accién, llamada gliosis celular, es uno de los principales
componentes de la compleja respuesta retiniana que se produce frente a estimulos
patolégicos. Su componente inespecifico mas sensible, que puede ser utilizado como
marcador celular precoz frente a un dano, es el aumento que exhiben los filamentos
intermedios originados por la GFAP (del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein).?*2° En la VRP,

las células de Miiller proliferan bruscamente y en colaboracion con células de tipo
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fibroblastico, probablemente derivadas del EPR, originan membranas fibrocelulares en ambas
superficies retinianas, y sobre todo, son las principales responsables de los cambios
intrarretinianos.'® 27-30 Estas modificaciones que sufren las células de Miiller no pueden ser
consideradas como acciones beneficiosas para la retina, ya que las células estan alteradas
durante el proceso de remodelado, lo que tiene serias consecuencias para la fisiologia
retiniana.3! Por ello desde hace mds de treinta afios, se considera necesario inhibir los

cambios que sufren estas células, lo que todavia no se ha conseguido de manera satisfactoria.

17,32-34

Por su parte, los macrofagos son células extremadamente adaptables, capaces de
modificar su comportamiento en respuesta a diversas sefales provenientes de otras células o
de la matriz extracelular. Juegan un papel critico en el sistema inmune, bien actuando como
células reguladoras o efectoras en la infeccion, el crecimiento tumoral y los procesos
traumaticos.3> Los macréfagos poseen muchas funciones: como parte del sistema inmune
innato pueden fagocitar microorganismos y células dafiadas o muertas, y liberar varios tipos
de citoquinas; y como parte del sistema inmune adquirido actian como células presentadoras
de antigenos, como células efectoras en procesos de lisis celular, y fagocitando a las células
opsonizadas.3® Los macrofagos, ausentes en el tejido retiniano en condiciones fisioldgicas,’
migran a la retina, desde el torrente circulatorio, tras la rotura de las barreras hemato-
retinianas, que se produce en los DR,1-14 38 ]iberando potentes citoquinas proinflamatorias y
proangiogénicas. A estos macréfagos infiltrantes se les atribuye un gran potencial destructivo
en comparacion con los macroéfagos tisulares de la retina, la microglia, y pueden llegar a
alterar la funcion retiniana.3* 4% Se ha propuesto que la interaccién entre los macréfagos y las
células gliales es uno de los desencadenantes de la cascada que conduce al dafio neuronal en
diversas enfermedades neurodegenerativas, y que ademas, los macréfagos infiltrantes se

asocian estrechamente, en el parénquima retiniano, con las células de Miiller activas.3® Sin
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olvidar, como se ha mencionado, que existen fuertes evidencias que apoyan que la inflamacidn,
> 41, 42 ial d lul ] Ji j 1
y especialmente uno de sus componentes celulares, los macréfagos, juegan un pape

importante en el desarrollo de la VRP.1# 38 43-49

En estas interacciones entre los macrofagos y las células de Miiller, parece jugar un
papel fundamental una de las principales citoquinas proinflamatorias secretadas por los
macroéfagos, el TNFa (del inglés, Tumor Necrosis Factor).3° Esta proteina tiene un amplio rango
de funciones bioldgicas, y esta implicada en procesos inflamatorios, proliferativos y de muerte
celular®® Las alteraciones en la regulacion de la produccién de este factor pueden originar la
activacion de las células inmunes y la consiguiente cronicidad de la respuesta inflamatoria,
originando un dafio tisular.>® Ademas, se sabe que en el sistema nervioso central, el TNFa esta
directamente implicado en la desmielinizacién y en la degeneracion axonal.>? Esta citoquina se
presenta, y juega un papel fundamental, en gran variedad de enfermedades intraoculares
como las uveitis, algunas degeneraciones retinianas hereditarias, y el glaucoma.>3>° Ademas,
en la VRP, estdn aumentados los niveles intraoculares de TNFa,'% ¢ 61 pudiendo unirse a sus
receptores en las células de Miiller, y probablemente activandolas.3 62 Por ultimo, un reciente
estudio del Grupo de Retina del IOBA ha descrito un SNP (del inglés, Single Nucleotide

Polimorphism) en el locus del TNF asociado con la VRP.2

La confirmacion del TNFa como posible diana terapéutica en el tratamiento de la VRP
abre el camino a la utilizacién de novedosas opciones terapéuticas, atin por explorar. En este
sentido, durante los ultimos afios se ha estudiado la regulacion y la supresién del TNFa en
diversas enfermedades inflamatorias oculares, mediante la utilizacién de varios agentes
bioldgicos bloqueantes del TNE.%3-70 Entre ellos, se ha utilizado el adalimumab (Humira®), un
anticuerpo monoclonal anti-TNF totalmente humanizado. Este farmaco se emplea

satisfactoriamente en el tratamiento de varias enfermedades inflamatorias sistémicas, como la
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artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn, y progresivamente, ha ido probando su

efectividad en el control de determinadas inflamaciones oculares.®?71

No obstante, a pesar de la importancia que aparentan tener las células de Miiller y los
macrofagos, mediante interacciones via TNFaq, en el desarrollo de la VRP, y la disponibilidad de
alternativas terapéuticas emergentes, la bibliografia al respecto es relativamente escasa, y los
datos que se tienen sobre los mecanismos celulares implicados en la activacion, control del
crecimiento y de la apoptosis, en la migracién y en la recirculacion de las células inflamatorias
en la retina son muy incompletos.*> 7273 Asi mismo, los procesos que desencadenan la lesion
tisular retiniana, inducidos por las células inflamatorias, son en gran parte desconocidos, y
por lo tanto, la posibilidad de controlarlos farmacolégicamente no es facil.”* 7> Unido al hecho
de que cualquiera de los modelos previamente descritos para el estudio de la VRP presentan
diferentes problemas que los hacen poco extrapolables,’® y que en los seres humanos, solo de
forma excepcional, se tiene acceso directo a los cambios iniciales que acontecen tras un DR.

Todo ello puede explicar porque se ha avanzado relativamente poco en este terreno.

Asi pues, antes de iniciar estudios clinicos, es necesario recurrir a un modelo
experimental, que simulando adecuadamente las condiciones patolégicas, permita estudiar al
conjunto de las células retinianas como una unidad, reproduciendo las interacciones que
acontecen tras un DR, lo que permitiria llevar a cabo estudios experimentales, y analizar los
resultados potenciales de las nuevas terapias oculares en la VRP. Este tema constituye un
hecho relevante ya que otras aproximaciones terapeuticas y/o profilacticas, desarrolladas a lo

largo de los ultimos treinta afios, han fracasado.?®
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2. Fipitescs de trabajo

Las interacciones entre los macréfagos y las células de Miiller retinianas, mediadas por
el TNFq, incrementan la hipertrofia reactiva que sufren estas células tras un desprendimiento
de retina, y pueden facilitar las modificaciones intrarretinianas que se han observado en
algunos pacientes con vitreorretinopatia proliferante. La utilizacién de agentes bioldgicos
bloqueantes del TNF reduce los cambios glidticos descritos, constituyendo una aproximacion

para el tratamiento o la profilaxis de esta patologia.

Partiendo de un modelo de cultivo organotipico de neurorretina de cerdo, se puede
desarrollar un modelo in vitro que simula los cambios celulares asociados con la
vitreorretinopatia proliferante, y que permite estudiar las interacciones entre las células de

Miiller y los macrofagos o las citoquinas secretadas por éstos.

25






S. Objetivos







5. Objetivas

El objetivo general de este trabajo es analizar el papel que juegan las células
macrofagicas en el incremento de la respuesta glidtica por parte de las células de Miiller,
probablemente ligada a la accidon del TNFq, y evaluar el efecto potencial que pudieran tener
los agentes bioldgicos bloqueantes del TNF sobre dicha respuesta, en un modelo de cultivo

organotipico de neurorretina porcina.

Los objetivos especificos son:

- Poner a punto y estandarizar un modelo de cultivo organotipico de neurorretina porcina,

inicialmente descrito por Winkler y cols. (2002).7”

- Caracterizar las variaciones espontaneas que sufre el tejido retiniano a lo largo del cultivo, y
en concreto, las células de Miiller, mediante el estudio de las proteinas implicadas en la

gliosis reactiva.

- Analizar las modificaciones que sufren las células de Miiller en presencia de leucocitos o de
monocitos CD14*, obteniendo ambas fracciones celulares a partir de sangre periférica

porcina.

- Evaluar las variaciones que sufren las células de Miiller en presencia de TNFa exégeno, de

adalimumab (Humira®), agente antagonista del TNF, o de ambos.
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4.1. Tratamientos médicos y profilaxis de la

vitreorretinopatia proliferante

Durante las ultimas décadas se han probado numerosas terapias médicas para el
tratamiento de la VRP, pero muchas de ellas revelaron serios efectos secundarios, y solo unas
pocas llegaron a ser utilizadas en ensayos clinicos.> 78 Estos tratamientos estaban basados,
principalmente, en la inhibicion de la proliferacion celular y en impedir la contraccion de las

membranas fibrocelulares desarrolladas en la VRP, siendo los mas destacables, los siguientes:

- Corticosteroides: se han empleado la triamcinolona, la dexametasona y otros. Algunos han

sido probados en ensayos clinicos,’®8 pero muchos de los resultados han sido
insatisfactorios,’® 81 pudiendo tener utilidad potencial el uso de aceténido de triamcinolona

Unicamente como adyuvante de la cirugia.8?

- Agentes antiproliferativos: el 5-fluorouracilo ha sido uno de los més utilizados en humanos,?3
pero sus multiples efectos secundarios y las dudas acerca de su eficacia han limitado su uso
en la clinica. La colchicina® y la daunomicina,®> 8¢ también se han utilizado sin que se
apreciaran signos clinicos ni angiograficos de toxicidad, pero tampoco se observé una clara
mejoria en los resultados.?” No se ha podido comprobar su eficacia en el tratamiento de la
VRP ya establecida,®® y desde luego se trata de firmacos que no estan exentos de efectos
adversos,?? por lo que el interés en esta aproximacion terapéutica ha decaido en los dltimos

anos.

- Anticoagulantes: se han utilizado la heparina® y la heparina de bajo peso molecular,’! para
prevenir la formacién de fibrina. Inicialmente se describié que la combinacién de heparina
de bajo peso molecular con 5-fluorouracilo, como profilaxis ante el posible desarrollo de una

VRP tras la realizacién de una vitrectomia o de una cirugia para reaplicar la retina, reducia la
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incidencia de la VRP postoperatoria,®” sin embargo, estudios posteriores no recomiendan su
utilizacion en estos casos.’® Asimismo, esta terapia no aumenta la tasa de éxito de la cirugia

vitreorretiniana en los casos de una VRP preoperatoria.®®

- Irradiacion con electrones: se encontraron resultados experimentales satisfactorios,’* pero

en seres humanos fueron decepcionantes.’®

- Antioxidantes: la N-acetilcisteina demostroé eficacia para inhibir el desarrollo de la VRP solo

en modelos experimentales.?®

- Otras opciones terapéuticas: principalmente basadas en la utilizacion de agentes con
acciones antiproliferativas, dirigidos hacia la regulacién de los factores de crecimiento
implicados en la patogenia de la VRP. Entre ellos, la IL4 (del inglés, InterLeuquin), que
bloquea los mediadores de la inflamacion y la proliferacién de los macréfagos activados;®’
los antagonistas del calcio, como el nilvadipino, que impiden la sintesis del ADN;°8 el taxol,
que estabiliza los microtubulos e inhibe la replicacidn, la migracion y la concentracién de
fibroblastos, por tanto reduce la incidencia de los DR traccionales que aparecen en la VRP;*°
la hipertermia, que suprime la proliferacién celular, por lo tanto inhibe la proliferacién de las
células del EPR;'%0 el IFNy (del inglés, InterFeroN), que reduce el efecto mitogénico de los
fibroblastos;'%! el trapidil, antagonista especifico del PDGF (del inglés, Platelet-Derived
Growth Factor), que puede controlar la proliferacion de las células gliales;!%? e inhibidores de

la adhesién celular, cuyo principal representante son las desintegrinas.1?3

Ademas de los efectos que puedan tener estas sustancias, otro punto importante a
tener en cuenta es que los conocimientos referentes a su farmacocinética, tras la inyeccién en
el interior del globo ocular, son escasos. Uno de los problemas que presentan es su corta vida

media,'%* por ello se estdn llevando a cabo estudios, encaminados a conseguir una liberacién
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controlada de estos firmacos que asegure una elevada vida media en el globo ocular,%®
reduciendo sus concentraciones y, por lo tanto, sus efectos secundarios.!°® 107 Se han barajado
posibles vectores, como las microparticulas o microesferas cargadas;'°8-110 e] uso de aceite de
silicona, que serviria de reservorio para los agentes antiproliferativos lipofilicos;'" 112 o
combinaciones farmacoldgicas, destacando el uso conjunto de 5-fluorouracilo y
corticosteroides, que ralentizan la hidrolisis de estos compuestos y, por tanto, aumentan su

vida media.l13

Todas estas opciones abrieron un gran abanico de posibilidades teéricas para obtener
un tratamiento eficaz frente a la VRP, sin embargo, el efecto de la mayoria de estas sustancias
esta basado, en muchos de los casos, en estudios in vitro y sus efectos en humanos todavia hoy
son completamente desconocidos, por lo que a pesar de los avances observados en otros
campos de la oftalmologia en los ultimos afios, las estrategias terapéuticas y la frecuencia de la
VRP siguen siendo las mismas que a principios de los afios ochenta. La cirugia es el dnico
tratamiento del que se dispone actualmente, no superando las tasas de reaplicacion retiniana
el 80% en los casos leves, y no alcanzando el 30% en los casos graves. Pero mas alla de los
resultados anatomicos, todos los pacientes que desarrollan una VRP tienen un prondstico

funcional muy poco alentador.1*

4.2. Modelos experimentales de la vitreorretinopatia

proliferante

Como ya se ha comentado, en los seres humanos solo en contadas ocasiones se pueden
estudiar los cambios iniciales que suceden tras un DR, siendo necesario recurrir a modelos

que simulen esta enfermedad. Se han descrito multiples modelos in vivo, sin que haya uno
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plenamente satisfactorio, presentando cada uno de ellos determinadas limitaciones,’® y
dentro de los modelos in vitro, las técnicas de cultivos celulares no reproducen de forma
adecuada las interacciones entre las células de un tejido relativamente complejo, como es la
retina.'’> Asi pues, la mejor opcion para el estudio de los cambios celulares asociados con la
VRP, pudiera ser el desarrollo de un modelo de cultivo organotipico de todo el tejido retiniano,
o al menos de la neurorretina, de tal manera que se pueda estudiar al conjunto de las células
retinianas como una unidad,!'® reproduciendo las interacciones que acontecen entre éstas
tras un DR y permitiendo su manipulacion mediante la adicion de diferentes agentes, como
células o factores implicados en la VRP, para intentar asemejar el comportamiento celular en

el modelo con el que acontece en los humanos.

4.2.1. Modelos in vivo

En la bibliografia aparecen descritos mas de veinticinco modelos in vivo de VRP, que
han sido disenados para el estudio de la patogénesis de esta enfermedad y de sus posibles
terapias. Generalmente, los modelos estan basados en la adicién de células o factores,
previamente encontrados en la VRP, y frecuentemente incluyen otras manipulaciones
quirargicas, como la lensectomia, la vitrectomia o ambas. Los modelos mas utilizados han sido
los que incluyen la inyeccién intravitrea de fibroblastos''7-124 o de células del EPR,'?> y el

animal mas frecuentemente elegido ha sido el conejo.

Las especies animales utilizadas en los modelos de VRP se han escogido dependiendo
de la idoneidad del animal para el procedimiento y de la facilidad para llevar a cabo el

experimento. Entre ellas destacan:
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- Primates no humanos: varios investigadores han trabajado en estos modelos,'?¢1%8 pero

actualmente son poco utilizados, debido a cuestiones éticas y a los altos costes

experimentales.

- Lagomorfos: los conejos se han utilizado regularmente en estos experimentos por la facilidad
para trabajar con ellos, ya que permiten llevar a cabo manipulaciones intraoculares sin
originar dafios en el cristalino o la retina, y a que, a pesar de la carencia de févea, los
desprendimientos que se producen en su area medular simulan un DR que podria

asemejarse al del humano, originandose posteriormente cambios caracteristicos de la VRP.”®

- Roedores: el raton tiene algunas desventajas como modelo animal de VRP, como son un gran
tamafio relativo del cristalino y un pequefo volumen vitreo, sin embargo, la disponibilidad
de varias estirpes genéticamente modificadas supone una ventaja significativa. Ademas, un
modelo reproducible en raton permitiria estudiar el trasfondo genético de la patogénesis de
la VRP, mediante la comparaciéon de multiples cepas endogamicas, facilitando la evaluacién

de farmacos candidatos para su tratamiento.'??

- Suidos: los modelos desarrollados en cerdo reproducen, de manera muy cercana al ser

humano las lesiones que caracterizan a la VRP anterior y posterior. Ademas, existe la ventaja
afiadida de que la retina del cerdo es muy similar a la del ser humano, con una densidad de
bastones similar y una alta densidad total de conos,'3%132 y que el tamaiio del globo ocular

permite llevar a cabo técnicas quirtrgicas complejas.!3% 133

Modelos basados en inyecciones celulares:

En estos modelos se han utilizado mayoritariamente conejos pigmentados,
inyectandose un amplio abanico de tipos celulares, en ocasiones, combinados con diferentes

procedimientos quirurgicos:
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- Inyeccién intravitrea de fibroblastos autdlogos:12% 134 Jos cambios asociados con la VRP se

originan en torno a las cuatro semanas, haciéndose mas marcados al aumentar el nimero de

células inyectadas.

- Inyeccién intravitrea de fibroblastos homélogos:!17 119 120 gparecen cambios asociados con la

VRP entre las dos y las cuatro semanas.

.118

- Inyeccidn intravitrea de células endoteliales, condrocitos o células embrionarias:

cualquiera de los tipos celulares originan el desarrollo de cambios asociados con la VRP,

apareciendo éstos entre las dos y las cuatro semanas.

- Inyeccién de fibroblastos en ojos vitrectomizados:!3> se requiere un reducido nimero de

células para el desarrollo de cambios asociados con la VRP a las dos semanas.

- Lensectomia e inyeccién de fibroblastos en ojos vitrectomizados:!3® se originan cambios

asociados con la VRP a los diez dias, pero el procedimiento quirurgico es complejo en estos

animales.

- Compresién vitrea mediante gas, para producir colapso vitreo, e inyeccién intravitrea de

fibroblastos homologos: 2% 137138 gparecen cambios asociados con la VRP entre la primera y

la cuarta semana, asemejandose bastante a los descritos en humanos.

- Inyeccién intravitrea de células del EPR autélogas:!?> aparecen modificaciones asociadas con

la VRP en dos semanas, con caracteristicas similares a las originadas por fibroblastos.

- Inyeccién intravitrea de células del EPR homdlogas:!'® los cambios originados son muy

dependientes del nimero de células inyectadas, apareciendo entre las dos y las cuatro

Semanas.

- Inyeccién intravitrea de macréfagos activados:3% 140 los macréfagos inician la migracién y la

proliferacion celular en el vitreo, apareciendo cambios entre las tres y las cinco semanas.
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- Vitrectomia, retinotomia, crioterapia e inyecciéon de PRP (del inglés, Platelet-Rich Plasma):

141-143 1os cambios asociados con la VRP aparecen a los doce dias, siendo similares a los

descritos en humanos.

- Vitrectomia parcial e inyeccién intravitrea de células del EPR y de PDGF:7® aparecen cambios

asociados con la VRP a las cuatro semanas, dependiendo el grado de ésta del nimero de

células inyectadas.

- Creacién de agujeros retinianos e inyeccion intravitrea de IL1B:'** reproduce los efectos de

los mediadores inflamatorios en la patogénesis de la VRP en cuatro semanas.

- Incisién en pars plana e inyeccién de leucocitos mononucleares o monocitos adherentes:!4°

el grado de la VRP depende del nimero de monocitos inyectados, se desarrolla entre la

primeray la cuarta semana.

- Utilizando otros animales de experimentacion:

- Inyeccién intravitrea de células del EPR humano:'*® desarrollado en conejos New Zealand
White, aparecen cambios asociados con la VRP entre la primera y la cuarta semana, con la

formacion de membranas epirretinianas similares a las encontradas en la VRP humana.

- Vitrectomia parcial, retinotomia, crioaplicaciones e inyeccién de PRP:133 desarrollado en

lechones, aparecen cambios asociados con VRP entre la primera y la tercera semana, los
cambios observados son mas relevantes que en los modelos previos basados solamente en la

inyeccion de PDGFE.
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Modelos basados en la manipulacion quirurgica:

Estos modelos se basan en la combinacion de diferentes procedimientos quirdrgicos

asociados con el desarrollo de la VRP.
- Utilizando diferentes estirpes de ratones:

- Lensectomia y vitrectomia:'*’ aparecen cambios asociados con una VRP anterior entre la

primeray la segunda semana, originando una traccion vitreorretiniana posterior.

- Lensectomia, DR y raspado del EPR:*® a los dos meses las células del EPR se mantienen en el

espacio subretiniano, no apareciendo migracion a la cavidad vitrea.

- Lensectomia, vitrectomia y DR periférico:'*° se originan membranas fibrocelulares entre la

segunda y la octava semana.
- Utilizando primates no humanos:

- Trauma: 1?6128 aparecen cambios asociados con una VRP traumdtica entre la octava y la
decimotercera semana. La mayor critica hacia estos modelos es que no se parecen a la VRP
que se produce tras un DR regmatédgeno, ya que se efectian heridas perforantes en la pared
del globo ocular, lo que permite el acceso de fibroblastos esclerales y que se originen

intensas hemorragias vitreas.

Otros modelos:

- Utilizando conejos pigmentados:

- Inyeccidn intravitrea o subretiniana de dispasa:’>* 15! suele complicarse con una hemorragia

vitrea. Aparecen cambios asociados con la VRP entre la tercera y la décima semana.
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- Inyeccién intravitrea de células del EPR modificadas:'*® se inyectan células del EPR

modificadas genéticamente para sobreexpresar diferentes factores de crecimiento,
permitiendo estudiar el efecto de cada factor individualmente. Aparecen cambios asociados

con la VRP entre la primera y la segunda semana.

- Inyeccidn intravitrea o subretiniana de vectores adenovirales expresando diferentes factores

de crecimiento:!>? los adenovirus transducen las células del EPR empezando a expresar el

factor de interés, aparecen cambios asociados con la VRP entre la primera y la cuarta

semana.

- Utilizando ratones:

- Inyeccién _intravitrea de dispasa:'*® mejor modelo que en conejo ya que se reduce el

sangrado vitreo.

- Expresién de PDGF en los fotorreceptores:'*315> usando un promotor de la rodopsina se

origina la expresion transgénica de PDGF por parte de los fotorreceptores. Se origina un DR
traccional espontaneo entre el tercer y el noveno mes de vida de los animales, debido a la

sobreexpresion de PDGF.1>¢

Problemas de los modelos in vivo:

El principal problema que acarrean estos modelos es que existen importantes
diferencias clinicas y anatomopatolégicas entre los modelos de VRP en animales y la
enfermedad humana. Estas diferencias deben ser tenidas en cuenta y limitan la relevancia

directa de los modelos sobre la clinica humana.

Los primeros modelos de VRP utilizaban frecuentemente inyecciones de fibroblastos
dérmicos de conejo para iniciar la VRP, sin embargo, los fibroblastos dérmicos no forman

parte de la patogénesis de la VRP humana, siendo los modelos posteriores basados en
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inyecciones de células del EPR mas parecidos. La progresién de la VRP en los modelos es
mucho mas rapida que en humanos e incluye gran cantidad de células, por lo que la inhibicion
completa de la VRP experimental es dificil de conseguir. Por otra parte, las técnicas
quirurgicas empleadas en los modelos implican la posibilidad de que el nimero de leucocitos
infiltrantes sea minimo, y por tanto los niveles de citoquinas secretadas por éstos, asociadas al
desarrollo de la VRP, sean bajos, salvo en los modelos basados en el trauma del globo ocular.
Por ultimo, no conviene olvidar que los animales de experimentacion cominmente utilizados,
como el conejo, la rata y el ratén, poseen considerables diferencias anatémicas, a nivel
retiniano, en comparaciéon con los seres humanos; y otros animales, como los primates no
humanos y el cerdo, que cumplen con los requisitos anatdmicos, acarrean problemas

relacionados con su manejo y su mantenimiento.#% 157-159

4.2.2. Modelos in vitro

Se han utilizado modelos in vitro de VRP principalmente como medio de aproximacién
al estudio de la proliferacion celular vitrea, de la contraccion retiniana y del papel que puedan
jugar las células del EPR en el desarrollo de la VRP. La ventaja de estos modelos es que las
células pueden ser observadas directamente bajo condiciones estandarizadas. Ademas,
permiten ser manipulados mediante la adicion de diferentes agentes, como los
farmacolégicos, intentando modificar el comportamiento celular. En definitiva, los sistemas in
vitro permiten analizar el comportamiento de poblaciones celulares definidas, estando

preparados para una posible manipulacién experimental.1%0
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Cultivos celulares:

Se han realizado diversos trabajos para analizar el papel que pueden jugar

aisladamente diferentes tipos celulares en el desarrollo de la VRP, destacando:

- Cultivo de células del EPR: se han utilizado para estudiar algunos efectos relevantes de la

VRP, incluyendo la proliferacion celular, la apoptosis, la migracion, y la unién de las células a
las matrices extracelulares y la posterior contraccién de éstas. Las células del EPR se han
aislado de ojos humanos procedentes de donantes, asi como de ojos enucleados de primates
no humanos, conejos, vacas, cerdos, ratas y ratones, para su posterior utilizacion in vitro o

para ser inyectadas intraocularmente, con el fin de inducir una VRP experimental.16% 162

- Cultivo de células de Miiller: aisladas a partir de retinas humanas y porcinas, se ha descrito el
papel que estas células juegan en los desdérdenes fibrocontractiles de la retina, evidenciando

que funcionan como una célula efectora en los DR traccionales asociados con la VRP.163-166

- Cultivo del vitreo: empleando explantes vitreos, procedentes de ojos humanos enucleados o
vitrectomizados, se han estudiado procesos de proliferaciéon y contracciéon celular. Sobre
vitreo bovino extraido y posteriormente dializado, se han cultivado diferentes tipos
celulares, comparando los efectos que estas células originan en la estructura vitrea, y
describiendo la contraccion del colageno vitreo mediada por células del EPR, que parece ser
similar a la observada en humanos con VRP!®0 Sobre vitreo humano, obtenido de
vitrectomias de pacientes que habian desarrollado DR, VRP o hemorragia vitrea, se han
cultivado células de Miiller porcinas, asociando la presencia de factores como el IGF (del
inglés, Insulin Growth Factor) y el PDGF, presentes en las muestras vitreas, con la accion de

fuerzas contréctiles por parte de las células de Miiller.'®”

43



&. Evtado actual del tema

No obstante, aunque las técnicas de cultivos son muy utiles para deteminar el
comportamiento de un tipo celular en concreto, no reproducen de forma adecuada las
interacciones entre las células de un tejido relativamente complejo, como es la retina, por lo

que los hallazgos en estos modelos deben ser interpretados con cautela.

Cultivos organotipicos:

Los sistemas de cultivo de retina comenzaron a desarrollarse en la década de 1920,
utilizando retinas de embriones de pollo sobre coagulos de plasma,'®® en los afios posteriores,
se aplicé dicha técnica con las retinas de mamiferos.'®® En la década de 1950, Trowell
desarroll6 el método de cultivo sobre membrana,'’? en el cual el tejido era colocado en una
membrana porosa sobre una rejilla metalica, y mantenido en una interfase aire-medio. Esta
técnica, colocando la superficie vitrea de la retina en contacto con la membrana, fue utilizada
para el estudio de las dindmicas celulares en explantes retinianos durante las siguientes tres
décadas.'”1"17* Finalmente en 1989, Caffé y cols.!7> desarrollaron un método en el cual la
retina neural era colocada, con los fotorreceptores hacia abajo, en soportes formados por
filtros de nitrocelulosa y rejillas de poliamida. Desde entonces, los cultivos organotipicos de
retinas de mamiferos, principalmente de murinos, bovinos, suinos y lagomorfos, han sido
utilizados en numerosos estudios, que han permitido describir la diferenciacién, bajo
condiciones controlables, de retinas pre y postnatales de fase temprana;'’>177 han aportado
importantes conocimientos acerca de los procesos patofisiolégicos de las enfermedades
retinianas degenerativas;'’8183 y se han mostrado ttiles para testar sustancias terapedticas,
179,180, 184 para examinar el papel de diversos factores de crecimiento sobre las células
retinianas,'®>188 para determinar la toxicidad potencial de varias sustancias,'®® y para
perfeccionar la utilizacién de células madre como terapia celular.1*®

Los sistemas de cultivo organotipico de retina aplicados al estudio de la VRP, se han

llevado a cabo con retinas bovinas, sembrando sobre los explantes células del EPR humano y
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fibroblastos bovinos, procedentes de la capsula de Tenon, para simular las caracteristicas de
las membranas epirretinianas encontradas en los primeros estadios de la VRP,'82 observando
como las células sembradas se unen a la superficie retiniana, ejerciendo fuerzas traccionales
que provocan pliegues superficiales y profundos en el tejido retiniano. [gualmente, mediante
el empleo de un cultivo organotipico de retina murina, se determin6 que el PDGF juega un
papel importante en la promocién de la proliferaciéon de las células gliales y en su asociacion

con la contraccién retiniana.160 191,192

4.3. Citoquinas implicadas en la patogénesis de la

vitreorretinopatia proliferante

La sefial para el desarrollo de los dramaticos cambios que se detectan en la VRP,
parece estar relacionada, a nivel celular, con la pérdida de contacto y de sefalizacion entre el
EPR y los fotorreceptores, que sucede tras el DR.1%3 Alternativamente, puede ser considerada
como la respuesta a multiples sefiales a nivel molecular, destacando la accién que parecen
llevar a cabo varias citoquinas, como el TNFq, secretado por las células inflamatorias llegadas
a la zona lesionada,'®! jugando un papel importante como mediador en la activacién del EPR y
de las células de Miiller;3% 62 194 el TGFB (del inglés, Transforming Growth Factor) que es un
colaborador fundamental en la fibrosis tisular; y el PDGF, que es un importante mitégeno,
quimioatrayente y mediador en la contraccidn celular,'3 195198 y que induce en las células de

Miiller, junto con miembros de la familia del IGF, la capacidad de generar fuerzas traccionales.

164,167
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Otras citoquinas que parecen tomar parte en la patogenia de la VRP, y de las que se han
encontrado concentraciones elevadas en muestras provenientes de pacientes con VRP, son la
IL6 y 8,48 199,200 o] NFkB (del inglés, Nuclear Factor),?°! las MMP2 y 9 (del inglés, Matrix
Metallo Proteinase),?°% 203 el IFNy,2%4 205 e] HGF (del inglés, Hepatocyte Growth Factor),?% el
EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor),?°” el FGF2 (del inglés, Fibroblast Growth Factor),”
200, 208, 209 o] MCP1 (del inglés, Monocyte Chemotactic Protein)?'® y el CTGF (del inglés,
Connective Tissue Growth Factor),?'! aunque en estos momentos se estima que juegan papeles

menos importantes que las tres citoquinas mencionadas anteriormente.

4.3.1. E1 TNFa y sus receptores TNFR1 y TNFR2

El TNFa es una citoquina producida principalmente por los macréfagos activados, pero
también por otros tipos celulares, como los linfocitos, los fibroblastos y los hepatocitos.?!? 213
El TNFa se sintetiza como un precursor transmembrana integrado (mTNFa), que
posteriormente es proteoliticamente clivado y liberado en forma soluble (sTNFa).?'* Esta
citoquina ejerce sus funciones celulares mediante la interaccion con dos receptores de
membrana, el TNFR1 (del inglés, Tumor Necrosis Factor Receptor) (también llamado p55) y el
TNFR2 (también llamado p75).2'* Son moléculas monoméricas que se encuentran en la
superficie celular, pero que también pueden ser secretados en forma soluble (sTNFR) tras la
unién con el TNFa.?!> La unién de éste con cualquier TNFR de la superficie celular le confiere
la actividad biolégica. Por tanto, estos receptores median en la proliferacién, en la
supervivencia, en la diferenciaciéon y en la apoptosis celular, pero es el propio TNFa el que
parece jugar un papel, unico y fundamental, en la regulacion de la eleccion entre las vias de
sefializacién pro- y antiapoptoticas y en el control de la proliferaciéon y de la inflamacion

celular.?1® 217 Ambos receptores son expresados simultineamente en casi todos los tipos
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celulares, de modo que al unirse el mTNFa activa a ambos, pero el sTNFa estimula
predominantemente al TNFR1, teniendo capacidades de sefializacion limitadas para el

TNFR2.217

En el sistema nervioso central, los dafios isquémicos y excitotoxicos aumentan la
produccién de esta citoquina,?'® mientras que en el ojo, como ya se ha mencionado, se han
detectado niveles elevados de TNFa en las uveitis, en algunas degeneraciones retinianas
hereditarias, en el glaucoma y en la VRP. 10 53-61 Sin embargo, sigue sin estar claro si su accién
es beneficiosa o perjudicial para las neuronas retinianas. Se esta empezando a pensar que el
tipo de tejido y el ambiente celular son parametros importantes para determinar el efecto que
tendra el TNFa.?!7 Asi, se ha mostrado que el EPR es resistente a la muerte celular inducida
por el TNFa,?'° por ello, el papel que pueda jugar en la retina patoldgica sigue siendo ambiguo,
ya que podria ejercer una actividad proliferante y a la vez apoptética, en enfermedades que
cursan con la formacién de membranas proliferativas, como la VRP asociada con el DR

regmatdgeno o la vitreorretinopatia diabética proliferante.?2°

En cuanto a sus receptores, no se expresan en condiciones normales en la retina, pero
si se detectan tras un dafio, expresandose tanto el TNFR1 como el TNFR2 en las extensiones
de las células de Miiller,®? pudiendo asi actuar esta citoquina sobre dichas células. No obstante,
no se puede descartar que otras neuronas retinianas posean receptores para el TNFq,°?
aunque el papel que esta citoquina pueda ejercer sobre ellas no esta claro. Clasicamente se ha
involucrado al TNFR1 en la supresion de la inflamacién;??! mientras que el TNFR2, que es el
principal receptor de las células mononucleares??? y del que se han encontrado
concentraciones elevadas en el vitreo de pacientes con VRP,'°* mediaria fundamentalmente la
accion proapoptotica del TNFa??3 y prolongaria el efecto de esta citoquina al impedir su
desnaturalizacion espontanea.??* Sin embargo, actualmente adn existen grandes controversias

acerca de la funciéon que llevan a cabo cada uno de los receptores del TNFa, atribuyendo
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efectos neuroprotectores y/o neurodegenerativos a ambos. Asi, estudios in vitro han mostrado
que el TNFa ejerce un efecto apoptoético sobre las neuronas retinianas a través de su receptor
TNFR1 tras isquemia,??® pero otros trabajos han demostrado neuroproteccién mediada por
este receptor tras axotomia,??® o incluso a través del TNFR2 tras isquemia.®? A su vez, el
TNFR1 puede mediar en la apoptosis y en la supervivencia celular al ser inducido por el TNFq,
ya que la trimerizacién de este receptor en respuesta a dicha citoquina puede originarse a
través de diferentes complejos.??’ Sin embargo, a pesar de los diferentes mecanismos de
accion que se pueden desencadenar tras la interaccion del TNFa con sus receptores, se

desconocen cuales son los predominantes en la patogenia de la VRP.

4.3.2. Otras citoquinas secretadas por los macrofagos e

implicadas en el desarrollo de la vitreorretinopatia proliferante

TGF:

El TGFB es una citoquina con comportamiento dual, y su efecto final depende
fundamentalmente de tres factores, del tipo celular sobre el que actta,??® del grado de
diferenciacion celular,??® y de la presencia de otras citoquinas.?? Se han detectado niveles
elevados de TGF[ en el vitreo de pacientes con VRP, correlacionandolo con la presencia de
fibrosis intraocular.?3! Esta citoquina constituye un elemento clave en la cicatrizacion y en la
fibrosis, contribuyendo al flujo y a la activaciéon de células inflamatorias, a la
transdiferenciacion de células epiteliales hacia mesenquimales, a la quimiotaxis de los
fibroblastos y a la subsiguiente elaboracién de la matriz extracelular.?3? Otra accién
importante es la relacionada con la inflamacién y la inmunidad especifica. Asi a nivel

experimental se ha observado que el TGF3 aumenta la permeabilidad endotelial y la epitelial,
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inhibiendo a su vez, la expresion de las proteasas de los macréfagos, induciendo la produccion
de colageno y de otras proteinas de la matriz extracelular, y probablemente contribuyendo a la
diferenciacion de las células epiteliales hacia miofibroblastos. El conjunto de estas acciones
contribuye a limitar el dafio agudo, para dar lugar al proceso de reparacién tisular.??® En el
tejido nervioso induce la hipertrofia de las células gliales y su proliferaciéon, y modula la
expresion de algunas citoquinas, de tal forma que contribuye al efecto antiinflamatorio que se
observa en otros tejidos. Ademas, bloquea la accién de la microglia activada, constituyendo

éste otro elemento mas a favor de su accién antiinflamatoria.23°

En mamiferos se han identificado 3 isoformas, el TGFB1, el TGFB2 y el TGF(3,
funcionando conjuntamente a través de una via de sefializacién principal, constituida por las
proteinas SMADs. A nivel del sistema nervioso tanto central como periférico, destaca la
ubicuidad del TGFB2 y del TGFB3, mientras que el TGFf1 esta casi totalmente ausente en el
tejido nervioso no lesionado, limitdndose su presencia al tejido meningeo,?3° siendo liberado

fundamentalmente tras el dafo del tejido nervioso.

- TGFB1: es secretado fundamentalmente por las plaquetas y los macrofagos activados,
aunque se ha demostrado que también es producido por muchos otros tipos celulares, entre
ellos, las células del EPR, y actiia sobre la mayoria de estirpes celulares.?3? Esta citoquina se
ha implicado en la patogenia de la VRP> ? participando en la promocion de la contraccion

celular por parte del vitreo,?33 y originando un aumento en la expresién del PDGF.23*

- TGFB2: es sintetizado por varios tipos celulares, hallindose en numerosos tejidos, entre ellos
el humor acuoso, la lagrima y el vitreo.?3> Juega un papel muy importante en la cicatrizacién
de heridas, inhibe la proliferacion celular e induce varios efectos inmunosupresores, como la
alteracion de la produccion del IFNy o de la actividad inflamatoria de los macroéfagos.?3> Su

papel en la VRP se conoce desde hace varios afios, se ha encontrado en concentraciones
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elevadas en vitreos de pacientes con VRP, siendo ésta la isoforma predominante,?3¢ e incluso

su concentracidn se ha relacionado con la gravedad de la VRP.237

- TGFB3: es sintetizado por varios tipos celulares, y se ha implicado en la diferenciacién
celular, en la embriogénesis y en el desarrollo, regulando la adhesién celular, 1a formacion de

la matriz extracelular y los procesos de cicatrizacién.?38

PDGF:

El PDGF es secretado mayoritariamente por las plaquetas que llegan al interior del

globo ocular tras la rotura de las barreras hemato-oculares. Esta citoquina es un factor
quimiotactico para los monocitos, los macréfagos y los polimorfonucleares neutroéfilos del
torrente sanguineo;> *! tiene una marcada acciéon quimiotactica y mitogénica sobre las células
mesenquimales y las gliales; induce la migracién de las células del EPR;2% y estimula la
sintesis y el deposito de coldgeno.*! También es secretada por los macroéfagos activados,
estimulando ain mds la quimiotaxis y la proliferacién de los fibroblastos, de las células del

EPRy de la glia, e induciendo la produccién de colageno.? 4!

Sus efectos son mediados por los PDGFRs (del inglés, PDGF-Receptors) y la PI3K (del
inglés, Phosphatidylinositol 3 Kinase), de modo que al inhibir ambas proteinas se reduce la
produccion de colageno, la proliferacion de los fibroblastos y los cambios asociados con la
VRP, tanto en modelos in vivo como in vitro.?33 Los niveles de PDGF se mantienen constantes
durante todo el proceso de la VRP?3° implicindose en la contracciéon de las membranas

retinianas.?33 240, 241
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ILlx e IL13:

Estas IL son sintetizadas por una gran cantidad de células, incluyendo los macréfagos
activados y los fibroblastos. Entre sus funciones se encuentran la activacion de los leucocitos,
de los monocitos y de las células endoteliales, el incremento de la migracién de las células del
EPR, y ser potentes mediadores de la inflamacion.** Se han detectado niveles elevados en el
fluido subretiniano de pacientes con VRP, correlacionandose con el grado de severidad de esta

patologia,?*? y en membranas de la VRP.6!
MIF:

El MIF (del inglés, Macrophage migration Inhibitory Factor) es secretado por monocitos
y macrofagos, siendo uno de sus principales estimulos la presencia de TNFa. Sus funciones
son inhibir la migraciéon macrofagica, inducir la secrecion de TNFa y actuar sinérgicamente
con el IFNy en la induccion de la liberacién de 6xido nitrico por parte de los macro6fagos.?*3 Se

han encontrado concentraciones elevadas en vitreos de pacientes con VRP.244

4.4. Agentes biologicos bloqueantes del TNF

Durante las ultimas dos décadas se ha producido un rapido e importante progreso en la
identificaciéon de las vias celulares y moleculares asociadas con un importante nimero de
patologias inflamatorias y/o autoinmunes. Esto ha conducido al desarrollo de agentes
terapéuticos especificos, que tienen como diana a los mediadores bioldgicos asociados con

estas enfermedades, destacando los agentes que inhiben la accién del TNF.24>

Existen cinco agentes bioldgicos terapeuticos, que tienen como diana la

biodisponibilidad del TNF, aprobados por la FDA (Food and Drug Administration, EE.UU.).
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Cuatro de ellos fueron aprobados originariamente para el tratamiento de la artritis
reumatoide, el etanercept (Enbrel®) en 1998, el infliximab (Remicade®) en 1999, el
adalimumab (Humira®) en 2002,%*> y el golimumab (Simponi®) en 2009;24¢ siendo el quinto el
certolizumab pegol (Cimzia®) aprobado en 2007 para el tratamiento de la enfermedad de
Crohn.?*” Tras las indicaciones originales, progresivamente se han ido aprobando para su

utilizacién en otras patologias.

- El etanercept estd aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide activa de moderada
a severa, de la artritis reumatoide poliarticular juvenil, de la artritis psoriasica, de la

espondilitis anquilosante, y de las placas psoriasicas crénicas de moderadas a severas.?*®

- El infliximab estd aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a
severa, de la artritis psoriasica, de la espondilitis anquilosante, de la colitis ulcerativa de

moderada a severa, y de la enfermedad de Crohn de moderada a severa.?*’

- El adalimumab estd aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide de moderada a
severa, de la artritis reumatoide poliarticular juvenil, de la artritis psoriasica, de la
espondilitis anquilosante, de la psoriasis, y de la enfermedad de Crohn de moderada a

severa.250

- El golimumab estd aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide, de la artritis

psoriasica, y de la espondilitis anquilosante.?*®

- El certolizumab pegol esta aprobado para el tratamiento de la enfermedad de Crohn y de la

artritis reumatoide.?4”

Ademas de estas indicaciones reconocidas, se sigue investigando activamente la
eficacia y la seguridad de estos agentes en otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes

cronicas, siendo un buen ejemplo su utilizacion oftalmoldgica en casos de uveitis y de
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enfermedades inflamatorias oculares, aunque todavia no han sido oficialmente aprobados por

la FDA para estas indicaciones.??0

Cabe mencionar que potencialmente la peor complicaciéon del tratamiento con anti-
TNFs es el desarrollo de una tuberculosis diseminada, por ello antes de comenzar a utilizarlos,
se hace necesario llevar a cabo las pruebas pertinentes para descartar la presencia de una
tuberculosis latente focalizada, que pudiera reactivarse bajo la terapia con estos agentes

biolégicos.”!

4.4.1. Caracteristicas

Los agentes biolégicos terapetticos bloqueantes del TNF se agrupan en tres tipos, los
receptores solubles del TNF (etanercept), los anticuerpos monoclonales anti-TNF (infliximab,
adalimumab y golimumab), y los fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal anti-TNF
unidos a una fraccion de polietilenglicol (certolizumab pegol).24”2>1 A pesar de que los cinco
agentes se unen al TNF, hay diferencias en cuanto a su eficacia y seguridad clinica.?4” 251-253
Los cuatro primeros portan la porcion activadora del complemento Fc de la inmunoglobulina
G1 humana (IgG1). Esta region Fc es un componente nativo en los anticuerpos monoclonales,
mientras que para construir el etanercept, es fusionada genéticamente a la porcion soluble del
receptor TNFR2. Esta region se une a receptores Fc presentes en las células inmunes, como los
monocitos, los macroéfagos, los granulocitos, las células NK (del inglés, Natural Killer), las
células By las plaquetas.?>* Por el contrario, el certolizumab pegol carece de esta region Fc, lo
que minimiza los efectos mediados por ésta, como son la citotoxicidad dependiente del

complemento y la mediada por anticuerpos celulares.?*’
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Etanercept (Enbrel®):

El etanercept es una proteina de fusion dimérica de 150 kDa, consistente en la porcién
extracelular del ligando de unién del receptor TNFR2 humano, unido a la porcién Fc de una
IgG1 humana. Se puede unir al TNFa y al TNFf3 (también llamado LTA; del inglés, LymphoToxin
Alpha), actuando competitivamente para inhibir su unién a los TNFRs de la superficie celular,
y volviéndolos biolégicamente inactivos.?*> Forma uniones menos estables que los
anticuerpos monoclonales, mayoritariamente con el mTNFa.”! En las enfermedades oculares,
se ha encontrado que es menos efectivo que los anticuerpos monoclonales para el tratamiento
de las uveitis, atribuyéndose este menor efecto a su relativamente inferior estabilidad de
union, ya que esta limitada al mTNFa.255-258 Sin embargo, la experiencia clinica hasta la fecha
sugiere que podria ser una buena opcion para el tratamiento de nifios y adultos jévenes, en
comparacion con los otros agentes. Por otra parte, aunque en algunos casos se obtiene una
buena respuesta en el tratamiento de las uveitis, parad6jicamente, mediante la utilizacion

sistémica puede empeorar la inflamacién ocular en algunos pacientes.?2?
Infliximab (Remicade®):

El infliximab es un anticuerpo monoclonal IgG1l quimérico de 149 kDa, que esta
compuesto por una region humana constante (75%) y por una murina variable (25%). Se une
especificamente al TNFa humano con gran afinidad y neutraliza su actividad biol6gica
mediante la inhibicién de la unién a sus receptores.?*> Forma uniones estables con el STNFa y
el mTNFaq,’! y tiene la capacidad de lisar células productoras de TNFa para neutralizar su
actividad.?®? Existen discrepancias sobre su capacidad para unirse al TNFB.24> 259 En cuanto a
las enfermedades oculares, se ha encontrado que es efectivo en las uveitis recurrentes,
reduciendo la inflamacién en el 80% de los casos,?>> 256260 y en el tratamiento de la

enfermedad de Behget.258 261-263
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Adalimumab (Humira®):

El adalimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1 recombinante humano de 148 kDa,
con sus dos regiones, constante y variable, de origen totalmente humano. Se une
especificamente y con gran afinidad al TNFa humano, dando lugar a uniones estables tanto
con la forma soluble como con la transmembrana,’! pero no neutraliza al TNFB.24> A nivel

ocular es efectivo en las uveitis?® 264 y en la enfermedad de Behget.26>
Golimumab (Simponi®):

El golimumab es un anticuerpo monoclonal IgG1l recombinante humano de 150 kDa,
en el que ambas regiones, constante y variable, son de origen totalmente humano. Se une
especificamente y con gran afinidad al TNFa humano, tanto con la forma soluble como con la

transmembrana.?4®
Certolizumab pegol (Cimzia®):

El certolizumab pegol es un fragmento Fab de un anticuerpo monoclonal anti-TNF
humanizado, posteriormente unido con una fraccién de 40 KDa de polietilenglicol. Se une
especificamente y neutraliza tanto al STNFa como al mTNFa humanos, e inhibe la sefializacion

mediante la unién a ambos receptores.?47: 266

4.4.2. Utilizacion intraocular

Durante los ultimos afios, a través de multiples estudios experimentales y de ensayos
clinicos, se ha comenzado a evaluar la utilidad de los agentes bloqueantes del TNF a nivel
ocular. Sin embargo, todavia no se poseen unos resultados contrastados y fiables acerca de la

vida media intraocular; de la toxicidad retiniana en humanos; de la eficacia en la inhibicién de
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la inflamacién ocular, comparada entre varios agentes antagonistas del TNF; ni de la
concentracion minima, en inyeccion intravitrea o subcutanea, que permite inhibir de forma

eficiente la inflamacién ocular.

Las inyecciones intravitreas son un buen sustituto de la administracidn sistémica de
farmacos cuya diana terapéutica es el ojo, por ello, durante los tltimos afios se han comenzado
a llevar a cabo diversos estudios para evaluar la utilidad de estos agentes inyectados en el
vitreo. Esta via de administracién podria tener menos efectos adversos y originar unos

menores costes, en comparacion con la via sistémica.?2%
Etanercept (Enbrel®):

La utilizacion de etanercept intravitreo se ha llevado a cabo en estudios experimentales
en conejo, evaluando su seguridad y farmacocinética, pudiendo detectarse en el tejido
retiniano hasta ocho semanas tras la inyeccion, sin que aparecieran signos de dafo retiniano,

mediante el empleo de dosis de hasta 2,5 mg.267-268

En cuanto a su utilizaciéon en seres humanos, se han publicado estudios en edema
macular diabético resistente a otros tratamientos, no apreciando reacciones adversas a los

tres meses de seguimiento, pero tampoco mejoria clinica.®®
Infliximab (Remicade®):

La aplicabilidad del infliximab intravitreo se ha evaluado en varios estudios
experimentales en conejo, determinando que dosis por debajo de 2 mg/0,1 mL podrian ser
seguras, al no detectarse modificaciones funcionales ni histoldgicas en los tejidos oculares,®®
269 y manteniendo una vida media en el vitreo de seis dias.?’? Se ha descrito su utilizacién
intravitrea en un modelo de neovascularizacién coroidea inducida por ldser en ratas,

observando que dosis por debajo de 40 pg reducen la angiogénesis y la expresion de
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glicosaminoglicanos, implicados en los procesos de neovascularizacion coroidea, sin embargo,

dosis superiores parecen originar el efecto contrario.?”?

En seres humanos se ha utilizado en pacientes con degeneracién macular asociada a la
edad (DMAE) no respondedores al tratamiento con anti-VEGF (del inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor), apuntando hacia una posible asociacién entre el TNF y la DMAE;?’2 en otro
trabajo realizado en pacientes con neovascularizacion coroidea secundaria a DMAE no
respondedores al tratamiento con anti-VEGF, no se aprecié mejoria en la agudeza visual ni
cambios en el grosor macular central a los noventa dias de seguimiento, desarrollandose en la
mitad de los casos una inflamacién ocular con gran aumento de la presion intraocular;®’ en
pacientes con uveitis no infecciosa crénica acompafiada de una significativa pérdida visual y
de edema macular central, se consiguié mejorar, aparentemente, la agudeza visual y reducir el
grosor macular central a las cuatro semanas de la inyeccion;®® y en pacientes con edema
macular diabético persistente, no se aprecio mejoria en ninguno de los casos, detectando, en
pacientes a los que se les aplicé una dosis alta, el desarrollo de una inflamacién intraocular

severa.®’
Adalimumab (Humira®):

Los estudios experimentales con adalimumab intravitreo en conejo, se han centrado en
determinar la posible toxicidad retiniana, revelando que dosis por debajo de 0,5 mg/0,1 mL
no originan cambios morfol6gicos ni funcionales a los catorce dias de seguimiento.?’ 274 Sin
embargo, un estudio ha descrito el desarrollo de una reacciéon inflamatoria con necrosis
retiniana al utilizar dosis superiores a 1 mg/0,1 mL,%”3 mientras que otro estudio similar, no

revelé cambios a nivel retiniano con dosis de 5 mg/0,1 mL.274

En seres humanos, se ha utilizado en pacientes con uveitis controlada y edema macular

quistico no respondedores al tratamiento con esteroides, no demostrando eficacia en la
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mejora de la agudeza visual ni cambios en el grosor de la retina central, pero tampoco se
observaron efectos adversos a nivel sistémico u ocular;’? también se ha utilizado en pacientes
con edema macular diabético persistente, y aunque no se aprecié mejoria en ninguno de los

casos, tampoco se detectaron efectos secundarios a nivel sistémico u ocular.®®
Golimumab (Simponi®) y certolizumab pegol (Cimzia®):

No se han encontrado referencias sobre su utilizacion intravitrea.
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S. Matenial y métada
5.1. Experimentos

Puesta a punto y estandarizacion del cultivo organotipico de

neurorretina porcina:

Con estos experimentos se pretendié poner a punto y estandarizar el método de cultivo
de los explantes retinianos, evaluando los cambios espontaneos que sufren las células gliales
retinianas, principalmente las células de Miiller, durante el transcurso del cultivo. Para ello, se
utilizaron 36 explantes de retina, procedentes de 6 ojos de cerdo. Los tiempos de estudio

fueron 3 (n=12), 6 (n=12) y 9 (n=12) dias de cultivo.
Cultivo con PBMCs:

Para estudiar las modificaciones que los PBMCs (del inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cells) de sangre porcina, principalmente monocitos y linfocitos, inducen en las
células gliales retinianas durante el cultivo. Se utilizaron 78 explantes retinianos, procedentes
de 13 ojos. De ellos, 39 se cultivaron con PBMCs afiadidos sobre los explantes retinianos en el
dia 0. Los tiempos de estudio fueron 3 (n=13), 6 (n=13) y 9 (n=13) dias. Los otros 39
explantes, cultivados sin PBMCs, fueron utilizados como controles de este experimento, con la

misma distribucién por tiempo de estudio.
Cultivo con monocitos CD14+*:

Se pretendi6 identificar las modificaciones que los monocitos CD14*, obtenidos a partir
de sangre periférica y potencialmente productores de TNFa,2’® inducen sobre las células
gliales retinianas durante el cultivo. Se utilizaron 36 explantes retinianos, procedentes de 6
ojos. De ellos, 18 se cultivaron con monocitos CD14* afiadidos al medio de cultivo en el dia 0.

Los tiempos de estudio fueron 3 (n=6), 6 (n=6) y 9 (n=6) dias. Los otros 18 explantes,
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cultivados sin monocitos CD14*, se utilizaron como controles de este experimento, con la

misma distribucién por tiempo de estudio.

Cultivo con TNFa:

Para determinar el posible efecto de esta citoquina proinflamatoria, y su concentracion
eficaz para inducir un aumento de la gliosis retiniana, se utilizaron 18 explantes, procedentes
de 3 ojos, que fueron cultivados durante dos dias con 25 (n=3), 50 (n=3), 100 (n=3), 200 (n=3)
y 400 pg/ml (n=3) de TNFa (recombinant porcine tumor necrosis factor alpha (E. Coli-
derived), aprox. EDso 18-30 pg/mL; R&D Systems, Minneapolis, MN), afiadido al medio de
cultivo en el dia 0. La elecciéon de las concentraciones de TNFa se basé en la informacion
obtenida de estudios publicados,?’® 277 en los que se describen los niveles de TNFa producido
por monocitos humanos, obtenidos de personas sanas y enfermas. Se utilizaron como

controles 3 explantes cultivados durante 2 dias sin TNFa.

Para estudiar si la adicion externa de TNFa induce unas modificaciones retinianas
constantes durante un periodo de cultivo mas largo, se utilizaron 60 explantes retinianos,
procedentes de 10 ojos. De los cuales 30 fueron cultivados con 100 pg/ml de TNFa anadido al
medio de cultivo en el dia 0. Los tiempos de estudio fueron 3 (n=10), 6 (n=10) y 9 (n=10) dias.

Los otros 30 explantes, cultivados sin TNFq, se utilizaron como controles.

Cultivo con adalimumab:

Para evaluar las modificaciones que el adalimumab (Humira® 40 mg/0.8 ml; Abbott
Laboratories Ltd., Queenborough, UK) induce sobre las células gliales retinianas, se utilizaron
36 explantes, procedentes de 6 ojos. De ellos 18 fueron cultivados con 10 pg/ml de
adalimumab afiadido al medio de cultivo en el dia 0. La concentracidon de adalimumab se baso

en la informaciéon de estudios previos,?’® 279 en los que se describen las dosis de agentes
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bloqueantes del TNF en cultivos celulares. Los tiempos de estudio fueron 3 (n=6), 6 (n=6) y 9
(n=6) dias. Los otros 18 explantes, cultivados sin adalimumab, se utilizaron como controles de

este experimento, con la misma distribucién por tiempo de estudio.
Cultivo con TNFa/adalimumab:

Se pretendié evaluar la capacidad del adalimumab para reducir las modificaciones
originadas por el TNFa en las células gliales retinianas. Para ello se utilizaron 60 explantes
retinianos, procedentes de 10 ojos de cerdo. De ellos, 30 se cultivaron con 100 pg/ml de TNFa
y 10 pg/ml de adalimumab, afiadidos consecutivamente al medio en el dia 0. Los tiempos de
estudio fueron 3 (n=10), 6 (n=10) y 9 (n=10) dias. Los otros 30 explantes, cultivados con 100
pg/ml de TNFa y sin adalimumab, se utilizaron como controles, con la misma distribucién por

tiempo de estudio.

5.2. Preparacion y cultivo organotipico de los explantes de

neurorretina porcina

Se utilizaron 54 globos oculares de cerdo procedentes del matadero Justino Gutiérrez
S.L. (Laguna de Duero, Valladolid, Espafia), de animales entre 6 y 8 meses de edad, recogidos
en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco®, Paysley, Reino Unido),
suplementado con 1% de antibiéticos/antimicéticos (Gibco®), que fueron transportados
refrigerados hasta el laboratorio. Alli se llevo a cabo el protocolo de preparacion de los
explantes de neurorretina, entre 30 minutos y 2 horas tras la enucleacién del globo ocular,
bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar (HERAsafe; Heraeus, Hanau,

Alemania).
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Protocolo:

1. Se lavé cada globo ocular en etanol al 70% durante 2 minutos (Fig. 5.2.1A).

2. Posteriormente se efectué un lavado de cada ojo en DMEM limpio, 3 pases de 2 minutos

cada uno (Fig. 5.2.1A).

3. Luego se colocd el globo ocular en una placa de cultivo con medio DMEM, y se retiraron los

restos de tejidos extraoculares mediante unas tijeras de diseccién (Fig. 5.2.1B&C).

4. Se incidi6 la esclera con una aguja estéril de 22G, a la altura de la ora serrata, para realizar

un ojal por el que poder introducir unas tijeras corneales (Fig. 5.2.1D).

5. Se disecciond el globo ocular, aproximadamente en el final del segmento anterior, del que se
tracciond, arrastrando con él al vitreo; y en el segmento posterior, donde se mantuvo

adherida la retina (Fig. 5.2.1E).

6. Se traslado el polo posterior del globo ocular a una nueva placa con medio DMEM limpio y
se desprendié mecanicamente la retina neural del EPR, con la ayuda de un pincel (Fig.

5.2.1F&G).

7. Se secciond la base del nervio 6ptico con unas tijeras corneales de Wescott, para completar

el DR (Fig. 5.2.1H).

8. Se desenroll6 la retina en la placa de cultivo, mediante unos pinceles (Fig. 5.2.11), y se cort6
en cuadrados de 5 x 5 mm, mediante unas tijeras de Vannas, tomando los explantes de la
zona media de la retina, descartando las regiones mas periféricas y la zona del nervio

Optico, y evitando la presencia de vasos visibles y de bordes irregulares (Fig. 5.2.1]).

9. Se depositaron 1,6 mL de medio de cultivo en cada una de las seis cavidades de la placa,

bajo los pocillos (Transwell® 0.4 um pore, 30 mm; Corning Inc., New York, EE.UU.), de modo
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que el medio contactara con la membrana del pocillo, pero no la sobrepasara. Asi, la retina
se adhirié perfectamente a la membrana, evitando que flotara sobre el medio. Como medio
de cultivo se utiliz6 Neurobasal A, suplementado con 10% de FBS (del inglés, Fetal Bovine
Serum; Gibco®) o 2% de FPS (del inglés, Fetal Porcine Serum; Gibco®) inactivados por calor,
2% de B-27 (Gibco®), 1% de L-Glutamina (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU.) y 1% de
antibiéticos/antimicoticos, que fueron previamente atemperados a 372C en un bafio

termostatico (Raypa, Espafa).

10.Se trasladé y deposité el explante retiniano, con ayuda de una espatulilla y un pincel, sobre
la membrana de los pocillos, de modo que los fotorreceptores quedaran en contacto con

ésta (Fig. 5.2.1K).

11.Se estir6 la muestra con ayuda de un pincel, para que no quedara enrollado el explante y

conseguir un contacto adecuado con la membrana (Fig. 5.2.1L).

12.Se cultivaron seis explantes de una misma neurorretina en cada placa, de modo que se

tomaron muestras control y experimento en cada tiempo de estudio (Fig. 5.2.2).

13.Se introdujo la placa de cultivo con los explantes de neurorretina en un incubador
(HERACcell; Heraeus) con una atmosfera enriquecida al 5% de COz2, en el que se mantuvieron

alo largo del cultivo.

14.Se comprobd el nivel del medio de cultivo tras 1 hora en el incubador.

15.Se recambid el medio al dia siguiente de iniciado el cultivo, y posteriormente cada dos dias
hasta que finaliz6 el experimento, afiadiendo siempre 1,5 mL de medio recién elaborado y

atemperado.
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En total se cultivaron 324 explantes neurorretinianos que se mantuvieron en cultivo
durante 2, 3, 6 0 9 dias seglin el experimento. Paralelamente, también se obtuvieron muestras
de retinas recién desprendidas, previamente al comienzo de los cultivos, y se procesaron, para

evaluar el posible dafio originado durante la diseccién y la manipulacion del tejido.

Figura 5.2.1 Obtencion y preparacion de los explantes de neurorretina porcina para su

cultivo.
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Figura 5.2.2 Placa donde se cultivaron explantes control (A, C & E) y experimento (B,
D* & F*), de modo que se tomaron muestras pareadas a los 3 (A&B*), 6 (C&D*) y 9
(E&F*) dias de cultivo.

5.3 Extraccion de los PBMCs y adicion a los explantes en

cultivo

Se utiliz6 sangre periférica porcina procedente del matadero Justino Gutiérrez S.L., de
animales entre 6 y 8 meses de edad. Se recogieron 15 muestras de 50 mL, anticoaguladas con
1% de heparina (Heparina Leo, Byk Leo, Espafia), en tubos cénicos (BD Falcon™; Becton &
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), y se transportaron refrigeradas hasta el laboratorio. Se
comenzé el protocolo de extraccion de los PBMCs 30 minutos tras su obtencion, bajo

condiciones asépticas en campana de flujo laminar.
Protocolo (modificado de Boyum):28°

1. Se diluy6 la sangre heparinizada con PBS (0,2 M pH 7,4; del inglés, Phosphate Buffered

Saline; Invitrogen®, Paysley, Reino Unido), en proporcion 1:1, y se mezcl6 por inversion.
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2.Se pipeted cuidadosamente la mezcla sangre-PBS sobre medio volumen de
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®), para ello se utilizaron tubos de centrifuga conicos de
15 mL (Fisherbrand; Fisher Scientific S.L., Madrid, Espafia), evitando en lo posible que la

sangre y el medio de separacion se mezclaran.

3.Se centrifug6 a 400g durante 30 minutos (Centrifuge 5702; Eppendorf, Hamburgo,

Alemania), obteniéndose una interfase opaca en la que estaban presentes los PBMCs.

4. Se retiré el plasma, que estaba situado en la parte superior, y se recogieron los PBMCs.

Debajo quedd el Histopaque®-1077 y en el fondo los eritrocitos y los polimorfonucleares.

5. Se depositaron los PBMCs en otro tubo limpio y se mezclaron por inversiéon con 10 mL de

PBS, para lavarlos mediante centrifugacion a 250g durante 10 minutos.

6. Se retird el sobrenadante, rico en plaquetas, quedando un precipitado en el fondo del tubo.

7. Se resuspendio el pellet con 30 mL de medio de cultivo retiniano y se evalu6 el nimero de
células presentes y su viabilidad, mediante tincion con Azul Tripan y contaje con

hemocitémetro (Reichert-Jung, Buffalo, NY, EE.UU.).

Cultivo de los PBMCs:

Se realizaron extensiones celulares sobre porta de una gota de los PBMCs, para
comprobar, mediante tincion de Giemsa, la presencia de monocitos en las muestras; y se
realizaron cultivos en placa (Easy Grip Cell Culture Dish (Primaria surface treatment)
35x10mm; Becton & Dickinson) de 1x10° células, utilizando el medio de cultivo retiniano, para
comprobar la evolucion de los monocitos-macréfagos en dicho medio. Transcurridos dos dias,

se fijaron y se tifieron las células mediante Giemsa.
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Se afiadieron 3x10° células, en un volumen de 20 pL, sobre cada explante de retina.
Para asegurarse de que los PBMCs se mantuvieran sobre la retina durante el cultivo, se coloc6
un pequeilo cilindro de plastico sobre los explantes, depositando dentro los PBMCs (Fig.

5.3A&B).

Figura 5.3 Colocacion de un cilindro de plastico sobre un explante neurorretiniano (A)

y posterior depdsito de los PBMCs en su interior (B).

5.4. Extraccion de los monocitos CD14* y adicion a los

explantes en cultivo

Las técnicas de obtencién y purificacion de los monocitos CD14* se realizaron a partir
de los protocolos proporcionados por el grupo de investigacion liderado por el Dr. Javier
Dominguez, del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA,

Madrid, Espana).

5.4.1. Obtencion de los PBMCs

Se recogieron, en el matadero Justino Gutiérrez S.L., 10 muestras de 50 ml de sangre
periférica porcina anticoagulada con 2% de EDTA (del inglés EthyleneDiamineTetraacetic Acid;

Fluka® Analytical, Steinheim, Suecia) en tubos c6nicos (BD Falcon™), y se transportaron
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refrigeradas hasta el laboratorio. Se comenz6 el protocolo de extraccién de los PBMCs 30
minutos tras su obtencion, bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar.

Protocolo (modificado de Gonzalez y cols.):?8!

1. Se dividi6 el volumen de sangre en 2 tubos, con 25mL cada uno, sobre los que se afiadieron
6,5 mL de dextrano al 6% (dextran from Leuconostoc spp; Fluka® Analytical), completando

el volumen hasta 50 mL con PBS al 2% de FBS.

2. Se agit6 la mezcla y se dejé reposar 30 minutos, para que se produjera la sedimentacion de

los hematies.

3. Se prepararon, en tubos de 15mL (Fisher Scientific S.L.), 1220 uL de Percoll® 9:1 en HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution; Gibco®) con 780 pL de medio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium; Gibco®) suplementado con 5% de FBS, 5% de Hepes (Sigma-Aldrich®),

2% de L-Glutamina y 2,5% de EDTA (para utilizarlo en el paso 8).

4. Tras la sedimentacion de las muestras, se trasladé la parte superior, consituida por los
monocitos, los linfocitos, los polimorfonucleares y los posibles restos de hematies, a tubos

nuevos de 50 mL, y se complet6 el volumen hasta 50 mL con PBS al 2% de FBS.

5. Se centrifug6 a 1400 rpm durante 15 minutos.

6. Se retiré el sobrenadante, quedando un pellet en el fondo del tubo.

7. Se afiadieron 2 mL de RPMI sobre el pellet, y se resuspendieron las células.

8. Se depositaron éstas sobre los 2 mL de la mezcla de Percoll® 9:1 y de RPMI, preparados
previamente en el paso 3. Evitando en lo posible que las células resuspendidas y el medio

de separacién se mezclaran.
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9. Se centrifugé a 1600 rpm durante 15 minutos a 252C y sin freno, para no distorsionar la
fase. En el fondo aparecieron los polimorfonucleares y los posibles eritrocitos; en la porcion
superior el Percoll®; en la interfase los PBMCs (linfocitos y monocitos); y sobre éstos el

RPMI.

10.Se recogi6 la interfase y se lavd, resuspendiendo en 1 mL de PBS al 2% de FBS, y

posteriormente completando el volumen hasta 10 mL.

11.Se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos a 42C.

12.Se lisaron los posibles restos de hematies mediante choque osmoético, resuspendiendo las
células en 9 mL de agua destilada durante 28 segundos. Se paro6 la reaccién de lisis con 3 mL
de NaCl (PANREAC Quimica S.A.U., Barcelona, Espafa) al 3,5% en PB (0,1 M, pH 7’4; del
inglés Phosphate Buffer). Finalmente se afiadio PBS al 2% de FBS hasta 50 mL y se

centrifugé a 1000 rpm durante 8 minutos a 42C.

13.Se lavaron las células en PBS al 2% de FBS, centifugando posteriormente a 1000 rpm

durante 8 minutos a 4°C (Fig. 5.4.1).

14.Se resuspendieron las células en 30 mL de PBS al 2% de FBS y se contaron mediante

hemocitémetro, previa tincién con Azul Tripan.

15.Se estudio, mediante citometria de flujo, la pureza de la fraccion celular obtenida.
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Fig. 5.4.1 Pellet de PBMCs.

5.4.2. Depleccion y seleccion celular magnética

Tras la obtencion de los PBMCs, se procedié a realizar una seleccion magnética en
columna mediante una unidad de separacion QuadroMACS™ (Miltenyi Biotec, Gladbach,

Alemania), utilizando columnas de separacion del tipo LS (Miltenyi Biotec).
Deplecion celular magnética:

Mediante esta técnica se buscé separar la poblacién monocitica de la linfocitica,
utilizando anticuerpos frente a las proteinas CD3, CD8a y CD45RA, presentes en la superficie

de los linfocitos.
Protocolo:

1. Se resuspendieron los PBMCs (aprox. 20x10° células) en 2 mL de buffer de separacién. Este

estaba compuesto por PBS suplementado con 5% de FBS y 2% de EDTA.

2. Se incubaron los anticuerpos primarios anti-CD3 (1:200, monoclonal mouse anti-human CD3
IgG1; Sigma-Aldrich®), anti-CD8a (1:100, monoclonal mouse anti-pig wCD8a IgG2a; AbD
Serotec, Oxford, Reino Unido) y anti-CD45RA (1:100 monoclonal mouse anti-pig CD45RA

IgG1; AbD Serotec) durante 90 minutos.
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3. Se afiadieron 2 mL de buffer de separacion y se centrifugé a 1000 rpm durante 8 minutos.

4. Se resuspendieron las células en 100 pL de buffer de separaciéon y se incubaron con
microbeads magnéticas (1:25, goat anti-mouse IgG microbeads; Miltenyi Biotec), durante 20

minutos.

5. Se afiadieron 2 mL de buffer de separacion y se centrifugé a 1000 rpm durante 8 minutos.

6. Se resuspendieron las células en 500 puL de buffer de separacién.

7.Se colocaron las columnas de separacion en la unidad de separacidn, y se hidrataron

haciendo correr 3 mL de buffer de separacidén a través de éstas.

8. Se depositaron en las columnas los 500 pL de buffer de separacion con las células.

9. Se dejo correr y se recolectaron las células no unidas a los anticuerpos (monocitos).

10.Se lavaron las columnas con buffer de separaciéon (3 x 3 mL), y se continuaron recogiendo

las células no unidas (monocitos).

11.Se retiraron las columnas de la unidad de separacion, y se depositaron 5 mL de buffer de

separacion.

12.Se dejo correr y se recolectaron en un tubo limpio las células unidas a los anticuerpos

(linfocitos).

13.Se realizé el recuento celular de la fraccion monocitica obtenida, mediante hemocitémetro

tras tincidn con Azul Tripan.

14.Se estudié, mediante citometria de flujo, la pureza de las fracciones celulares obtenidas.
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Seleccion celular magnética:

Mediante esta técnica se busco separar la poblacién monocitica CD14* del resto de la
poblacidn celular presente, utilizando un anticuerpo frente a la proteina CD14, presente en la

superficie celular de un determinada poblacién de monocitos.?”>
Protocolo:

1. Se resuspendio la fraccion celular (aprox. 12x10° células), que no se uni6 a los anticuerpos

durante la depleccion negativa, en 100 pL de buffer de separacidn.

2.Se incub6 el anticuerpo primario anti-CD14 (1:4, monoclonal mouse anti-human CD14

microbeads; Miltenyi Biotec) durante 15 minutos a 42C.
3. Se afladieron 2 mL de buffer de separacion y se centrifugé a 1000 rpm durante 8 minutos.
4. Se resuspendieron las células en 500 pL de buffer de separacién.

5. Se colocaron las columnas de separacion en la unidad de separacion, y se hidrataron

haciendo correr 3 mL de buffer de separacion a través de éstas.
6. Se depositaron en las columnas los 500 pL de buffer de separacion con las células.

7. Se dejb correr y se recolectaron las células no unidas al anticuerpo (linfocitos y monocitos

CD14").

8. Se lavaron las columnas con buffer de separacién (3 x 3 mL) y se continuaron recogiendo

las células no unidas (linfocitos y monocitos CD14").

9. Se retiraron las columnas de la unidad de separacion y se depositaron 5 mL de buffer de

separacion.
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10.Se dejdé correr y se recolectaron en un tubo limpio las células unidas al anticuerpo

(monocitos CD14").

11.Se realizo el recuento celular de la fraccion monocitica obtenida, mediante hemocitometro

tras tincion con Azul Tripan.

12.Se estudi6, mediante citometria de flujo, la pureza de las fracciones celulares obtenidas.

5.4.3. Citometria de flujo

Para estudiar cada una de las fracciones celulares obtenidas previamente, se
resuspendieron las células en PBS y se pasaron las muestras por un citémetro de flujo
(Cytomics FC 500 Cytometer; Beckman-Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.). El nimero de eventos
evaluados fue superior a 20.000 en cada muestra. Los datos fueron recogidos y analizados
mediante el software Cytomics RXP (Beckman-Coulter), evaluando las proporciones celulares

mediante un histograma tamafio/complejidad.

5.4..4. Cultivo de los monocitos CD14*

Se realizaron cultivos en placa (Easy Grip Cell Culture Dish (Primaria surface
treatment) 35x10mm) de 1x10° monocitos CD14*, utilizando medio de cultivo retiniano, para
comprobar la evolucién de los monocitos-macréfagos en dicho medio, transcurridos cuatro
dias se fijaron las células y se tifileron mediante Giemsa o se marcaron con anticuerpos frente a

CD172a/SWC3ya CD203a/SWC9. Se afiadieron 1x10° células al medio de cultivo retiniano.
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5.4.5. Determinacion de los niveles de TNFa en el medio

de cultivo

A partir de los sobrenadantes de los cultivos control y con monocitos CD14*, recogidos
al recambiar el medio en los dias 1, 3, 5, 7 y 9 de cultivo, y de medio Neurobasal A
suplementado, se determinaron los niveles de TNFa. Para ello, se utilizaron kits comerciales
de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) tipo sandwich cuantitativo, estando los
pocillos tapizados con un anticuerpo monoclonal especifico para TNFa porcino (Porcine TNF-
a/TNFSF1A Immunoassay, Quantiquine®; R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), con estos

kits la concentracion minima detectable es de 3,7 pg/mL.

Protocolo:

1. Se depositaron 50 pL del diluyente de ensayo (proporcionado en el kit de ELISA) y 50 uL del

sobrenadante en cada uno de los pocillos de la placa del ELISA, y se incubé durante 2 horas.

2. Se lavo cada pocillo 5 veces utilizando 400 pL de la solucién de lavado (proporcionada en el

kit del ELISA).

3. Se depositaron 100 pL del conjugado porcino (proporcionado en el kit del ELISA) en cada

pocillo y se incubé durante 2 horas.

4. Se lavo cada pocillo 5 veces utilizando 400 pL de la solucion de lavado.

5. Se depositaron 100 pL de la solucion sustrato (proporcionada en el kit del ELISA) en cada

pocillo y se incubé 30 minutos, protegiendo de la luz.

6. Se depositaron 100 pL de la solucion de parada (proporcionada en el kit del ELISA) en cada

pocillo.
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7. Se determind la densidad 6ptica en cada pocillo en los 30 minutos posteriores, mediante un
lector Spectra Max M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, EE.UU.), utilizando una longitud de

onda de 450 nm, con una correcciéon de onda de 540 nm.

Con las lecturas obtenidas se realizd6 una curva para determinar los niveles de
produccién de citoquinas en base a la dilucién de los controles del kit del ELISA, diluidos en
una serie 1:2 (1.500, 750, 375, 187,5, 93,8, 46,9 y 23,4 pg/mL). Como control positivo se

utilizoé el proporcionado en el kit del ELISA.

5.5. Procesamientos

Se procesaron muestras retinianas de 2, 3, 6 y 9 dias de cultivo, asi como muestras

tomadas antes de comenzar los cultivos.

Crioprocesamiento:

1. Se fijaron las muestras, durante un maximo de 2 horas, en paraformaldehido (PF; PANREAC

Quimica S.A.U.) al 4% en PB.

2. Se lavaron las muestras en PB y se crioprotegieron en concentraciones crecientes de

sacarosa (PANREAC Quimica S.A.U.) en PB.

15% 1 hora — 20% 1 hora — 30% 12 horas

3. Se congelaron las muestras, embebidas en Tissue-Tek® (0.C.T.™ Compound; Sakura Finetek

Europe B.V,, Alphen, Holanda), mediante nieve carbénica.

4. Se conservaron las muestras en ultracongelador a -802C (HERAfreeze; Heraeus), hasta que

se cortaron en criostato (CM 1900; Leica, Nussloch, Alemania).
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5. Se recogieron cortes de 5 0 12 um en portaobjetos comerciales (SuperFrost® Plus; Menzel-

Glaser, Braunschweig, Alemania) y se conservaron en ultracongelador hasta su utilizacion.
Inclusion en epoxi-resina (araldita):

1. Se fijaron las muestras, durante un maximo de 2 horas, en PF al 4% en PB.
2. Se lavaron las muestras en PB y se realiz6 una deshidratacion en alcoholes crecientes:

Etanol (Sigma-Aldrich®) 50% 10 minutos — Etanol 75% 10 minutos — Etanol 90%
10 minutos — Etanol 96% 10 minutos — 2x Etanol 100% 10 minutos — Oxido de

Propileno (Sigma-Aldrich®) 10 minutos
3. Se realiz6 la impregnacion en epoxi-resina (araldita; TAAB, Berks, Reino Unido):

Oxido de Propileno/Araldita (3/1) 1 hora — Oxido de Propileno/Araldita (1/1)

1 hora — Oxido de Propileno/Araldita (1/3) 12 horas — Araldita 602C 30 minutos

4. Se incluyeron las muestras en moldes y se dejé polimerizar la resina a 602C 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®).
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5.6. Técnicas de tincion histologica y citoldgica

Hematoxilina-Eosina:

1. Se dejaron descongelar los cortes de las neurorretinas durante 5 minutos.

2. Se lavaron en PB durante 30 minutos, para eliminar los restos de Tissue-Tek®.
3. Se tifieron con hematoxilina (Sigma-Aldrich®) 5 minutos.

4. Se lavaron en agua durante 5 minutos.

5. Se deshidrataron en etanol al 80% durante 2 minutos.

6. Se tifieron con eosina (Sigma-Aldrich®) durante 5 minutos.

7. Se deshidrataron en alcoholes de graduacion creciente:

2 x Etanol 962 2 minutos — 2x Etanol 1002 2 minutos
8. Se aclararon en xilol (Sigma-Aldrich®) (3 x 5 minutos).
9. Se montaron con Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemania).

Azul de Toluidina:

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

1%; PANREAC Quimica S.A.U.) durante 5 minutos a 602C.
2. Se lavaron en agua, en agua destilada y se dejaron secar a 602C.

3. Se montaron con Entellan®.
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Tincion de Giemsa:

1. Se fijaron las extensiones celulares o las células cultivadas en placa con PF al 4% en PB

durante 5 minutos.
2. Se lavaron varias veces en PB.
3. Se refijaron con metanol al 5% (PANREAC Quimica S.A.U.) durante 5 minutos.
4. Se lavaron en PB.

5. Se tifieron las células con solucién de Giemsa (Sigma-Aldrich®) al 20% en PBS durante 1

hora.
6. Se lavaron las muestras en PB.
7. Se diferencié con solucion de acido acético (Sigma-Aldrich®) al 0,1% en agua destilada.
8. Se deshidrataron con pases rapidos en alcoholes de graduacion creciente:
Etanol 762 — Etanol 962 — Etanol 1002
9. Se aclararon con xilol.

10.Se montaron con Entellan®.

Azul Tripan:

1. Sobre un cubreobjetos se depositaron 20 pL de Azul Tripan (Sigma-Aldrich®).
2. Sobre el colorante se pipetearon 20 pL de la solucién celular.

3. Se mezclaron bien y se depositaron sobre un hemocitémetro.
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5.7. Técnicas de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica

5.7.1. Estudio de las células de Miiller

Se evalud la proteina GFAP, presente en los filamentos intermedios de las células gliales
(astrocitos y células de Miiller) e implicada en los procesos de gliosis reactiva;2> 282284 y |
proteina CRALBP (del inglés, Cellular RetinALdehide-Binding Protein), presente en el
citoplasma de las células de Miiller e implicada en el metabolismo de la vitamina A.?8> 286
Realizando dobles marcajes para ambas proteinas se pueden diferenciar las células de Miiller

(GFAP* y CRALBP*) de los astrocitos (GFAP* y CRALBP-).286:287
Protocolo para cortes crioprocesados:
1. Se descongelaron las muestras durante 5 minutos.
2. Se lavaron en PB durante 30 minutos, para eliminar los restos de Tissue-Tek®.

3. Se lavaron los cortes en TBS (0,2 M, pH 7,6; del inglés Tris Buffered Saline; Gibco®) 5

minutos.

4. Se secaron los portas, se introdujeron en una camara himeda, y se enmarcaron los cortes

con Pap Pen (Liquid Bloquer Super Pap Pen; Daido Sangyo Co. Ltd., Tokio, Jap6n).

5. Se incubd el anticuerpo primario anti-GFAP (1:200, polyclonal rabbit anti-cow Glial Fibrilary

Acidic Protein; DakoCytomation Inc., Carpinteria, CA, EE.UU.) durante 30 minutos.
6. Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).

7.Se incubd el anticuerpo primario anti-CRALBP (1:1000, monoclonal mouse anti-human

Cellular Retinaldehyde-Binding Protein; Abcam plc., Cambridge, UK), durante 12 horas a 4°C.
8. Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).
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9. Se incubaron los anticuerpos secundarios (1:200, Alexa Fluor®568 o 594 (rojo) goat anti-
rabbit IgG, y Alexa Fluor®488 (verde) goat anti-mouse IgG; Molecular Probes™, Eugene,

EE.UU.) durante 1 hora en oscuridad.
10.Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).

11.Se tifieron con DAPI (10 pg/mL; del inglés, 4’6-diamino-2-phenilindole dihydrochloride;

Molecular Probes™) durante 8 minutos en oscuridad.
12.Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).

13.Se montaron utilizando un medio especifico para muestras de inmunofluorescencia,

fluorescent mounting medium (DakoCytomation Inc.).

Protocolo para cortes incluidos en epoxi-resina (araldita):

1. Se lavaron las muestras en 6xido de propileno durante 30 minutos.

2. Se desplastificaron en solucion envejecida de et6xido sédico durante 1 hora. Compuesta por

50% de etdéxido sddico envejecido, 30% de acetonay 20% de tolueno.
3. Se lavaron los cortes en acetonas de graduacidn decreciente para hidratarlos:

Acetona 100% 10 minutos — Acetona 90% 10 minutos — Acetona 76% 10 minutos

— Acetona 50% 10 minutos

4. Se lavaron en TBS durante 10 minutos.

5. Se secaron los portas, se introdujeron en una cdmara himeda, y se enmarcaron los cortes

con Pap Pen.
6. Se incubd el anticuerpo primario anti-GFAP durante 30 minutos.

7. Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).
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8. Se incubd el anticuerpo secundario (1:200, Alexa Fluor®594 (rojo); Molecular Probes™),

durante 1 hora en oscuridad.
9. Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).
10.Se tifieron con DAPI durante 8 minutos en oscuridad.
11.Se lavaron los cortes en TBS (3 x 5 minutos).

12.Se montaron con fluorescent mounting medium.

5.7.2. Estudio de los monocitos y de los macrofagos

Células en placa de cultivo:

Se evalué la proteina CD172a/SWC3, presente en la linea monocitaria porcina, y la
CD203a/SWC(9, presente en los macréfagos maduros.?8® 289 Realizando dobles marcajes se

permite diferenciar ambas poblaciones celulares.
Protocolo:
1. Se retir6 el medio de cultivo y se fijaron las células con PF al 4% en PB durante 5 minutos.
2. Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos).
3. Se incubd en suero de cabra (Sigma-Aldrich®) al 5% en PBS durante 20minutos.

4.Se incubd el anticuerpo primario CD203a/SWC9 (1:100, monoclonal mouse anti-pig

CD203a; AbD Serotec) durante 12 horas a 4°C.

5. Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos).
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6. Se incubd el anticuerpo secundario (1:200, Alexa Fluor®594 (rojo) goat anti-rabbit IgG;

Molecular Probes™) durante 1 hora en oscuridad.
7. Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos).

8.Se incub6 el anticuerpo primario CD172a/SWC3 (1:10, monoclonal mouse anti-pig

CD172a:FITC (verde); AbD Serotec) durante 12 horas a 42 y en oscuridad.
9. Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos).
10.Se tifieron con DAPI durante 8 minutos en oscuridad.
11.Se lavaron en PBS (3 x 5 minutos).

12.Se montaron con fluorescent mounting medium.

5.8. Evaluacion microscoépica

Las preparaciones fueron evaluadas mediante un microscopio de luz transmitida Leica
DM4000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), equipado con lampara de
epifluorescencia. Las imagenes fueron capturadas con una camara Leica DFC490 (Leica
Microsystems). Las preparaciones procesadas para su estudio mediante microscopia confocal
fueron evaluadas con un sistema de imagen para microscopia confocal Leica TCS SP2 (Leica
Microsystems) equipado con laseres Ar-Kr, estos estudios fueron llevados a cabo en la

Universidad de Alicante (Alicante, Espafia), con la colaboracién del Profesor Nicolas Cuenca.
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Los estudios comparativos basados en la expresion de los marcadores
inmunofluorescentes se llevaron a cabo en imagenes adquiridas con los mismos niveles de
exposicién, intensidad y ganancia. El brillo y el contraste de las imagenes fue ajustado
mediante el software Adobe Photoshop (version 10.0.1 para Macintosh; Adobe Systems, San

Jose, EE.UU.).

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron atemperados previamente a su

utilizacion.

Todos los protocolos en los que no se indica la temperatura fueron llevados a cabo a la

temperatura ambiente del laboratorio.

En los casos que fue requerido, el pH fue ajustado mediante un pHmetro (pH-Meter
BASIC 20+; Crison Instruments S.A. Barcelona, Espafia), afladiendo HCl o NaOH (ambos

PANREAC Quimica S.A.U.) segun fue necesario.

Las medidas del espesor retiniano se realizaron con el software Image] (version 1.4.10,

para Macintosh; National Institute of Health, EE.UU).

Todos los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo han sido previamente
descritos en otros estudios y su especificidad celular esta bien caracterizada, por éste y otros
grupos de investigacion. Complementaria y paralelamente a los experimentos se procesaron
muestras control, en las que se omiti6 el anticuerpo primario, no encontrando

inmunoreactividad en ningun caso.
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6. Resaltados

6.1. Caracterizacion histoldgica e inmunohistoquimica de

la retina porcina recién desprendida

Evaluacion histoldgica de la retina recién desprendida:

A partir de las muestras retinianas recién desprendidas, procesadas y tefiidas con Azul
de Toluidina, se observé que a pesar del desprendimiento mecanico al que fueron sometidas
las muestras para su separacion del EPR, se conservo perfectamente la compleja arquitectura
retiniana, permitiendo diferenciar las nueve capas de la retina neural (Fig. 6.1.A). Los
segmentos externos (0OS; del inglés Outer Segments) e internos (IS; del inglés, Inner Segments)
de los fotorreceptores se mantuvieron integros tras dicha maniobra. En lo que respecta a las
capas nucleares, tanto la externa (ONL; del inglés, Outer Nuclear Layer) como la interna (INL;
del inglés Inner Nuclear Layer) presentaron, aproximadamente, entre 5 y 6 filas de nucleos en

estas muestras.
Evaluacion inmunohistoquimica de la retina recién desprendida:

En estas muestras, la GFAP solo se detectd a nivel de la membrana limitante interna
(ILM; del inglés Inner Limmiting Membrane) y en la capa de fibras del nervio éptico (NFL; del
inglés, Nerve Fiber Layer) (Fig. 6.1.B). La otra proteina evaluada, CRALBP, se identific6 a través
de todo el espesor retiniano (Fig. 6.1.C). La tincién nuclear DAPI permiti6 identificar y evaluar
la organizacidn de la capa de las células ganglionares (GCL; del inglés, Ganglion Cell Layer), de
la INL y de la ONL, presentando éstas un patréon de conservacion adecuado tras el

desprendimiento mecanico.
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Figura 6.1 Tincién con Azul de Toluidina (A), y distribucién de la GFAP (B&C, rojo) y de la CRALBP
(C, verde) en retinas porcinas recién desprendidas. Los nucleos celulares se muestran tefidos con
DAPI (B&C, azul). OS: segmentos externos de los fotorreceptores; OLM: membrana limitante
externa; ONL: capa nuclear externa; OPL: capa plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL:
capa plexiforme interna;, GCL: capa de las células ganglionares; NFL: capa de fibras del nervio

optico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 um.

6.2. Caracterizacion histoldgica e inmunohistoquimica de

los explantes neurorretinianos durante el cultivo

Evaluacion histoldgica de los explantes durante el cultivo:

En los explantes cultivados y tefiidos con Azul de Toluidina, a los tres dias (Fig. 6.2.1A)
los OS de los fotorreceptores aparecieron fragmentados y desorganizados, mientras que los IS,
adn presentes, mostraron una morfologia similar a la observada tras el desprendimiento
mecanico. En este tiempo de estudio ain se mantuvieron entre 5 y 6 filas de nucleos de los
fotorreceptores en la ONL, pero ya se pudo apreciar una pérdida de la compactacién celular en
esta capa. Aunque el resto de capas retinianas se mostraron aparentemente normales,
comenzaron a detectarse algunos cambios histolégicos. En la INL se observé una

estructuracion celular aparentemente normal, pero con procesos de vacuolizacién. En la capa
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plexiforme interna (IPL; del inglés, Inner Plexiform Layer) se apreciaron restos nucleares,

mientras que en la GCL se observaron procesos de vacuolizacion.

Tras seis dias en cultivo (Fig. 6.2.1B), al igual que a los tres dias, se pudieron identificar
restos celulares desprendidos de los OS de los fotorreceptores en lo que se corresponderia con
el area subretiniana (Figs. 6.2.1A&B, areas elipsoidales). En este tiempo de estudio dejaron de
apreciarse, histolégicamente, los IS, y se observé un notable acortamiento en la capa
plexiforme externa (OPL; del inglés, Outer Plexiform Layer) y en la IPL. El nimero de lineas
nucleares en la ONL se mantuvo aparentemente constante, mientras que en la INL apareci6
marcadamente reducido. Se percibieron nucleos celulares en la IPL, y desaparecieron, casi por

completo, las células ganglionares de la GCL.

A los nueve dias de cultivo se aprecié una neoformacidn tisular (Fig. 6.2.1C flechas) en
la zona mas externa de la retina. Los OS de los fotorreceptores dejaron de apreciarse en el area
subretiniana. La ONL mostré una marcada pérdida de la compactacion y de la organizacion
celular caracteristica, observando un engrosamiento de esta capa. Mientras que la INL
aparecié profundamente desorganizada. No fue posible identificar la IPL y la OPL ya que

estaban muy reducidas, y la mayoria de las células ganglionares habian desaparecido.
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Figura 6.2.1 Tincién con Azul de Toluidina en explantes cultivados durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias.
ONL: capa nuclear externa; OPL: capa plexiforme externa; INL: capa nuclear interna; IPL: capa
plexiforme interna; GCL: capa de las células ganglionares; ILM: membrana limitante interna. Barras

de escala: 20 um.

Evaluacion inmunohistoquimica de los explantes durante el cultivo:

En las muestras inmunomarcadas con anticuerpo anti-GFAP (Fig. 6.2.2A-C) se pudo
observar como, progresivamente y a lo largo del cultivo, fue aumentado la expresion de esta
proteina en comparacion con las muestras recién desprendidas (Fig. 6.1B). Por otra parte, se
observo una desorganizacidn progresiva de la estructura retiniana, apreciandose una mayor
distancia entre los nucleos celulares, y perdiéndose, en algunas zonas, la clara diferenciacion

histologica de las capas retinianas.

A los tres dias de cultivo (Fig. 6.2.2A) aparecié una mayor expresion de la GFAP a nivel
de la NFL, llegando incluso a presentarse en la GCL. Por otra parte, también comenzé a
observarse como los filamentos intermedios GFAP* se prolongaban a lo largo del citoplasma
de las células de Miiller, atravesando el nivel de la INL y llegando incluso a adentrarse en la

ONL.

Tras seis dias en cultivo (Fig. 6.2.2B) la expresién de esta proteina aument6

considerablemente en las capas retinianas mas internas, aprecidndose completamente los
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cuerpos de las células de Miiller a lo largo del tejido retiniano, debido a la notable expresion
de la GFAP en su interior. Por otra parte, los filamentos intermedios GFAP* crecieron por las
prolongaciones de las células de Miiller en las capas mas externas, apareciendo a través de la
ONL, llegando a contactar con la OLM y comenzando a extenderse por esta estructura en

algunos puntos (Fig. 6.2.2B flechas).

A la finalizacion del cultivo, es decir a los 9 dias (Fig. 6.2.2C), se apreciaron
perfectamente los cuerpos de las células de Miiller, que discurren desde la ILM hasta la OLM,
repletos de GFAP, al igual que sus multiples prolongaciones celulares, que se extienden por el
espesor retiniano rodeando a las células neuronales. En este punto, sus extensiones mas
externas marcadas con anticuerpo anti-GFAP atravesaron la OLM y comenzaron a invadir el
area subretiniana, disponiéndose en una fina formacién de monocapa perpendicularmente al
tejido retiniano (Fig. 6.2.2C flechas). Por otra parte, en este tiempo de estudio, se redujo
considerablemente el nimero de nicleos marcados con DAPI en la INL, no apreciandose éstos

en la GCL.

Figura 6.2.2 Distribucion de la GFAP (rojo) en explantes cultivados durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias.
Los nucleos celulares se muestran tefidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa
nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares; NFL: capa de fibras del nervio dptico; ILM:

membrana limitante interna. Barras de escala: 20 um.

93



6. Resaltados

Los explantes doblemente inmunomarcados con anticuerpos anti-GFAP y anti-CRALBP
(Fig. 6.2.3A-C) permitieron valorar subjetivamente la cantidad de células de Miiller que
expresaron GFAP, del total CRALBP presentes en el espesor retiniano. De este modo,
comparado con las células de Miller CRALBP*, solo un pequefio nimero de células
presentaron reactividad GFAP*, extendiéndose el marcaje a lo largo de éstas, progresivamente
durante el cultivo, y finalmente, alcanzando las capas retinianas mas externas, llegando hasta
la OLM. Se aprecio6 una perdida de la compactacion nuclear, claramente marcada a nivel de la
ONL, observando como las prolongaciones GFAP* de las células de Miiller discurren entre los

cuerpos celulares de los fotorreceptores (Fig. 6.2.3C flechas).

La expresion de la CRALBP se mantuvo aparentemente constante a lo largo del cultivo
(Fig. 6.2.3A-C). Por otra parte, los dobles inmunomarcajes con los anticuerpos mencionados,
permitieron diferenciar a las células de Miiller (GFAP* CRALBP*) de los astrocitos (GFAP*
CRALBP"), aprecidandose como aument6 notablemente la expresion de la GFAP en las capas

mas internas de la retina, correspondiéndose en gran parte con astrocitos (Fig. 6.2.3A-C).

Figura 6.2.3 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados durante
3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias. Los nucleos celulares se muestran tefiidos con DAPI (azul). ONL: capa
nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares. Barras de

escala: 20 um.
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Los explantes doblemente inmunomarcados y evaluados mediante microscopia
confocal, revelaron que la proteina CRALBP se presentd6 mas concentrada en las capas
retinianas externas. A los seis dias de cultivo (Fig. 6.2.4A) solo algunas células de Miiller
expresaron GFAP en sus prolongaciones mas externas (Fig. 6.2.4A flechas), en comparacion
con el total de células CRALBP*. En este punto, los cuerpos celulares de los astrocitos y sus
prolongaciones se mantuvieron localizadas en la NFL (Fig. 6.2.4A asteriscos). A los nueve dias
(Fig. 6.2.4B) la GFAP fue expresada por un mayor numero de células de Miiller, llegando a
atravesar la OLM (Fig. 6.2.4B flechas) y comenzando a apreciarse en el area subretiniana,
mientras que los astrocitos mantuvieron su cuerpo celular en la NFL, pero orientando sus

prolongaciones hacia capas externas (Fig. 6.2.4B asterisco).

Figura 6.2.4 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde), evaluadas mediante
microscopia confocal, en explantes cultivados durante 6 (A) y 9 (B) dias. OLM: membrana limitante
externa; ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células
ganglionares. NFL: capa de fibras del nervio optico; ILM: membrana limitante interna. Barras de

escala: 20 um.
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Otros hallazgos:

Durante el desarrollo de los cultivos organotipicos, se percibié macroscoépicamente

como los explantes retinianos mantuvieron su transparencia y fueron adelgazandose durante
el cultivo. Este adelgazamiento originé la visualizacién de pequeios vasos, que no habian sido
perceptibles al comienzo del cultivo. Los explantes que perdieron la transparencia en los

primeros dias de cultivo fueron descartados del estudio.

Por otra parte, durante las primeras fases de la puesta a punto del modelo de cultivo
organotipico de neurorretina porcina, se pudo apreciar como algunos explantes presentaron a
los nueve dias de cultivo un patrén de desorganizacion celular mas pronunciado, perdiéndose
completamente la arquitectura retiniana. Estos hallazgos solo aparecieron en los primeros

experimentos.

En estas muestras mas degeneradas, tefiidas con Azul de Toluidina (Fig. 6.2.5A), se
observo como el pequefio nimero de nucleos celulares presentes a los nueve dias de cultivo,
aparecieron degenerados y distribuidos aleatoriamente por el parénquima retiniano, sin
ninglin patrén de organizacién. Por otra parte, en la regién externa a la OLM aparecié una
gruesa capa de tejido neoformado, orientada perpendicularmente al resto del parénquima
retiniano (Fig. 6.2.5A flechas). Las muestras inmunomarcadas con anti-GFAP (Fig. 6.2.5B)
corroboraron que, los pocos nucleos DAPI* presentes aparecian distribuidos al azar, mientras
que la expresion de la GFAP aparecia aumentada a nivel de la NFL. Varias prolongaciones
GFAP* de las células de Miiller se extendian externamente a la OLM (Fig. 6.2.5B flechas), con

una orientacion perpendicular.
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Figura 6.2.5 Tincion con Azul de Toluidina (A), y distribucion de la GFAP (B, rojo) en explantes
cultivados durante 9 dias, presentando una gran desorganizacion tisular. Los ntcleos celulares se

muestran tefiidos con DAPI (B, azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; NFL:

capa de fibras del nervio optico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 um.

6.3. Caracterizacion histoldgica e inmunohistoquimica de

los explantes neurorretinianos cultivados con PBMCs

Obtencion y evaluacion histoldgica de los PBMCs:

De cada muestra sanguinea se obtuvieron una media de 15x10° PBMCs/mL,

presentando éstos una viabilidad celular superior al 90%.

Las extensiones celulares de una gota de PBMCs sobre porta, tefiidos mediante la
técnica de Giemsa, mostraron la presencia de linfocitos (Fig. 6.3.1A flechas azules) y

monocitos (Fig. 6.3.1A flechas rojas) en la fraccién celular.

Los PBMCs cultivados en placa durante dos dias, tras ser tefiidos con Giemsa, revelaron
que la mayoria de las células presentes eran monocitos que se estaban diferenciando hacia
macrofagos, al observar células de mayor tamafio, con un mayor porcentaje de citoplasma y

con nucleos de morfologia arrifionada (Fig. 6.3.1B flechas rojas).
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Figura 6.3.1 Tincién con Giemsa de las extensiones celulares de los PBMCs (A) y de los PBMCs

cultivados durante dos dias (B). Flechas azules: linfocitos; Flechas rojas: monocitos (A), monaocitos/

macrofagos (B). Barras de escala: 20 um.

Evaluacion histoldgica de los explantes cultivados con PBMCs:

Los explantes cultivados en presencia de PBMCs no presentaron modificaciones
significativas, en comparacion con los controles, a los tres y seis dias de cultivo. Sin embargo, a
los nueve dias (Fig. 6.3.2A) se aprecié una mayor desorganizacidn celular. Observandose, en
comparacion con los controles (Fig. 6.2.1C), una mayor reduccion en el nimero de nucleos
presentes en la ONL y en la INL; un marcado acortamiento de la OPL y de la IPL, casi
inapreciables, apareciendo nucleos celulares en esta ultima; y la ausencia de nucleos en la
GCL. Por otra parte, ademas del tejido neoformado que se apreci6 bordeando externamente a
la OLM, se percibié una migracion de nucleos hacia esta regién (Fig. 6.3.2A flechas), quedando

englobados en ese tejido.
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6. Resaltados

Figura 6.3.2A Tincion con Azul de Toluidina de los explantes cultivados con PBMCs

durante 9 dias. ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; ILM: membrana

limitante interna. Barra de escala: 20 um.

Evaluaciéon inmunohistoquimica de los explantes cultivados con PBMCs:

99

nueve dias, se observo una notable reduccién en el namero de ntcleos DAPI*.

Los explantes procesados e inmunomarcados para la deteccion de la GFAP, revelaron
un aumento en la expresion de esta proteina e importantes cambios en las células de Miiller a
lo largo de todos los tiempos de estudio (Fig. 6.3.3A-C), en comparacién con los controles (Fig.
6.2.2A-C). Progresivamente, se observo un aumento de la intensidad del marcaje en la NFL y
en la GCL. Igualmente, se pudo apreciar como, en presencia de los PBMCs, las células de Miiller
presentaron un cuerpo celular mas engrosado y repleto de filamentos intermedios GFAP*.
Alcanzando éstos, a lo largo del citoplasma de las células de Miiller, la ONL a los tres dias (Fig.
6.3.3A) y la OLM a los seis dias de cultivo (Fig. 6.3.3B), para finalmente atravesar esta capa,
extendiendo, las células de Miiller, multiples de sus engrosadas prolongaciones celulares

GFAP* por el supuesto area subretiniana, formando multiples capas (Fig. 6.3.3C flechas). A los
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Figura 6.3.3 Distribucion de la GFAP (rojo) en explantes cultivados con PBMCs durante 3 (A), 6 (B)
y 9 (C) dias. Los nucleos celulares se muestran tenidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear
externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares; NFL: capa de fibras del

nervio optico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 um.

Las muestras doblemente inmunomarcadas y evaluadas mediante microscopia
confocal, mostraron mayor nimero de células de Miiller expresando GFAP a los seis dias, en
comparacion con el total CRALBP* (Fig. 6.3.4A), presentandose esta proteina en las capas
retinianas mas externas (Fig. 6.3.4A flechas) y alcanzando la OLM. Con respecto a los
astrocitos, mantuvieron sus cuerpos celulares en la NFL (Fig. 6.3.4A asteriscos) pero sus
prolongaciones ya se presentaron en las capas mas externas durante este tiempo de estudio
(Fig. 6.3.4A cabezas de flecha). Finalmente, a los nueve dias, se aprecié una retina totalmente
desorganizada, con gran expresion de la GFAP en todo el parénquima retiniano, llegando a
atravesar la OLM (Fig. 6.3.4B flechas). Los astrocitos mostraron sus prolongaciones
extendiéndose por la regién de la INL (Fig. 6.3.4B cabeza de flecha), y se aprecié una

disminucidén en la expresion de la CRALBP, sobre todo en la porcion retiniana mas externa.
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Figura 6.3.4 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde), evaluadas mediante
microscopia confocal, en explantes cultivados con PBMCs durante 6 (A) y 9 (B) dias. OLM:
membrana limitante externa; ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de
las células ganglionares; NFL: capa de fibras del nervio optico; ILM: membrana limitante interna.

Barras de escala: 20 um.

6.4. Caracterizacion inmunohistoquimica de los explantes

neurorretinianos cultivados con monocitos CD14*

Obtencion de los monocitos CD14*:

De cada muestra sanguinea se obtuvieron una media de 100x10® PBMCs/mlL,
presentando una viabilidad celular superior al 98% y con una riqueza en monocitos,

determinada mediante citometria de flujo, cercana al 38% (Fig. 6.4.1A).

Partiendo de 20x10° PBMCs, tras deplecciéon celular magnética, se obtuvieron 12x10°
células, presentando una viabilidad celular del 98% y con una riqueza en monocitos del 81%
(Fig. 6.4.1B). A partir de éstas y tras seleccion celular magnética, se obtuvieron 9x10° células,
presentando una viabilidad celular del 95% y con una pureza en monocitos CD14* del 95,5%

(Fig. 6.4.1C).
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Figura 6.4.1 Fracciones celulares de los PBMCs (A), tras depleccion (B) y seleccién celular
magneética (C), relacionando la complejidad celular (SS, del inglés, Side Scatter) con el tamafio
celular (FS, del inglés, Forward Scatter). Se representan la fraccion linfocitica (verde) y la

monocitica (azul).

Evaluacion histoldgica e inmunocitoquimica de los monocitos CD14*:

Los monocitos CD14* tras ser cultivados en placa durante cuatro dias, en el medio de
cultivo retiniano, mostraron, mediante tincién con Giemsa (Fig. 6.4.2), caracteristicas
morfologicas de macrofagos maduros, como son un gran tamafio celular, con abundante

citoplasma, y con nucleos de morfologia arrifionada.

£ &S |

Figura 6.4.2 Tincién con Giemsa de monocitos CD14+ cultivados durante cuatro dias.

Barra de escala: 20 um.
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Mediante técnicas de inmunocitoquimica, se revel6 la expresion, por parte de las
células, de las proteinas SWC3 (Fig. 6.4.3A,C&D), caracteristica de la linea monocitica porcina,

y de la SWC9 (Fig. 6.4.3B-D), caracteristica de los macréfagos porcinos maduros.

Figura 6.4.3 Distribucion de la SWC3 (A,C&D, verde) y de la SWC9 (B-D, rojo) en monocitos CD14+
cultivados durante cuatro dias. Los nucleos celulares se muestran tefiidos con DAPI (D, azul).

Barras de escala: 10 um.

Evaluacion inmunohistoquimica de los explantes cultivados con

monocitos CD14+*:

Los explantes cultivados con monocitos CD14*, procesados e inmunomarcados con
anticuerpo frente a la GFAP, presentaron un progresivo aumento en la expresion de esta
proteina a lo largo de las células de Miiller. Apareciendo a nivel de la INL a los 3 dias (Fig.
6.4.4A), en la ONL a los 6 dias (Fig. 6.4.4B), y finalmente, atravesando la OLM e invadiendo, las
prolongaciones GFAP* de las células de Miiller, el area suretiniana, a los 9 dias de cultivo (Fig.
6.4.4C flechas). Este patrén de expresion de la GFAP fue similar al observado en los controles

(Fig. 6.2.2A-C).
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Figura 6.4.4 Distribucién de la GFAP (rojo) en explantes cultivados con monocitos CD14+ durante 3
(A), 6 (B) y 9 (C) dias. Los nucleos celulares se muestran tefiidos con DAPI (azul). ONL: capa
nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares; ILM: membrana

limitante interna. Barras de escala: 20 um.

Niveles de TNFa en el medio de cultivo de los explantes cultivados

con monocitos CD14+*:

Los niveles promedio de TNFa, detectados en el sobrenadante de los cultivos control,
aumentaron desde valores no detectables en medio Neurobasal A suplementado, hasta 4,2
(¥0,4) pg/mL en el dia 1 de cultivo. No se detect6 TNFa en los otros tiempos de estudio

analizados (Fig. 6.4.5 linea verde).

Por el contrario, en el cultivo con monocitos CD14* (Fig. 6.4.5 linea azul) se detectaron
niveles de TNFa durante todo el experimento, aumentando hasta 7,0 (+1,6) pg/mL el dia 1,
11,6 (#1,9) pg/mL el dia 3 y llegando a un maximo de 13,7 (£3,0) pg/mL el dia 5 de cultivo. A
los 7 dias, la concentracion de TNFa se mantuvo en cotas bastante similares, 12,9 (¥2,7) pg/
mL, para disminuir brascamente hasta un minimo de 6,8 (+3,0) pg/mL, detectado a los 9 dias

de cultivo con monocitos CD14*.
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Figura 6.4.5 Valores promedio y desviacion estandar de los niveles de TNFa (pg/mL) en
Neurobasal A suplementado (NbA), en el sobrenadante de los explantes control (linea verde), y en

el cultivo con monocitos CD14+ (linea azul), en los dias 1, 3, 5, 7 y 9 de cultivo.

6.5. Caracterizacion inmunohistoquimica de los explantes

neurorretinianos cultivados con TNFa

Evaluacion inmunohistoquimica de los explantes cultivados durante

dos dias con diferentes dosis de TNFa:

Los explantes control de este experimento revelaron expresion de la GFAP a nivel de la
INL (Fig. 6.5.1A flecha), lo que no se aprecid en las muestras de retinas recién desprendidas
(Fig. 6.1C). Asimismo, la expresién de la CRALBP se mantuvo en niveles similares a los

presentes en las citadas mestras (Fig. 6.1C).

En lo que respecta a los explantes cultivados con TNFaq, las dosis de 25 y 50 pg/mL no
revelaron cambios apreciables en los patrones de expresion de la GFAP y de la CRALBP (Fig.
6.5.1B&C), en comparacion con el citado control (Fig. 6.5.1A) a los dos dias de cultivo. Sin

embargo, utilizando mayores concentraciones de TNFa, entre 100 y 400 pg/mL, la expresion

105



6. Resaltados

de la GFAP se hizo mas evidente, presentandose en las porciones externas de las células de
Miiller (Fig. 6.5.1D-F). Ademas, con la maxima dosis de TNFa utilizada, 400 pg/mL,
aparecieron filamentos intermedios GFAP* en las células de Miiller a nivel de la ONL (Fig.

6.5.1F flechas).

No se apreciaron modificaciones aparentes en lo que respecta a la expresion de la
CRALBP con ninguna de las concentraciones de TNFa utilizadas en estos cultivos de dos dias 'y,

en general, la morfologia y la estructura retiniana se mantuvieron preservadas.

Los resultados de estos experimentos permitieron determinar la cocentracién minima
de TNFa (100 pg/mL) capaz de originar cambios en la expresion de la GFAP. Dicha dosis se

tomo como referencia para el desarrollo de los estudios posteriores.

Figura 6.5.1 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados como
control (A) y con 25 (B), 50 (C), 100 (D), 200 (E) y 400 pg/mL (F) de TNFa, durante dos dias. Los
nucleos celulares se muestran tefiidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa

nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares. Barras de escala: 20 um.
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Evaluacion inmunohistoquimica de los explantes cultivados con

100 pg/mL de TNFa:

Los explantes cultivados con 100 pg/mL de TNFa revelaron cambios en la expresion de
la GFAP (Fig. 6.5.2A-C) en comparacion con los controles (Fig. 6.2.3A-C).

Alos 3 dias, un numero considerable de células de Miiller mostraron expresion de la
GFAP en sus cuerpos celulares, a nivel de la OPL (Fig. 6.5.2A). La expresion de la CRALBP se
mantuvo en niveles similares a los controles (Fig. 6.2.3A).

Alos 6 dias, la estructura retiniana comenzoé a desorganizarse (Fig. 6.5.2B). Las capas
celulares mas externas perdieron la tipica compactacién nuclear, apareciendo un aumento en
los niveles de la GFAP en las células de Miiller, detectandose esta proteina a nivel de la ONL. La
expresion de la CRALBP fue practicamente inapreciable, siendo solo detectable en algunas
células de Miiller en la INL.

Al final del cultivo, 9 dias, la inmunoreactividad para la GFAP se hizo aparente en un
gran numero de células de Miiller (Fig. 6.5.2C). Se redujo el nimero de nucleos DAPI*
presentes en la INL, y los situados en la ONL aparecieron separados entre si, estando rodeados
por procesos GFAP* de las células de Miiller. Estas prolongaciones llegaron a atravesar la OLM
en algunos puntos (Fig. 6.5.2C flecha), comenzando su extension por el area subretiniana. En

este tiempo de estudio no se detect6 la expresion de la CRALBP.
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Figura 6.5.2 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con
100 pg/mL de TNFa durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias. Los nucleos celulares se muestran tenidos
con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células

ganglionares. Barras de escala: 20 um.

6.6. Caracterizacion inmunohistoquimica de los explantes

neurorretinianos cultivados con adalimumab

Los explantes cultivados con 10 pg/mL de adalimumab (Fig. 6.6A-C), procesados y
doblemente inmunomarcados con anticuerpos frente a la GFAP y a la CRALBP, revelaron una
importante reduccion en los niveles de expresion de la GFAP, tanto a los 3, como a los 6 y 9
dias de cultivo, en comparacién con los controles (Fig. 6.2.3A-C). En estos experimentos, los
niveles de expresion de la GFAP se mostraron similares a los observados en las retinas recién
desprendidas (Fig. 6.1C). Finalmente, a los 9 dias de cultivo, se apreciaron pequefias regiones
celulares GFAP* en la zona de la INL (Fig. 6.6C flechas), detectandose una leve
desestructuracion de las capas retinianas mas externas (ONL). Los niveles de expresién de la
CRALBP se mantuvieron aparentemente constantes durante el cultivo (Fig. 6.6A-C),
mostrando niveles de expresion similares a los observados en retinas recién desprendidas

(Fig. 6.1C).
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Figura 6.6 Distribucion de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con 10
Hg/mL de adalimumab durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias. Los nucleos celulares se muestran tefiidos
con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células

ganglionares. Barras de escala: 20 um.

6.7. Caracterizacion inmunohistoquimica de los explantes

neurorretinianos cultivados con TNFa/adalimumab

Los explantes cultivados con 100 pg/mL de TNFa y 10 ug/mL de adalimumab (Fig.
6.7A-C), procesados y doblemente inmunomarcados, revelaron unos patrones de expresion de
la GFAP y de la CRALBP, a los tres y a los seis dias de cultivo (Fig. 6.7A&B), similares a los
mostrados por los explantes cultivados solo con adalimumab (Fig. 6.6A&B). Comparados con
los controles (Fig. 6.2.3A&B) y con los explantes cultivados con 100 pg/mL de TNFa (Fig.
6.5.2A&B), la expresion de la GFAP se presenté notablemente reducida, mientras que la de la
CRALBP y la organizacion retiniana se mantuvieron mejor conservadas, pudiendo compararse
con los patrones mostrados por las retinas recién desprendidas (Fig. 6.1C). A la finalizacion
del cultivo, 9 dias, la expresion de la GFAP permanecio6 en niveles menores a los controles (Fig.
6.2.3C), sin embargo, comenzaron a observase pequefias porciones celulares GFAP*

atravesando la ONL (Fig. 6.7C flechas). En este tiempo de estudio, la CRALBP continu6 siendo
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expresada por las células de Miiller, y comenz6 a percibirse cierto grado de desorganizacion

retiniana, haciéndose ésta mas notable en las capas externas.

Figura 6.7 Distribucién de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con 100
pg/mL de TNFa y 10 ug/mL de adalimumab durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) dias. Los nucleos celulares
se muestran tefidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL:

capa de las células ganglionares. Barras de escala: 20 um.

6.8. Evaluacion del espesor de los explantes

neurorretinianos durante los cultivos

Los explantes mostraron una reduccién del espesor retiniano a lo largo del tiempo de
cultivo en comparacién con las muestras recién desprendidas, que revelaron un grosor medio

de 200,7 (x14,3) pm.

Las medidas del espesor de los explantes neurorretinianos, a lo largo de las diferentes
condiciones de cultivo, se resumen y se representan en la tabla y en la grafica siguientes (Fig.

6.8.1y 6.8.2).
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Post-DR 3 dias 6 dias 9 dias

Control 160,8 +7,6 107,5 +6,3 110,4 +6,8

PBMCs 156,5 +9,3 109,1 +13,8 104,2 +12,0

CD14+ 200,7 +14,3 157,7 £12,5 108,9 £7,9 110,1 £9,6

TNFa 131,0 £14,3 114,7 £10,5 131,3 +7,8

Adalimumab 166,4 +11,9 118,7 +7,1 120,4 8,0

TNFa/ 164,8 £10,3 116,1 £10,3 122,9 +7,6
Adalimumab

Figura 6.8.1 Medidas del espesor (um) de las neurorretinas recién desprendidas y de los explantes

cultivados como control y con PBMCs, con monocitos CD14+, con 100 pg/mL de TNFa, con 10 ug/

mL de adalimumab y con 100 pg/mL de TNFa mas 10 ug/mL de adalimumab, durante 3, 6 y 9 dias.

180
162
144
126

R

90
3 Dias 6 Dias 9 Dias

B Controi B PBMCs CD14+
B TNFx B Adalimumab [ Adalimumab/TNFx

Figura 6.8.2 Valores promedio y desviacion estandar del espesor (um) de los explantes cultivados
como control y con PBMCs, con monocitos CD14+, con 100 pg/mL de TNFa, con 10 ug/mL de

adalimumab y con 100 pg/mL de TNFa mas 10 ug/mL de adalimumab, durante 3, 6 y 9 dias.
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Tomando como referencia los cambios observados en los controles, los explantes
cultivados en presencia de PBMCs mantuvieron unos valores del espesor retiniano similares a
éstos, tanto a los tres como a los seis dias, para finalmente mostrar un mayor adelgazamiento.
Por el contrario, los cultivados con monocitos CD14* mostraron modificaciones semejantes a

los controles en todos los tiempos de estudio evaluados.

Los cultivos con 100 pg/mL de TNFa revelaron una rapida reduccion del espesor de la
neurorretina, mostrando el grosor minimo detectado a los tres dias, 131,0 (¥14,3) um, para
continuar disminuyendo hasta los seis dias. Posteriormente, el tejido retiniano revelé un
engrosamiento hasta los 131,3 (*¥7,8) um, siendo este valor el maximo detectado a los nueve

dias de cultivo.

Por ultimo, los explantes cultivados en presencia de 10 ug/mL de adalimumab o de 100
pg/mL de TNFa y 10 pg/mL de adalimumab, redujeron su espesor de una manera menos
marcada, mostrando los mayores valores a los tres dias de cultivo, 166,4 (£11,9) y 164,8
(¥10,3) pm respectivamente. A los seis y nueve dias los espesores observados fueron similares

entre ambos tiempos de estudio, situdndose por encima de los detectados en los controles.
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Como ya se ha mencionado, el propdsito de este estudio ha sido analizar el papel que
juegan las células macrofagicas en el incremento de la respuesta glidtica por parte de las
células de Miiller, probablemente ligada a la accion del TNFq, y evaluar el efecto potencial que
pueden tener los agentes biolégicos bloqueantes del TNF sobre dicha respuesta, en un modelo

de cultivo organotipico de neurorretina porcina.

No obstante, en éste, como en todo trabajo, existen una serie de limitaciones que deben
ser tenidas en cuenta a la hora de interpretar los resultados, algunas de las cuales se incluyen

y discuten a lo largo de este capitulo.

7.1. Discusion del material y método

7.1.1. Eleccion del modelo de cultivo organotipico de

neurorretina porcina

En los seres humanos, muy pocas veces se pueden evaluar las modificaciones iniciales
que sufre la retina tras un desprendimiento, siendo necesario recurrir a modelos
experimentales que simulen estas condiciones patologicas para poder estudiarlas. Como ya se
ha descrito, los modelos in vivo presentan determinadas limitaciones,’® y entre las técnicas in
vitro, las basadas en cultivos celulares difieren considerablemente de la situacion in vivo,
debido a que las células son extraidas de su ambiente organico especifico perdiendo el efecto
de las interacciones intercelulares.!’ Sin embargo, los sistemas de cultivo de explantes
retinianos pueden reproducir las dinamicas funcionales de dicho tejido, de una manera mas

cercana a la realidad que los cultivos de células disociadas,''® habiéndose mostrado ttiles para
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describir la diferenciacidn retiniana pre y postnatal temprana, los procesos patofisiolégicos de
las enfermedades retinianas degenerativas, y para determinar el efecto y la toxicidad de

farmacos, de factores de crecimiento, y de células madre.!7>1%0
Entre las multiples especies animales empleadas en el estudio de las patologias

retinianas, se opt6 por utilizar ojos porcinos para el desarrollo del modelo in vitro, porque
comparten multiples similitudes con los del ser humano, tales como el tamafio del globo
ocular y del cristalino, el grosor y la rigidez escleral, y la estructura, la ultraestructura, el
tamafio y la extension retinianas.!3° Los ojos porcinos poseen doble circulacion retiniana, al
contrario de los conejos, y carecen de zona tapetal, al contrario de los félidos, los canidos y los
bévidos.13% La retina del cerdo tiene una alta densidad total de conos,3% 131 concentrandose
éstos en una gran banda horizontal, denominada area centralis, que atraviesa toda la
extension retiniana, pasando sobre el disco 6ptico,!3° y que se corresponde con una alta
densidad de células ganglionares.'>® 2°0 Esta banda no es atravesada por ninguno de los
principales vasos retinianos,®® 1> indicando que el area centralis en el cerdo es similar, en
cierto modo, a la fovea de la retina humana,!3? teniendo en cuenta que no esta deprimida, y
que los cerdos carecen de la especializacién foveolar de los seres humanos.'3% 132 [gualmente,
la retina del cerdo tiene una densidad de bastones similar al humano,!3? al contrario de otros
animales previamente utilizados en el estudio de la patologia retiniana, como la ardilla
terrestre californiana, cuya retina esta constituida solo por conos,?°> 292 ¢ el gato, cuya retina
esta constituida exclusivamente por bastones.??3

Por su parte, el modelo de cultivo organotipico de neurorretina de cerdo ya habia sido
caractarizado previamente,”” revelando cierto grado de similitud, en cuanto a los cambios a
nivel retiniano, con los modelos experimentales de DR in vivo,!” 31 132 294 gsjendo
particularmente parecidos los observados en las capas retinianas externas. Sin embargo, hay

que tener en cuenta, que las alteraciones estructurales observadas en la retina interna
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seguirian un patrén mas cercano al originado por la axotomia y la isquemia que se provocan
en este modelo. Por otra parte, esta basado en el cultivo aislado de la neurorretina, careciendo
por tanto, del sustento proporcionado por el vitreo, implicado en el metabolismo de las capas
mas internas de la retina; del importante papel que juega el EPR para el mantenimiento de la
funcidn retiniana; y de la vascularizacion e irrigacién aportadas por la circulacién retiniana y
por la coroidea. Ademas, tanto el vitreo como el EPR estan directamente implicados en el
desarrollo de patologias retinianas, ya que el vitreo contribuye a la formacion de las
membranas epirretinianas, mientras que las células del EPR tienen la capacidad de
diferenciarse y de migrar al parénquima retiniano tras el DR.

Otras opciones, no utilizadas en este estudio, son los modelos de cultivo de
neurorretina de cerdo con parches de EPR-coroides o el cultivo en perfusién de explantes de
neurorretina-EPR, pero ademas de tener un desarrollo complejo, muestran unos patrones de
degeneracion celular similares al cultivo de las neurorretinas a lo largo del tiempo, aunque
con un mejor mantenimiento general de la estructura retiniana.t> 295

Por todo ello, se opté por utilizar un modelo de cultivo organotipico de neurorretina
porcina para analizar la respuesta in vitro de las células gliales retinianas, principalmente de
las células de Miiller. Este modelo suma la ventaja que supone la facil obtencion de los ojos
porcinos, y también de las muestras sanguineas empleadas en este estudio, en un matadero
local, asi como su minimo coste de adquisicion.

Debido a que regionalmente en la extension retiniana se pueden encontrar diferencias,
tanto en el grosor del tejido retiniano como en el nimero de células presentes, se optd por
utilizar explantes de la zona media de la retina, descartando las regiones mas periféricas y la
zona del nervio dptico, como han descrito otros autores.”” 182295298 De este modo, se pueden
obtener seis muestras homogéneas de 5 x 5 mm, que permiten llevar a cabo estudios

comparativos, sin embargo, no se puede descartar que algunas de las modificaciones
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celulares, o del espesor retiniano, descritas sean atribuibles a diferencias regionales.
Igualmente, se evitaron bordes irregulares en los explantes, ya que estas porciones
degenerarian rapidamente, y zonas con vasos visibles, para descartar los posibles efectos que,
sobre los cambios retinianos observados, pudieran ejercer las células endoteliales en
degeneracion.

Los tiempos de estudio elegidos (3, 6 y 9 dias de cultivo), se basaron en los
experimentos previos descritos por Winkler y cols.”” Donde los explantes porcinos cultivados
durante diez dias mostraron unos patrones de degeneracion muy heterogéneos, y tiempos de
cultivo mas prolongados, resultaron en una gran desorganizacion de la estructura retiniana,

no permitiendo la identificacion de las capas nucleares.

7.1.2. Eleccion del medio de cultivo retiniano

El medio Neurobasal A suplementado con B-27 y libre de suero fetal se considera una
de las combinaciones mas adecuadas para el cultivo de multiples tipos neuronales, incluyendo
los fotorreceptores.??® Sin embargo, en un cultivo organotipico de neurorretina tienen que
recibir los suplementos adecuados tanto las células neuronales como las gliales, sabiendo que
el medio mas utilizado para el cultivo de estas ultimas es DMEM suplementado con suero fetal,
164, 167 y que la combinacion de Neurobasal A y B-27 limita considerablemente el
mantenimiento de las células de Miiller, ya que es necesario suero fetal para su supervivencia.
190,299

Por ello, se opt6 por una combinacién de Neurobasal A, B-27 y suero fetal, que habia
sido utilizada previamente en el cultivo organotipico de retina de rata°° y porque
experimentos previos llevados a cabo por el Grupo de Retina del IOBA mostraron una mejor
conservacion morfolégica de la retina, en comparacién con la utilizacién de otras

combinaciones libres de suero fetal, como Neurobasal A, DMEM/F12 y B-27 (datos no

118



7. Diseusion

publicados).

No obstante, para minizar el efecto que los factores presentes en el suero fetal pudieran
ejercer sobre las modificaciones retinianas, se redujo la concentraciéon de éste a la minima
necesaria para el mantenimiento de las células gliales (2%).11® Simultineamente, se comenzd
a utilizar suero fetal de origen porcino para favorecer la maduracion de los monocitos

cultivados con los explantes retinianos.?”>

7.1.3. Eleccion de los métodos de obtencion de los PBMCs

Para la obtencion de los PBMCs a partir de la sangre periférica porcina, se utilizé una
modificacién del método originalmente descrito por Boyum.?8° Sin embargo, los resultados
conseguidos con respecto al nimero de células (15x10° células/mL) y su viabilidad (90%) no
se consideraron satisfactorios y se decidié optar por otro método de aislamiento. Asi, en los
experimentos posteriores encaminados a la obtencion de monocitos CD14*, se empled el
método descrito por Gonzalez y colaboradores,?8! obteniendo una mayor cantidad de células
(100x10° células/mL) y con unos porcentajes de viabilidad mas elevados (98%), lo que
permitié afiadir un mayor numero de células a los cultivos organotipicos.

Las diferencias encontradas en estos resultados pueden atribuirse a que el primer
método esta descrito para la separacién de sangre humana, utilizando un gradiente de
Histopaque®, con una densidad de 1077 g/L, mientras que el descrito por Gonzalez y
colaboradores,?8! estd desarrollado especificamente para la separacion de PBMCs a partir de
sangre de cerdo, utilizando un gradiente de Percoll®, con una densidad de 1130 g/L. Ademas,
este método se complementa con la sedimentacion inicial y posterior lisado de los hematies,
para obtener una poblacién de PBMCs mas purificada.

Otra variacion metodolégica introducida simultaneamente con el cambio del método

de extracciéon de los PBMCs, y que también podria haber influido en los resultados
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mencionados, fue la utilizacion de EDTA como agente anticoagulante, para llevar a cabo los

estudios de las poblaciones celulares mediante citometria de flujo.

7.1.4. Eleccion de la GFAP y de la CRALBP como proteinas a

evaluar en las células gliales

Para el estudio de la gliosis reactiva durante los cultivos organotipicos se optd por
valorar el aumento que exhiben los filamentos intermedios originados por la GFAP, siendo uno
de los principales componentes de la compleja respuesta retiniana que se produce frente a
estimulos patoldgicos.?*2¢ Aunque estd considerada como una respuesta inespecifica, es la
mas sensible que puede ser utilizada como marcador celular precoz frente a un dafo
retiniano. Tras un DR hay un gran aumento en la cantidad de filamentos intermedios GFAP*,
revelando un proceso de gliosis en las células de Miiller y en los astrocitos,?> 282-284 mjentras
que en condiciones fisiolégicas, se expresan en un nivel muy bajo o no se detectan en las
células gliales de ojos sanos de mamiferos.3°! De este modo, mediante la inmunodeteccién de
la GFAP se puede valorar el grado de gliosis reactiva que se produce durante el transcurso del
cultivo organotipico.

Pero la GFAP no solo se expresa en las células de Miiller, ya que también esta presente
en los astrocitos, de modo que para poder diferenciar ambos tipos celulares, se hace necesario
evaluar otra proteina expresada solamente por uno de éstos, como la CRALBP. Esta es una
proteina de union a los retinoides e implicada en el metabolismo de la vitamina A, que se
encuentra en las células de Miiller pero no en los astrocitos de mamiferos adultos, donde solo
estd presente durante las dos primeras semanas postnatales.?®> 286 De este modo, utilizando

dobles marcajes, se permite diferenciar a las células de Miiller de los astrocitos.?8¢ 287
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Para el estudio de los cambios gliéticos en las células de Miiller también se puede
evaluar la expresion de otra proteina, la vimentina, que al igual que la GFAP, forma parte de los
filamentos intermedios de las células gliales. Aparece en las células de Miiller desde laILM y la
NFL hasta la ONL, siendo practicamente imperceptible en los astrocitos y predominando su
expresion sobre la GFAP en condiciones fisiolégicas. No obstante, aunque aumenta su
expresion tras el dafio del parénquima retiniano, la proteina que predomina es la GFAP, siendo
mas notables los incrementos en su expresion desde niveles basales en la ILM hasta llegar a
ocupar el espacio subretiniano.”” 302 Por esta razon, y para no encarecer innecesariamente los
experimentos, no se ha estudiado el patron de expresion de la vimentina.

En cuanto a la identificaciéon de las células de Miiller, otra de las proteinas mas
utilizadas es la S100, implicada en la fosforilaciéon y ensamblaje de los filamentos intermedios.
Esta proteina se expresa a lo largo de toda la extension celular en condiciones fisioldgicas,
aumentando en las capas externas tras un dafio retiniano, pero también aparece en los
astrocitos, por lo que no permitiria discriminar entre ambos tipos celulares.?%3 304 Debido a
esto, no se ha evaluado la expresion de la S100 en los experimentos.

Por ultimo, otra de las técnicas que permite el estudio, en profundidad y con detalle, de
los cambios estructurales retinianos es la microscopia electronica. Sin embargo, esta técnica
requiere un procesado de las muestras diferente al utilizado en este trabajo, donde

principalmente se evaluo la expresion proteica mediante técnicas de inmunohistoquimica.
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7.2. Discusion de los resultados

7.2.1. Puesta a punto y estandarizacion del cultivo

organotipico de neurorretina porcina

Durante el cultivo, los hallazgos histolégicos mas relevantes fueron la degeneracion
temprana de los OS de los fotorreceptores, el acortamiento de las capas plexiformes, unido a la
reduccion del grosor retiniano, la vacuolizacién de la GCL, la progresiva muerte celular, y
finalmente, la aparicion de restos tisulares sobre la OLM.

A los tres y seis dias de cultivo, la presencia de fragmentos de los OS de los
fotorreceptores en la regiéon subrretiniana fue disminuyendo, de una manera similar a lo que
ocurre en los DR mantenidos experimentalmente durante un periodo de tiempo largo.!”-31 In
vivo, se atribuye la desaparicion de estos restos celulares a la accion llevada a cabo por las
células del EPR y por los macréfagos, que probablemente fagocitan los restos acumulados en
esta zona.3! En este modelo ambos tipos celulares estan ausentes, pudiendo desaparecer los
mencionados fragmentos de los OS durante el procesado de las muestras.

Los ntcleos observados en la IPL a los tres y seis dias, podrian corresponderse con
células de la INL o de la GCL que se desplazan hacia capas mas internas o externas,
respectivamente, debido al proceso de degeneracion retiniana. Estas modificaciones no han
sido descritas en otros modelos.

La rapida degeneracion de las células ganglionares podria atribuirse a la axotomia y a
la isquemia, producidas en el modelo utilizado, al igual que se ha descrito en el cultivo de
retina de rata, donde las células ganglionares pierden sus axones y se reducen notablemente
los neurofilamentos del cuerpo celular a los pocos dias de cultivo.30> 306

A los nueve dias se percibe claramente un aumento en el grosor de la ONL, pudiendo

atribuirse a la gliosis reaccional de las células de Miiller, junto con el crecimiento de sus
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extensiones, para rellenar el espacio dejado por las neuronas en degeneracion. Esto originaria
la desorganizacion de la ONL mediante la pérdida de la compactacion celular, resultando en un
engrosamiento de dicha capa, y contribuyendo al aumento del grosor total del parénquima

retiniano detectado en este tiempo de estudio.

Por su parte, la evaluaciéon inmunohistoquimica revelé un rapido aumento en la
expresion de la GFAP durante los primeros tres dias de cultivo, presentandose esta proteina en
el citoplasma de las células gliales a nivel de la ONL. Estos cambios que suceden de forma
rapida, probablemente estan asociados con la muerte temprana de los fotorreceptores y la
alteracién en los niveles de citoquinas que suceden tras el DR.397-310 A o largo de los
siguientes dias, la expresion de la GFAP continué aumentando en el citoplasma de las células
de Miiller, pero de forma mas lenta. Lo que concuerda con los hallazgos observados en los
modelos de DR experimental en gato, donde la respuesta de las células de Miiller comenzd6 al
dia siguiente del DR, alcanzando la GFAP un alto grado de expresién entre los tres y los cuatro
dias postdesprendimiento, para posteriormente continuar aumentando mientras la retina
permanecié desprendida.3?” A los seis dias, la expresion de la GFAP observada en los cultivos,
a nivel de la OLM, estaba en consonancia con lo encontrado en estudios previos.!7 77 182
Finalmente, a los nueve dias, la expresién de la GFAP aparece en las prolongaciones
astrocitarias, presentes en las capas retinianas externas, y en las células de Miiller, que rodean
a los IS de los fotorreceptores e invaden el area subrretiniana, comenzando a establecer un
tejido continuo adyacente a la OLM. Este tejido present6 unas caracteristicas similares a las
membranas subretinianas desarrolladas a los diez dias en el cultivo organotipico de

neurorretina porcina,’’ y entre los siete y los veintiocho dias tras el DR experimental en gatos.

17,311
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Las modificaciones celulares descritas durante el cultivo organotipico de la
neurorretina porcina, son similares a las previamente observadas en modelos experimentales

de DR, tanto in vivo como in vitro (Fig. 7.2.1).

Modelo actual Otros modelos Modelos DR en Modelos DR en
in vitro™ cerdo132 294 gato7; 31
Degeneracion OS + + + +
temprana
Degeneracion CG + + No descrito No descrito
temprana
Aumento GFAP + + + +
temprano
Reduccion nucleos + No evaluado + +
ONL
Nucleos en IPL + No descrito No descrito No descrito
Acortamiento IPL y + No evaluado No evaluado No evaluado
OPL
Pérdida sinapsis No evaluado No evaluado No evaluado +
neuronales
Reduccién grosor + + No evaluado No evaluado
neurorretina
Aumento GFAP a lo + + + +
largo del tiempo de
DR
Proliferacion No evaluado No evaluado No descrito +
células Miller
Cambios + + No evaluado +
astrocitarios
Formacioén + + + +
membranas
subretinianas

Figura 7.2.1 Representacion de los principales hallazgos en el modelo actual, comparados con
otros modelos previos de desprendimiento de retina (DR) in vitro e in vivo. OS: segmentos externos

de los fotorreceptores. CG: células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; OPL: capa

plexiforme externa; ONL: capa nuclear externa.
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Conjuntamente con la hipertrofia de las células gliales observada, no se puede
descartar que en este modelo también se presenten procesos hiperplasicos en estas células,
como se ha descrito previamente,!” pero no han sido evaluados en estos experimentos.

Macroscopicamente, al igual que en otros modelos de cultivo organotipico retiniano,””
182 se pudo observar como los explantes mantuvieron su transparencia durante todo el
periodo, siendo éste un signo claro de ausencia de contaminacién tisular. Se produjo el
adelgazamiento del espesor de la retina y la percepcion de vasos sanguineos, no apreciables
durante la preparacion de los explantes. Estos vasos estarian presentes en la retina desde el
comienzo de los experimentos, no siendo visibles inicialmente debido a su localizacién en el
espesor retiniano.

Los elevados patrones de desorganizacién observados en algunos de los explantes a los
nueve dias de cultivo, exclusivamente durante los primeros experimentos, estarian en
consonancia con la heterogeneidad entre muestras descrita por Winkler y cols. en sus

experimentos, a los diez dias de cultivo.””

7.2.2. Cultivo de los explantes neurorretinianos con

PBMCs

Los explantes cultivados con PBMCs revelaron, en la evaluacion histoldgica a los nueve
dias, un estado de degeneracion retiniana mdas avanzado que en los controles, haciéndose
dificil la diferenciaciéon de las capas retinianas. Ademas de la reduccién del espesor de la
retina, destacd la ausencia de nucleos celulares en la GCL y la aparicion de nucleos en la region
de la IPL y en el area subretiniana, siendo aqui englobados por una formacién tisular
adyacente a la OLM. La presencia de nucleos en el area subretiniana seria compatible con la

translocacion de los nucleos de las células de Miiller desde la INL a la ONL e incluso al espacio
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subretiniano, o con ntcleos de fotorreceptores en degeneracién expulsados hacia dicha
region, modificaciones que han sido previamente descritas.'” 77 Cabe mencionar, que tanto a
los tres como a los seis dias de cultivo con PBMCs no se apreciaron cambios histolégicos en
comparaciéon con los controles, por ello, a partir de este experimento se decidi6 emplear
Unicamente el estudio inmunohistoquimico para evaluar los cambios retinianos,

principalmente mediante la evaluaciéon de la expresion de la GFAP.

Por el contrario, la evaluacion inmunohistoquimica revel6 modificaciones en la
expresion de la GFAP en todos los tiempos de estudio. Se observé un notable aumento de la
GFAP, perfilando los cuerpos celulares de unas células de Miiller aparentemente mas
engrosadas, aunque no se han realizado estudios cuantitativos para confirmarlo, apreciando
un mayor ndmero de células de Miiller GFAP* en comparacién con el total de células CRALBP*
presentes en el parénquima retiniano. Sin embargo, no se detecté6 un aumento en la longitud
de los filamentos intermedios GFAP*, a lo largo del citoplasma de las células de Miiller.
Finalmente, multiples prolongaciones de estas células atravesaron la OLM y se extendieron
por el area subretiniana, dispuestas en varias capas. Por otra parte, los astrocitos también
revelaron cambios, como la presencia de extensiones celulares en las capas externas de la

neurorretina a los seis dias de cultivo.

Los cambios observados en estos experimentos pudieron ser debidos tanto a la
interaccion de las células de Miiller con los macroéfagos, que inducen gliosis reactiva,3® como
con los linfocitos también presentes en los PBMCs. Sin embargo, en este modelo se considera a
los PBMCs como una fuente mayoritaria de células macrofagicas, ya que fueron las
predominantes en los cultivos en placa de los PBMCs. Por otra parte, las interacciones entre

los macrofagos y las células gliales han sido propuestas como el origen de las modificaciones
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celulares que llevan al dafio neuronal en multiples enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la neurodegeneracion retiniana. Estudios previos han descrito como los
macrofagos infiltrantes se asocian estrechamente, en el parénquima retiniano, con las células
de Miiller activadas.?? A raiz de estos hallazgos, se propuso que la célula de Miiller es la diana
inicial de las citoquinas producidas por los macrofagos infiltrantes, destacando al TNFa como
uno de los principales implicados,?® y que otras células retinianas, como los fotorreceptores,
serian dianas indirectas en este proceso, ya que no expresan receptores para la mayoria de las
citoquinas secretadas por los macréfagos.®? 312316 Por tanto, las células de Miiller podrian
reducir la produccién de factores neurotréficos necesarios para la supervivencia de los
fotorreceptores, tras la activacion por parte de los macréfagos.316-32° Estos hallazgos refuerzan
la importancia que tendria bloquear las interacciones entre los macréfagos y las células de

Miiller, para el mantenimiento de la fisiologia retiniana en determinadas enfermedades.

Ademas del papel que juegan los macrofagos en las modificaciones retinianas, también
cabe mencionar la posible implicacién que pueda tener la microglia en estos cambios, hecho
que no ha sido evaluado especificamente en este trabajo, ya que se considera que los
macrofagos infiltrantes tienen una capacidad destructiva superior a la de la microglia.*°

Las células de la microglia son los macréfagos tisulares del sistema nervioso central y
se activan en respuesta a pequefios cambios patologicos en el parénquima neural,
protegiéndolo frente a la infeccion, la inflamacidn, la isquemia, los traumatismos, los tumores
neurales y la neurodegeneracion.3?! La microglia se activa rapidamente, debido a su poder de
respuesta frente a pequefios cambios moleculares en el microambiente celular,3?% 323 que
preceden a los cambios estructurales en las células vecinas. La microglia en cultivo, tras ser
estimulada, es capaz de producir citoquinas proinflamatorias y quimioquinas,3?4327 al igual

que ocurre in vivo tras un dafio o durante un proceso inflamatorio.3?8 Se cree que la activacion

127



7. Diseusion

de la microglia beneficia la supervivencia de las células al retirar los restos celulares, sin
embargo, también hay evidencias de que la microglia activada puede ser perjudicial para la
supervivencia neuronal en el sistema nervioso central.

En la retina, la microglia se activa en respuesta a un dafio, como el luminico, la
fotocoagulacién laser y las cirugias intraoculares;32% 329331 o a enfermedades, como el
glaucoma, la retinitis pigmentosa y la DMAE.332-335 En este tejido tiene capacidad de proliferar,
de hipertrofiarse, y de migrar a las capas externas,33% 333 336 337 pydiendo modular la
liberaciéon de factores tréficos por parte de las células de Miiller;32° incluyendo algunos que
promoverian la supervivencia de los fotorreceptores y otros que promoverian su muerte
celular.33® En varias especies la microglia se activa tras un DR, pasando de una morfologia
ramificada a una ameboide, proliferando y migrando hacia la retina externa, situandose en
regiones cercanas a las células de Miiller reactivas.?®®> Sin embargo, tras un tiempo, la
respuesta de estas células parece agotarse, reduciéndose su nimero y migrando de nuevo
hacia las capas internas de la retina.?®® Estas mismas modificaciones se han descrito en el
cultivo organotipico de retina de rata,?°> donde la microglia muestra actividad entre el primer
y el sexto dia de cultivo.

Varios estudios muestran que la respuesta de la microglia prevalece sobre la
macrofigica en algunas enfermedades retinianas,?3% 34° pero otros han descrito como la
migracion de los macrofagos tisulares hacia la retina predomina sobre la activacion de la
microglia.3° Por otra parte, también puede ser importante la accién conjunta de ambos tipos
celulares durante los diferentes periodos del proceso patolégico, como se ha observado en
modelos experimentales de la neuritis autoinmune,?*! donde la reaccién macrofagica se lleva a
cabo por parte de la microglia en las primeras fases, proliferando estas células, pero cuando la
enfermedad inflamatoria presenta signos clinicos mas severos, su nimero disminuye, siendo

los macrofagos sanguineos infiltrantes el principal efector de la respuesta inmune.3*!
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Sabiendo ésto, representaria un gran paso determinar que tipo celular prevalece en los
procesos patoldgicos retinianos, ya que los macréfagos infiltrantes tienen un poder
destructivo mucho mayor que el de la microglia,*® pudiendo alterar profundamente la funcién
retiniana, existiendo ademads, multiples diferencias fenotipicas y fisiolégicas entre ambos tipos
celulares.3*? En comparacion con otros tipos de macroéfagos tisulares, la microglia estd mucho
mas diferenciada, y el microambiente neuronal regula drasticamente su fenotipo,3?% 343
manteniéndose como células relativamente quiescentes y no expresando muchos de los
marcadores macrofagicos.”® 321343 Ademads, se conoce que la microglia del tejido nervioso se
activa secundariamente a las sefiales proinflamatorias que se originan en otras regiones,
mientras que, los macrofagos derivados del torrente sanguineo reconocen y responden
directamente a los estimulos relacionados con un dafio, liberando potentes citoquinas
proangiogénicas y proinflamatorias, como el TNFa, que por si solo tiene la capacidad de
activar a la microglia y a los astrocitos en el sistema nervioso central.3** Sin embargo,
actualmente sigue sin estar claro el papel que pueden jugar dichos tipos celulares en las
enfermedades retinianas, probablemente predominando la repuesta de uno u otro
dependiendo de cada patologia. En el caso de la VRP, podria proponerse una respuesta similar
a la descrita para la neuritis autoinmune, actuando la microglia durante los cambios precoces
debidos al DR y cobrando protagonismo los macréfagos infiltrantes cuando la patologia se
cronifica en forma de VRP. Si esto es asi, la utilizacion de agentes terapéuticos, como los
bloqueantes del TNE, se deberia aplicar en las fases iniciales de la enfermedad, cuando todavia
no hay signos clinicos de VRP. De aqui la importancia de identificar los pacientes de riesgo de
entre toda la poblacién que sufre un DR, como ha estudiado el Grupo de Retina del IOBA

durante los ultimos afos.®8
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Por otra parte, las modificaciones observadas en los explantes retinianos cultivados
con PBMCs coinciden con los descritos en estudios previos realizados a partir de fragmentos
retinianos humanos provenientes de retinectomias de pacientes con VRP,* 2830 donde se ha
descrito una degeneracion de los OS e IS de los fotorreceptores, una notable desorganizacion
de la estructura retiniana, una considerable pérdida de ntucleos neuronales y una gliosis
reactiva con un aumento en la expresion de la GFAP. Otros trabajos, realizados también a
partir de fragmentos retinianos humanos, han revelado un aumento de los filamentos
intermedios GFAP* a lo largo de la célula de Miiller,?®® 34> estando, en estos casos,
notablemente aumentada la expresion de la GFAP en comparacién con los modelos previos de
DR experimentales.17- 31,132,294

Sin embargo, otra de las caracteristicas propias de la VRP en el ser humano, que no se
reproduce en estos modelos, es el crecimiento de membranas epirretinianas. Estas
membranas son un tejido complejo, formado principalmente por células del EPR en
proliferaciéon, macrofagos, células gliales, fibroblastos, hialocitos y células ganglionares,? 13 17
28,30, 346, 347 pnudiendo variar, a lo largo del proceso patoldgico, los tipos celulares presentes.34”
Estas membranas se comportan como un elemento activo y contractil en la VRP, jugando un
papel importante en el proceso de la enfermedad, y atribuyéndoles la formacion de pliegues
retinianos, observados en algunos casos de VRP y que originan un DR traccional.

Al igual que en los resultados aqui presentados, tampoco se ha descrito la formacion de
membranas epirretinianas en otros cultivos de retina de cerdo, aunque se cultivara con el EPR
o con parches de EPR-coroides.”” 11> 295 Como se ha descrito, parece necesaria una
combinacién de multiples tipos celulares, algunos de ellos ausentes en estos modelos, a lo
largo del tiempo y en un ambiente determinado, para que se originen. Asi, en el caso del
cultivo de retina bovina es necesario anadir células del EPR o fibroblastos para que se formen

membranas contractiles, con unas caractaristicas morfoldgicas y funcionales similares a las
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membranas epirretinianas.'®? Sin embargo, la presencia de otros tipos celulares
presuntamente implicados en su desarrollo, como son las células gliales y los macro6fagos, no
parecen suficientes para su formacién en los experimentos aqui descritos. Estos hallazgos
podrian restar importancia a la implicacion de los macréfagos en la formacién de estas
membranas. Igualmente, no esta claro el papel que puedan jugar las células gliales en su
desarrollo, puesto que se ha considerado que todas las membranas retinianas se originan a
partir de un componente glial,!” pero no se ha detectado la presencia de la GFAP en las
membranas epirretinianas de algunos tipos de VRP.1* Ademads, en estos experimentos las
células ganglionares degeneraron rapidamente, de modo que no contribuirian en su
formacion, y también cabe mencionar la ausencia de vitreo en este modelo de cultivo,
careciendo de la presencia de hialocitos y del soporte que supone este tejido para las células
que migran a la regidén vitreorretiniana y forman las membranas.

Por otra parte, en los modelos de DR en gato, se consideraria necesaria la reaplicacion
de la retina para la formacién de las membranas epirretinianas.!” Asi, en retinas desprendidas
durante mas de tres dias, las células de Miiller crecen tinicamente por el espacio subretiniano,
mientras que cuando la retina es reaplicada, los procesos de las células de Miiller cesan su
crecimiento por el espacio subretiniano y se extienden a lo largo de la superficie vitrea de la
retina, asumiendo propiedades contractiles, produciendo extensos pliegues y, eventualmente,
el redesprendimiento de la retina, asemejandose por tanto, con las membranas epirretinianas
observadas en la VRP. Igualmente, en los modelos de DR realizados en cerdo, aunque se
produce una gran gliosis reactiva, no se desarrollan membranas epirretinianas,'3% 294 que si
aparecen en el caso de procesos quirturgicos complejos, como el transplante autélogo de un
parche de EPR-coroides, donde la retina es reaplicada (Fernandez-Bueno y cols., en vias de
publicacién). Sin embargo, modelos de VRP en conejo y cerdo, han mostrado que no es

necesaria la reaplicacion de la retina para que se originen estas membranas tras un dafio,
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mientras se presenten algunos factores de crecimiento como el PRP o el PDGE.!33 141 No
obstante, es necesario tener en cuenta que in vivo, mas que el dafio retiniano en si mismo, son
multiples los factores que intervienen para dar lugar a los cambios que acontecen en la retina,
como los componentes del suero sanguineo o la secrecion de factores por parte de las células
retinianas y no retinianas que migran a la zona dafiada, considerandose los principales

responsables del aumento de los filamentos intermedios en las células gliales.34®

7.2.3. Cultivo de los explantes neurorretinianos con

monocitos CD14*

En la evaluaciéon inmunohistoquimica de los explantes cultivados con monocitos CD14*
no se apreciaron cambios intrarretinianos significativos, ni modificaciones en la expresion de
la GFAP ni en el espesor del tejido retiniano, en comparaciéon con los controles. Estas
modificaciones se consideran menores que las originadas en los cultivos con PBMCs, aunque
los monocitos CD14* utilizados se diferenciaron hacia macréfagos maduros y produjeron

TNFa.

En los experimentos descritos, los monocitos CD14* tras ser cultivados durante cuatro
dias, expresaron SWC9, alcanzando por tanto, un estado de madurez. Los monocitos porcinos
no expresan espontaneamente el antigeno SWC9, que aparece solo cuando se diferencian
hacia macréfagos maduros, siendo considerado como un antigeno selectivo.3*° Los monocitos
comienzan a expresar dicho antigeno a las veinticuatro horas de cultivo, alcanzando la
maxima expresion a los cuatro dias.?8® 350 El fenotipo de estos macrofagos SWC9* se
corresponde con el de los macr6fagos obtenidos de pulmén y de bazo porcino, demostrando

que la forma de diferenciacion in vitro es similar a la que ocurre in vivo.?8°
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Por otra parte, durante el cultivo se detecté6 un aumento en los niveles de TNFa en el
medio de cultivo con monocitos CD14*, alcanzando una concentracién maxima de 13,7 (£3,0)
pg/mL a los cinco dias, atribuyendo a estas células la secrecciéon de dicha citoquina. En este
modelo, es posible que los factores secretados por las células retinianas en degeneracion se
sumen a la presencia de suero en el medio de cultivo, lo que acelera la maduracion de los
monocitos hacia macréfagos,3® contribuyendo conjuntamente a la estimulaciéon y a la
activacion de los monocitos CD14*. Ademas, aunque los monocitos porcinos constituyen una
poblacién heterogénea con diferente capacidad de produccién de TNFa,?’> tras su
estimulacion cerca del 70-80% de la poblacién monocitaria porcina expresa esta citoquina,

encontrando solo un 5% de monocitos no estimulados.?”>

Los monocitos CD14* se depositaron en el medio de cultivo en este experimento, en vez

de sobre la retina como se hizo con los PBMCs, porque se pretendio6 discernir si los cambios en
las células gliales eran originados por el contacto célula-célula con los macréfagos o si
intervenia alguna de las multiples citoquinas liberadas por éstos. Nuestros resultados
sugieren que es necesario el contacto entre células para producir un incremento de las
modificaciones retinianas, principalmente en la expresion de la GFAP por parte de las células
gliales. No obstante, esta hipotesis no descarta la implicacion del TNFa en dicha interaccion,
ya que puede presentarse integrado en la membrana celular, como forma transmembrana,
llevando a cabo su accién tras el contacto entre células. Por otra parte, también puede
barajarse la posibilidad de que los niveles de TNFa secretado por los monocitos CD14* en este
experimento, no fueran lo suficientemente elevados como para sobreestimular la expresion de

la GFAP en los explantes retinianos.
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No se puede descartar la presencia en el tejido retiniano de células potencialmente
productoras de TNFa, como la microglia3?> 351 o los astrocitos,3>% 3°3 e incluso las propias
células de Miiller, como se ha observado en modelos de glaucoma.>® 3%* Sin embargo, en los
cultivos control solo se encontraron niveles de esta citoquina durante el primer dia, no siendo
detectable mediante el método de ELISA utilizado, que tiene un nivel minimo de deteccion de
3,7 pg/mL, durante el resto del cultivo. Estos resultados son semejantes a los observados en el
cultivo organotipico de retina de rata, donde solo aparecieron niveles detectables de TNFa
durante el primer dia de cultivo, atribuyendo la secreccion de esta citoquina a la microglia.3%°
Asi pues, puede asumirse que los niveles de TNFa detectados durante el experimento con
monocitos CD14*, y que aparecen durante los nueve dias de cultivo, son secretados por estas

células.

7.2.4. Cultivo de los explantes neurorretinianos con TNF«a

Aunque son varias las citoquinas implicadas en la VRP, los hallazgos descritos por otros
autores, al igual que los realizados por el Grupo de Retina del IOBA durante los ultimos afios,®
M apuntan directamente hacia el TNFa como uno de los principales implicados en la patogenia
de esta patologia. Ademas, se sabe que en el sistema nervioso central el TNFa esta implicado
en la cronicidad de la respuesta inflamatoria, originando un dafio tisular, asi como en la
desmielinizacién y en la degeneracién axonal.>! 52

De los experimentos planteados para determinar si el TNFa tiene un efecto sobre la

expresion de la GFAP, se desprende que son necesarias concentraciones de al menos 100 pg/
mL de TNFa exdgeno para estimular cambios retinianos asociados con los procesos de gliosis

reactiva, durante un periodo de cultivo corto. Por ello, se utilizé dicha concentracién en los
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experimentos posteriores, ya que de las dosis utilizadas es la minima capaz de inducir

cambios en las células gliales retinianas.

La evaluacién inmuhistoquimica de los explantes cultivados con 100 pg/mL de TNFa
durante tres, seis y nueve dias, revel6 un aumento progresivo en la expresion de la GFAP a lo
largo de la célula de Miiller, llegando sus extensiones celulares a atravesar la OLM, e invadir el
area subretiniana, comenzando a originar membranas tisulares en esta zona. Por otra parte, se
observo una reduccion y finalmente una pérdida de la expresion de la CRALBP, una notable
reducciéon en el nimero de nucleos DAPI* y una gran desorganizaciéon de la estructura
retiniana, con la consiguiente pérdida de la compactacion celular, que originé el aumento del

espesor del tejido retiniano.

Los resultados observados permiten reconsiderar los efectos que el TNFa producido
por los monocitos CD14* puede ejercer sobre los cultivos retinianos, ya que concentraciones
de 25 y 50 pg/mL de TNFa exdgeno no originaron cambios en la expresidon de la GFAP, siendo
necesarias dosis de 100 pg/mL o superiores para inducirlos, y sabiendo que los niveles
maximos detectados en el sobrenadante de los cultivos con monocitos CD14* fueron de 13,7
(¥3,0) pg/mL. Por lo tanto, se necesitan concentraciones muy superiores a las secretadas por
estos monocitos para originar cambios en las células gliales.

Igualmente, la importancia que pudieran tener otras células retinianas, principalmente
la microglia, en la sobreestimulacién de las células de Miiller, también se podria replantear, al
menos a través de la secreccion de TNFa, puesto que las concentraciones de esta citoquina,
que originan cambios en el parénquima retiniano, son muy superiores a los niveles detectados
en los controles del cultivo, y a los observados en estudios previos realizados en retinas de

rata, en los que se atribuia la secrecion de TNFa integramente a la microglia.3%°

135



7. Diseusion

Las modificaciones observadas en el parénquima retiniano al afadir TNFa exdgeno son
comparables con las producidas durante el cultivo con PBMCs, pudiendo atribuir a esta
citoquina un papel principal en la interaccién entre los macréfagos y las células de Miiller,
para el desarrollo de la gliosis reactiva. Sin embargo, durante el cultivo con PBMCs se produjo
la invasion del area subretiniana por parte de multiples prolongaciones de las células de
Miiller, originando formaciones tisulares en esta region, algo que solo comenzé a apreciarse a
los nueve dias de cultivo con TNFa exdgeno. No obstante, las células macrofagicas utilizadas
pudieron secretar potencialmente otras citoquinas implicadas en la VRP, como el TGFp, el
PDGF, la IL1q, la IL1B y/o el MIF, pudiendo ser las responsables de estos cambios. 5. 9. 61. 236, 239,
242,244 Por otra parte, también hay que tener en cuenta que el TNFa utilizado actuaria como
sTNFa, mientras que los macrofagos originados a partir de los PBMCs pudieron producir
mTNFaq, ejerciendo su accién mediante el contacto célula-célula, ademas de liberar sTNFa.

No ha sido el objetivo de este trabajo discernir que tipo de TNFa es el principal
implicado en la interaccion celular mencionada, ni que receptores estan siendo estimulados,
sabiendo de la extremada complejidad de accién que tiene esta citoquina, ya que dependiendo
de los mecanismo moleculares desencadenados en sus receptores puede tener una accién
neuroprotectora o neurodegenerativa.62. 225227 No obstante, hay evidencias de que el tipo de
tejido y el ambiente celular son factores importantes para determinar el efecto de la accion del
TNFa,217 e incluso que la actividad de esta citoquina depende no solo del tipo celular, sino
también de las interacciones entre las células y de su estado fisiol6gico,3%* por lo tanto, los
complejos estudios requeridos para averiguar las vias de accion del TNFa en la VRP deberian

realizarse directamente en seres humanos.
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7.2.5. Cultivo de los explantes neurorretinianos con adalimumab

y con TNFa/adalimumab

El adalimumab demostré actividad tanto en los cultivos control como cuando fue
afiadido con TNFa exdégeno, originando un menor grado de gliosis reaccional y una mejor
conservacion del parénquima retiniano. La accion que este antagonista del TNF tiene
directamente sobre los explantes en cultivo se puede atribuir al bloqueo del TNFa producido
por las propias células de la retina, siendo también efectivo para bloquear el efecto
sobreestimulador que el TNFa exdgeno ejerce sobre las células gliales. Estos resultados
implicarian directamente al TNFa en el desarrollo de la gliosis reaccional observada en estos

experimentos.

La concentracion de adalimumab utilizada, 10 pg/mlL, fue inferior a las potencialmente
toxicas para el tejido retiniano tras inyeccion intravitrea, 0,5 mg/0,1 mL,?’3 27* y superior a la
dosis efectiva capaz de neutralizar el 90% del sTNFq, siendo ésta de 9 ng/mL para bloquear 3
ng/mL de sTNFa.?¢® Ademads la concentraciéon utilizada en estos experimentos ha sido
empleada eficazmente en cultivos celulares.?’® 279 De este modo, la dosis del antagonista
utilizada no induciria un dafio directo sobre la retina, y tras el bloqueo del TNFa exdgeno
afiadido, 100 pg/mL, seguiria existiendo una concentraccién de adalimumab no unido que
podria seguir actuando, como asi se ha mostrado, al reducir también los cambios glioticos
espontaneos a lo largo del cultivo con TNFa exégeno.

El mecanismo de accién del adalimumab se basa en la unién al TNFa impidiendo el
contacto con los TNFRs de manera competitiva, y por tanto, bloqueando su actividad
biolégica. Por ello, fue necesario afiadir conjuntamente el TNFa y el agente anti-TNF en el

medio de cultivo, con la finalidad de bloquear dicha citoquina e impedir completamente la
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unién con los TNFRs del parénquima retiniano, ya que tras la unién con sus receptores, el
adalimumab no es capaz de bloquear la accién biologica del TNFa.
Aunque el adalimumab es un anticuerpo humanizado, las secuencias del TNFa humano

y del porcino comparten multiples caracteristicas, como la longitud y la polaridad (Homo

sapiens, http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/pbGlobal?proteinlD=P01375; y Sus scrofa, http://
genome.ucsc.edu/cgi-bin/pbGlobal?proteinlD=P23563). Estas similitudes explicarian la

eficacia del adalimumab en el bloqueo del TNFa porcino, lo que no ocurre en el caso del

TNFa murino.266

Desde hace mas de treinta afios, se considera conveniente la inhibicion de la hipertrofia
de las células de Miiller,!” 323% sin embargo, todavia no se ha conseguido reducir
satisfactoriamente la gliosis reactiva que estas células originan en el tejido retiniano. Se sabe
que en el DR las células de Miiller estan afectadas, originando su hipertrofia, su hiperplasia y
su crecimiento por el espacio subretiniano y epirretiniano. Sin embargo, los factores
moleculares que controlan estos cambios todavia no estan adecuadamente documentados. Las
células de Miiller, al igual que los fotorreceptores, reaccionan rapidamente tras el DR,
mostrando cambios en su remodelacion celular, incluyendo un aumento en la expresion de la
GFAP y de la vimentina, y la reduccién de la CRALBP, de la anhidrasa carbénica y de la
glutamina sintetasa.?®* Realmente, no esta claro si estos mecanismos son neuroprotectores y/
0 vasoprotectores, si tienen unos efectos adversos para las células retinianas o si, incluso,
podrian argumentarse ambas teorias.3>> Lo que es cierto, es que las células gliales reactivas
pueden liberar multiples citoquinas y especies reactivas de oxigeno, que se difunden a las
regiones adyacentes y activan las vias apoptdticas, originando la pérdida de las neuronas que
sobrevivieron al dafio inicial. 356358 Ademas, tanto la hipertrofia de las células de Miiller como

su crecimiento por las superficies retinianas tienen una gran importancia practica, ya que el
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crecimiento por el espacio subretiniano inhibe la regeneracion de los OS de los
fotorreceptores,3>° y el crecimiento por la superficie vitrea puede contribuir a la contraccién
de la retina, lo que conlleva a la pérdida de la vision.3%% 30 Estos cambios de las células de
Miiller no pueden ser considerados como acciones beneficiosas para la retina, ya que
realmente estas células estan alteradas durante el remodelado tisular, lo que tiene serias
consecuencias para la fisiologia retiniana.3!

En los dltimos afios, se han probado numerosas sustancias para intentar inhibir la
proliferacion celular, y la formacion y la contraccidon de las membranas retinianas en modelos
in vivo e in vitro, como ya se ha mencionado. Durante este tiempo, algunas demostraron ser
eficaces, sin embargo, muchas de ellas originaron graves efectos secundarios, y solo unas
pocas llegaron a ser probadas en ensayos clinicos, pero finalmente no tuvieron un éxito
manifiesto.> > En este sentido, hay varios trabajos experimentales que han estudiado la
proliferacion de las células de Miiller tras un dafio retiniano, asi como la utilizaciéon de
sustancias capaces de bloquearla,3°1-367 no obstante, los estudios encaminados a reducir la
hipertrofia de las células gliales son pocos.33 34 364

Eibl y cols. (2007)36* describieron la utilizacion de alquilfosfocolinas para reducir la
proliferacion de las células de Miiller tras el DR experimental en conejo, pero no resultaron
eficaces en la reduccion de la expresion de la vimentina, proteina implicada en la hipertrofia
de las células de Miiller.

Tura y cols. (2009)33 mostraron la eficacia del H-1152P para reducir la hipertrofia de
las células gliales, en el cultivo organotipico de retina de ratén y tras inyeccién intravitrea
previamente al dafio del nervio 6ptico. Esta molécula es un inhibidor de la ROCK (RhO-
assoCiated protein Kinase), proteina que regula la organizacion del citoesqueleto de actina y
sus eventos dinamicos, como la contraccién, la adhesién, la motilidad, la progresién del ciclo

celular y la expresion génica, en varios tipos celulares.3%® Dicha sustancia tiene un efecto
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neuroprotector sobre las células retinianas, particularmente sobre las células ganglionares,
asociado a una disminucion en la reactividad de los astrocitos, de las células de Miiller y de la
microglia. Sin embargo, todavia no esta claro su mecanismo de accién, pudiendo atribuirse a la
inhibiciobn de la ROCK directamente en las neuronas retinianas, asocidndose con la
disminucién de la reactividad de las células gliales; a la inhibicién de la excesiva gliosis
reactiva, asocidandose con una proteccién neuronal; o a una accién simultanea tanto sobre las
neuronas retinianas como sobre las células gliales. Por otra parte, aunque esta sustancia es
capaz de disminuir la expresién de la GFAP, su efecto también se asocia con una reduccion en
los niveles de once citoquinas secretadas por las células retinianas, siendo mencionable la
reduccion del TNFa y de su receptor TNFR1, sin embargo, también disminuye los niveles de
citoquinas antiinflamatorias, como la IL5 e IL13. Por ultimo, aunque el H-1152P ha sido
utilizado en multiples estudios experimentales, y no solo a nivel ocular, no esta aprobado por
la FDA para su uso clinico.

Lewis y cols. (2009)3* describieron la utilidad del Palomid 529 (Paloma
Pharmaceuticals, MA, EE.UU.) para reducir la proliferaciéon y el crecimiento de las células
gliales, y la muerte de los fotorreceptores, tras el DR experimental en conejo. Esta molécula
sintética es un inhibidor de la via Akt/mTOR, implicada en el metabolismo, en el crecimiento,
en la supervivencia, en la apoptosis y en la progresion del ciclo celular, 3¢° sugiriendo que
dicha via estaria activa tras el DR.3* Sin embargo, no se conoce exactamente su mecanismo de
accion en la retina, no se tiene la certeza de que actie directamente sobre las células de
Miiller, ya que podria hacerlo a través de la accion que tiene sobre las células del EPR,370 e
igualmente ocurre con su accién sobre los fotorreceptores. Los hallazgos estan basados en el
analisis de la expresion de la vimentina, proteina no evaluada en este trabajo, sin embargo,
como bien mencionan Eibl y cols.,3°* una posible estrategia para controlar la hipertrofia de las

células de Miiller pasaria por inhibir la sobreexpresiéon de ambos filamentos intermedios, la
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GFAP y la vimentina. El Palomid 529 también parece tener un efecto sobre la microglia/
macrofagos, reduciendo su respuesta, pero tampoco se conoce si esta sustancia actda
directamente sobre las células inmunes o indirectamente a través de otros tipos celulares
como las células de Miiller o del EPR. El Palomid 529 tampoco esta aceptado por la FDA para
uso clinico, pero los autores consideran que podria utilizarse para tratar las enfermedades

proliferativas asociadas con la cirugia del DR y la consiguiente muerte de los fotorreceptores.

Finalmente, del trabajo aqui presentado se desprende que la utilizacién de agentes
biolégicos bloqueantes del TNF podria abrir una nueva via de actuacion en la reduccién de los
cambios gliales que sufre la retina tras un DR, actuando directamente sobre su diana
terapeutica, el TNFa, que estaria implicado en las interacciones entre los macroéfagos y las
células de Miiller, originando su hipertrofia. El bloqueo del TNFa permitiria reducir algunos de
los cambios fibréoticos que inducen el desprendimiento traccional de la retina, tras su
reaplicacion quirdrgica, con la consiguiente pérdida de la funcién visual, en los pacientes con
VRP.

A pesar de que son necesarios estudios complementarios encaminados a probar la
eficacia y la seguridad de los agentes antagonistas del TNF en modelos animales, y
posteriormente en los pertinentes ensayos clinicos, los hallazgos presentados en este trabajo
representan una aproximacion importante hacia la aplicacion clinica de estos agentes como
coadyuvantes en el tratamiento de la VRP, habiendo demostrado ser eficaces en el bloqueo del

TNFa tras inyeccion intravitrea,3’! y estando aprobados por la FDA para su uso clinico.
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7.3. Continuacion de la linea de investigacion

Con la continuacién del proyecto se intentaran resolver los problemas planteados en
este trabajo, e igualmente se evaluara la potencial aplicaciéon que los agentes bloqueantes del

TNF pudieran tener en el tratamiento de la VRP.
Entre las acciones a llevar a cabo para alcanzar este fin, se pueden sugerir:

- Ampliar las técnicas histologicas e inmunohistoquimicas, para poder evaluar las
modificaciones de las neuronas retinianas y de la microglia, asi como analizar la

proliferacion y la muerte celular, durante las diferentes condiciones de cultivo planteadas.

- Aplicar un programa de andlisis de imagen que permita evaluar objetiva y cuantitativamente

los cambios celulares producidos durante los cultivos.

- Evaluar la eficacia de otros agentes antagonistas del TNF, pudiendo tener importancia el
bloqueo conjunto del TNFa y del TNF (o LTA), como apuntan las actuales lineas de
investigacion desarrolladas por el Grupo de Retina del I0OBA. Para ello, seria necesario

estudiar la eficacia del etanercept y del infliximab, ambos bloqueantes potenciales del TNFf.

- Utilizar la técnica de cultivo organotipico descrita con muestras de neurorretina humana,
permitiendo determinar in vitro el efecto que el TNFa exégeno y los agentes antagonistas del

TNF ejercen sobre el tejido humano.

- Evaluar la eficacia de los agentes bloqueantes del TNF en modelos animales de DR y de VRP,
lo que ademas permitiria la obtencion de importantes datos relacionados con su tolerancia,

vida media y concentraciones efectivas tras la administracién intravitrea.

- Por ultimo, si tras estos ensayos los resultados siguen siendo satisfactorios, y previamente al

planteamiento de un ensayo clinico, se podria evaluar la incidencia y la evolucién de la VRP
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en pacientes que sufran un DR y que estén siendo tratados con agentes anti-TNF debido a

otras patologias.
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8. Conclusiones






De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo y como consecuencia de los

resultados obtenidos y de su discusion, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. El modelo de cultivo organotipico de neurorretina porcina permite la evaluacion de
algunas de las modificaciones celulares producidas tras el desprendimiento de retina,
facilitando el estudio de las interacciones con otros tipos celulares no retinianos y/o
con las citoquinas secretadas por estas células.

2. Los macro6fagos estan implicados en las modificaciones que experimentan las células
de Miiller, porque su adicién al cultivo de las neurorretinas origina un aumento en la
hipertrofia reactiva.

3. El TNFa juega un papel muy importante en la mediaciéon entre los macroéfagos y las
células de Miiller, porque su adiciéon al cultivo de las neurorretinas origina unas
modificaciones similares a las producidas por los macroéfagos.

4. Se puede intentar abordar la vitreorretinopatia proliferante con agentes antagonistas
del TNF como el adalimumab, capaz de bloquear las modificaciones espontaneas y las
originadas por el TNFa exdgeno en las neurorretinas cultivadas, aunque son

necesarios mas estudios antes de plantear un ensayo clinico piloto.
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Miiller and macrophage-like cell interactions in an organotypic
culture of porcine neuroretina

Ivan Fernandez Bueno,' Jose Carlos Pastor,! Manuel Jose Gayeoso,’ Ignacio Alealde,” Maria Teresa Gareia'

1 University of Valladolid, Inatinato Universizario de Qfalmobiclogia Aplicada (108A), Campus Miguel Delibez, Valladolid, Spair;

Parpose: To analyze the i vitro Maller cell modifications n an ceganotypee culture of porcine neurorctina m response to
the addinon of a blood-denved mooonsclear fraction (MNF. mooocytes and lymphocytes) as a source of
macrophages Methods: Coatrol and MNF stemulated nsuroretinal explasts were exaouned at 3, 6, and 9 days of culrare.
Specimens were processed for epoxy-rean embedding and cryossctionng Laght and unsmnofluorescence mcroscopy
were performed, naung tolndme blse stunmg and antibodes agmnst ghal fiballary acadee protem (GFAP). as a reactive
ghoss marker, and cellular retmaldebryde-banding protesn (CRALBP), as a Maller cell marker Results: Compared 10
controls, explants cocultured with MNF dusplayed mcreased cellular dasorganczation and larger tivsue mvasion of the
subeetnal space at 9 days of culswe  Enmunostanng of the MNF -treated explants revealed evidence of more reactive
ghosss and greater numnber of GF AP imnumoreactive Moller cells that had mcreased width and processes extending mito
the subretinal space and formeng a multlayer tissue. Astrocytes also responded to the MNF addition, producing extenssons
that 1mvaded the neuroretimal outer layers Conclusons: Addiion of MNF stmulates modificancns of Muller cells,
producing a wider mtraretinal reactive ghosas and tissue prolsferation at the subvetinal space (outer layers of the retima)
These findings emphaize the role of macrophage-hike cells i the production of changes i retimal stracture observed after

TUniversity of Valladolid, Facwlty of Medicine, Celullar Biology, Hestology and Pharmacology Department, Ramon y Cajal n* 7,
Valladolid, Spaw

retinal detachovent s bunsacs

Ins the pormal retina, Mitller cells survound newroas in the
retinal tissue [1] and have nuclet located at the nner nuclear
layer (INL). The cytoplasm of Milller cells extends from the
inner limiting membrane (ILM) to the outer limiting
membrane (OLM). After retmal detachment (RD). nmltiple
modifications take place at the cellular level of the
neurorcting, incluiding significant changes in Mitller cells. The
nuclei become translocated to the external layers, and cell
bodies become hypertrophic and  hyperplastic.  Their
processes extend into the subretinal space, forming subretinal
membranes and mutiating a reactive ghiosis [2 -6] All!hoc
findmgs bave been desenbed m experimental models and
confimoed i buman retinal samples obtamed dunng
retinectomics from proliferative vitreoretinopathy (PVR)
cases [6-10].

Our group has previously reported a strong comrelation
between the development of PVR and the presence of
macrophage-like cells n vitreous samples [11]. These cells,
which are CD6S positive and cytokeratin negative, are also
present in buman retinal tissue obtamed from PVR
retinestomy spesimens [9]. They probably denive from blood
monosytes and are absent in nonmual human retina [12). They

Correspondence to  Ivan Femandez Buepo, Usiveruty of
Valladold, lnstizuto Unsverwtano de Oftalmobeologia Aphcada
(TOBA). Campus Maguel Delibes o/n Valladold, Valladohd 47011,
Spamx. Phone: +34 983 184 753. FAX: +34 983 210 824. exnml

semandezb@ioba med uva o

wfiltrate the retina and probably activate Maller glial cells,
possibly via tumor necrosis factor alpha (TNFa), as proposed
w an expenmental model of choroidal neovasculanzation
[13). These and other findings [14-18] emphasize the
important role of macrophages in PVR development. The
purpose of this work is 1o analyze the m vitro response of
Milller cells 10 a monomxlear blood fraction contaming

monocytes and lympbocytes as a source of macrophages.

METHODS
Newroretina explant preparation and organotypic culture:
Nmneteen cyes from domestic pigs, age 68 months old, were
obtained from the local slaughterbouse and munersed mn ice-
cold transport medium composed of Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) COs-independent medinm without
L-glutamme. This medium was supplemented with 1%
antibiotic-antimycotic  mixture  contmming  penicillin,
streptomycin, and amphotenicin B (Gibeo, Pasley, UK). Eyes
were transported on ice 1o the laboratory where, under aseptic
conditions. cach cyeball was immersed m 70% cthanol and
washed n tramsport medium. With blunt scassors, all
extraocular tissues were removed. Then the sclera was
punctured with a 22 gange needle at the ora sermata and
bisected with comeal scissors, dividing the ocular globe mto
anterior and postenior eyecups. The vitreous was removed,
and the posterior eyecup was placed mito a dish with clean

transport medivan, A pantbrish was used to mechanically
detach the neurorsting from the retial prgmented epithelivm
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(RPE), and the optic nerve was cut with Westcort scissors. The
neuroretina was unrolled and cut into 5+5 mm explants. i
such a way as to avoid visible blood vessels. Explants were
transferred 10 Transwell® culture dishes (Comung Ine.,
Commg. NY), containing 1.6 ml sulture mednum composed
of Neurobasal A mednmm supplemented with 10% fetal bovine
serum, 2% B-27 (Gabeo), 1% L-glutamune (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), and 1% antibiotic-antimycotic mixture.
Explants were cultured at 37 °C with 5% CO; in a humidified
atmosphere. The culture medium level was mamtained in
contact with the support membrane beneath the explant and
changed with freshly prepared. warmed medium on days 1. 3,
S, and 7. Spesimens were collected at culture days 3, 6, and
9. Freshly detached ncurorctinas were also obtained for
Mononuclear fraction extraction and addition: Blood from
the margnal vein of cach anmal was collected to prepare the
mononuclear fraction (MNF) from which macrophages were
denived. The blood was transported to the laboratory
heparmmized collection tubes (Heparina Leo 1%; Byk Leo,
Madnd, Spaimn), and MNF extraction begun 30 min after
collection. Next. 6 ml hepannized blood was diluted 1:11n 0.1
M filtered phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) and mixed
by mnversion. Histopaque®-1077 (Sigma-Aldnch) was used to
scparate the MNF, Histopaque® was deposited i a centrifuge
tube, and two volumes of blood-PBS mixture were added.
Tubes were centrifuged at 400x g for 30 mumn, obtaining an
opaque mterface containing the MNF. The plasma was
removed and then the MNF was taken, leaving the
erythrocytes and polymorphoauclear leukocytes in the tube.
The MNF was placed mto a clean centnfuge tube and washed
w1 10 ml PBS by centnifugation at 250x g for 10 nun, producing
a pellet at the bottom of the tube. The supematant was
removed and 200 pl of retmal cultwre medium was directly
added over the pellet to reconstitute it. The cell count, made
with a Neubauer counting chamber, was about 15+ 10% cells
ml. Cell viability, determiined by the trypan blue dye exclusion
method [19]. was always greater than 90%,

At day 0, 20 m of the MNF cell suspension were added
over each explant. To ensure that mooonuclear cells were
deposited and remained on the retina dunag the culture, we
placed a plastic cylinder, which had an inner diameter of
4 mm. on cach retina. and deposited the MNF 1ato it. To venfy
the presence of monocytes m the MNF. we put a drop on a
glass shide, which was then smeared and air-dryed. The slide
was stained by the Giemsa method [20] and examined under
light microscopy. To venfy the survival of macrophage-tike
cells, we cultured the remaining MNF in 3 ml of retinal calture
medium. After 2 days of culture, the medium was removed,
and the cells were stamned with the Giensa method and
examined by light microscopy.

Light and immunofluorescence micrascopy. Specimens were
fixed for a maximum of 6 h at 4 °C m 4% filtered

© 2008 Moleculs Vinca

paraformaldehiyde (Panseac Quimica S.A., Barcelona, Spain)
in 0.1 M PBS (pH 7.4) and cryoprotected in 30% saccharose
(Panrcac Quimica S.A.) at 4 °C for 24 h. Samples were frozen
embedded m Tissue-Tek® OCT. ™ Compound (Sakura
Fuictek Europe B.V., Zosterwoude, The Netherlands). Next,
12 pum sections were cut with a cryostat (Lesea, Nussloch,
Gemmany) and placed on commercially treated slides (Fisher-
Biotech, Pittsburgh, PA).

A double tmmunostaimng protocol was performed. The
first stam was for ghal fibnllary acidic protem (GFAP), which
constitutes the intermediate filaments (IF) that are prominent
in Miller cells and astrocytes extubiting reactive ghiosis
[21-23]. The second was for cellular retinaldehyde-binding
protein (CRALBP), a retinoid-bunding protein implicated
vitaman A metabolism [24] CRALBP expression 1s always
found in Muller cells and in astrocytes only during the first
two postnatal weeks [24,25]. Colabeling of cells with both
antibocies allowed differentiation of Moller cclls from
astrocytes [25.26). Primary antibodics aganst undiluted,
polyclonal rabbit anticow GFAP (DakoCytomation Inc.,
Carpinteria, CA) incubated for 30 min at room temperature
and 1:1,000 CRALBP (mouse monoclonal antibody [B2):
Abcam ple., Cambndge, UK) incubated ovemight at 4 *C
were used. Following primary antibody incubation. sections
were incubated with sevondary antibodics composed of 1:200
dilution each of Alexa Fluor®$94 goat antirabbit and Alexa
Fluor®488 goat anti-mouse (Molesular Probes, Eugene, CA)
respectively for 2 h. Cellular nuclei were stained with 10 g/
ml 4°,6-diamino-2-phenilindole  dihydrochlonde (DAPIL
Molecular Probes) for 10 min The slides were then
coverslipped with 1:1 PBS-glycerol.

For epoxy-resin embedding. specimens were fixed as
descnibed in the previous section and dehydmted in graded
alcohols. Tissue infiltration was made m  graded
concentrations of propylene oxade—cpoxy resm-Araldite
(TAAB, Berks, UK), and finally resin was polymenized at
60 °C for 24 h. Next, 1 pm sections were <t with an
ultramucrotome (LKB, Bromuma, Sweden) and mounted on
slides treated with (3-aminopropyl) tnethoxy-silane (Sigma-
Aldnch). For light microscope evaluation, sections were
stamed with tolumdine blue and covershipped with Entellan®
(Merck.  Danmstadt,  Germuany), For  senmthin
mmhmobpulmnmg.lplﬂnhedmdwd(ﬂum
modified. Resin-embedded sections were washed i
propylene oxide, and epoxy resin was removed in a sodmm
cthoxide solution. Subsequently, sestions were dehydrated in
graded acetones. Immumostaining was performed as desenbed
in the previous section using antibody against GFAP and
DAPI dye.

Sections of porcine optic nerve were wsed as positive
controls for anti-GFAP and anti-CRALBP antibodics.
Negative controls included substitution of the primary
antibody with PBS and secondary antibody omission. Light
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TASLE 1. DISTRIBUTION OF CULTURED EXPLANTS.
Culture Control explants Explants+MNF
days Cultured Lost Cultured Lost

3 25 1 13 0
6 23 3 13 1
9 25 Rl 13 1

75 8 39 2

Total 114 explants

Control and MNF-stunulated newroretinal explants were culnaed duning 3, 6 and 9 days. A 10tal of 114 explants were used
mstially  Lost explants were dusposed of 1n the experumnent due 10 an opacification 1 the first days of culture. Monoauclear
fractzon (MNF) was added 10 explants m cultuze at day 0

Figure | Tolmdmne blue stasmung of semuthen sections from coatrol explanss. Neuroretinal morphology was preserved after expenmensal reinal
detachment (A) At day 3 of culture (B), photoreceptor outer segments (OS) were truncated sod dwupted and the neurorctina began 10
degenerate and become thunner. Vacooluzation of the ganghon cell layer (GCL) and wner moclear layer (INL) was apparent The outer muclear
layer (ONL) showed 6-7 rows of photoreceptor pucler as i post-desached specimens, but at thes time pownt they were loosely dissnbuted.
Fragmented OS were present wn the sobeetunal space (ellipsond area) After 6 days of cultare (C), the aumber of rows of nucles was reduced
m the INL, bat remained constant @ the ONL. The pearoretinal dhickness continmed o decrease, mamly due 10 namowmng of the plexiform
layers. Fragmented OS remamed present m the subretmal space (cllipscnd ssea) After 9 days m cultize, explants that mamtamed the retmal
archuecture (D) revealed a lower packang densaty of celly, and there was o masked reduction m the number of nucler m the INL. The plexiform
layers almost disappeared and a nssue layer was present oussade the outer hmuting membrane (OLM.; arrows). In explants that showed cellular
dasorganization (E), nucler were randomly ammanged, appeanng outssde the OLM and comprised a new multinscleas tisstse layer m the subeetinal
space (arows) Companng (A-E) mages, the retinal thinning dunng the calture s apparent On days 3.6, and 9, the ONL looked progresssvely
thicker (B-D). Scale bar equale 20 pm. Abbeeviations: mnner nuclear layer (INL). nerve fiber layer (NFL)

and mmmunofluorescence studies were performed with an
Axiophot mucroscope (Zeiss, Oberkochen, Germany)
equipped for epifluorescence. Images were captured with a
Spot dipntal camera SP402-230 (Diagnostic Instruments,
Sterhing Heights, MI) and processed with the appropriate
software  (Spot  Advanced Vermsion 359, for
Windows: Diagnostic Instruments). Fluorescence was also
detected with a confocal microscope imaging system (Leica
TCS SP2; Leica, Wetzlar, Gernmany) equipped with an Ar-Kr
laser. One Airy unit was used, giving an optical shice thickness
Jess than 0,9 pm. TIFF unages were enhanced using Adobe
Photoshop software (Version 10,0.1 for Maciatosh).

RESULTS
Control porcine newroretina in organotypic culture:

Macroscopic morphology—A total of 7§ control
explants were cultured for differcnt peniods (Table 1). Eight

b
-

samples lost their transparency m the first days of culture and
were discarded. The other explants remained transpareat and
became thinner dunng the course of the culture. This
reduction of the retinal thackness was more accentuated in the
last days, making visible the nonmal retinal blood vessels at
the superficial layers of the explants.

Light microscopy—The overall architecture of the
neuroreting. including the delicate structures of photoreceptor
imner segments (IS) and outer segments (OS), was well
preserved immediately after mechanscal detachment from the
underlying RPE (Figure 1A). At day 3 of culture (Figure 1B),
the neworctina was thinner, and a vacuolization of the
ganghon cell layer (GCL) and INL was apparent. OS were
tuncated and disrupted. In contrast. the IS appeared quite
simualar to those mn the postdetachment specimens, m winch
the outer nuclear layer (ONL) had 6-7 rows of photoreceptor
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Figure 2, lmmunoflvorescence staang of senuthun sections from control explants, Antnibodees agmnst ghal fiballary acidic protem (GFAP,
red) were used to identsfy ghal IF. DAPI dye (blue) was used to label nucler In newly detached sangples (A). GFAP was present s the end
feet of Miller cells (mner hnuting membrane, TLM) and m astrocytes (nerve fiber layer, NFL) The outer nuclear layer (ONL), mnner nuscless
layer (INL), and ganglon cell layer (GCL) were wdentified with DAPI dye. At 3 days of culture (B). GFAP was detectable throughout the
Mauller cell cyvioplasm. from the IILM to the ONL. (arrows). Afier 6 days of culoure (C), the Maller cells were wider and thewsr GFAP* processes
reached the outer lamatmg membrane (OLM. note arrows). Afier 9 days m culture, m explants that mmntaned the retinal structure (D), labeled
processes extended beyond the OLM and began 10 create a contnwous Jayer mn the subretmal space (arows). In samoples that lost the
charactenistic retinal orgamzation (E), nucles of susviving cells and GFAP+ extenvons were randomly dastnbuted, appeaning over the OLM

(mrrows) Scale bay ﬂ[ml\ 20 pan

nucler that were loosely distnbuted. The rest of the retinal
architecture appeared farly nonmal

After 6 days of culture (Figure IC). a considerable
dmminution of the neuroretinal thickness was apparent, mamly
due to the thinning of the plexiform layers. The number of
rows of nucler was remuarkably reduced m INL but remnmned
constant in ONL. At culture days 3 and 6, fragmented OS were
present mn the subretinal space (Figures 1B.C. ellipsord area)
On days 3, 6, and 9, the ONL looked progressively thacker
(Figures 1B-D)

After @ days m culture, 9 of the surviving explants
mauntamed sunlar retinal architecture as specimens mcubated
for 6 days (Figure 1D). The cells were less densely packed.
and the INL showed a marked reduction i the number of
nucla. The plexiform layers had almost disappeared and a
tissue layer was present outside the OLM. In addition. 12 of
the other surviving explants dasplayed cellular divorgamzation
(Figure 1E), Josing the typecal retinal structure. Nucler were
randomly arranged across the neuroretina and some were
located outside the OLM, compnsing a new multinuclear
tissue layer onented pamallel to the photoreceptor susface.

Immunofluorescence microscopy— In semithin
sections processed for fluorescence microscopy, the ONL,
INL, and GCL were identified by DAPI staining. In freshly
detached specumens (Figure 2A), GFAP+ IF were only
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detectable m the end feet of Milller cells at the ILM, and in
astrocytes located in the nerve fiber layer (NFL)

At 3 days of culture (Figure 2B). GFAP reactivity
ncreased compared to that m newly detached neuroretinas
Anti-GFAP and DAPI colabeling showed that dunng the
culture penod. the mmunorcachive labeling extended
throughout the length of the Milller cells from the LM to the
ONL. After 6 days of culture (Figure 2C), the cytoplasm of
Miiller cells was wider and the GFAP+ processes reached the
OLM and extended beyond this structure

After © days m culture, GFAP mummmorcactivity reached
1ts maxmmuen mn thas experiment. In explants that maintamed
the retinal structure (Figure 2D). labeled extensions crossed
the OLM and began to create a continnous layer parallel to
that membranc. At thus time some samples had lost the
charactenistic retmal organization (Figure 2E). In these
explants, nuclar of surviving cells and GFAP+ extensions
were rmndomly distnbuted. These alvo appeared outsade the
OLM

To corroborate Milller cell identification by anti-GFAP
stamnmg and to allow differennation of these cells from
astrocytes, we colabeled cryosections of explants on day 6 of
culture with both anti-GFAP and anti-CRALBP antibodies
(Figure 3). Confocal tmages revealed that anti-CRALBP
labehng was localized to the cytoplasm and extensions of the
Miiller cells, and it was more concentrated at the newroretinal
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Fipme 3 [ woenoe st »
of cryosections from 6 day coatrol
explants As seen in confocal imapes of
cryostat sectsons, anttbodies against
ghal Gbnllary aciche protemn (GFAP,
red) idennfied glal mtermedaate
Glaments (IF), and anbbodses apama
cellular retinaldehyde binding peoten
(CRALBP, green) ideanified a retinond
binding protein present 1o Muller cells
CRALBP  labelmg was mote
concentrated at the neuroretinal owter
layers Colocalization of both antibodses
(vellow) marked Muller cells GFAP+
In coatrol explants, oaly some Muller
cells showed GFAP expeession i the
cytoplasin  that reached the ouler
lioutng membrane (OLM; amows)
Asttocyte cell bodies and GFAP-
extenmions were located along the nerve
fiber laver (NFL; asrowheads). Scale bar
equals 20 pm. Abbreviaticas: ganghion
cell lavar (GCL)., wmmer houting
membrane (ILM). moer quclear layer
(INL); outer nuclear layer (ONL)

outer layers. A small number of these cells were GFAP+ and
reached the OLM. Cell bodies and GFAP+ extensions of
astrocytes were localized within the NFL.

Varianions in the porcine neurorerina ovganonpic culture
after MNF addition:

Macroscopic morphology—A total of 39 explants were
cultured in the presence of the MNF for different penods
(Table 1). Two of the samples lost transparency i the first
days of culture and were discarded. During the culture, viable
explants showed the same aforedescnbed cvoluhion n
controls.

Light microscopy—Histological smmears of MNF stamned
with the Giamsa method showed abundant monocytes and
lymphocytes. After 2 days in culture with the retinal medmm,
lagh numbers of macrophage-hike cells appeared m the MNF
culture,

Newrorctinal explants cocultured with MNF did not
reveal any noticeable histological changes at 3 and 6 days of
cultwe i companson with controls. However, all of the
explants cultured for 9 days with MNF showed cellular
dhsorgamization and Jarger tissuc imvasion of the subretinal
space accompanicd by celiular nuclei (Figure 4).

Fipure 4. Tohmdine blue stanmy of sermthn secticns from explanty
cocultured with the mosonuclear fraction. Explaats cultured 9 days
with the mononuclear fraction (MNF) had more evident celluda
dusorganization and large multnoclear tissue mvasion of the
subretunal space (arrows). Scale bar equals 20 um Abbreviations
ianer ouclear layer (INL). inner himiting membeane (TLM); ouser
nuclear layer (ONL)
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Figure 5 Immunofluorescence stasnmng of seosthan secnons from explants cocultured with the mononuclear fracnion. Annbody against glal
fbnllary acidic protemn (GFAP, red) and DAPI dye (blue) were used. At 3 (A), 6 (B), and 9 (C) days of cultuze, the Muller cells were wader
and more positive for GFAP than coatrols. After 9 days 1o culture (C), numerous Maller cell GFAP# processes mvaded the subretinal space,
distnbuted m several fibrous lavers (arrows). Scale bar: 20 pm Abbeevuatsons: GCL 15 ganpglioa cell layer: ILM 16 mner linuting membrane;
INL s moer nuelear layer; NFL- nerve fiber layer; ONL 15 outer nusclear layer

Immunofluorescence microscopy—
Inmunolustochenucal labelmg of senuthin sections revealed
increased GFAP+ reactivity and significant changes in the
Mitller cells at all culture pennods. In the presence of MNF, it
was apparent that more Mitller cells were wider and were more
immunoreactive than the controls (Figures SA-C). In addition,
at culture day 9 (Figure SC), multple labeled processes
mvaded the subretimal (pace and were distnbuted m seveml
fibrous layers. There was also an increase in GFAP labeling
mtensity m the NFL and GCL

Cryosections of explants cocultured with MNF for 6 days
were examuned by confocal microscopy (Figure 6).
Colabeling with both anti-GFAP and anti-CRALBP revealed
an mercased expression of GFAP and a decreased CRALBP
expresson m the newroretial extermal layers. Additionally,
Milller cell processes crossed the OLM. The cell bodies of
GFAP+ astrocytes remamed m the NFL, but the extensions
crossed the newroretmsal duickaiess to reach the owter layers

DISCUSSION
While the organotypic culture of the neuroretina was
onginally desernibed to follow cellular and cytoskeletal
changes duning the culture period [5.27). this model also
reproduced some of the cellular changes revealed in
experimental RD [2]. Thus, we have used it to analyze the in
vitro response of Miller cells to a mononuclear blood fraction
as a source of macrophages. The porcine neurorctina was
selected because it has many siilanties with the human one
These wmclude
ultrastructure [ 28], Additzonally, the holoangiotic vasculature
pattemn and the distnbution of ummunocompetent cells [29,

retmal  size, extension. structure. and

30] are quate suular to that of the human cye

In control cultures, the most important light nucroscopy
findings were early OS degeneration. ganglion cell layer
vacuolization, plexiform layer shortening. cellular death, and
fmally cellular debns and nucler appeanng over the OLM
These changes were similar to the development of subretinal
membranes found m RD [2]. Noticeable retinal thinning also

occwred durmg the culture. Sinular observations have also
been found m other models of RD, both m vivo and m vatro
[2.5.31.32]. At 3 and 6 days of culture. OS fragments present
i the subretinal space were dunmshed, sumlar to that wlach
occurs dunng longer term RD. In vivo, this 1s probably the
result of phagocytosis by RPE cells and macrophages that
mvade the subretinal space [31]. The thickening of the ONL
can be attnbated to regional differences of the explants
Additionally. it could be due to Milller cell gliosis and growth
of processes that fill the space left by dying neurons. This
gliosis canses a disorganization of the ONL that reduces the
packing density of the cells and results in ONL thickening
Immunofluorescence staining of freshly detached
samples was consistent with previous studies [2,27,32.33).
However, another porcine neurorctinal study found that
GFAP* staining was distnbuted from the NFL to the ONL
[5]. We found rapid increases m GFAP expression dunng the
first 3 days of culture. reaching the ONL. These changes were
probably associated with photoreceptor cell death that occurs
after RD [34]. Subsequently, the expression of the GFAP IF
proteins continued to increase in the Milller cell cytoplasm,
but the rate of increase diminished. At 6 days, GFAP
expression mn our cultures was sinular to that seen wm other
studies [2.5). Finally. cytoplasmic extensions of the Moller
cells surrounded photoreceptors IS and invaded the subretinal
space, establishing a newly formed tissue at 9 days of culture
Thas tissue appeared sumlar to the subretmal membranes
developed between 7 and 28 days after experimental RD in
cats [2,4] and in porcine nenroretina organotypéc culture after
10 days [§]. Previous studies of human specumens [6.8,10]
revealed the same increases in GFAP throughout Milller cells
In explants cocultured wath MNF, the ghal cell thuckness
appeared to increase. This needs to be confirmed
quantitative follow-up studies. In addition to the elongation
and overgrowth, Miiller cells underwent a greater degree of
hypertrophy and hyperplacia mn the subretinal space when the
explants were cocultured with MNF. This response was likely
due to mteractions of Milller cells with lymphocytes as well
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Figure 6. lmmmumofluorescence stammng
of cryosecnons from 6 day cocultured
explants.  Aotibodies  agmnst  ghal
fbmillary scadac protes (GFAP, red) and
cellular retinaldehyde buinding proten
(CRALBP: green) were used Confocal
mages  revealed an  mcreased
expression of GFAP and a decreased
CRALBP expression m the neuroretinal
external layers. Milller cell processes
crossed the outer hmutng mwembrans
(OLM: ammows) The cell bodies of
GFAP+ astrocytes semnmned wm the
perve fiber layer (NFL,; astenisk), but the
extensions crossed the neuroretna
rrnrhmg the ouler la)ﬂ\ {arrowheads)
Scale bar equals 20 pm Abbyeviations
ganghon cell layer (GCL). inner
husntiag membrane (ILM), mner nuclear
laver (INL), outer moclear layer (ONL)

as macrophage-like cells [13] that can induce a retinal reactive
gliosis. In this model. MNF was the most likely source of the
macrophages as these cells are abundant when MNF were
cultured alone. Besides Miiller cell modifications, astrocytes
also undervent some changes, such as growth of extensions
that invadad the newroretinal outer layers by 6 days of culture

At 9 days of culture. growth of immunoreactive Maller
cells processes occupied the space left by dying neurons. At
this time, cells seemed to adhere to one another. forming a
protective whole that included the rest of surviving neurons
The mmmmmofluorescence and hustology tmages at 9 days of
culture with the MNF nmumicked the findings obtained in
human PVR retinectomy specimens [7.9). showing greater
retinal strscture disorgamzation, loss of neuronal nucler, and

GFAP+ reactive gliosis than prior RD models [2.5.31.32).

Previous studies indicated that the breakdown of the
blood-ocular bamier and the separation between OS and RPE
that occurs in RD are the principal stimuli for the migration
of macroplage-like cells mto the retina [35-37]. These cells
probably originated from blood monocytes [9] and RPE
dedifferentiation  [36.38) Furthermore, apoptotic
photoreceptors attract macrophages [39], and m vitro studies
demonstrated that macrophage-like cells could be activated

after mteraction with the RPE [17.40]. In the activated <tate,
these inflammatory cells can release multiple proangiogenic
and promflammatory cytokines. One of these cytokines,
INFo. binds to receptors on Miiller cells [41] and probably
activates them [ 13]. In addition. TNFa activates microglia and
astrocytes in the central nervous system [42]

In summary, we developed an in vitro neurorctina model
of Miiller cell ghiosss that 1s enhanced by external addition of
macrophages. The cellular interactions present in this model
could be used for pharmacelogical assays, testing the efficacy
of drugs that can inhabit the retinal scaming process. Cytokines
released by activated macrophages will be a target for future
studies
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