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  (EthyleneDiamineTetraacetic	
  Acid):	
  ácido	
  etilendiaminotetraacético

ELISA	
  (Enzyme-­Linked	
  ImmunoSorbent	
  Assay)

EPR:	
  Epitelio	
  Pigmentario	
  de	
  la	
  Retina

FBS	
  (Fetal	
  Bovine	
  Serum):	
  suero	
  bovino	
  fetal

FDA	
  (Food	
  and	
  Drug	
  Administration):	
  agencia	
  del	
  gobierno	
  de	
  los	
  Estados	
  Unidos	
  responsable	
  
de	
  la	
  regulación	
  de	
  alimentos,	
   suplementos	
  alimenticios,	
  medicamentos,	
  cosméticos,	
   aparatos	
  
médicos,	
  productos	
  biológicos	
  y	
  derivados	
  sanguíneos

FPS	
  (Fetal	
  Porcine	
  Serum):	
  suero	
  porcino	
  fetal

GCL	
  (Ganglion	
  Cell	
  Layer):	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  ganglionares

GFAP	
  (Glial	
  Fibrillary	
  Acidic	
  Protein):	
  proteína	
  glial	
  Zibrilar	
  acídica

IFN	
  (InterFeroN):	
  interferón

HBSS	
  (Hank’s	
  Balanced	
  Salt	
  Solution)

IgG1:	
  inmunoglobulina	
  G1

IGF	
  (Insulin	
  Growth	
  Factor):	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  insulínico

IL	
  (InterLeuquin):	
  interleucina

ILM	
  (Inner	
  Limiting	
  Membrane):	
  membrana	
  limitante	
  interna

INL	
  (Inner	
  Nuclear	
  Layer):	
  capa	
  nuclear	
  interna

IPL	
  (Inner	
  Plexiform	
  Layer):	
  capa	
  plexiforme	
  interna

IS	
  (Inner	
  Segments):	
  segmentos	
  internos	
  de	
  los	
  fotorreceptores
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MIF	
  (Macrophage	
  migration	
  Inhibitory	
  Factor):	
  factor	
  inhibidor	
  de	
  la	
  migración	
  macrofágica

NF	
  (Nuclear	
  Factor):	
  factor	
  nuclear

NFL	
  (Nerve	
  Fiber	
  Layer):	
  capa	
  de	
  las	
  Zibras	
  del	
  nervio	
  óptico

OLM	
  (Outer	
  Limiting	
  Membrane):	
  membrana	
  limitante	
  externa

ONL	
  (Outer	
  Nuclear	
  Layer):	
  capa	
  nuclear	
  externa

OPL	
  (Outer	
  Plexiform	
  Layer):	
  capa	
  plexiforme	
  externa

OS	
  (Outer	
  Segments):	
  segmentos	
  externos	
  de	
  los	
  fotorreceptores

PB	
  (Phosphate	
  Buffer):	
  tampón	
  fosfato

PBS	
  (Phosphate	
  Buffer	
  Saline):	
  tampón	
  fosfato	
  salino

PBMCs	
  (Peripheral	
  Blood	
  Mononuclear	
  Cells):	
  células	
  mononucleares	
  de	
  sangre	
  periférica

PDGF	
  (Platelet-­Derived	
  Growth	
  Factor):	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  derivado	
  de	
  plaquetas

PF:	
  paraformaldehido

PRP	
  (Platelet-­Rich	
  Plasma):	
  plasma	
  enriquecido	
  en	
  plaquetas

ROCK	
  (RhO-­assoCiated	
  protein	
  Kinase)

RPMI	
  (Roswell	
  Park	
  Memorial	
  Institute	
  medium)

SWC	
  (SWine	
  Cluster	
  of	
  differentiation):	
  cúmulo	
  de	
  diferenciación	
  porcino

TBS	
  (Tris	
  Buffered	
  Saline)

TGF	
  (Transforming	
  Growth	
  Factor):	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  transformante

TNF	
  (Tumor	
  Necrosis	
  Factor):	
  factor	
  de	
  necrosis	
  tumoral

	
   mTNF:	
  forma	
  transmembrana	
  del	
  TNF

	
   sTNF:	
  forma	
  soluble	
  del	
  TNF

TNFR	
  (Tumor	
  Necrosis	
  Factor	
  Receptor):	
  receptor	
  del	
  factor	
  de	
  necrosis	
  tumoral

	
   sTNFR:	
  forma	
  soluble	
  del	
  TNFR

VEGF	
  (Vascular	
  Endothelial	
  Growth	
  Factor):	
  factor	
  de	
  crecimiento	
  del	
  endotelio	
  vascular

VRP:	
  VitreoRretinopatía	
  Proliferante
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Financiación
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   Esta	
  línea	
  de	
  investigación	
  ha	
  contado	
  con	
  la	
  Zinanción	
  de	
  un	
  Proyecto	
  de	
  Investigación	
  

en	
  Biomedicina	
  de	
  la	
  Junta	
  de	
  Castilla	
  y	
  León	
  (Expediente:	
  SAN/1052/VA17/05).

	
   La	
  Zinanciación	
  personal	
  durante	
  el	
  desarrollo	
  de	
  este	
  trabajo	
  ha	
  sido	
  posible	
  gracias	
  a	
  

la	
   Consejería	
   de	
   Educación	
   de	
   la	
   Junta	
   de	
   Castilla	
   y	
   León,	
   mediante	
   la	
   concesión	
   de	
   las	
  

siguientes	
  ayudas:

1. Beca	
  para	
  la	
  formación	
  de	
  personal	
   investigador	
  (FPI)	
  de	
  la	
  Comunidad	
  de	
  Castilla	
  y	
  León,	
  

coZinanciada	
  por	
  el	
  Fondo	
  Social	
  Europeo;	
  convocadas	
  por	
  Orden	
  EDU/1878/2006,	
   de	
   23	
  

de	
   noviembre	
   de	
   2006	
   (B.O.C.	
   y	
   L.	
   de	
   27	
   de	
   noviembre)	
   y	
   resueltas	
   por	
   Orden	
   EDU/

1165/2007,	
   de	
   26	
  de	
   junio	
   (B.O.C.	
   y	
   L.	
   de	
  28	
  de	
   junio),	
   para	
   la	
   realización	
  del	
   trabajo	
  de	
  

investigación	
   titulado	
   "Interacciones	
   entre	
   células	
   de	
   Müller	
   y	
   macrófagos	
   en	
   cultivo	
  

organotípico	
  de	
  retina",	
   bajo	
   la	
  dirección	
  del	
   Dr.	
   José	
  Carlos	
   Pastor	
   Jimeno	
   en	
   el	
   Instituto	
  

Universitario	
  de	
  Oftalmobiología	
  Aplicada	
  (IOBA)	
  de	
  la	
  Universidad	
  de	
  Valladolid.	
  

2. Ayuda	
   para	
   la	
   realización	
   de	
   estancias	
   breves	
   en	
   centros	
   de	
   investigación	
   nacionales	
   o	
  

extranjeros	
  en	
  el	
  año	
  2009;	
  convocadas	
  por	
  Orden	
  EDU/1947/2008,	
  de	
  14	
  de	
  noviembre	
  de	
  

2008	
  (B.O.C.	
  y	
  L.	
  de	
  17	
  de	
  noviembre)	
  y	
  resueltas	
  por	
  Orden	
  EDU/939/2009,	
  de	
  28	
  de	
  abril	
  

de	
  2009	
  (B.O.C.	
  y	
  L.	
  de	
  5	
  de	
  mayo),	
   en	
  el	
  Department	
  of	
  Ophthalmology	
  and	
  Visual	
  Sciences,	
  

School	
  of	
  Medicine	
  and	
  Public	
  Health,	
  University	
  of	
  Wisconsin-­Madison,	
  Madison	
  (Wisconsin),	
  

EE.UU.,	
  durante	
  12	
  semanas.	
  

Financiación

7





Difusión cientí!ca
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   Este	
  trabajo	
  ha	
  dado	
  lugar	
  a	
  los	
  siguientes	
  artículos	
  cientíZicos:

Fernandez-­‐Bueno	
  I,	
  Pastor	
  JC,	
  Gayoso	
  MJ,	
  Alcalde	
  I,	
  Garcia	
  MT.	
  Müller	
  and	
  macrophage-­like	
  cell	
  

interactions	
  in	
  an	
  organotypic	
  culture	
  model	
  of	
  porcine	
  neuroretina.	
  Mol	
  Vis	
  2008;	
  14:2148-­‐56.	
  

Índice	
  Impacto	
  2008:	
  2,464.

Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
  Garcia-­‐Gutierrez	
  MT,	
  Srivastava	
  G,	
  Gayoso	
  MJ,	
  Gozalo-­‐Orden	
  JM,	
  Pastor	
  JC.	
  

Adalimumab	
   reduces	
   the	
   GFAP	
   expression	
   increased	
   by	
   TNF-­α	
   in	
   an	
   organotypic	
   culture	
   of	
  

porcine	
  neuroretina.	
  En	
  preparación.

	
   Este	
  trabajo	
  ha	
  sido	
  presentado	
  en	
  los	
  siguientes	
  congresos	
  cientíZicos:

1. Pastor	
  JC,	
  Fernández-­‐Bueno	
  I,	
  Gayoso	
  MJ.	
  Modelo	
  de	
  Cultivo	
  Organotípico	
  de	
  Retina	
  Porcina.	
  

83	
  Congreso	
  de	
  la	
  Sociedad	
  Española	
  de	
  Oftalmología	
  (SEO).	
  Las	
  Palmas,	
  septiembre	
  2007.

2. Fernández-­‐Bueno	
   I.	
   Organotypic	
   culture	
   model	
   of	
   porcine	
   neuroretina.	
   IOBA	
   Retina	
  

Workshop	
  2007.	
  Valladolid,	
  noviembre	
  2007.

3. Fernández-­‐Bueno	
   I,	
   Pastor	
   JC,	
  Gonzalo	
   JM,	
   Gayoso	
  MJ.	
  Modelo	
  de	
   Enfermedades	
  Retinianas:	
  

Cultivo	
  Organotipico	
  de	
  Retina.	
  XVI	
  Congreso	
  de	
  la	
  Sociedad	
  Española	
  de	
  Cirugía	
  Veterinaria.	
  

Zaragoza,	
  abril	
  2008.

4. Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
   Pastor	
   JC,	
   Gayoso	
   MJ,	
   Alcalde	
   I,	
   Garcia	
  MT.	
  Müller	
  Cells	
   ModiQications	
  

After	
  Interact	
  With	
  Macrophage-­Like	
  Cells	
  in	
  an	
  Organotypic	
  Culture	
  of	
  Porcine	
  Neuroretina.	
  

The	
  Association	
   for	
   Research	
   in	
   Vision	
  and	
  Ophthalmology	
   (ARVO)	
  Annual	
   Meeting.	
   Fort	
  

Lauderdale	
  (Florida,	
  EE.UU.),	
  abril	
  2008.

Difusión cientí!ca

11



5. Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
   Pastor	
   JC,	
   Gonzalo-­‐Orden	
   JM,	
   Gayoso	
   MJ.	
   Retinal	
   Diseases	
   Model:	
  

Neuroretinal	
   Organotypic	
   Culture.	
   The	
   European	
   Society	
   of	
   Veterinary	
   Ophthalmology	
  

(ESVO)	
   and	
   The	
   European	
   College	
   of	
   Veterinary	
   Ophthalmologist	
   (ECVO)	
  2008	
  Meeting.	
  	
  	
  	
  

Versailles	
  (Francia),	
  mayo	
  2008.

6. Fernández-­‐Bueno	
  I,	
  Pastor	
  JC,	
  Gayoso	
  MJ,	
  Alcalde	
  I,	
  Garcia	
  MT.	
  Interacciones	
  entre	
  Células	
  de	
  

Müller	
  y	
  Células	
  Macrofágicas	
  en	
  Cultivo	
  Organotípico	
  de	
   Neurorretina	
  Porcina.	
  V	
  Congreso	
  

de	
  Neurociencias	
  de	
  Castilla	
  y	
  León.	
  Ponferrada,	
  septiembre	
  2008.

7. Fernández-­‐Bueno	
   I.	
   Neuroretinal	
   Organotypic	
   Culture	
   as	
   a	
   Retinal	
   Diseases	
   Model.	
   IOBA	
  

Retina	
  Workshop	
  2008.	
  Valladolid,	
  noviembre	
  2008.

8. Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
   Pastor	
   JC,	
   Gayoso	
   MJ,	
   Garcia	
  MT.	
  Development	
   of	
  an	
   Ex-­Vivo	
   Model	
   of	
  

Retinal	
   Diseases.	
   The	
   European	
   Society	
   of	
   Veterinary	
   Ophthalmology	
   (ESVO)	
   and	
   The	
  

European	
   College	
   of	
   Veterinary	
   Ophthalmologist	
   (ECVO)	
   2009	
   Meeting.	
   Copenhague	
  

(Dinamarca),	
  junio	
  2009.

9. Pastor	
  JC,	
  Fernandez-­‐Bueno	
  I,	
  Gayoso	
  MJ,	
  Garcia	
  MT,	
  Corell	
  A,	
  Reinoso	
  R,	
  Enriquez	
  A,	
  García	
  

C.	
  Neuroretinal	
  reactive	
  gliosis	
  changes	
  were	
  not	
  appreciable	
  in	
  the	
  presence	
  of	
  macrophage-­

like	
   cells	
  that	
   do	
  not	
   produce	
   signiQicant	
  TNFα	
  and/or	
  IL-­1b	
   levels.	
   Preliminary	
  results.	
  The	
  

Association	
   for	
   Research	
   in	
   Vision	
   and	
   Ophthalmology	
   (ARVO)	
   Annual	
   Meeting.	
   Fort	
  

Lauderdale	
  (Florida,	
  EE.UU.),	
  mayo	
  2010.

10.	
  Pastor	
   JC,	
   Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
  Garcia	
  M,	
   Gayoso	
  M,	
   Enriquez	
  de	
  Salamanca	
  A.	
  Exogenous	
  

TNFα	
  addition	
  early	
  enhanced	
  GFAP	
  and	
  ISB4	
  expression	
   in	
  an	
  organotypic	
  culture	
  of	
  porcine	
  

neuroretina.	
  10th	
  EURETINA	
  Congress.	
  París	
  (Francia),	
  septiembre	
  2010.

11.Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
   Garcia	
   M,	
   Pastor	
   JC,	
   Gayoso	
   MJ,	
   Corell	
   A,	
   Reinoso	
   R,	
   Enriquez	
   de	
  

Salamanca	
  A,	
   Garcia	
   C.	
  Porcine	
   CD14+	
  monocytes	
  did	
   not	
   secreted	
   detectable	
   TNFα	
  and/or	
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IL-­1β	
   levels	
   in	
   an	
   organotypic	
   culture	
   of	
   porcine	
   neuroretina.	
   Macrophages	
   and	
  

InZlammation,	
  Barcelona	
  BioMed	
  Conferences;	
  BBVA	
  Foundation-­‐IRB	
  Barcelona.	
  Barcelona,	
  

octubre	
  2010.

12.Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
  MT	
  Garcia-­‐Gutierrez,	
  MJ	
  Gayoso,	
   Pastor	
   JC.	
  Enhanced	
   GFAP	
  Expression	
  

Induced	
  By	
  Exogenous	
  TNFα	
  Could	
  Be	
  Diminished	
  By	
  Adalimumab	
  In	
  An	
  Organotypic	
  Culture	
  

Of	
   Porcine	
   Retina.	
   The	
   Association	
   for	
   Research	
   in	
   Vision	
   and	
   Ophthalmology	
   (ARVO)	
  

Annual	
  Meeting.	
  Fort	
  Lauderdale	
  (Florida,	
  EE.UU.),	
  mayo	
  2011.

	
   Este	
  trabajo	
  ha	
  recibido	
  los	
  siguientes	
  premios	
  y	
  distinciones:

1. Premio	
  Dres.	
   Galo	
   y	
  Gustavo	
   Leoz	
   a	
   la	
  mejor	
  Comunicación	
  de	
  Investigación:	
   “Modelo	
   de	
  

Cultivo	
   Organotípico	
   de	
   Retina	
   Porcina”	
   Pastor	
   JC,	
   Fernández-­‐Bueno	
   I,	
   Gayoso	
   MJ.	
   83	
  

Congreso	
  de	
  la	
  Sociedad	
  Española	
  de	
  Oftalmología.	
  Las	
  Palmas,	
  septiembre	
  2007.

2. Award	
  for	
  Best	
   Poster	
  presented	
  at	
   the	
   2008	
  Annual	
  Meeting	
   of	
  the	
   European	
   Society	
   of	
  

Veterinary	
  Ophthalmology	
  (ESVO)	
  and	
  the	
  European	
  College	
  of	
  Veterinary	
  Ophthalmology	
  

(ECVO):	
   “Retinal	
   Diseases	
   Model:	
   Neuroretinal	
   Organotypic	
   Culture”	
   Fernandez-­‐Bueno	
   I,	
  

Pastor	
  JC,	
  Gonzalo-­‐Orden	
  JM,	
  Gayoso	
  MJ.	
  The	
  European	
  Society	
  of	
  Veterinary	
  Ophthalmology	
  

(ESVO)	
   and	
   The	
   European	
   College	
   of	
   Veterinary	
   Ophthalmologist	
   (ECVO)	
  2008	
  Meeting.	
  

Versailles	
  (Francia),	
  mayo	
  2008.

3. Accesit	
  al	
  Premio	
  Excma.	
  Diputación	
  de	
  Valladolid	
  al	
  trabajo	
  “Interacciones	
  entre	
  células	
  de	
  

Müller	
  y	
  macrófagos	
  porcinos	
  en	
  cultivo	
  organotípico”	
  Fernández-­‐Bueno	
  I,	
  Pastor	
  JC,	
  Gayoso	
  

MJ,	
   Alcalde	
   I,	
   García	
  MT.	
   Real	
   Academia	
   de	
  Medicina	
   y	
   Cirugía	
   de	
   Valladolid.	
   Valladolid,	
  

enero	
  2009.
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1. Justi!cación
!





	
   Los	
   procesos	
   de	
   inZlamación	
   y	
   reparación	
   de	
   la	
   retina	
   no	
   son	
   suZicientemente	
  

conocidos	
   a	
   pesar	
   de	
   su	
  extraordinaria	
   trascendencia	
   para	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   función	
  

visual.	
   Se	
   sabe,	
   no	
   obstante,	
   que	
   la	
   respuesta	
   inZlamatoria	
   exagerada	
   conduce	
   a	
   graves	
  

alteraciones	
   morfológicas,	
   con	
   una	
   desestructuración	
   retiniana,	
   y	
   por	
   lo	
   tanto	
   a	
   serias	
  

modiZicaciones	
   funcionales,	
   con	
   pérdida	
  de	
   la	
   función	
   visual.	
   Estos	
   procesos	
   de	
   reparación	
  	
  

pueden	
   considerarse	
   como	
   una	
   de	
   las	
   bases	
   patogenéticas	
   más	
   importantes	
   de	
   una	
   grave	
  

complicación	
  de	
   los	
  desprendimientos	
   de	
  retina,	
   denominada	
  vitreorretinopatía	
  proliferante	
  

(VRP).	
  

	
   La	
  VRP	
  sigue	
  siendo	
  la	
  principal	
  causa	
  de	
  fracaso	
  de	
  la	
  cirugía	
  del	
  desprendimiento	
  de	
  

retina	
   (DR)1,	
   entidad	
   que	
   se	
   presenta	
   en	
   un	
   caso	
   nuevo	
   por	
   cada	
   10.000	
   individuos/año,2	
  

situándose	
  la	
   incidencia	
  de	
  la	
  VRP	
  entre	
  el	
  5	
  y	
  el	
  10%	
  de	
  los	
   casos	
  en	
  nuestro	
  entorno.3	
  Esta	
  

patología	
  tiene	
  unos	
  costes	
  muy	
  elevados,	
  tanto	
  a	
  nivel	
  económico	
  como	
  en	
  términos	
  sociales,	
  

y	
   supone	
  una	
  pérdida	
   severa	
   de	
   la	
   función	
  visual	
   por	
   parte	
  del	
   individuo.4	
   Además	
   hay	
   un	
  

problema	
   añadido,	
   y	
  es	
   que	
   hasta	
   la	
  fecha	
  no	
   existe	
   una	
  proZilaxis	
   adecuada	
   a	
   pesar	
  de	
   los	
  

innumerables	
   esfuerzos	
   realizados	
   por	
   los	
   investigadores	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   los	
   últimos	
   treinta	
  

años.	
  

	
   Como	
   se	
  ha	
  mencionado,	
   la	
  VRP	
   está	
   considerada	
  como	
   un	
  proceso	
   de	
   inZlamación	
  y	
  

cicatrización	
   exagerado,	
   originado	
   tras	
   la	
   rotura	
   del	
   tejido	
   retiniano,	
   y	
   donde	
   se	
   producen	
  

proliferación	
  celular,	
   depósito	
   de	
   la	
  matriz	
   extracelular,	
   remodelación	
  tisular	
  y	
   formación	
  de	
  

membranas	
   contráctiles.5	
   Esta	
   complicación	
   se	
   desarrolla	
   en	
   el	
   contexto	
   de	
   una	
   marcada	
  

respuesta	
   inZlamatoria	
   y	
   Zibrótica,	
   estando	
   ligada,	
   probablemente	
   en	
   muchos	
   casos,	
   a	
   un	
  

ambiente	
  genético	
  propicio.6-­‐8	
  La	
  VRP	
  también	
  puede	
  ser	
  interpretada	
  como	
  el	
  resultado	
  de	
  la	
  

acción	
  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	
  vítreas	
  de	
  pacientes	
  con	
  VRP.9,	
   10	
  Estos	
  

factores	
  serían	
  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	
  

macrófagos,	
  los	
  linfocitos,	
  los	
  Zibroblastos,	
  las	
  plaquetas	
  y	
  los	
  polimorfonucleares,	
  que	
  llegan	
  a	
  

la	
  cavidad	
  vítrea	
  tras	
   la	
  rotura	
  de	
  la	
  barrera	
  hemato-­‐retiniana,	
  originada	
  por	
  el	
  DR.11-­‐14	
  Entre	
  

todas	
   las	
   células	
   implicadas,	
   merece	
  la	
  pena	
  destacar	
  el	
   papel	
   que	
   parecen	
  jugar	
   las	
   células	
  

gliales	
  y	
  los	
  macrófagos	
  en	
  la	
  patogenia	
  de	
  la	
  VRP.15-­‐17	
  En	
  cualquier	
  caso,	
  la	
  consecuencia	
  Zinal	
  

de	
   esta	
   patología	
   es	
   la	
   desorganización	
   intrarretiniana,	
   con	
   la	
   formación,	
   en	
   ocasiones,	
   de	
  

membranas	
  epi	
  y	
  subretinianas,	
  que	
  al	
  contraerse,	
  provocan	
  un	
  DR	
   traccional	
  y	
   la	
  progresiva	
  

pérdida	
  de	
  la	
  función	
  visual.5,	
  14	
  

	
   Las	
  células	
  de	
  Müller	
  son	
  las	
  principales	
  células	
  gliales	
  de	
  la	
  retina	
  de	
  los	
  vertebrados,	
  

siendo	
   consideradas	
   una	
   glía	
   radial	
   especializada	
   que	
   se	
   extiende	
   por	
   todo	
   el	
   espesor	
  

retiniano,	
  contactando	
  con	
  los	
  procesos	
  y	
  cuerpos	
  neuronales.	
  Asimismo,	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  

constituyen	
  una	
  unión	
  anatómica	
  y	
  funcional	
  con	
  las	
  neuronas	
  retinianas,	
  siendo	
  esenciales	
  en	
  

la	
  creación	
  y	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  arquitectura	
  neurorretiniana,	
  en	
  la	
  supervivencia	
  neuronal	
  

y	
  en	
  la	
  regulación	
  del	
  procesamiento	
  de	
  la	
  información	
  visual.18,	
   19	
  En	
  condiciones	
  patológicas,	
  

las	
  células	
  de	
  Müller	
  pueden	
  actuar	
  como	
  moduladoras	
  de	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  e	
  inZlamatoria,	
  

y	
   son	
  capaces	
   de	
  fagocitar	
   fragmentos	
   de	
  células	
   retinianas	
   y	
   cuerpos	
   extraños.20-­‐23	
   Pero	
   lo	
  

más	
  destacable	
  es	
   que	
  se	
  vuelven	
  “activas”	
  o	
   “reactivas”	
  en	
   respuesta	
   a	
   cualquier	
   alteración	
  

patológica	
   retiniana.	
   Esta	
   acción,	
   llamada	
   gliosis	
   celular,	
   es	
   uno	
   de	
   los	
   principales	
  

componentes	
   de	
   la	
   compleja	
   respuesta	
   retiniana	
   que	
   se	
   produce	
   frente	
   a	
   estímulos	
  

patológicos.	
   Su	
   componente	
   inespecíZico	
   más	
   sensible,	
   que	
   puede	
   ser	
   utilizado	
   como	
  

marcador	
   celular	
   precoz	
   frente	
   a	
   un	
   daño,	
   es	
   el	
   aumento	
   que	
   exhiben	
   los	
   Zilamentos	
  

intermedios	
  originados	
  por	
   la	
  GFAP	
  (del	
  inglés,	
  Glial	
  Fibrillary	
  Acidic	
  Protein).24-­‐26	
  En	
  la	
  VRP,	
  

las	
   células	
   de	
   Müller	
   proliferan	
   bruscamente	
   y	
   en	
   colaboración	
   con	
   células	
   de	
   tipo	
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Zibroblástico,	
  probablemente	
  derivadas	
  del	
  EPR,	
  originan	
  membranas	
  Zibrocelulares	
  en	
  ambas	
  

superZicies	
   retinianas,	
   y	
   sobre	
   todo,	
   son	
   las	
   principales	
   responsables	
   de	
   los	
   cambios	
  

intrarretinianos.14,	
   27-­‐30	
   Estas	
  modiZicaciones	
   que	
   sufren	
   las	
   células	
  de	
  Müller	
  no	
  pueden	
  ser	
  

consideradas	
   como	
   acciones	
   beneZiciosas	
   para	
   la	
   retina,	
   ya	
   que	
   las	
   células	
   están	
   alteradas	
  

durante	
   el	
   proceso	
   de	
   remodelado,	
   lo	
   que	
   tiene	
   serias	
   consecuencias	
   para	
   la	
   Zisiología	
  

retiniana.31	
   Por	
   ello	
   desde	
   hace	
   más	
   de	
   treinta	
   años,	
   se	
   considera	
   necesario	
   inhibir	
   los	
  

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

17,	
  32-­‐34

	
   Por	
   su	
   parte,	
   los	
   macrófagos	
   son	
   células	
   extremadamente	
   adaptables,	
   capaces	
   de	
  

modiZicar	
  su	
  comportamiento	
  en	
  respuesta	
  a	
  diversas	
  señales	
  provenientes	
  de	
  otras	
  células	
  o	
  

de	
  la	
  matriz	
  extracelular.	
   Juegan	
  un	
  papel	
   crítico	
  en	
  el	
   sistema	
  inmune,	
  bien	
  actuando	
   como	
  

células	
   reguladoras	
   o	
   efectoras	
   en	
   la	
   infección,	
   el	
   crecimiento	
   tumoral	
   y	
   los	
   procesos	
  

traumáticos.35	
   Los	
   macrófagos	
   poseen	
  muchas	
   funciones:	
   como	
   parte	
   del	
   sistema	
   inmune	
  

innato	
  pueden	
  fagocitar	
  microorganismos	
  y	
  células	
  dañadas	
  o	
  muertas,	
   y	
   liberar	
  varios	
   tipos	
  

de	
  citoquinas;	
  y	
  como	
  parte	
  del	
  sistema	
  inmune	
  adquirido	
  actúan	
  como	
  células	
  presentadoras	
  

de	
  antígenos,	
   como	
   células	
  efectoras	
   en	
  procesos	
  de	
  lisis	
   celular,	
   y	
   fagocitando	
   a	
   las	
   células	
  

opsonizadas.36	
   Los	
  macrófagos,	
   ausentes	
   en	
   el	
   tejido	
   retiniano	
   en	
  condiciones	
   Zisiológicas,37	
  

migran	
   a	
   la	
   retina,	
   desde	
   el	
   torrente	
   circulatorio,	
   tras	
   la	
   rotura	
   de	
   las	
   barreras	
   hemato-­‐

retinianas,	
  que	
  se	
  produce	
  en	
  los	
  DR,11-­‐14,	
  38	
   liberando	
  potentes	
  citoquinas	
  proinZlamatorias	
  y	
  

proangiogénicas.	
  A	
  estos	
  macrófagos	
  inZiltrantes	
  se	
  les	
  atribuye	
  un	
  gran	
  potencial	
  destructivo	
  

en	
   comparación	
   con	
   los	
   macrófagos	
   tisulares	
   de	
   la	
   retina,	
   la	
   microglía,	
   y	
   pueden	
   llegar	
   a	
  

alterar	
  la	
  función	
  retiniana.39,	
  40	
  Se	
  ha	
  propuesto	
  que	
  la	
  interacción	
  entre	
  los	
  macrófagos	
  y	
  las	
  

células	
  gliales	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  desencadenantes	
  de	
  la	
  cascada	
  que	
  conduce	
  al	
  daño	
  neuronal	
  en	
  

diversas	
   enfermedades	
   neurodegenerativas,	
   y	
   que	
   además,	
   los	
   macrófagos	
   inZiltrantes	
   se	
  

asocian	
  estrechamente,	
   en	
  el	
   parénquima	
   retiniano,	
   con	
   las	
   células	
   de	
  Müller	
   activas.39	
   Sin	
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olvidar,	
  como	
  se	
  ha	
  mencionado,	
  que	
  existen	
  fuertes	
  evidencias	
  que	
  apoyan	
  que	
  la	
  inZlamación,

5,	
   41,	
   42	
   y	
  especialmente	
  uno	
   de	
  sus	
   componentes	
   celulares,	
   los	
  macrófagos,	
   juegan	
  un	
  papel	
  

importante	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  VRP.14,	
  38,	
  43-­‐49	
  

	
   En	
  estas	
   interacciones	
   entre	
   los	
   macrófagos	
   y	
   las	
   células	
   de	
   Müller,	
   parece	
   jugar	
   un	
  

papel	
   fundamental	
   una	
   de	
   las	
   principales	
   citoquinas	
   proinZlamatorias	
   secretadas	
   por	
   los	
  

macrófagos,	
  el	
  TNFα	
  (del	
  inglés,	
  Tumor	
  Necrosis	
  Factor).39	
  Esta	
  proteína	
  tiene	
  un	
  amplio	
  rango	
  

de	
  funciones	
  biológicas,	
  y	
  está	
  implicada	
  en	
  procesos	
  inZlamatorios,	
  proliferativos	
  y	
  de	
  muerte	
  

celular.50	
  Las	
  alteraciones	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  producción	
  de	
  este	
  factor	
  pueden	
  originar	
  la	
  

activación	
  de	
   las	
   células	
   inmunes	
   y	
   la	
   consiguiente	
  cronicidad	
   de	
   la	
  respuesta	
   inZlamatoria,	
  

originando	
  un	
  daño	
  tisular.51	
  Además,	
  se	
  sabe	
  que	
  en	
  el	
  sistema	
  nervioso	
  central,	
  el	
  TNFα	
  está	
  

directamente	
  implicado	
  en	
  la	
  desmielinización	
  y	
  en	
  la	
  degeneración	
  axonal.52	
  Esta	
  citoquina	
  se	
  

presenta,	
   y	
   juega	
   un	
   papel	
   fundamental,	
   en	
   gran	
   variedad	
   de	
   enfermedades	
   intraoculares	
  

como	
  las	
  uveítis,	
  algunas	
  degeneraciones	
  retinianas	
  hereditarias,	
   y	
  el	
  glaucoma.53-­‐59	
  Además,	
  

en	
  la	
  VRP,	
  están	
  aumentados	
  los	
  niveles	
   intraoculares	
  de	
  TNFα,10,	
   60,	
   61	
  pudiendo	
  unirse	
  a	
  sus	
  

receptores	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  y	
  probablemente	
  activandolas.39,	
  62	
  Por	
  último,	
  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.8

	
   La	
  conZirmación	
  del	
  TNFα	
  como	
  posible	
  diana	
  terapéutica	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  la	
  VRP	
  

abre	
  el	
   camino	
   a	
  la	
  utilización	
  de	
  novedosas	
  opciones	
   terapéuticas,	
   aún	
  por	
  explorar.	
  En	
  este	
  

sentido,	
   durante	
   los	
   últimos	
   años	
   se	
  ha	
   estudiado	
   la	
  regulación	
  y	
   la	
   supresión	
  del	
   TNFα	
  en	
  

diversas	
   enfermedades	
   inZlamatorias	
   oculares,	
   mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   varios	
   agentes	
  

biológicos	
  bloqueantes	
  del	
  TNF.63-­‐70	
  Entre	
  ellos,	
   se	
  ha	
  utilizado	
  el	
  adalimumab	
  (Humira®),	
   un	
  

anticuerpo	
   monoclonal	
   anti-­‐TNF	
   totalmente	
   humanizado.	
   Este	
   fármaco	
   se	
   emplea	
  

satisfactoriamente	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  varias	
  enfermedades	
  inZlamatorias	
  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	
  inZlamaciones	
  oculares.69-­‐71

	
   No	
  obstante,	
   a	
  pesar	
  de	
  la	
  importancia	
  que	
  aparentan	
  tener	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  y	
   los	
  

macrófagos,	
  mediante	
  interacciones	
  vía	
  TNFα,	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  VRP,	
  y	
  la	
  disponibilidad	
  de	
  

alternativas	
  terapéuticas	
  emergentes,	
   la	
  bibliograZía	
  al	
   respecto	
  es	
  relativamente	
  escasa,	
  y	
  los	
  

datos	
  que	
   se	
   tienen	
  sobre	
   los	
  mecanismos	
   celulares	
   implicados	
   en	
  la	
  activación,	
   control	
   del	
  

crecimiento	
  y	
  de	
  la	
  apoptosis,	
  en	
  la	
  migración	
  y	
  en	
  la	
  recirculación	
  de	
  las	
  células	
  inZlamatorias	
  

en	
  la	
  retina	
  son	
  muy	
  incompletos.45,	
  72,	
  73	
  Así	
  mismo,	
  los	
  procesos	
  que	
  desencadenan	
  la	
  lesión	
  

tisular	
   retiniana,	
   inducidos	
   por	
   las	
   células	
   inZlamatorias,	
   son	
   en	
   gran	
  parte	
   desconocidos,	
   y	
  

por	
  lo	
  tanto,	
  la	
  posibilidad	
  de	
  controlarlos	
  farmacológicamente	
  no	
  es	
  fácil.74,	
   75	
  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,76	
  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.

	
   Así	
   pues,	
   antes	
   de	
   iniciar	
   estudios	
   clínicos,	
   es	
   necesario	
   recurrir	
   a	
   un	
   modelo	
  

experimental,	
  que	
  simulando	
  adecuadamente	
  las	
  condiciones	
  patológicas,	
  permita	
  estudiar	
  al	
  

conjunto	
   de	
   las	
   células	
   retinianas	
   como	
   una	
   unidad,	
   reproduciendo	
   las	
   interacciones	
   que	
  

acontecen	
  tras	
  un	
  DR,	
   lo	
  que	
  permitiría	
   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	
  terapeúticas	
  y/o	
  proZilácticas,	
  desarrolladas	
  a	
  lo	
  

largo	
  de	
  los	
  últimos	
  treinta	
  años,	
  han	
  fracasado.2,	
  5
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   Las	
  interacciones	
  entre	
  los	
  macrófagos	
  y	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  retinianas,	
  mediadas	
  por	
  

el	
  TNFα,	
  incrementan	
  la	
  hipertroZia	
  reactiva	
  que	
  sufren	
  estas	
  células	
  tras	
  un	
  desprendimiento	
  

de	
   retina,	
   y	
   pueden	
   facilitar	
   las	
   modiZicaciones	
   intrarretinianas	
   que	
   se	
   han	
   observado	
   en	
  

algunos	
   pacientes	
   con	
   vitreorretinopatía	
   proliferante.	
   La	
   utilización	
   de	
   agentes	
   biológicos	
  

bloqueantes	
  del	
  TNF	
  reduce	
  los	
  cambios	
  glióticos	
  descritos,	
  constituyendo	
  una	
  aproximación	
  

para	
  el	
  tratamiento	
  o	
  la	
  proZilaxis	
  de	
  esta	
  patología.

	
   Partiendo	
   de	
  un	
  modelo	
   de	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
  neurorretina	
   de	
   cerdo,	
   se	
  puede	
  

desarrollar	
   un	
   modelo	
   in	
   vitro	
   que	
   simula	
   los	
   cambios	
   celulares	
   asociados	
   con	
   la	
  

vitreorretinopatía	
   proliferante,	
   y	
  que	
   permite	
   estudiar	
   las	
   interacciones	
  entre	
   las	
   células	
  de	
  

Müller	
  y	
  los	
  macrófagos	
  o	
  las	
  citoquinas	
  secretadas	
  por	
  éstos.

2. Hipótesis de trabajo

25





3. Objetivos
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   El	
   objetivo	
   general	
   de	
   este	
   trabajo	
   es	
   analizar	
   el	
   papel	
   que	
   juegan	
   las	
   células	
  

macrofágicas	
   en	
   el	
   incremento	
   de	
   la	
   respuesta	
   gliótica	
   por	
   parte	
   de	
   las	
   células	
   de	
  Müller,	
  	
  

probablemente	
   ligada	
  a	
  la	
  acción	
  del	
  TNFα,	
   y	
  evaluar	
  el	
   efecto	
  potencial	
  que	
  pudieran	
  tener	
  

los	
  agentes	
   biológicos	
   bloqueantes	
   del	
   TNF	
   sobre	
  dicha	
  respuesta,	
   en	
  un	
  modelo	
   de	
   cultivo	
  

organotípico	
  de	
  neurorretina	
  porcina.

	
   Los	
  objetivos	
  especíZicos	
  son:

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

inicialmente	
  descrito	
  por	
  Winkler	
  y	
  cols.	
  (2002).77

-­‐ Caracterizar	
  las	
  variaciones	
  espontáneas	
  que	
  sufre	
  el	
  tejido	
  retiniano	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  cultivo,	
  y	
  

en	
   concreto,	
   las	
   células	
   de	
   Müller,	
   mediante	
   el	
   estudio	
   de	
   las	
   proteínas	
   implicadas	
   en	
   la	
  

gliosis	
  reactiva.

-­‐ Analizar	
  las	
  modiZicaciones	
  que	
  sufren	
  las	
   células	
  de	
  Müller	
  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	
  Müller	
  en	
  presencia	
  de	
  TNFα	
  exógeno,	
   de	
  

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

vitreorretinopatía	
  proliferante	
  

	
   Durante	
   las	
   últimas	
   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	
   clínicos.5,	
   78	
   Estos	
   tratamientos	
   estaban	
   basados,	
  

principalmente,	
   en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular	
  y	
  en	
  impedir	
  la	
  contracción	
  de	
  las	
  

membranas	
  Zibrocelulares	
  desarrolladas	
  en	
  la	
  VRP,	
  siendo	
  los	
  más	
  destacables,	
  los	
  siguientes:

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

sido	
   probados	
   en	
   ensayos	
   clínicos,78-­‐81	
   pero	
   muchos	
   de	
   los	
   resultados	
   han	
   sido	
  

insatisfactorios,78,	
  81	
  pudiendo	
   tener	
  utilidad	
  potencial	
  el	
  uso	
  de	
  acetónido	
  de	
  triamcinolona	
  

únicamente	
  como	
  adyuvante	
  de	
  la	
  cirugía.82	
  

-­‐ Agentes	
  antiproliferativos:	
  el	
  5-­‐Zluorouracilo	
  ha	
  sido	
  uno	
  de	
  los	
  más	
  utilizados	
  en	
  humanos,83	
  

pero	
  sus	
  múltiples	
  efectos	
  secundarios	
  y	
  las	
  dudas	
  acerca	
  de	
  su	
  eZicacia	
  han	
  limitado	
  su	
  uso	
  

en	
   la	
   clínica.	
   La	
   colchicina84	
   y	
   la	
   daunomicina,85,	
   86	
   también	
   se	
   han	
   utilizado	
   sin	
   que	
   se	
  

apreciaran	
  signos	
  clínicos	
  ni	
  angiográZicos	
  de	
  toxicidad,	
   pero	
  tampoco	
  se	
  observó	
  una	
  clara	
  

mejoría	
  en	
   los	
   resultados.87	
   No	
  se	
  ha	
  podido	
  comprobar	
  su	
  eZicacia	
  en	
  el	
   tratamiento	
   de	
   la	
  

VRP	
  ya	
  establecida,88	
   y	
   desde	
   luego	
   se	
   trata	
   de	
   fármacos	
   que	
  no	
   están	
   exentos	
  de	
  efectos	
  

adversos,89	
   por	
  lo	
  que	
  el	
  interés	
  en	
  esta	
  aproximación	
  terapéutica	
  ha	
  decaído	
  en	
  los	
  últimos	
  

años.

-­‐ Anticoagulantes:	
   se	
  han	
  utilizado	
   la	
  heparina90	
  y	
  la	
  heparina	
  de	
  bajo	
  peso	
  molecular,91	
  para	
  

prevenir	
  la	
  formación	
  de	
   Zibrina.	
   Inicialmente	
  se	
  describió	
   que	
  la	
  combinación	
  de	
  heparina	
  

de	
  bajo	
  peso	
  molecular	
  con	
  5-­‐Zluorouracilo,	
  como	
  proZilaxis	
  ante	
  el	
  posible	
  desarrollo	
  de	
  una	
  

VRP	
  tras	
  la	
  realización	
  de	
  una	
  vitrectomía	
  o	
  de	
  una	
  cirugía	
  para	
  reaplicar	
  la	
  retina,	
  reducía	
  la	
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incidencia	
  de	
  la	
  VRP	
  postoperatoria,92	
  sin	
  embargo,	
  estudios	
  posteriores	
  no	
  recomiendan	
  su	
  

utilización	
  en	
  estos	
  casos.93	
  Asimismo,	
  esta	
  terapia	
  no	
  aumenta	
  la	
  tasa	
  de	
  éxito	
  de	
  la	
  cirugía	
  

vitreorretiniana	
  en	
  los	
  casos	
  de	
  una	
  VRP	
  preoperatoria.88

-­‐ Irradiación	
   con	
  electrones:	
   se	
  encontraron	
  resultados	
   experimentales	
   satisfactorios,94	
   pero	
  

en	
  seres	
  humanos	
  fueron	
  decepcionantes.95

-­‐ Antioxidantes:	
  la	
  N-­‐acetilcisteína	
  demostró	
  eZicacia	
  para	
  inhibir	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  VRP	
  solo	
  

en	
  modelos	
  experimentales.96

-­‐ Otras	
   opciones	
   terapéuticas:	
   principalmente	
   basadas	
   en	
   la	
   utilización	
   de	
   agentes	
   con	
  

acciones	
   antiproliferativas,	
   dirigidos	
   hacia	
   la	
   regulación	
   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	
   inZlamación	
  y	
   la	
  proliferación	
  de	
   los	
  macrófagos	
  activados;97	
  

los	
  antagonistas	
   del	
  calcio,	
   como	
   el	
   nilvadipino,	
   que	
   impiden	
  la	
  síntesis	
  del	
  ADN;98	
   el	
   taxol,	
  

que	
   estabiliza	
   los	
  microtúbulos	
   e	
   inhibe	
   la	
  replicación,	
   la	
  migración	
  y	
   la	
   concentración	
   de	
  

Zibroblastos,	
  por	
  tanto	
  reduce	
  la	
  incidencia	
  de	
  los	
  DR	
  traccionales	
  que	
  aparecen	
  en	
  la	
  VRP;99	
  

la	
  hipertermia,	
  que	
  suprime	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  por	
  lo	
  tanto	
  inhibe	
  la	
  proliferación	
  de	
  las	
  

células	
   del	
   EPR;100	
   el	
   IFNγ	
   (del	
   inglés,	
   InterFeroN),	
   que	
  reduce	
  el	
   efecto	
  mitogénico	
   de	
   los	
  

Zibroblastos;101	
   el	
   trapidil,	
   antagonista	
   especíZico	
   del	
   PDGF	
   (del	
   inglés,	
   Platelet-­Derived	
  

Growth	
  Factor),	
  que	
  puede	
  controlar	
  la	
  proliferación	
  de	
  las	
  células	
  gliales;102	
  e	
  inhibidores	
  de	
  

la	
  adhesión	
  celular,	
  cuyo	
  principal	
  representante	
  son	
  las	
  desintegrinas.103

	
   Además	
   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	
  inyección	
  en	
  

el	
  interior	
  del	
  globo	
  ocular,	
  son	
  escasos.	
  Uno	
  de	
  los	
  problemas	
  que	
  presentan	
  es	
  su	
  corta	
  vida	
  

media,104	
  por	
  ello	
  se	
  están	
  llevando	
   a	
  cabo	
   estudios,	
   encaminados	
  a	
  conseguir	
  una	
  liberación	
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controlada	
   de	
   estos	
   fármacos	
   que	
   asegure	
   una	
   elevada	
   vida	
   media	
   en	
   el	
   globo	
   ocular,105	
  

reduciendo	
  sus	
  concentraciones	
  y,	
  por	
  lo	
  tanto,	
  sus	
  efectos	
  secundarios.106,	
  107	
  Se	
  han	
  barajado	
  

posibles	
  vectores,	
  como	
  las	
  micropartículas	
  o	
  microesferas	
  cargadas;108-­‐110	
  el	
  uso	
  de	
  aceite	
  de	
  

silicona,	
   que	
   serviría	
   de	
   reservorio	
   para	
   los	
   agentes	
   antiproliferativos	
   lipoZílicos;111,	
   112	
   o	
  

combinaciones	
   farmacológicas,	
   destacando	
   el	
   uso	
   conjunto	
   de	
   5-­‐Zluorouracilo	
   y	
  

corticosteroides,	
   que	
  ralentizan	
  la	
  hidrólisis	
  de	
  estos	
   compuestos	
   y,	
   por	
   tanto,	
   aumentan	
  su	
  

vida	
  media.113

	
   Todas	
  estas	
  opciones	
  abrieron	
  un	
  gran	
  abanico	
  de	
  posibilidades	
  teóricas	
  para	
  obtener	
  

un	
  tratamiento	
  eZicaz	
  frente	
  a	
  la	
  VRP,	
  sin	
  embargo,	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  mayoría	
  de	
  estas	
  sustancias	
  

está	
  basado,	
  en	
  muchos	
  de	
  los	
  casos,	
  en	
  estudios	
  in	
  vitro	
  y	
  sus	
  efectos	
  en	
  humanos	
  todavía	
  hoy	
  

son	
   completamente	
   desconocidos,	
   por	
   lo	
   que	
   a	
   pesar	
   de	
   los	
   avances	
   observados	
   en	
   otros	
  

campos	
  de	
  la	
  oftalmología	
  en	
  los	
  últimos	
  años,	
  las	
  estrategias	
  terapéuticas	
  y	
  la	
  frecuencia	
  de	
  la	
  

VRP	
  siguen	
  siendo	
   las	
  mismas	
  que	
   a	
  principios	
   de	
   los	
   años	
   ochenta.	
   La	
   cirugía	
   es	
   el	
   único	
  

tratamiento	
  del	
  que	
  se	
  dispone	
  actualmente,	
  no	
  superando	
  las	
  tasas	
  de	
  reaplicación	
  retiniana	
  

el	
  80%	
  en	
  los	
  casos	
  leves,	
  y	
  no	
  alcanzando	
   el	
  30%	
  en	
   los	
  casos	
   graves.	
  Pero	
  más	
   allá	
  de	
   los	
  

resultados	
   anatómicos,	
   todos	
   los	
   pacientes	
   que	
   desarrollan	
   una	
   VRP	
   tienen	
   un	
   pronóstico	
  

funcional	
  muy	
  poco	
  alentador.114

4.2.	
   Modelos	
   experimentales	
   de	
   la	
   vitreorretinopatía	
  

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	
  múltiples	
  modelos	
   in	
   vivo,	
   sin	
  que	
   haya	
  uno	
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plenamente	
   satisfactorio,	
   presentando	
   cada	
   uno	
   de	
   ellos	
   determinadas	
   limitaciones,76	
   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.115	
  Así	
  pues,	
   la	
  mejor	
  opción	
  para	
  el	
  estudio	
   de	
  los	
  cambios	
   celulares	
  asociados	
  con	
  la	
  

VRP,	
  pudiera	
  ser	
  el	
  desarrollo	
  de	
  un	
  modelo	
  de	
  cultivo	
  organotípico	
  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,116	
   reproduciendo	
   las	
   interacciones	
   que	
   acontecen	
   entre	
   éstas	
  

tras	
  un	
  DR	
   y	
  permitiendo	
   su	
  manipulación	
  mediante	
   la	
  adición	
  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	
  bibliograZía	
  aparecen	
  descritos	
  más	
   de	
   veinticinco	
  modelos	
   in	
   vivo	
   de	
  VRP,	
   que	
  

han	
   sido	
  diseñados	
  para	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
  patogénesis	
  de	
  esta	
  enfermedad	
  y	
   de	
   sus	
   posibles	
  

terapias.	
   Generalmente,	
   los	
   modelos	
   están	
   basados	
   en	
   la	
   adición	
   de	
   células	
   o	
   factores,	
  

previamente	
   encontrados	
   en	
   la	
   VRP,	
   y	
   frecuentemente	
   incluyen	
   otras	
   manipulaciones	
  

quirúrgicas,	
  como	
  la	
  lensectomía,	
  la	
  vitrectomía	
  o	
  ambas.	
  Los	
  modelos	
  más	
  utilizados	
  han	
  sido	
  

los	
   que	
   incluyen	
   la	
   inyección	
   intravítrea	
   de	
   Zibroblastos117-­‐124	
   o	
   de	
   células	
   del	
   EPR,125	
   y	
   el	
  

animal	
  más	
  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,126-­‐128	
   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	
   daños	
   en	
   el	
   cristalino	
   o	
   la	
   retina,	
   y	
   a	
   que,	
   a	
   pesar	
   de	
   la	
   carencia	
   de	
   fóvea,	
   los	
  

desprendimientos	
   que	
   se	
   producen	
   en	
   su	
   área	
   medular	
   simulan	
   un	
   DR	
   que	
   podría	
  

asemejarse	
  al	
  del	
  humano,	
  originándose	
  posteriormente	
  cambios	
  característicos	
  de	
  la	
  VRP.76	
  

-­‐ Roedores:	
  el	
  ratón	
  tiene	
  algunas	
  desventajas	
  como	
  modelo	
  animal	
  de	
  VRP,	
  como	
  son	
  un	
  gran	
  

tamaño	
   relativo	
   del	
   cristalino	
  y	
  un	
  pequeño	
   volumen	
  vítreo,	
   sin	
  embargo,	
   la	
  disponibilidad	
  

de	
  varias	
   estirpes	
  genéticamente	
  modiZicadas	
   supone	
  una	
  ventaja	
  signiZicativa.	
   Además,	
   un	
  

modelo	
  reproducible	
  en	
  ratón	
  permitiría	
  estudiar	
  el	
  trasfondo	
  genético	
  de	
  la	
  patogénesis	
  de	
  

la	
  VRP,	
  mediante	
  la	
  comparación	
  de	
  múltiples	
   cepas	
  endogámicas,	
   facilitando	
   la	
   evaluación	
  

de	
  fármacos	
  candidatos	
  para	
  su	
  tratamiento.129	
  

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

humano	
  las	
  lesiones	
  que	
  caracterizan	
  a	
  la	
  VRP	
  anterior	
  y	
  posterior.	
  Además,	
  existe	
  la	
  ventaja	
  

añadida	
  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,130-­‐132	
   y	
  que	
  el	
  tamaño	
  del	
  globo	
  ocular	
  

permite	
  llevar	
  a	
  cabo	
  técnicas	
  quirúrgicas	
  complejas.130,	
  133	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
   Modelos	
  basados	
  en	
  inyecciones	
  celulares:

	
   ·	
   En	
   estos	
   modelos	
   se	
   han	
   utilizado	
   mayoritariamente	
   conejos	
   pigmentados,	
  

inyectándose	
  un	
  amplio	
   abanico	
   de	
  tipos	
  celulares,	
   en	
  ocasiones,	
  combinados	
  con	
  diferentes	
  

procedimientos	
  quirúrgicos:
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-­‐ Inyección	
   intravítrea	
  de	
  Zibroblastos	
   autólogos:124,	
   134	
   los	
   cambios	
  asociados	
   con	
   la	
  VRP	
  se	
  

originan	
  en	
  torno	
  a	
  las	
  cuatro	
  semanas,	
  haciéndose	
  más	
  marcados	
  al	
  aumentar	
  el	
  número	
  de	
  

células	
  inyectadas.

-­‐ Inyección	
  intravítrea	
  de	
  Zibroblastos	
  homólogos:117,	
  119,	
  120	
  aparecen	
  cambios	
  asociados	
  con	
  la	
  

VRP	
  entre	
  las	
  dos	
  y	
  las	
  cuatro	
  semanas.

-­‐ Inyección	
   intravítrea	
   de	
   células	
   endoteliales,	
   condrocitos	
   o	
   células	
   embrionarias:118	
  

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

apareciendo	
  éstos	
  entre	
  las	
  dos	
  y	
  las	
  cuatro	
  semanas.

-­‐ Inyección	
   de	
   Zibroblastos	
   en	
   ojos	
   vitrectomizados:135	
   se	
   requiere	
   un	
   reducido	
   número	
   de	
  

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

-­‐ Lensectomía	
   e	
   inyección	
   de	
   Zibroblastos	
   en	
   ojos	
   vitrectomizados:136	
   se	
   originan	
   cambios	
  

asociados	
  con	
  la	
  VRP	
  a	
  los	
  diez	
  días,	
  pero	
  el	
  procedimiento	
   quirúrgico	
  es	
   complejo	
  en	
  estos	
  

animales.

-­‐ Compresión	
   vítrea	
   mediante	
   gas,	
   para	
   producir	
   colapso	
   vítreo,	
   e	
   inyección	
   intravítrea	
   de	
  

Zibroblastos	
  homólogos:122,	
   137,	
   138	
  aparecen	
  cambios	
  asociados	
  con	
  la	
  VRP	
  entre	
  la	
  primera	
  y	
  

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

-­‐ Inyección	
  intravítrea	
  de	
  células	
  del	
  EPR	
  autólogas:125	
  aparecen	
  modiZicaciones	
  asociadas	
  con	
  

la	
  VRP	
  en	
  dos	
  semanas,	
  con	
  características	
  similares	
  a	
  las	
  originadas	
  por	
  Zibroblastos.

-­‐ Inyección	
   intravítrea	
   de	
   células	
   del	
   EPR	
   homólogas:118	
   los	
   cambios	
   originados	
   son	
   muy	
  

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

semanas.

-­‐ Inyección	
  intravítrea	
  de	
  macrófagos	
  activados:139,	
  140	
  los	
  macrófagos	
  inician	
  la	
  migración	
  y	
  la	
  

proliferación	
  celular	
  en	
  el	
  vítreo,	
  apareciendo	
  cambios	
  entre	
  las	
  tres	
  y	
  las	
  cinco	
  semanas.

4. Estado actual del tema

38



-­‐ Vitrectomía,	
   retinotomía,	
   crioterapia	
  e	
   inyección	
  de	
  PRP	
   (del	
   inglés,	
   Platelet-­Rich	
   Plasma):

141-­‐143	
   los	
   cambios	
   asociados	
   con	
   la	
  VRP	
   aparecen	
   a	
   los	
   doce	
   días,	
   siendo	
   similares	
   a	
   los	
  

descritos	
  en	
  humanos.

-­‐ Vitrectomía	
  parcial	
  e	
  inyección	
  intravítrea	
  de	
  células	
  del	
  EPR	
  y	
  de	
  PDGF:76	
  aparecen	
  cambios	
  

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

células	
  inyectadas.	
  

-­‐ Creación	
  de	
  agujeros	
   retinianos	
  e	
  inyección	
  intravítrea	
  de	
   IL1β:144	
  reproduce	
  los	
  efectos	
  de	
  

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

-­‐ Incisión	
  en	
  pars	
  plana	
  e	
  inyección	
  de	
  leucocitos	
  mononucleares	
  o	
  monocitos	
   adherentes:145	
  

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

primera	
  y	
  la	
  cuarta	
  semana.

	
   ·	
  Utilizando	
  otros	
  animales	
  de	
  experimentación:

-­‐ Inyección	
   intravítrea	
   de	
   células	
  del	
   EPR	
   humano:146	
   desarrollado	
   en	
  conejos	
   New	
  Zealand	
  

White,	
   aparecen	
  cambios	
  asociados	
  con	
   la	
  VRP	
  entre	
  la	
  primera	
  y	
   la	
   cuarta	
  semana,	
   con	
   la	
  

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

-­‐ Vitrectomía	
   parcial,	
   retinotomía,	
   crioaplicaciones	
   e	
   inyección	
   de	
   PRP:133	
   desarrollado	
   en	
  

lechones,	
   aparecen	
  cambios	
   asociados	
   con	
  VRP	
   entre	
   la	
   primera	
   y	
   la	
   tercera	
   semana,	
   los	
  

cambios	
  observados	
  son	
  más	
  relevantes	
  que	
  en	
  los	
  modelos	
  previos	
  basados	
  solamente	
  en	
  la	
  

inyección	
  de	
  PDGF.	
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   Modelos	
  basados	
  en	
  la	
  manipulación	
  quirúrgica:

	
   Estos	
   modelos	
   se	
  basan	
   en	
   la	
   combinación	
   de	
  diferentes	
  procedimientos	
   quirúrgicos	
  

asociados	
  con	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  VRP.

	
   ·	
  Utilizando	
  diferentes	
  estirpes	
  de	
  ratones:

-­‐ Lensectomía	
   y	
   vitrectomía:147	
   aparecen	
  cambios	
   asociados	
   con	
  una	
   VRP	
  anterior	
   entre	
   la	
  

primera	
  y	
  la	
  segunda	
  semana,	
  originando	
  una	
  tracción	
  vitreorretiniana	
  posterior.

-­‐ Lensectomía,	
  DR	
  y	
  raspado	
  del	
  EPR:148	
  a	
  los	
  dos	
  meses	
  las	
  células	
  del	
  EPR	
  se	
  mantienen	
  en	
  el	
  

espacio	
  subretiniano,	
  no	
  apareciendo	
  migración	
  a	
  la	
  cavidad	
  vítrea.

-­‐ Lensectomía,	
   vitrectomía	
  y	
  DR	
  periférico:149	
   se	
  originan	
  membranas	
   Zibrocelulares	
  entre	
   la	
  

segunda	
  y	
  la	
  octava	
  semana.

	
   ·	
  Utilizando	
  primates	
  no	
  humanos:

-­‐ Trauma:126-­‐128	
   aparecen	
   cambios	
   asociados	
   con	
   una	
   VRP	
   traumática	
   entre	
   la	
   octava	
   y	
   la	
  

decimotercera	
  semana.	
  La	
  mayor	
  crítica	
  hacia	
  estos	
  modelos	
  es	
  que	
  no	
   se	
  parecen	
  a	
   la	
  VRP	
  

que	
  se	
  produce	
  tras	
  un	
  DR	
  regmatógeno,	
  ya	
  que	
  se	
  efectúan	
  heridas	
  perforantes	
  en	
  la	
  pared	
  

del	
   globo	
   ocular,	
   lo	
   que	
   permite	
   el	
   acceso	
   de	
   Zibroblastos	
   esclerales	
   y	
   que	
   se	
   originen	
  

intensas	
  hemorragias	
  vítreas.

	
   Otros	
  modelos:

	
   ·	
  Utilizando	
  conejos	
  pigmentados:

-­‐ Inyección	
  intravítrea	
  o	
  subretiniana	
  de	
  dispasa:150,	
   151	
  suele	
  complicarse	
  con	
  una	
  hemorragia	
  

vítrea.	
  Aparecen	
  cambios	
  asociados	
  con	
  la	
  VRP	
  entre	
  la	
  tercera	
  y	
  la	
  décima	
  semana.
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-­‐ Inyección	
   intravítrea	
   de	
   células	
   del	
   EPR	
   modiZicadas:148	
   se	
   inyectan	
   células	
   del	
   EPR	
  

modiZicadas	
   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.

-­‐ Inyección	
  intravítrea	
  o	
  subretiniana	
  de	
  vectores	
  adenovirales	
  expresando	
  diferentes	
  factores	
  

de	
  crecimiento:152	
   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:

-­‐ Inyección	
   intravítrea	
   de	
   dispasa:129	
   mejor	
   modelo	
   que	
   en	
   conejo	
   ya	
   que	
   se	
   reduce	
   el	
  

sangrado	
  vítreo.

-­‐ Expresión	
   de	
   PDGF	
   en	
   los	
   fotorreceptores:153-­‐155	
   usando	
   un	
   promotor	
   de	
   la	
   rodopsina	
   se	
  

origina	
  la	
  expresión	
  transgénica	
  de	
  PDGF	
  por	
  parte	
  de	
  los	
  fotorreceptores.	
  Se	
  origina	
  un	
  DR	
  

traccional	
  espontáneo	
   entre	
  el	
   tercer	
   y	
   el	
   noveno	
   mes	
  de	
   vida	
  de	
  los	
   animales,	
   debido	
  a	
   la	
  

sobreexpresión	
  de	
  PDGF.156

	
   Problemas	
  de	
  los	
  modelos	
  in	
  vivo:

	
   El	
   principal	
   problema	
   que	
   acarrean	
   estos	
   modelos	
   es	
   que	
   existen	
   importantes	
  

diferencias	
   clínicas	
   y	
   anatomopatológicas	
   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	
  clínica	
  humana.	
  

	
   Los	
  primeros	
  modelos	
   de	
  VRP	
  utilizaban	
   frecuentemente	
   inyecciones	
  de	
  Zibroblastos	
  

dérmicos	
   de	
   conejo	
   para	
   iniciar	
   la	
   VRP,	
   sin	
   embargo,	
   los	
   Zibroblastos	
   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	
  más	
   parecidos.	
   La	
   progresión	
  de	
   la	
   VRP	
   en	
   los	
   modelos	
   es	
  

mucho	
  más	
  rápida	
  que	
  en	
  humanos	
  e	
  incluye	
  gran	
  cantidad	
  de	
  células,	
  por	
  lo	
  que	
  la	
  inhibición	
  

completa	
   de	
   la	
   VRP	
   experimental	
   es	
   diZícil	
   de	
   conseguir.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   las	
   técnicas	
  

quirúrgicas	
  empleadas	
  en	
  los	
  modelos	
  implican	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  el	
  número	
  de	
  leucocitos	
  

inZiltrantes	
  sea	
  mínimo,	
  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	
  último,	
  no	
  conviene	
  olvidar	
  que	
  los	
  animales	
  de	
  experimentación	
  comúnmente	
  utilizados,	
  

como	
   el	
   conejo,	
   la	
   rata	
   y	
   el	
   ratón,	
   poseen	
   considerables	
   diferencias	
   anatómicas,	
   a	
   nivel	
  

retiniano,	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   seres	
   humanos;	
   y	
   otros	
   animales,	
   como	
   los	
   primates	
   no	
  

humanos	
   y	
   el	
   cerdo,	
   que	
   cumplen	
   con	
   los	
   requisitos	
   anatómicos,	
   acarrean	
   problemas	
  

relacionados	
  con	
  su	
  manejo	
  y	
  su	
  mantenimiento.141,	
  157-­‐159	
  

	
   4.2.2.	
  Modelos	
  in	
  vitro

	
   Se	
  han	
  utilizado	
  modelos	
  in	
  vitro	
  de	
  VRP	
  principalmente	
  como	
  medio	
  de	
  aproximación	
  

al	
  estudio	
  de	
  la	
  proliferación	
  celular	
  vítrea,	
  de	
  la	
  contracción	
  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.	
   Además,	
  

permiten	
   ser	
   manipulados	
   mediante	
   la	
   adición	
   de	
   diferentes	
   agentes,	
   como	
   los	
  

farmacológicos,	
  intentando	
  modiZicar	
  el	
  comportamiento	
  celular.	
  En	
  deZinitiva,	
  los	
  sistemas	
  in	
  

vitro	
   permiten	
   analizar	
   el	
   comportamiento	
   de	
   poblaciones	
   celulares	
   deZinidas,	
   estando	
  

preparados	
  para	
  una	
  	
  posible	
  manipulación	
  experimental.160

4. Estado actual del tema

42



	
   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	
  proliferación	
  celular,	
  la	
  apoptosis,	
   la	
  migración,	
  y	
  la	
  unión	
  de	
  las	
  células	
  a	
  

las	
  matrices	
   extracelulares	
   y	
   la	
   posterior	
   contracción	
  de	
  éstas.	
   Las	
   células	
   del	
   EPR	
   se	
  han	
  

aislado	
  de	
  ojos	
  humanos	
  procedentes	
  de	
  donantes,	
  así	
  como	
  de	
  ojos	
  enucleados	
  de	
  primates	
  

no	
  humanos,	
   conejos,	
  vacas,	
   cerdos,	
   ratas	
   y	
   ratones,	
   para	
  su	
  posterior	
  utilización	
  in	
   vitro	
  o	
  

para	
  ser	
  inyectadas	
  intraocularmente,	
  con	
  el	
  Zin	
  de	
  inducir	
  una	
  VRP	
  experimental.161,	
  162

-­‐ Cultivo	
  de	
  células	
  de	
  Müller:	
  aisladas	
  a	
  partir	
  de	
  retinas	
  humanas	
  y	
  porcinas,	
  se	
  ha	
  descrito	
  el	
  

papel	
  que	
  estas	
  células	
  juegan	
  en	
  los	
  desórdenes	
  Zibrocontráctiles	
  de	
  la	
  retina,	
  evidenciando	
  

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

-­‐ Cultivo	
  del	
  vítreo:	
  empleando	
  explantes	
  vítreos,	
  procedentes	
  de	
  ojos	
  humanos	
  enucleados	
  o	
  

vitrectomizados,	
   se	
   han	
   estudiado	
   procesos	
   de	
   proliferación	
   y	
   contracción	
   celular.	
   Sobre	
  

vítreo	
   bovino	
   extraído	
   y	
   posteriormente	
   dializado,	
   se	
   han	
   cultivado	
   diferentes	
   tipos	
  

celulares,	
   comparando	
   los	
   efectos	
   que	
   estas	
   células	
   originan	
   en	
   la	
   estructura	
   vítrea,	
   y	
  

describiendo	
   la	
  contracción	
  del	
  colágeno	
  vítreo	
  mediada	
  por	
  células	
  del	
  EPR,	
  que	
  parece	
  ser	
  

similar	
   a	
   la	
   observada	
   en	
   humanos	
   con	
   VRP.160	
   Sobre	
   vítreo	
   humano,	
   obtenido	
   de	
  

vitrectomías	
   de	
   pacientes	
   que	
   habían	
   desarrollado	
   DR,	
   VRP	
   o	
   hemorragia	
   vítrea,	
   se	
   han	
  

cultivado	
   células	
   de	
   Müller	
   porcinas,	
   asociando	
   la	
   presencia	
   de	
   factores	
   como	
   el	
   IGF	
   (del	
  

inglés,	
   Insulin	
  Growth	
  Factor)	
  y	
  el	
   PDGF,	
  presentes	
   en	
  las	
  muestras	
   vítreas,	
   con	
  la	
  acción	
  de	
  

fuerzas	
  contráctiles	
  por	
  parte	
  de	
  las	
  células	
  de	
  	
  Müller.167
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   No	
   obstante,	
   aunque	
   las	
   técnicas	
   de	
   cultivos	
   son	
   muy	
   útiles	
   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	
  organotípicos:

	
   Los	
   sistemas	
  de	
   cultivo	
   de	
  retina	
  comenzaron	
  a	
  desarrollarse	
   en	
   la	
   década	
  de	
  1920,	
  

utilizando	
  retinas	
  de	
  embriones	
  de	
  pollo	
  sobre	
  coágulos	
  de	
  plasma,168	
  en	
  los	
  años	
  posteriores,	
  

se	
   aplicó	
   dicha	
   técnica	
   con	
   las	
   retinas	
   de	
   mamíferos.169	
   En	
   la	
   década	
   de	
   1950,	
   Trowell	
  

desarrolló	
   el	
  método	
   de	
  cultivo	
   sobre	
  membrana,170	
   en	
  el	
  cual	
  el	
   tejido	
   era	
  colocado	
  en	
  una	
  

membrana	
  porosa	
  sobre	
  una	
  rejilla	
  metálica,	
   y	
  mantenido	
  en	
  una	
   interfase	
  aire-­‐medio.	
   Esta	
  

técnica,	
   colocando	
  la	
  superZicie	
  vítrea	
  de	
  la	
  retina	
  en	
  contacto	
  con	
  la	
  membrana,	
   fue	
  utilizada	
  

para	
  el	
  estudio	
  de	
  las	
  dinámicas	
  celulares	
   en	
  explantes	
  retinianos	
  durante	
  las	
  siguientes	
  tres	
  

décadas.171-­‐174	
   Finalmente	
   en	
   1989,	
   Caffé	
   y	
   cols.175	
   desarrollaron	
   un	
   método	
   en	
   el	
   cual	
   la	
  

retina	
   neural	
   era	
   colocada,	
   con	
   los	
   fotorreceptores	
   hacia	
   abajo,	
   en	
   soportes	
   formados	
   por	
  

Ziltros	
   de	
  nitrocelulosa	
  y	
  rejillas	
   de	
  poliamida.	
   Desde	
   entonces,	
   los	
   cultivos	
  organotípicos	
  de	
  

retinas	
   de	
  mamíferos,	
   principalmente	
   de	
   murinos,	
   bovinos,	
   suinos	
   y	
   lagomorfos,	
   han	
   sido	
  

utilizados	
   en	
   numerosos	
   estudios,	
   que	
   han	
   permitido	
   describir	
   la	
   diferenciación,	
   bajo	
  

condiciones	
  controlables,	
   de	
  retinas	
  pre	
   y	
  postnatales	
  de	
  fase	
  temprana;175-­‐177	
   han	
  aportado	
  

importantes	
   conocimientos	
   acerca	
   de	
   los	
   procesos	
   patoZisiológicos	
   de	
   las	
   enfermedades	
  

retinianas	
   degenerativas;178-­‐183	
   y	
  se	
  han	
  mostrado	
  útiles	
   para	
  testar	
  sustancias	
   terapeúticas,

179,	
   180,	
   184	
   para	
   examinar	
   el	
   papel	
   de	
   diversos	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   sobre	
   las	
   células	
  

retinianas,185-­‐188	
   para	
   determinar	
   la	
   toxicidad	
   potencial	
   de	
   varias	
   sustancias,189	
   y	
   para	
  

perfeccionar	
  la	
  utilización	
  de	
  células	
  madre	
  como	
  terapia	
  celular.190

	
   Los	
   sistemas	
   de	
   cultivo	
  organotípico	
   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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Zibroblastos	
  bovinos,	
   procedentes	
  de	
  la	
  cápsula	
  de	
  Tenon,	
  para	
  simular	
  las	
  características	
  de	
  

las	
  membranas	
  epirretinianas	
  encontradas	
  en	
  los	
  primeros	
  estadíos	
  de	
  la	
  VRP,182	
  observando	
  

como	
  las	
  células	
  sembradas	
  se	
  unen	
  a	
  la	
  superZicie	
  retiniana,	
   ejerciendo	
  fuerzas	
  traccionales	
  

que	
  provocan	
  pliegues	
   superZiciales	
  y	
  profundos	
  en	
  el	
  tejido	
  retiniano.	
   Igualmente,	
  mediante	
  

el	
   empleo	
   de	
   un	
  cultivo	
   organotípico	
   de	
  retina	
  murina,	
   se	
   determinó	
  que	
   el	
   PDGF	
   juega	
   un	
  

papel	
   importante	
  en	
  la	
  promoción	
  de	
  la	
  proliferación	
  de	
  las	
  células	
  gliales	
  y	
  en	
  su	
  asociación	
  

con	
  la	
  contracción	
  retiniana.160,	
  191,	
  192	
  

4.3.	
  Citoquinas	
  implicadas	
  en	
  la	
  patogénesis	
  de	
  la	
  

vitreorretinopatía	
  proliferante

	
   La	
   señal	
   para	
   el	
   desarrollo	
   de	
   los	
   dramáticos	
   cambios	
   que	
   se	
   detectan	
   en	
   la	
   VRP,	
  	
  

parece	
  estar	
  relacionada,	
  a	
  nivel	
  celular,	
  con	
  la	
  pérdida	
  de	
  contacto	
  y	
  de	
  señalización	
  entre	
  el	
  

EPR	
  y	
  los	
  fotorreceptores,	
  que	
  sucede	
  tras	
  el	
  DR.193	
  Alternativamente,	
  puede	
  ser	
  considerada	
  

como	
   la	
   respuesta	
   a	
  múltiples	
   señales	
   a	
   nivel	
   molecular,	
   destacando	
   la	
   acción	
  que	
   parecen	
  

llevar	
  a	
  cabo	
  varias	
  citoquinas,	
   como	
  el	
  TNFα,	
  secretado	
  por	
  las	
  células	
  inZlamatorias	
  llegadas	
  

a	
  la	
  zona	
  lesionada,161	
  jugando	
  un	
  papel	
  importante	
  como	
  mediador	
  en	
  la	
  activación	
  del	
  EPR	
  y	
  

de	
  las	
   células	
  de	
  Müller;39,	
   62,	
   194	
   el	
  TGFβ	
  (del	
  inglés,	
  Transforming	
  Growth	
  Factor)	
  que	
  es	
   un	
  

colaborador	
   fundamental	
   en	
   la	
   Zibrosis	
   tisular;	
   y	
   el	
   PDGF,	
   que	
   es	
   un	
   importante	
  mitógeno,	
  

quimioatrayente	
  y	
  mediador	
  en	
  la	
  contracción	
  celular,153,	
   195-­‐198	
  y	
  que	
  induce	
  en	
  las	
  células	
  de	
  

Müller,	
  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	
   el	
   NFκB	
   (del	
   inglés,	
   Nuclear	
   Factor),201	
   las	
   MMP2	
   y	
   9	
   (del	
   inglés,	
  Matrix	
  

Metallo	
  Proteinase),202,	
   203	
   el	
   IFNγ,204,	
   205	
   el	
   HGF	
   (del	
   inglés,	
  Hepatocyte	
   Growth	
  Factor),206	
   el	
  

EGF	
   (del	
   inglés,	
  Epidermal	
  Growth	
  Factor),207	
   el	
  FGF2	
  (del	
   inglés,	
  Fibroblast	
  Growth	
  Factor),9,	
  

200,	
   208,	
   209	
   el	
   MCP1	
   (del	
   inglés,	
   Monocyte	
   Chemotactic	
   Protein)210	
   y	
   el	
   CTGF	
   (del	
   inglés,	
  

Connective	
  Tissue	
  Growth	
  Factor),211	
  aunque	
  en	
  estos	
  momentos	
  se	
  estima	
  que	
  juegan	
  papeles	
  

menos	
  importantes	
  que	
  las	
  tres	
  citoquinas	
  mencionadas	
  anteriormente.

	
   4.3.1.	
  El	
  TNFα	
  y	
  sus	
  receptores	
  TNFR1	
  y	
  TNFR2

	
   El	
  TNFα	
  es	
  una	
  citoquina	
  producida	
  principalmente	
  por	
  los	
  macrófagos	
  activados,	
  pero	
  

también	
  por	
  otros	
   tipos	
  celulares,	
  como	
  los	
  linfocitos,	
   los	
  Zibroblastos	
  y	
  los	
  hepatocitos.212,	
  213	
  

El	
   TNFα	
   se	
   sintetiza	
   como	
   un	
   precursor	
   transmembrana	
   integrado	
   (mTNFα),	
   que	
  

posteriormente	
   es	
   proteolíticamente	
   clivado	
   y	
   liberado	
   en	
   forma	
   soluble	
   (sTNFα).214	
   Esta	
  

citoquina	
   ejerce	
   sus	
   funciones	
   celulares	
   mediante	
   la	
   interacción	
   con	
   dos	
   receptores	
   de	
  

membrana,	
  el	
  TNFR1	
  (del	
  inglés,	
  Tumor	
  Necrosis	
  Factor	
  Receptor)	
  (también	
  llamado	
  p55)	
  y	
  el	
  

TNFR2	
   (también	
   llamado	
   p75).214	
   Son	
   moléculas	
   monoméricas	
   que	
   se	
   encuentran	
   en	
   la	
  

superZicie	
  celular,	
   pero	
  que	
  también	
  pueden	
  ser	
  secretados	
  en	
  forma	
  soluble	
  (sTNFR)	
  tras	
  la	
  

unión	
  con	
  el	
  TNFα.215	
  La	
  unión	
  de	
  éste	
  con	
  cualquier	
  TNFR	
  de	
  la	
  superZicie	
  celular	
  le	
  conZiere	
  

la	
   actividad	
   biológica.	
   Por	
   tanto,	
   estos	
   receptores	
   median	
   en	
   la	
   proliferación,	
   en	
   la	
  

supervivencia,	
   en	
   la	
   diferenciación	
  y	
  en	
   la	
   apoptosis	
   celular,	
   pero	
   es	
   el	
   propio	
   TNFα	
  el	
   que	
  

parece	
   jugar	
  un	
  papel,	
   único	
   y	
   fundamental,	
   en	
   la	
  regulación	
  de	
   la	
  elección	
  entre	
   las	
  vías	
  de	
  

señalización	
   pro-­‐	
   y	
   antiapoptóticas	
   y	
   en	
   el	
   control	
   de	
   la	
   proliferación	
   y	
   de	
   la	
   inZlamación	
  

celular.216,	
   217	
   Ambos	
   receptores	
   son	
   expresados	
   simultáneamente	
   en	
   casi	
   todos	
   los	
   tipos	
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celulares,	
   de	
   modo	
   que	
   al	
   unirse	
   el	
   mTNFα	
   activa	
   a	
   ambos,	
   pero	
   el	
   sTNFα	
   estimula	
  

predominantemente	
   al	
   TNFR1,	
   teniendo	
   capacidades	
   de	
   señalización	
   limitadas	
   para	
   el	
  

TNFR2.217

	
   En	
   el	
   sistema	
   nervioso	
   central,	
   los	
   daños	
   isquémicos	
   y	
   excitotóxicos	
   aumentan	
   la	
  

producción	
  de	
  esta	
   citoquina,218	
   mientras	
  que	
  en	
  el	
  ojo,	
   como	
   ya	
  se	
  ha	
  mencionado,	
   se	
   han	
  

detectado	
   niveles	
   elevados	
   de	
   TNFα	
   en	
   las	
   uveítis,	
   en	
   algunas	
   degeneraciones	
   retinianas	
  

hereditarias,	
  en	
  el	
  glaucoma	
  y	
  en	
  la	
  VRP.	
  10,	
   53-­‐61	
  Sin	
  embargo,	
  sigue	
  sin	
  estar	
  claro	
  si	
  su	
  acción	
  

es	
  beneZiciosa	
  o	
  perjudicial	
  para	
  las	
  neuronas	
  retinianas.	
  Se	
  está	
  empezando	
  a	
  pensar	
  que	
  el	
  

tipo	
  de	
  tejido	
  y	
  el	
  ambiente	
  celular	
  son	
  parámetros	
  importantes	
  para	
  determinar	
  el	
  efecto	
  que	
  

tendrá	
  el	
   TNFα.217	
   Así,	
  se	
  ha	
  mostrado	
  que	
  el	
  EPR	
   es	
   resistente	
  a	
  la	
  muerte	
  celular	
   inducida	
  

por	
  el	
  TNFα,219	
  por	
  ello,	
  el	
  papel	
  que	
  pueda	
  jugar	
  en	
  la	
  retina	
  patológica	
  sigue	
  siendo	
  ambiguo,	
  

ya	
  que	
  podría	
  ejercer	
  una	
  actividad	
  proliferante	
  y	
  a	
  la	
  vez	
   apoptótica,	
   en	
  enfermedades	
   que	
  

cursan	
   con	
   la	
   formación	
   de	
   membranas	
   proliferativas,	
   como	
   la	
   VRP	
   asociada	
   con	
   el	
   DR	
  

regmatógeno	
  o	
  la	
  vitreorretinopatía	
  diabética	
  proliferante.220

	
   En	
  cuanto	
  a	
  sus	
  receptores,	
  no	
  se	
  expresan	
  en	
  condiciones	
  normales	
  en	
  la	
  retina,	
  pero	
  

sí	
   se	
  detectan	
  tras	
  un	
  daño,	
   expresándose	
  tanto	
   el	
  TNFR1	
  como	
  el	
  TNFR2	
  en	
  las	
  extensiones	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,62	
  pudiendo	
  así	
  actuar	
  esta	
  citoquina	
  sobre	
  dichas	
  células.	
  No	
  obstante,	
  

no	
   se	
   puede	
   descartar	
   que	
   otras	
   neuronas	
   retinianas	
   posean	
   receptores	
   para	
   el	
   TNFα,62	
  

aunque	
  el	
  papel	
  que	
  esta	
  citoquina	
  pueda	
  ejercer	
  sobre	
  ellas	
  no	
  está	
  claro.	
  Clásicamente	
  se	
  ha	
  

involucrado	
   al	
  TNFR1	
  en	
  la	
  supresión	
  de	
  la	
  inZlamación;221	
  mientras	
  que	
  el	
  TNFR2,	
   que	
  es	
  el	
  

principal	
   receptor	
   de	
   las	
   células	
   mononucleares222	
   y	
   del	
   que	
   se	
   han	
   encontrado	
  

concentraciones	
  elevadas	
  en	
  el	
  vítreo	
  de	
  pacientes	
  con	
  VRP,194	
  mediaría	
  fundamentalmente	
  la	
  

acción	
   proapoptótica	
   del	
   TNFα223	
   y	
   prolongaría	
   el	
   efecto	
   de	
   esta	
   citoquina	
   al	
   impedir	
   su	
  

desnaturalización	
  espontánea.224	
  Sin	
  embargo,	
  actualmente	
  aún	
  existen	
  grandes	
  controversias	
  

acerca	
   de	
   la	
   función	
   que	
   llevan	
   a	
   cabo	
   cada	
   uno	
   de	
   los	
   receptores	
   del	
   TNFα,	
   atribuyendo	
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efectos	
  neuroprotectores	
  y/o	
  neurodegenerativos	
  a	
  ambos.	
  Así,	
  estudios	
  in	
  vitro	
  han	
  mostrado	
  

que	
  el	
  TNFα	
  ejerce	
  un	
  efecto	
  apoptótico	
  sobre	
  las	
  neuronas	
  retinianas	
  a	
  través	
  de	
  su	
  receptor	
  

TNFR1	
   tras	
   isquemia,225	
   pero	
   otros	
   trabajos	
   han	
  demostrado	
   neuroprotección	
  mediada	
   por	
  

este	
   receptor	
   tras	
   axotomía,226	
   o	
   incluso	
   a	
   través	
   del	
   TNFR2	
   tras	
   isquemia.62	
   A	
   su	
   vez,	
   el	
  

TNFR1	
  puede	
  mediar	
  en	
  la	
  apoptosis	
  y	
  en	
  la	
  supervivencia	
  celular	
  al	
  ser	
  inducido	
  por	
  el	
  TNFα,	
  

ya	
  que	
   la	
   trimerización	
  de	
   este	
  receptor	
  en	
  respuesta	
   a	
   dicha	
   citoquina	
  puede	
  originarse	
  a	
  

través	
   de	
   diferentes	
   complejos.227	
   Sin	
   embargo,	
   a	
   pesar	
   de	
   los	
   diferentes	
   mecanismos	
   de	
  

acción	
   que	
   se	
   pueden	
   desencadenar	
   tras	
   la	
   interacción	
   del	
   TNFα	
   con	
   sus	
   receptores,	
   se	
  

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

	
  

	
   4.3.2.	
   Otras	
   citoquinas	
   secretadas	
   por	
   los	
   macrófagos	
   e	
  

implicadas	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  vitreorretinopatía	
  proliferante

	
   TGFβ:	
  

	
   El	
   TGFβ	
   es	
   una	
   citoquina	
   con	
   comportamiento	
   dual,	
   y	
   su	
   efecto	
   Zinal	
   depende	
  

fundamentalmente	
   de	
   tres	
   factores,	
   del	
   tipo	
   celular	
   sobre	
   el	
   que	
   actúa,228	
   del	
   grado	
   de	
  

diferenciación	
   celular,229	
   y	
   de	
   la	
   presencia	
  de	
   otras	
   citoquinas.230	
   Se	
   han	
   detectado	
   niveles	
  

elevados	
  de	
  TGFβ	
  en	
   el	
   vítreo	
   de	
   pacientes	
   con	
  VRP,	
   correlacionándolo	
   con	
   la	
   presencia	
  de	
  

Zibrosis	
   intraocular.231	
   Esta	
  citoquina	
  constituye	
  un	
  elemento	
  clave	
  en	
  la	
  cicatrización	
  y	
  en	
  la	
  

Zibrosis,	
   contribuyendo	
   al	
   Zlujo	
   y	
   a	
   la	
   activación	
   de	
   células	
   inZlamatorias,	
   a	
   la	
  

transdiferenciación	
   de	
   células	
   epiteliales	
   hacia	
   mesenquimales,	
   a	
   la	
   quimiotaxis	
   de	
   los	
  

Zibroblastos	
   y	
   a	
   la	
   subsiguiente	
   elaboración	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular.232	
   Otra	
   acción	
  

importante	
   es	
   la	
   relacionada	
   con	
   la	
   inZlamación	
   y	
   la	
   inmunidad	
   especíZica.	
   Así	
   a	
   nivel	
  

experimental	
  se	
  ha	
  observado	
  que	
  el	
  TGFβ	
  aumenta	
  la	
  permeabilidad	
  endotelial	
  y	
  la	
  epitelial,	
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inhibiendo	
  a	
  su	
  vez,	
  la	
  expresión	
  de	
  las	
  proteasas	
  de	
  los	
  macrófagos,	
  induciendo	
  la	
  producción	
  

de	
  colágeno	
  y	
  de	
  otras	
  proteínas	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular,	
  y	
  probablemente	
  contribuyendo	
  a	
  la	
  

diferenciación	
  de	
   las	
   células	
   epiteliales	
   hacia	
  mioZibroblastos.	
   El	
   conjunto	
   de	
   estas	
   acciones	
  

contribuye	
   a	
   limitar	
   el	
   daño	
   agudo,	
   para	
  dar	
   lugar	
  al	
  proceso	
   de	
   reparación	
  tisular.228	
   En	
  el	
  

tejido	
   nervioso	
   induce	
   la	
   hipertroZia	
   de	
   las	
   células	
   gliales	
   y	
   su	
   proliferación,	
   y	
   modula	
   la	
  

expresión	
  de	
  algunas	
  citoquinas,	
  de	
  tal	
  forma	
  que	
  contribuye	
  al	
  efecto	
  antiinZlamatorio	
  que	
  se	
  

observa	
  en	
  otros	
   tejidos.	
   Además,	
   bloquea	
   la	
   acción	
  de	
   la	
  microglia	
  activada,	
   constituyendo	
  

éste	
  otro	
  elemento	
  más	
  a	
  favor	
  de	
  su	
  acción	
  antiinZlamatoria.230

	
   En	
   mamíferos	
   se	
   han	
   identiZicado	
   3	
   isoformas,	
   el	
   TGFβ1,	
   el	
   TGFβ2	
   y	
   el	
   TGFβ3,	
  

funcionando	
  conjuntamente	
  a	
  través	
  de	
  una	
  vía	
  de	
  señalización	
  principal,	
  constituida	
  por	
  las	
  

proteínas	
   SMADs.	
   A	
   nivel	
   del	
   sistema	
   nervioso	
   tanto	
   central	
   como	
   periférico,	
   destaca	
   la	
  

ubicuidad	
  del	
   TGFβ2	
  y	
  del	
   TGFβ3,	
   mientras	
  que	
  el	
  TGFβ1	
  está	
  casi	
   totalmente	
  ausente	
  en	
  el	
  

tejido	
  nervioso	
  no	
   lesionado,	
   limitándose	
  su	
  presencia	
  al	
  tejido	
  meníngeo,230	
   siendo	
   liberado	
  

fundamentalmente	
  tras	
  el	
  daño	
  del	
  tejido	
  nervioso.

-­‐ TGFβ1:	
   es	
   secretado	
   fundamentalmente	
   por	
   las	
   plaquetas	
   y	
   los	
   macrófagos	
   activados,	
  

aunque	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  también	
  es	
  producido	
  por	
  muchos	
  otros	
  tipos	
  celulares,	
  entre	
  

ellos,	
   las	
  células	
  del	
  EPR,	
  y	
  actúa	
  sobre	
  la	
  mayoría	
  de	
  estirpes	
  celulares.230	
  Esta	
  citoquina	
  se	
  

ha	
  implicado	
   en	
   la	
   patogenia	
  de	
  la	
  VRP,5,	
   9	
   participando	
   en	
   la	
  promoción	
  de	
   la	
  contracción	
  

celular	
  por	
  parte	
  del	
  vítreo,233	
  y	
  originando	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  del	
  PDGF.234

-­‐ TGFβ2:	
  es	
  sintetizado	
  por	
  varios	
  tipos	
  celulares,	
  hallándose	
  en	
  numerosos	
  tejidos,	
  entre	
  ellos	
  

el	
  humor	
  acuoso,	
  la	
  lágrima	
  y	
  el	
  vítreo.235	
  Juega	
  un	
  papel	
  muy	
  importante	
  en	
  la	
  cicatrización	
  

de	
  heridas,	
  inhibe	
  la	
  proliferación	
  celular	
  e	
  induce	
  varios	
  efectos	
  inmunosupresores,	
  como	
  la	
  

alteración	
  de	
  la	
  producción	
  del	
   IFNγ	
  o	
  de	
  la	
  actividad	
  inZlamatoria	
  de	
  los	
  macrófagos.235	
   Su	
  

papel	
   en	
   la	
  VRP	
   se	
   conoce	
   desde	
   hace	
   varios	
   años,	
   se	
   ha	
   encontrado	
   en	
   concentraciones	
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elevadas	
  en	
  vítreos	
  de	
  pacientes	
  con	
  VRP,	
  siendo	
  ésta	
  la	
  isoforma	
  predominante,236	
  e	
  incluso	
  

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

-­‐ TGFβ3:	
   es	
   sintetizado	
   por	
   varios	
   tipos	
   celulares,	
   y	
   se	
   ha	
   implicado	
   en	
   la	
   diferenciación	
  

celular,	
  en	
  la	
  embriogénesis	
  y	
  en	
  el	
  desarrollo,	
  regulando	
  la	
  adhesión	
  celular,	
  la	
  formación	
  de	
  

la	
  matriz	
  extracelular	
  y	
  los	
  procesos	
  de	
  cicatrización.238

	
   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	
  

quimiotáctico	
   para	
   los	
   monocitos,	
   los	
   macrófagos	
   y	
   los	
   polimorfonucleares	
   neutróZilos	
   del	
  

torrente	
  sanguíneo;5,	
  41	
  tiene	
  una	
  marcada	
  acción	
  quimiotáctica	
  y	
  mitogénica	
  sobre	
  las	
  células	
  

mesenquimales	
   y	
   las	
   gliales;	
   induce	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   células	
   del	
   EPR;206	
   y	
   estimula	
   la	
  

síntesis	
   y	
   el	
   depósito	
   de	
   colágeno.41	
   También	
   es	
   secretada	
   por	
   los	
   macrófagos	
   activados,	
  

estimulando	
   aún	
  más	
   la	
  quimiotaxis	
   y	
   la	
  proliferación	
  de	
  los	
   Zibroblastos,	
   de	
   las	
   células	
  del	
  

EPR	
  y	
  de	
  la	
  glia,	
  e	
  induciendo	
  la	
  producción	
  de	
  colágeno.2,	
  41	
  

	
   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	
   proteínas	
   se	
   reduce	
   la	
  

producción	
   de	
   colágeno,	
   la	
   proliferación	
   de	
   los	
   Zibroblastos	
   y	
   los	
   cambios	
   asociados	
   con	
   la	
  

VRP,	
   tanto	
  en	
  modelos	
   in	
  vivo	
  como	
   in	
  vitro.233	
  Los	
  niveles	
  de	
  PDGF	
   se	
  mantienen	
  constantes	
  

durante	
   todo	
   el	
   proceso	
   de	
   la	
   VRP,239	
   implicándose	
   en	
   la	
   contracción	
   de	
   las	
   membranas	
  

retinianas.233,	
  240,	
  241
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   IL1α	
  e	
  IL1β:	
  

	
   Estas	
  IL	
  son	
  sintetizadas	
  por	
  una	
  gran	
  cantidad	
  de	
  células,	
   incluyendo	
   los	
  macrófagos	
  

activados	
  y	
   los	
   Zibroblastos.	
  Entre	
  sus	
  funciones	
  se	
  encuentran	
  la	
  activación	
  de	
  los	
  leucocitos,	
  	
  	
  

de	
  los	
  monocitos	
  y	
  de	
  las	
  células	
  endoteliales,	
  el	
  incremento	
  de	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  células	
  del	
  

EPR,	
   y	
   ser	
   potentes	
  mediadores	
  de	
  la	
  inZlamación.44	
  Se	
  han	
  detectado	
  niveles	
  elevados	
  en	
  el	
  

Zluido	
  subretiniano	
  de	
  pacientes	
  con	
  VRP,	
  correlacionándose	
  con	
  el	
  grado	
  de	
  severidad	
  de	
  esta	
  

patología,242	
  y	
  en	
  membranas	
  de	
  la	
  VRP.61	
  

	
   MIF:	
  

	
   El	
  MIF	
  (del	
  inglés,	
  Macrophage	
  migration	
  Inhibitory	
  Factor)	
  es	
  secretado	
  por	
  monocitos	
  

y	
  macrófagos,	
   siendo	
  uno	
  de	
  sus	
  principales	
   estímulos	
   la	
   presencia	
  de	
  TNFα.	
   Sus	
   funciones	
  

son	
  inhibir	
   la	
  migración	
  macrofágica,	
   inducir	
   la	
  secreción	
   de	
  TNFα	
  y	
  actuar	
  sinérgicamente	
  

con	
  el	
  IFNγ	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  la	
  liberación	
  de	
  óxido	
  nítrico	
  por	
  parte	
  de	
  los	
  macrófagos.243	
  Se	
  

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

	
  

4.4.	
  Agentes	
  biológicos	
  bloqueantes	
  del	
  TNF

	
   Durante	
  las	
  últimas	
  dos	
  décadas	
  se	
  ha	
  producido	
  un	
  rápido	
  e	
  importante	
  progreso	
  en	
  la	
  

identiZicación	
   de	
   las	
   vías	
   celulares	
   y	
   moleculares	
   asociadas	
   con	
   un	
   importante	
   número	
   de	
  

patologías	
   inZlamatorias	
   y/o	
   autoinmunes.	
   Esto	
   ha	
   conducido	
   al	
   desarrollo	
   de	
   agentes	
  

terapéuticos	
   especíZicos,	
   que	
   tienen	
  como	
   diana	
   a	
   los	
   mediadores	
   biológicos	
   asociados	
   con	
  

estas	
  enfermedades,	
  destacando	
  los	
  agentes	
  que	
  inhiben	
  la	
  acción	
  del	
  TNF.245	
  

	
   Existen	
   cinco	
   agentes	
   biológicos	
   terapeúticos,	
   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	
   inZliximab	
   (Remicade®)	
   en	
   1999,	
   el	
  

adalimumab	
  (Humira®)	
  en	
  2002,245	
  y	
  el	
  golimumab	
  (Simponi®)	
  en	
  2009;246	
  siendo	
  el	
  quinto	
  el	
  

certolizumab	
   pegol	
   (Cimzia®)	
   aprobado	
   en	
  2007	
   para	
   el	
   tratamiento	
   de	
   la	
   enfermedad	
  de	
  

Crohn.247	
   Tras	
   las	
   indicaciones	
   originales,	
   progresivamente	
   se	
   han	
   ido	
   aprobando	
   para	
   su	
  

utilización	
  en	
  otras	
  patologías.	
  

-­‐ El	
  etanercept	
  está	
  aprobado	
  para	
  el	
  tratamiento	
  de	
  la	
  artritis	
  reumatoide	
  activa	
  de	
  moderada	
  

a	
   severa,	
   de	
   la	
   artritis	
   reumatoide	
   poliarticular	
   juvenil,	
   de	
   la	
   artritis	
   psoriásica,	
   de	
   la	
  

espondilitis	
  anquilosante,	
  y	
  de	
  las	
  placas	
  psoriásicas	
  crónicas	
  de	
  moderadas	
  a	
  severas.248	
  

-­‐ El	
   inZliximab	
   está	
   aprobado	
   para	
   el	
   tratamiento	
   de	
   la	
   artritis	
   reumatoide	
   de	
  moderada	
   a	
  

severa,	
   de	
   la	
   artritis	
   psoriásica,	
   de	
   la	
   espondilitis	
   anquilosante,	
   de	
   la	
   colitis	
   ulcerativa	
   de	
  

moderada	
  a	
  severa,	
  y	
  de	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Crohn	
  de	
  moderada	
  a	
  severa.249	
  

-­‐ El	
   adalimumab	
  está	
  aprobado	
  para	
  el	
   tratamiento	
   de	
   la	
  artritis	
  reumatoide	
  de	
  moderada	
  a	
  

severa,	
   de	
   la	
   artritis	
   reumatoide	
   poliarticular	
   juvenil,	
   de	
   la	
   artritis	
   psoriásica,	
   de	
   la	
  

espondilitis	
   anquilosante,	
   de	
   la	
   psoriasis,	
   y	
   de	
   la	
   enfermedad	
   de	
   Crohn	
   de	
   moderada	
   a	
  	
  

severa.250	
  

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

psoriásica,	
  y	
  de	
  la	
  espondilitis	
  anquilosante.246

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

artritis	
  reumatoide.247	
  	
  

	
   Además	
   de	
   estas	
   indicaciones	
   reconocidas,	
   se	
   sigue	
   investigando	
   activamente	
   la	
  

eZicacia	
  y	
   la	
   seguridad	
  de	
   estos	
   agentes	
  en	
  otras	
  enfermedades	
  inZlamatorias	
  y	
  autoinmunes	
  

crónicas,	
   siendo	
   un	
   buen	
   ejemplo	
   su	
   utilización	
   oftalmológica	
   en	
   casos	
   de	
   uveítis	
   y	
   de	
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enfermedades	
  inZlamatorias	
  oculares,	
  aunque	
  todavía	
  no	
  han	
  sido	
  oZicialmente	
  aprobados	
  por	
  

la	
  FDA	
  para	
  estas	
  indicaciones.220

	
   Cabe	
  mencionar	
   que	
   potencialmente	
   la	
   peor	
   complicación	
   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	
  

biológicos.71

	
   4.4.1.	
  Características

	
   Los	
  agentes	
  biológicos	
   terapeúticos	
  bloqueantes	
  del	
   TNF	
  se	
  agrupan	
  en	
  tres	
   tipos,	
   los	
  

receptores	
  solubles	
  del	
  TNF	
  (etanercept),	
   los	
  anticuerpos	
  monoclonales	
  anti-­‐TNF	
  (inZliximab,	
  

adalimumab	
   y	
   golimumab),	
   y	
   los	
   fragmentos	
   Fab	
   de	
   un	
   anticuerpo	
   monoclonal	
   anti-­‐TNF	
  

unidos	
  a	
  una	
  fracción	
  de	
  polietilenglicol	
  (certolizumab	
  pegol).247,	
   251	
  A	
  pesar	
  de	
  que	
  los	
  cinco	
  

agentes	
   se	
   unen	
  al	
   TNF,	
   hay	
   diferencias	
  en	
  cuanto	
  a	
  su	
  eZicacia	
   y	
   seguridad	
  clínica.247,	
   251-­‐253	
  

Los	
  cuatro	
  primeros	
  portan	
  la	
  porción	
  activadora	
  del	
  complemento	
  Fc	
  de	
  la	
  inmunoglobulina	
  

G1	
  humana	
  (IgG1).	
  Esta	
  región	
  Fc	
  es	
  un	
  componente	
  nativo	
  en	
  los	
  anticuerpos	
  monoclonales,	
  

mientras	
  que	
  para	
  construir	
  el	
  etanercept,	
  es	
  fusionada	
  genéticamente	
  a	
  la	
  porción	
  soluble	
  del	
  

receptor	
  TNFR2.	
  Esta	
  región	
  se	
  une	
  a	
  receptores	
  Fc	
  presentes	
  en	
  las	
  células	
  inmunes,	
  como	
  los	
  

monocitos,	
   los	
   macrófagos,	
   los	
   granulocitos,	
   las	
   células	
   NK	
   (del	
   inglés,	
   Natural	
   Killer),	
   las	
  

células	
  B	
  y	
  las	
  plaquetas.254	
  Por	
  el	
  contrario,	
  el	
  certolizumab	
  pegol	
  carece	
  de	
  esta	
  región	
  Fc,	
  lo	
  

que	
   minimiza	
   los	
   efectos	
   mediados	
   por	
   ésta,	
   como	
   son	
   la	
   citotoxicidad	
   dependiente	
   del	
  

complemento	
  y	
  la	
  mediada	
  por	
  anticuerpos	
  celulares.247
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   Etanercept	
  (Enbrel®):

	
   El	
  etanercept	
  es	
  una	
  proteina	
  de	
  fusión	
  dimérica	
  de	
  150	
  kDa,	
   consistente	
  en	
  la	
  porción	
  

extracelular	
  del	
   ligando	
   de	
  unión	
  del	
   receptor	
  TNFR2	
  humano,	
   unido	
  a	
   la	
  porción	
  Fc	
  de	
  una	
  

IgG1	
  humana.	
  Se	
  puede	
  unir	
  al	
  TNFα	
  y	
  al	
  TNFβ	
  (también	
  llamado	
  LTA;	
  del	
  inglés,	
  LymphoToxin	
  

Alpha),	
  actuando	
  competitivamente	
  para	
  inhibir	
  su	
  unión	
  a	
  los	
  TNFRs	
  de	
  la	
  superZicie	
  celular,	
  

y	
   volviéndolos	
   biológicamente	
   inactivos.245	
   Forma	
   uniones	
   menos	
   estables	
   que	
   los	
  

anticuerpos	
  monoclonales,	
  mayoritariamente	
  con	
  el	
  mTNFα.71	
  En	
  las	
  enfermedades	
  oculares,	
  

se	
  ha	
  encontrado	
  que	
  es	
  menos	
  efectivo	
  que	
  los	
  anticuerpos	
  monoclonales	
  para	
  el	
  tratamiento	
  

de	
   las	
   uveítis,	
   atribuyéndose	
   este	
  menor	
   efecto	
   a	
   su	
   relativamente	
   inferior	
   estabilidad	
   de	
  

unión,	
  ya	
  que	
  está	
  limitada	
  al	
  mTNFα.255-­‐258	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  experiencia	
  clínica	
  hasta	
  la	
  fecha	
  

sugiere	
  que	
  podría	
   ser	
  una	
  buena	
  opción	
  para	
  el	
   tratamiento	
  de	
  niños	
   y	
   adultos	
   jóvenes,	
   en	
  

comparación	
  con	
   los	
  otros	
   agentes.	
   Por	
  otra	
  parte,	
   aunque	
  en	
  algunos	
   casos	
   se	
  obtiene	
   una	
  

buena	
   respuesta	
   en	
   el	
   tratamiento	
   de	
   las	
   uveítis,	
   paradójicamente,	
   mediante	
   la	
   utilización	
  

sistémica	
  puede	
  empeorar	
  la	
  inZlamación	
  ocular	
  en	
  algunos	
  pacientes.220

	
   InNliximab	
  (Remicade®):

	
  	
   El	
   inZliximab	
   es	
   un	
   anticuerpo	
   monoclonal	
   IgG1	
   quimérico	
   de	
   149	
   kDa,	
   que	
   está	
  

compuesto	
  por	
  una	
  región	
  humana	
  constante	
  (75%)	
  y	
  por	
  una	
  murina	
  variable	
  (25%).	
  Se	
  une	
  

especíZicamente	
   al	
   TNFα	
   humano	
   con	
   gran	
   aZinidad	
   y	
   neutraliza	
   su	
   actividad	
   biológica	
  

mediante	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  unión	
  a	
  sus	
  receptores.245	
  Forma	
  uniones	
  estables	
  con	
  el	
  sTNFα	
  y	
  

el	
   mTNFα,71	
   y	
   tiene	
   la	
   capacidad	
  de	
   lisar	
   células	
   productoras	
   de	
   TNFα	
   para	
   neutralizar	
   su	
  

actividad.259	
  Existen	
  discrepancias	
  sobre	
  su	
  capacidad	
  para	
  unirse	
  al	
  TNFβ.245,	
  259	
  En	
  cuanto	
  a	
  

las	
   enfermedades	
   oculares,	
   se	
   ha	
   encontrado	
   que	
   es	
   efectivo	
   en	
   las	
   uveítis	
   recurrentes,	
  

reduciendo	
   la	
   inZlamación	
   en	
   el	
   80%	
   de	
   los	
   casos,255,	
   256,	
   260	
   y	
   en	
   el	
   tratamiento	
   de	
   la	
  

enfermedad	
  de	
  Behçet.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	
  

especíZicamente	
  y	
  con	
   gran	
  aZinidad	
  al	
  TNFα	
  humano,	
   dando	
   lugar	
  a	
  uniones	
  estables	
   tanto	
  

con	
   la	
   forma	
   soluble	
   como	
   con	
   la	
   transmembrana,71	
   pero	
   no	
   neutraliza	
   al	
   TNFβ.245	
   A	
   nivel	
  

ocular	
  es	
  efectivo	
  en	
  las	
  uveítis258,	
  264	
  y	
  en	
  la	
  enfermedad	
  de	
  Behçet.265

	
   Golimumab	
  (Simponi®):

	
   El	
   golimumab	
  es	
   un	
  anticuerpo	
  monoclonal	
   IgG1	
  recombinante	
  humano	
   de	
  150	
  kDa,	
  	
  

en	
   el	
   que	
   ambas	
   regiones,	
   constante	
   y	
   variable,	
   son	
  de	
   origen	
   totalmente	
   humano.	
   Se	
   une	
  

especíZicamente	
  y	
  con	
  gran	
  aZinidad	
  al	
  TNFα	
  humano,	
   tanto	
  con	
  la	
  forma	
  soluble	
  como	
  con	
  la	
  

transmembrana.246	
  

	
   Certolizumab	
  pegol	
  (Cimzia®):

	
   El	
   certolizumab	
   pegol	
   es	
   un	
   fragmento	
   Fab	
   de	
   un	
   anticuerpo	
   monoclonal	
   anti-­‐TNF	
  

humanizado,	
   posteriormente	
   unido	
   con	
   una	
   fracción	
   de	
   40	
   KDa	
   de	
   polietilenglicol.	
   Se	
   une	
  

especíZicamente	
  y	
  neutraliza	
  tanto	
  al	
  sTNFα	
  como	
  al	
  mTNFα	
  humanos,	
  e	
  inhibe	
  la	
  señalización	
  

mediante	
  la	
  unión	
  a	
  ambos	
  receptores.247,	
  266	
  	
  

	
   4.4.2.	
  Utilización	
  intraocular

	
   Durante	
  los	
  últimos	
  años,	
   a	
  través	
  de	
  múltiples	
   estudios	
   experimentales	
  y	
  de	
  ensayos	
  

clínicos,	
   se	
   ha	
   comenzado	
   a	
   evaluar	
   la	
  utilidad	
   de	
   los	
   agentes	
   bloqueantes	
   del	
   TNF	
   a	
   nivel	
  

ocular.	
  Sin	
  embargo,	
  todavía	
  no	
  se	
  poseen	
  unos	
  resultados	
  contrastados	
  y	
  Ziables	
  acerca	
  de	
  la	
  

vida	
  media	
  intraocular;	
  de	
  la	
  toxicidad	
  retiniana	
  en	
  humanos;	
  de	
  la	
  eZicacia	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
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la	
   inZlamación	
   ocular,	
   comparada	
   entre	
   varios	
   agentes	
   antagonistas	
   del	
   TNF;	
   ni	
   de	
   la	
  

concentración	
  mínima,	
   en	
  inyección	
   intravítrea	
  o	
   subcutánea,	
   que	
  permite	
   inhibir	
  de	
   forma	
  

eZiciente	
  la	
  inZlamación	
  ocular.

	
   Las	
   inyecciones	
   intravítreas	
   son	
  un	
   buen	
   sustituto	
   de	
   la	
   administración	
  sistémica	
  de	
  

fármacos	
  cuya	
  diana	
  terapéutica	
  es	
  el	
  ojo,	
  por	
  ello,	
  durante	
  los	
  últimos	
  años	
  se	
  han	
  comenzado	
  

a	
   llevar	
   a	
   cabo	
   diversos	
   estudios	
  para	
  evaluar	
   la	
   utilidad	
  de	
  estos	
   agentes	
   inyectados	
   en	
   el	
  

vítreo.	
   Esta	
   vía	
   de	
   administración	
   podría	
   tener	
   menos	
   efectos	
   adversos	
   y	
   originar	
   unos	
  

menores	
  costes,	
  en	
  comparación	
  con	
  la	
  vía	
  sistémica.220	
  

	
   Etanercept	
  (Enbrel®):

	
   La	
  utilización	
  de	
  etanercept	
  intravítreo	
  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	
  inyección,	
  sin	
  que	
  aparecieran	
  signos	
  de	
  daño	
  retiniano,	
  	
  

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

	
   En	
   cuanto	
   a	
   su	
   utilización	
   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	
  mejoría	
  clínica.65

	
   InNliximab	
  (Remicade®):

	
   La	
   aplicabilidad	
   del	
   inZliximab	
   intravítreo	
   se	
   ha	
   evaluado	
   en	
   varios	
   estudios	
  

experimentales	
   en	
  conejo,	
  determinando	
  que	
  dosis	
  por	
  debajo	
   de	
  2	
  mg/0,1	
  mL	
   podrían	
  ser	
  

seguras,	
   al	
  no	
  detectarse	
  modiZicaciones	
  funcionales	
  ni	
  histológicas	
  en	
  los	
  tejidos	
  oculares,66,	
  

269	
   y	
  manteniendo	
   una	
  vida	
  media	
  en	
  el	
   vítreo	
  de	
   seis	
   días.270	
   Se	
  ha	
  descrito	
   su	
  utilización	
  

intravítrea	
   en	
   un	
   modelo	
   de	
   neovascularización	
   coroidea	
   inducida	
   por	
   láser	
   en	
   ratas,	
  

observando	
   que	
   dosis	
   por	
   debajo	
   de	
   40	
   μg	
   reducen	
   la	
   angiogénesis	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
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glicosaminoglicanos,	
   implicados	
  en	
  los	
  procesos	
  de	
  neovascularización	
  coroidea,	
  sin	
  embargo,	
  

dosis	
  superiores	
  parecen	
  originar	
  el	
  efecto	
  contrario.271

	
   En	
  seres	
  humanos	
  se	
  ha	
  utilizado	
  en	
  pacientes	
  con	
  degeneración	
  macular	
  asociada	
  a	
  la	
  

edad	
  (DMAE)	
  no	
  respondedores	
  al	
  tratamiento	
  con	
  anti-­‐VEGF	
  (del	
  inglés,	
  Vascular	
  Endothelial	
  

Growth	
  Factor),	
   apuntando	
   hacia	
  una	
  posible	
  asociación	
  entre	
  el	
  TNF	
   y	
   la	
  DMAE;272	
   en	
  otro	
  

trabajo	
   realizado	
   en	
   pacientes	
   con	
   neovascularización	
   coroidea	
   secundaria	
   a	
   DMAE	
   no	
  

respondedores	
   al	
   tratamiento	
   con	
  anti-­‐VEGF,	
   no	
   se	
  apreció	
  mejoría	
   en	
   la	
   agudeza	
  visual	
   ni	
  

cambios	
  en	
  el	
  grosor	
  macular	
  central	
  a	
  los	
  noventa	
  días	
  de	
  seguimiento,	
  desarrollándose	
  en	
  la	
  

mitad	
  de	
  los	
   casos	
  una	
   inZlamación	
  ocular	
  con	
  gran	
  aumento	
   de	
   la	
  presión	
   intraocular;67	
   en	
  

pacientes	
  con	
  uveítis	
   no	
   infecciosa	
  crónica	
  acompañada	
  de	
  una	
  signiZicativa	
  pérdida	
  visual	
  y	
  

de	
  edema	
  macular	
  central,	
  se	
  consiguió	
  mejorar,	
  aparentemente,	
   la	
  agudeza	
  visual	
  y	
  reducir	
  el	
  

grosor	
  macular	
   central	
   a	
   las	
   cuatro	
   semanas	
   de	
   la	
   inyección;68	
   y	
   en	
  pacientes	
   con	
   edema	
  

macular	
  diabético	
  persistente,	
  no	
   se	
  apreció	
  mejoría	
  en	
  ninguno	
  de	
  los	
  casos,	
  detectando,	
   en	
  

pacientes	
  a	
  los	
  que	
   se	
   les	
   aplicó	
  una	
  dosis	
  alta,	
   el	
   desarrollo	
   de	
  una	
   inZlamación	
  intraocular	
  

severa.69	
  

	
   Adalimumab	
  (Humira®):

	
   Los	
  estudios	
  experimentales	
  con	
  adalimumab	
  intravítreo	
  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	
  morfológicos	
  ni	
   funcionales	
   a	
  los	
   catorce	
  días	
  de	
  seguimiento.273,	
  274	
  Sin	
  

embargo,	
   un	
   estudio	
   ha	
   descrito	
   el	
   desarrollo	
   de	
   una	
   reacción	
   inZlamatoria	
   con	
   necrosis	
  

retiniana	
  al	
  utilizar	
  dosis	
  superiores	
  a	
  1	
  mg/0,1	
  mL,273	
  mientras	
  que	
  otro	
  estudio	
  similar,	
   no	
  

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

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

quístico	
   no	
   respondedores	
   al	
   tratamiento	
   con	
   esteroides,	
   no	
   demostrando	
   eZicacia	
   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;70	
  también	
  se	
  ha	
  utilizado	
  en	
  pacientes	
  

con	
  edema	
  macular	
  diabético	
   persistente,	
   y	
  aunque	
  no	
   se	
  apreció	
  mejoría	
  en	
  ninguno	
  de	
   los	
  

casos,	
  tampoco	
  se	
  detectaron	
  efectos	
  secundarios	
  a	
  nivel	
  sistémico	
  u	
  ocular.69

	
   Golimumab	
  (Simponi®)	
  y	
  certolizumab	
  pegol	
  (Cimzia®):

	
   No	
  se	
  han	
  encontrado	
  referencias	
  sobre	
  su	
  utilización	
  intravítrea.	
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5. Material y método
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5.1.	
  Experimentos

	
   Puesta	
  a	
  punto	
  y	
  estandarización	
  del	
  cultivo	
  organotípico	
  de	
  

neurorretina	
  porcina:

	
   Con	
  estos	
  experimentos	
  se	
  pretendió	
  poner	
  a	
  punto	
  y	
  estandarizar	
  el	
  método	
  de	
  cultivo	
  

de	
  los	
  explantes	
  retinianos,	
  evaluando	
   los	
  cambios	
  espontáneos	
  que	
  sufren	
  las	
  células	
  gliales	
  

retinianas,	
  principalmente	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  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)	
  días	
  de	
  cultivo.	
  

	
   Cultivo	
  con	
  PBMCs:

	
   Para	
   estudiar	
   las	
   modiZicaciones	
   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	
  añadidos	
  sobre	
  los	
  explantes	
  retinianos	
  en	
  el	
  

día	
   0.	
   Los	
   tiempos	
   de	
   estudio	
   fueron	
   3	
   (n=13),	
   6	
   (n=13)	
   y	
   9	
   (n=13)	
   días.	
   Los	
   otros	
   39	
  

explantes,	
  cultivados	
  sin	
  PBMCs,	
  fueron	
  utilizados	
  como	
  controles	
  de	
  este	
  experimento,	
  con	
  la	
  

misma	
  distribución	
  por	
  tiempo	
  de	
  estudio.

	
   Cultivo	
  con	
  monocitos	
  CD14+:

	
   Se	
  pretendió	
  identiZicar	
  las	
  modiZicaciones	
  que	
  los	
  monocitos	
  CD14+,	
  obtenidos	
  a	
  partir	
  

de	
   sangre	
   periférica	
   y	
   potencialmente	
   productores	
   de	
   TNFα,275	
   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+	
  añadidos	
  al	
  medio	
  de	
  cultivo	
  en	
  el	
  día	
  0.	
  

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

misma	
  distribución	
  por	
  tiempo	
  de	
  estudio.

	
   Cultivo	
  con	
  TNFα:

	
   Para	
  determinar	
  el	
  posible	
  efecto	
  de	
  esta	
  citoquina	
  proinZlamatoria,	
  y	
  su	
  concentración	
  

eZicaz	
  para	
  inducir	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  gliosis	
  retiniana,	
   se	
  utilizaron	
  18	
  explantes,	
  procedentes	
  

de	
  3	
  ojos,	
  que	
  fueron	
  cultivados	
  durante	
  dos	
  días	
  con	
  25	
  (n=3),	
  50	
  (n=3),	
  100	
  (n=3),	
  200	
  (n=3)	
  

y	
   400	
   pg/ml	
   (n=3)	
   de	
   TNFα	
   (recombinant	
   porcine	
   tumor	
   necrosis	
   factor	
   alpha	
   (E.	
   Coli-­‐

derived),	
   aprox.	
   ED50	
   18-­‐30	
  pg/mL;	
   R&D	
   Systems,	
   Minneapolis,	
   MN),	
   añadido	
   al	
   medio	
   de	
  

cultivo	
   en	
   el	
   día	
   0.	
   La	
   elección	
   de	
   las	
   concentraciones	
   de	
  TNFα	
   se	
   basó	
   en	
   la	
   información	
  

obtenida	
  de	
  estudios	
  publicados,276,	
  277	
  en	
  los	
  que	
  se	
  describen	
  los	
  niveles	
  de	
  TNFα	
  producido	
  

por	
   monocitos	
   humanos,	
   obtenidos	
   de	
   personas	
   sanas	
   y	
   enfermas.	
   Se	
   utilizaron	
   como	
  

controles	
  3	
  explantes	
  cultivados	
  durante	
  2	
  días	
  sin	
  TNFα.	
  

	
   Para	
   estudiar	
   si	
   la	
   adición	
   externa	
   de	
   TNFα	
   induce	
   unas	
   modiZicaciones	
   retinianas	
  

constantes	
   durante	
   un	
   periodo	
   de	
   cultivo	
   más	
   largo,	
   se	
   utilizaron	
  60	
   explantes	
   retinianos,	
  

procedentes	
  de	
  10	
  ojos.	
  De	
  los	
  cuales	
  30	
  fueron	
  cultivados	
  con	
  100	
  pg/ml	
  de	
  TNFα	
  añadido	
  al	
  

medio	
  de	
  cultivo	
  en	
  el	
  día	
  0.	
  Los	
  tiempos	
  de	
  estudio	
  fueron	
  3	
  (n=10),	
  6	
  (n=10)	
  y	
  9	
  (n=10)	
  días.	
  

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

	
   Cultivo	
  con	
  adalimumab:

	
   Para	
   evaluar	
   las	
  modiZicaciones	
  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	
   µg/ml	
   de	
  

adalimumab	
  añadido	
  al	
  medio	
  de	
  cultivo	
  en	
  el	
  día	
  0.	
  La	
  concentración	
  de	
  adalimumab	
  se	
  basó	
  

en	
   la	
   información	
   de	
   estudios	
   previos,278,	
   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)	
  días.	
  Los	
  otros	
  18	
  explantes,	
  cultivados	
  sin	
  adalimumab,	
  se	
  utilizaron	
  como	
  controles	
  de	
  

este	
  experimento,	
  con	
  la	
  misma	
  distribución	
  por	
  tiempo	
  de	
  estudio.

	
   Cultivo	
  con	
  TNFα/adalimumab:

	
   Se	
   pretendió	
   evaluar	
   la	
   capacidad	
   del	
   adalimumab	
   para	
   reducir	
   las	
   modiZicaciones	
  

originadas	
   por	
   el	
   TNFα	
   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	
  TNFα	
  

y	
  10	
  µg/ml	
  de	
  adalimumab,	
  añadidos	
  consecutivamente	
  al	
  medio	
  en	
  el	
  día	
  0.	
  Los	
   tiempos	
  de	
  

estudio	
  fueron	
  3	
  (n=10),	
  6	
  (n=10)	
  y	
  9	
  (n=10)	
  días.	
  Los	
  otros	
  30	
  explantes,	
  cultivados	
  con	
  100	
  

pg/ml	
  de	
  TNFα	
  y	
  sin	
  adalimumab,	
  se	
  utilizaron	
  como	
  controles,	
  con	
  la	
  misma	
  distribución	
  por	
  

tiempo	
  de	
  estudio.

5.2.	
  Preparación	
  y	
  cultivo	
  organotípico	
  de	
  los	
  explantes	
  de	
  

neurorretina	
  porcina

	
   Se	
  utilizaron	
  54	
  globos	
  oculares	
  de	
  cerdo	
  procedentes	
  del	
  matadero	
  Justino	
  Gutiérrez	
  

S.L.	
  (Laguna	
  de	
  Duero,	
  Valladolid,	
  España),	
  de	
  animales	
  entre	
  6	
  y	
  8	
  meses	
  de	
  edad,	
  recogidos	
  

en	
   medio	
   DMEM	
   (Dulbecco’s	
   ModiZied	
   Eagle	
   Medium;	
   Gibco®,	
   Paysley,	
   Reino	
   Unido),	
  

suplementado	
   con	
   1%	
   de	
   antibióticos/antimicóticos	
   (Gibco®),	
   que	
   fueron	
   transportados	
  

refrigerados	
   hasta	
   el	
   laboratorio.	
   Allí	
   se	
   llevo	
   a	
   cabo	
   el	
   protocolo	
   de	
   preparación	
   de	
   los	
  

explantes	
   de	
  neurorretina,	
   entre	
  30	
  minutos	
  y	
   2	
   horas	
   tras	
   la	
  enucleación	
  del	
   globo	
   ocular,	
  

bajo	
   condiciones	
   asépticas	
   en	
   campana	
   de	
   Zlujo	
   laminar	
   (HERAsafe;	
   Heraeus,	
   Hanau,	
  

Alemania).
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   Protocolo:	
  

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

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

cada	
  uno	
  (Fig.	
  5.2.1A).

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

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

4. Se	
  incidió	
  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	
  diseccionó	
  el	
  globo	
  ocular,	
  aproximadamente	
  en	
  el	
  Zinal	
  del	
  segmento	
  anterior,	
  del	
  que	
  se	
  

traccionó,	
   arrastrando	
   con	
   él	
   al	
   vítreo;	
   y	
   en	
   el	
   segmento	
   posterior,	
   donde	
   se	
   mantuvo	
  

adherida	
  la	
  retina	
  (Fig.	
  5.2.1E).	
  

6. Se	
  trasladó	
  el	
  polo	
  posterior	
  del	
  globo	
  ocular	
  a	
  una	
  nueva	
  placa	
  con	
  medio	
  DMEM	
  limpio	
  y	
  

se	
   desprendió	
   mecanicamente	
   la	
   retina	
   neural	
   del	
   EPR,	
   con	
   la	
   ayuda	
   de	
   un	
   pincel	
   (Fig.	
  

5.2.1F&G).

7. Se	
  seccionó	
  la	
  base	
  del	
  nervio	
  óptico	
  con	
  unas	
  tijeras	
  corneales	
  de	
  Wescott,	
  para	
  completar	
  

el	
  DR	
  (Fig.	
  5.2.1H).

8. Se	
  desenrolló	
  la	
  retina	
  en	
  la	
  placa	
  de	
  cultivo,	
  mediante	
  unos	
  pinceles	
  (Fig.	
  5.2.1I),	
  y	
  se	
  cortó	
  

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	
   más	
   periféricas	
   y	
   la	
   zona	
   del	
   nervio	
  

óptico,	
  y	
  evitando	
  la	
  presencia	
  de	
  vasos	
  visibles	
  y	
  de	
  bordes	
  irregulares	
  (Fig.	
  5.2.1J).

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	
  μm	
  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.	
  Así,	
  la	
  retina	
  

se	
  adhirió	
  perfectamente	
  a	
  la	
  membrana,	
   evitando	
  que	
  Zlotara	
  sobre	
  el	
  medio.	
  Como	
  medio	
  

de	
  cultivo	
   se	
  utilizó	
  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	
  

antibióticos/antimicóticos,	
   que	
   fueron	
   previamente	
   atemperados	
   a	
   37ºC	
   en	
   un	
   baño	
  

termostático	
  (Raypa,	
  España).

10.Se	
  trasladó	
  y	
  depositó	
  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	
  estiró	
   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	
  

(HERAcell;	
  Heraeus)	
  con	
  una	
  atmósfera	
  enriquecida	
  al	
  5%	
  de	
  CO2,	
  en	
  el	
  que	
  se	
  mantuvieron	
  

a	
  lo	
  largo	
  del	
  cultivo.	
  

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

15.Se	
  recambió	
  el	
  medio	
  al	
  día	
  siguiente	
  de	
  iniciado	
  el	
  cultivo,	
  y	
  posteriormente	
  cada	
  dos	
  días	
  

hasta	
  que	
  Zinalizó	
   el	
  experimento,	
   añadiendo	
  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	
  o	
  9	
  días	
  según	
  el	
  experimento.	
  Paralelamente,	
  también	
  se	
  obtuvieron	
  muestras	
  

de	
  retinas	
  recién	
  desprendidas,	
  previamente	
  al	
  comienzo	
  de	
  los	
  cultivos,	
  y	
  se	
  procesaron,	
  para	
  

evaluar	
  el	
  posible	
  daño	
  originado	
  durante	
  la	
  disección	
  y	
  la	
  manipulación	
  del	
  tejido.

Figura 5.2.1 Obtención y preparación 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*) días de cultivo. 

5.3	
  Extracción	
  de	
  los	
  PBMCs	
  y	
  adición	
  a	
  los	
  explantes	
  en	
  

cultivo

	
   Se	
  utilizó	
   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,	
   España),	
   en	
  tubos	
   cónicos	
   (BD	
   Falcon™;	
   Becton	
  &	
  

Dickinson,	
  Franklin	
  Lakes,	
  NJ,	
  EE.UU.),	
  y	
  se	
  transportaron	
  refrigeradas	
  hasta	
  el	
  laboratorio.	
  Se	
  

comenzó	
   el	
   protocolo	
   de	
   extracción	
   de	
   los	
   PBMCs	
   30	
   minutos	
   tras	
   su	
   obtención,	
   bajo	
  

condiciones	
  asépticas	
  en	
  campana	
  de	
  Zlujo	
  laminar.

	
   Protocolo	
  (modiNicado	
  de	
  Boyum):280

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

Saline;	
  Invitrogen®,	
  Paysley,	
  Reino	
  Unido),	
  en	
  proporción	
  1:1,	
  y	
  se	
  mezcló	
  por	
  inversión.	
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2. Se	
   pipeteó	
   cuidadosamente	
   la	
   mezcla	
   sangre-­‐PBS	
   sobre	
   medio	
   volumen	
   de	
  

Histopaque®-­‐1077	
  (Sigma-­‐Aldrich®),	
  para	
  ello	
  se	
  utilizaron	
  tubos	
  de	
  centrífuga	
  cónicos	
  de	
  

15	
  mL	
   (Fisherbrand;	
   Fisher	
   ScientiZic	
   S.L.,	
  Madrid,	
   España),	
   evitando	
   en	
   lo	
   posible	
   que	
   la	
  

sangre	
  y	
  el	
  medio	
  de	
  separación	
  se	
  mezclaran.	
  

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

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

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

Debajo	
  quedó	
  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	
  inversión	
  con	
  10	
  mL	
  de	
  

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

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

7. Se	
  resuspendió	
  el	
  pellet	
  con	
  30	
  mL	
  de	
  medio	
  de	
  cultivo	
  retiniano	
  y	
  se	
  evaluó	
  el	
  número	
  de	
  

células	
   presentes	
   y	
   su	
   viabilidad,	
   mediante	
   tinción	
   con	
   Azul	
   Tripán	
   y	
   contaje	
   con	
  

hemocitómetro	
  (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	
   tinción	
  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	
  1x106	
  células,	
  utilizando	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  retiniano,	
  para	
  

comprobar	
  la	
  evolución	
  de	
  los	
  monocitos-­‐macrófagos	
  en	
  dicho	
  medio.	
  Transcurridos	
  dos	
  días,	
  

se	
  Zijaron	
  y	
  se	
  tiñeron	
  las	
  células	
  mediante	
  Giemsa.
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   Se	
   añadieron	
  3x105	
   células,	
   en	
  un	
  volumen	
   de	
   20	
  μL,	
   sobre	
  cada	
   explante	
  de	
   retina.	
  

Para	
  asegurarse	
  de	
  que	
  los	
  PBMCs	
  se	
  mantuvieran	
  sobre	
  la	
  retina	
  durante	
  el	
  cultivo,	
  se	
  colocó	
  

un	
   pequeño	
   cilindro	
   de	
   plástico	
   sobre	
   los	
   explantes,	
   depositando	
   dentro	
   los	
   PBMCs	
   (Fig.	
  

5.3A&B).

Figura 5.3 Colocación de un cilindro de plástico sobre un explante neurorretiniano (A) 

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

5.4.	
  Extracción	
  de	
  los	
  monocitos	
  CD14+	
  y	
  adición	
  a	
  los	
  

explantes	
  en	
  cultivo

	
   Las	
  técnicas	
  de	
  obtención	
  y	
  puriZicación	
  de	
  los	
  monocitos	
  CD14+	
  se	
  realizaron	
  a	
  partir	
  

de	
   los	
   protocolos	
   proporcionados	
   por	
   el	
   grupo	
   de	
   investigación	
   liderado	
   por	
   el	
   Dr.	
   Javier	
  

Domínguez,	
   del	
  Instituto	
  Nacional	
  de	
  Investigación	
  y	
  Tecnología	
  Agraria	
  y	
  Alimentaria	
  (INIA,	
  

Madrid,	
  España).

	
   5.4.1.	
  Obtención	
  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	
   cónicos	
   (BD	
   Falcon™),	
   y	
   se	
   transportaron	
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refrigeradas	
   hasta	
   el	
   laboratorio.	
   Se	
   comenzó	
   el	
   protocolo	
   de	
   extracción	
   de	
   los	
   PBMCs	
   30	
  

minutos	
  tras	
  su	
  obtención,	
  bajo	
  condiciones	
  asépticas	
  en	
  campana	
  de	
  Zlujo	
  laminar.

	
  	
   Protocolo	
  (modiNicado	
  de	
  Gonzalez	
  y	
  cols.):281

1. Se	
  dividió	
  el	
  volumen	
  de	
  sangre	
  en	
  2	
  tubos,	
  con	
  25mL	
  cada	
  uno,	
  sobre	
  los	
  que	
  se	
  añadieron	
  

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	
  agitó	
  la	
  mezcla	
  y	
  se	
  dejó	
  reposar	
  30	
  minutos,	
  para	
  que	
  se	
  produjera	
  la	
  sedimentación	
  de	
  

los	
  hematíes.

3. Se	
  prepararon,	
  en	
  tubos	
  de	
  15mL	
  (Fisher	
  ScientiZic	
  S.L.),	
  1220	
  μL	
  de	
  Percoll®	
   9:1	
  en	
  HBSS	
  

(Hank’s	
  Balanced	
  Salt	
  Solution;	
  Gibco®)	
  con	
  780	
  μL	
  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	
   sedimentación	
   de	
   las	
   muestras,	
   se	
   trasladó	
   la	
   parte	
   superior,	
   consituida	
   por	
   los	
  

monocitos,	
  los	
   linfocitos,	
   los	
  polimorfonucleares	
  y	
  los	
  posibles	
  restos	
  de	
  hematíes,	
   a	
   tubos	
  

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

5. Se	
  centrifugó	
  a	
  1400	
  rpm	
  durante	
  15	
  minutos.

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

7. Se	
  añadieron	
  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	
  separación	
  se	
  mezclaran.
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9. Se	
  centrifugó	
   a	
  1600	
  rpm	
  durante	
   15	
  minutos	
  a	
  25ºC	
  y	
   sin	
  freno,	
   para	
  no	
   distorsionar	
   la	
  

fase.	
  En	
  el	
  fondo	
  aparecieron	
  los	
  polimorfonucleares	
  y	
  los	
  posibles	
  eritrocitos;	
  en	
  la	
  porción	
  

superior	
   el	
   Percoll®;	
   en	
   la	
   interfase	
   los	
   PBMCs	
   (linfocitos	
   y	
  monocitos);	
   y	
   sobre	
   éstos	
   el	
  

RPMI.

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

posteriormente	
  completando	
  el	
  volumen	
  hasta	
  10	
  mL.

11.Se	
  centrifugó	
  a	
  1000	
  rpm	
  durante	
  10	
  minutos	
  a	
  4ºC.

12.Se	
  lisaron	
  los	
  posibles	
  restos	
  de	
  hematíes	
  mediante	
  choque	
  osmótico,	
   	
  resuspendiendo	
  las	
  

células	
  en	
  9	
  mL	
  de	
  agua	
  destilada	
  durante	
  28	
  segundos.	
  Se	
  paró	
  la	
  reacción	
  de	
  lisis	
  con	
  3	
  mL	
  

de	
  NaCl	
   (PANREAC	
  Química	
  S.A.U.,	
   Barcelona,	
   España)	
  al	
   3,5%	
   en	
  PB	
   (0,1	
  M,	
   pH	
   7’4;	
   del	
  

inglés	
   Phosphate	
   Buffer).	
   Finalmente	
   se	
   añadió	
   PBS	
   al	
   2%	
   de	
   FBS	
   hasta	
   50	
   mL	
   y	
   se	
  

centrifugó	
  a	
  1000	
  rpm	
  durante	
  8	
  minutos	
  a	
  4ºC.

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

durante	
  8	
  minutos	
  a	
  4ºC	
  (Fig.	
  5.4.1).

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

hemocitómetro,	
  previa	
  tinción	
  con	
  Azul	
  Tripán.	
  

15.Se	
  estudió,	
  mediante	
  citometría	
  de	
  Zlujo,	
  la	
  pureza	
  de	
  la	
  fracción	
  celular	
  obtenida.
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Fig. 5.4.1 Pellet de PBMCs.

	
   5.4.2.	
  Deplección	
  y	
  selección	
  celular	
  magnética

	
   Tras	
   la	
   obtención	
   de	
   los	
   PBMCs,	
   se	
   procedió	
   a	
   realizar	
   una	
   selección	
  magnética	
   en	
  

columna	
   mediante	
   una	
   unidad	
   de	
   separación	
   QuadroMACS™	
   (Miltenyi	
   Biotec,	
   Gladbach,	
  

Alemania),	
  utilizando	
  columnas	
  de	
  separación	
  del	
  tipo	
  LS	
  (Miltenyi	
  Biotec).

	
   Depleción	
  celular	
  magnética:

	
   Mediante	
   esta	
   técnica	
   se	
   buscó	
   separar	
   la	
   población	
   monocítica	
   de	
   la	
   linfocítica,	
  

utilizando	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  las	
  proteínas	
  CD3,	
  CD8a	
  y	
  CD45RA,	
  presentes	
  en	
  la	
  superZicie	
  

de	
  los	
  linfocitos.

	
   Protocolo:

1. Se	
  resuspendieron	
  los	
  PBMCs	
  (aprox.	
  20x106	
  células)	
  en	
  2	
  mL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación.	
  Éste	
  

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	
  añadieron	
  2	
  mL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  1000	
  rpm	
  durante	
  8	
  minutos.

4. Se	
   resuspendieron	
   las	
   células	
   en	
   100	
   μL	
   de	
   buffer	
   de	
   separación	
   y	
   se	
   incubaron	
   con	
  

microbeads	
  magnéticas	
  (1:25,	
  goat	
  anti-­mouse	
  IgG	
  microbeads;	
  Miltenyi	
  Biotec),	
  durante	
  20	
  

minutos.

5. Se	
  añadieron	
  2	
  mL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  1000	
  rpm	
  durante	
  8	
  minutos.

6. Se	
  resuspendieron	
  las	
  células	
  en	
  500	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación.

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

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

8. Se	
  depositaron	
  en	
  las	
  columnas	
  los	
  500	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación	
  con	
  las	
  células.

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

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

las	
  células	
  no	
  unidas	
  (monocitos).

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

separación.	
  

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

(linfocitos).

13.Se	
  realizó	
  el	
  recuento	
  celular	
  de	
  la	
  fracción	
  monocítica	
  obtenida,	
  mediante	
  hemocitómetro	
  

tras	
  tinción	
  con	
  Azul	
  Tripán.	
  

14.Se	
  estudió,	
  mediante	
  citometría	
  de	
  Zlujo,	
  la	
  pureza	
  de	
  las	
  fracciones	
  celulares	
  obtenidas.
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   Selección	
  celular	
  magnética:

	
   Mediante	
  esta	
  técnica	
  se	
  buscó	
  separar	
  la	
  población	
  monocítica	
  CD14+	
  del	
   resto	
   de	
  la	
  

población	
  celular	
  presente,	
  utilizando	
  un	
  anticuerpo	
   frente	
  a	
  la	
  proteína	
  CD14,	
  presente	
  en	
  la	
  

superZicie	
  celular	
  de	
  un	
  determinada	
  población	
  de	
  monocitos.275

	
   Protocolo:

1. Se	
  resuspendió	
  la	
  fracción	
  celular	
  (aprox.	
  12x106	
  células),	
   que	
  no	
  se	
  unió	
  a	
  los	
  anticuerpos	
  

durante	
  la	
  deplección	
  negativa,	
  en	
  100	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación.

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

microbeads;	
  Miltenyi	
  Biotec)	
  durante	
  15	
  minutos	
  a	
  4ºC.

3. Se	
  añadieron	
  2	
  mL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación	
  y	
  se	
  centrifugó	
  a	
  1000	
  rpm	
  durante	
  8	
  minutos.

4. Se	
  resuspendieron	
  las	
  células	
  en	
  500	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación.

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

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

6. Se	
  depositaron	
  en	
  las	
  columnas	
  los	
  500	
  μL	
  de	
  buffer	
  de	
  separación	
  con	
  las	
  células.

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

CD14-­‐).

8. Se	
  lavaron	
  las	
  columnas	
  con	
  buffer	
  de	
  separación	
  (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	
  separación	
  y	
  se	
  depositaron	
  5	
  mL	
   de	
  buffer	
  de	
  

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

(monocitos	
  CD14+).

11.Se	
  realizó	
  el	
  recuento	
  celular	
  de	
  la	
  fracción	
  monocítica	
  obtenida,	
  mediante	
  hemocitómetro	
  

tras	
  tinción	
  con	
  Azul	
  Tripán.

12.Se	
  estudió,	
  mediante	
  citometría	
  de	
  Zlujo,	
  la	
  pureza	
  de	
  las	
  fracciones	
  celulares	
  obtenidas.

	
   5.4.3.	
  Citometría	
  de	
  Nlujo

	
   Para	
   estudiar	
   cada	
   una	
   de	
   las	
   fracciones	
   celulares	
   obtenidas	
   previamente,	
   se	
  

resuspendieron	
   las	
   células	
   en	
   PBS	
   y	
   se	
   pasaron	
   las	
   muestras	
   por	
   un	
   citómetro	
   de	
   Zlujo	
  

(Cytomics	
  FC	
  500	
  Cytometer;	
  Beckman-­‐Coulter,	
  Fullerton,	
  CA,	
   EE.UU.).	
  El	
  número	
  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	
  tamaño/complejidad.

	
   5.4.4.	
  Cultivo	
  de	
  los	
  monocitos	
  CD14+

	
   Se	
   realizaron	
   cultivos	
   en	
   placa	
   (Easy	
   Grip	
   Cell	
   Culture	
   Dish	
   (Primaria	
   surface	
  

treatment)	
  35x10mm)	
  de	
  1x106	
  monocitos	
  CD14+,	
  utilizando	
  medio	
  de	
  cultivo	
  retiniano,	
  para	
  

comprobar	
   la	
  evolución	
  de	
   los	
  monocitos-­‐macrófagos	
   en	
  dicho	
  medio,	
   transcurridos	
   cuatro	
  

días	
  se	
  Zijaron	
  las	
  células	
  y	
  se	
  tiñeron	
  mediante	
  Giemsa	
  o	
  se	
  marcaron	
  con	
  anticuerpos	
  frente	
  a	
  

CD172a/SWC3	
  y	
  a	
  CD203a/SWC9.	
  Se	
  añadieron	
  1x106	
  células	
  al	
  medio	
  de	
  cultivo	
  retiniano.	
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   5.4.5.	
  Determinación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  TNFα	
  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	
   días	
   1,	
   3,	
   5,	
   7	
   y	
   9	
   de	
   cultivo,	
   y	
   de	
   medio	
   Neurobasal	
   A	
  

suplementado,	
   se	
  determinaron	
  los	
   niveles	
  de	
  TNFα.	
  Para	
  ello,	
   se	
  utilizaron	
  kits	
  comerciales	
  

de	
   ELISA	
   (Enzyme-­Linked	
   ImmunoSorbent	
   Assay)	
   tipo	
   sandwich	
   cuantitativo,	
   estando	
   los	
  

pocillos	
  tapizados	
  con	
  un	
  anticuerpo	
  monoclonal	
  especíZico	
  para	
  TNFα	
  porcino	
  (Porcine	
  TNF-­

α/TNFSF1A	
   Immunoassay,	
   Quantiquine®;	
   R&D	
   Systems,	
   Abingdon,	
   Reino	
   Unido),	
   con	
   estos	
  

kits	
  la	
  concentración	
  mínima	
  detectable	
  es	
  de	
  3,7	
  pg/mL.

	
   Protocolo:

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

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

2. Se	
  lavó	
  cada	
  pocillo	
  5	
  veces	
  utilizando	
  400	
  µL	
  de	
  la	
  solución	
  de	
  lavado	
  (proporcionada	
  en	
  el	
  

kit	
  del	
  ELISA).	
  

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

pocillo	
  y	
  se	
  incubó	
  durante	
  2	
  horas.

4. Se	
  lavó	
  cada	
  pocillo	
  5	
  veces	
  utilizando	
  400	
  µL	
  de	
  la	
  solución	
  de	
  lavado.	
  	
  

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

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

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

pocillo.
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7. Se	
  determinó	
  la	
  densidad	
  óptica	
  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	
  corrección	
  de	
  onda	
  de	
  540	
  nm.

	
   Con	
   las	
   lecturas	
   obtenidas	
   se	
   realizó	
   una	
   curva	
   para	
   determinar	
   los	
   niveles	
   de	
  

producción	
  de	
  citoquinas	
  en	
  base	
  a	
  la	
  dilución	
  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	
  

utilizó	
  el	
  proporcionado	
  en	
  el	
  kit	
  del	
  ELISA.

5.5.	
  Procesamientos

	
   Se	
   procesaron	
  muestras	
   retinianas	
   de	
   2,	
   3,	
   6	
  y	
  9	
  días	
   de	
   cultivo,	
   así	
   como	
   muestras	
  

tomadas	
  antes	
  de	
  comenzar	
  los	
  cultivos.	
  

	
   Crioprocesamiento:

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

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

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

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

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

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

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

4. Se	
  conservaron	
  las	
  muestras	
  en	
  ultracongelador	
  a	
  -­‐80ºC	
  (HERAfreeze;	
  Heraeus),	
  hasta	
  que	
  

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

Gläser,	
  Braunschweig,	
  Alemania)	
  y	
  se	
  conservaron	
  en	
  ultracongelador	
  hasta	
  su	
  utilización.

	
   Inclusión	
  en	
  epoxi-­resina	
  (araldita):

1. Se	
  Zijaron	
  las	
  muestras,	
  durante	
  un	
  máximo	
  de	
  2	
  horas,	
  en	
  PF	
  al	
  4%	
  en	
  PB.

2. Se	
  lavaron	
  las	
  muestras	
  en	
  PB	
  y	
  se	
  realizó	
  una	
  deshidratación	
  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	
  →	
   Óxido	
   de	
  

	
   Propileno	
  (Sigma-­‐Aldrich®)	
  10	
  minutos

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

	
   Óxido	
   de	
   Propileno/Araldita	
   (3/1)	
   1	
   hora	
   →	
   Óxido	
   de	
   Propileno/Araldita	
   (1/1)	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
   1	
  hora	
  →	
  Óxido	
  de	
  Propileno/Araldita	
  (1/3)	
  12	
  horas	
  →	
  Araldita	
  60ºC	
  30	
  minutos

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

horas.

5. Se	
  cortaron	
  las	
  muestras	
  con	
  ultramicrotomo	
  (Ultratome	
  III	
  8800;	
  LKB,	
  Bromma,	
  Suecia)	
  y	
  

se	
   recogieron	
   en	
   portaobjetos	
   tratados	
   con	
   (3-­Aminopropyl)triethoxy-­silane	
   (Sigma-­‐

Aldrich®).
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5.6.	
  Técnicas	
  de	
  tinción	
  histológica	
  y	
  citológica

	
   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	
  tiñeron	
  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	
  tiñeron	
  con	
  eosina	
  (Sigma-­‐Aldrich®)	
  durante	
  5	
  minutos.

7. Se	
  deshidrataron	
  en	
  alcoholes	
  de	
  graduación	
  creciente:	
  	
  	
  

	
   2	
  x	
  Etanol	
  96º	
  2	
  minutos	
  →	
  2x	
  Etanol	
  100º	
  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	
  tiñeron	
  los	
  cortes	
  incluidos	
  en	
  epoxi-­‐resina	
  con	
  una	
  gota	
  de	
  Azul	
  de	
  Toluidina	
  (solución	
  

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

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

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

1. Se	
   Zijaron	
   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	
  reZijaron	
  con	
  metanol	
  al	
  5%	
  (PANREAC	
  Química	
  S.A.U.)	
  durante	
  5	
  minutos.

4. Se	
  lavaron	
  en	
  PB.

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

hora.

6. Se	
  lavaron	
  las	
  muestras	
  en	
  PB.

7. Se	
  diferenció	
  con	
  solución	
  de	
  ácido	
  acético	
  (Sigma-­‐Aldrich®)	
  al	
  0,1%	
  en	
  agua	
  destilada.

8. Se	
  deshidrataron	
  con	
  pases	
  rápidos	
  en	
  alcoholes	
  de	
  graduación	
  creciente:	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
   Etanol	
  76º	
  →	
  	
  Etanol	
  96º	
  →	
  Etanol	
  100º

9. Se	
  aclararon	
  con	
  xilol.

10.Se	
  montaron	
  con	
  Entellan®.

	
   Azul	
  Tripán:

1. Sobre	
  un	
  cubreobjetos	
  se	
  depositaron	
  20	
  µL	
  de	
  Azul	
  Tripán	
  (Sigma-­‐Aldrich®).

2. Sobre	
  el	
  colorante	
  se	
  pipetearon	
  20	
  µL	
  de	
  la	
  solución	
  celular.

3. Se	
  mezclaron	
  bien	
  y	
  se	
  depositaron	
  sobre	
  un	
  hemocitómetro.
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5.7.	
  Técnicas	
  de	
  inmunohistoquímica	
  e	
  	
  inmunocitoquímica

	
   5.7.1.	
  Estudio	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller

	
   Se	
  evaluó	
  la	
  proteina	
  GFAP,	
  presente	
  en	
  los	
  Zilamentos	
  intermedios	
  de	
  las	
  células	
  gliales	
  

(astrocitos	
  y	
   células	
  de	
  Müller)	
   e	
   implicada	
  en	
  los	
   procesos	
   de	
  gliosis	
   reactiva;25,	
   282-­‐284	
   y	
   la	
  

proteina	
   CRALBP	
   (del	
   inglés,	
   Cellular	
   RetinALdehide-­Binding	
   Protein),	
   presente	
   en	
   el	
  

citoplasma	
   de	
   las	
   células	
   de	
  Müller	
   e	
   implicada	
   en	
   el	
   metabolismo	
   de	
   la	
   vitamina	
  A.285,	
   286	
  

Realizando	
  dobles	
  marcajes	
  para	
  ambas	
  proteínas	
  se	
  pueden	
  diferenciar	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  

(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	
  cámara	
  húmeda,	
   y	
  se	
  enmarcaron	
  los	
   cortes	
  

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

5. Se	
  incubó	
  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	
   incubó	
   el	
   anticuerpo	
   primario	
   anti-­‐CRALBP	
   (1:1000,	
   monoclonal	
   mouse	
   anti-­human	
  

Cellular	
  Retinaldehyde-­Binding	
  Protein;	
  Abcam	
  plc.,	
  Cambridge,	
  UK),	
  durante	
  12	
  horas	
  a	
  4ºC.

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	
   tiñeron	
   con	
   DAPI	
   (10	
   μg/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	
   especíZico	
   para	
   muestras	
   de	
   inmunoZluorescencia,	
  

Qluorescent	
  mounting	
  medium	
  (DakoCytomation	
  Inc.).

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

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

2. Se	
  desplastiZicaron	
  en	
  solución	
  envejecida	
  de	
  etóxido	
  sódico	
  durante	
  1	
  hora.	
  Compuesta	
  por	
  

50%	
  de	
  etóxido	
  sódico	
  envejecido,	
  30%	
  de	
  acetona	
  y	
  20%	
  de	
  tolueno.

3. Se	
  lavaron	
  los	
  cortes	
  en	
  acetonas	
  de	
  graduación	
  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	
  cámara	
  húmeda,	
   y	
  se	
  enmarcaron	
  los	
   cortes	
  

con	
  Pap	
  Pen.

6. Se	
  incubó	
  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	
   incubó	
   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	
  tiñeron	
  con	
  DAPI	
  durante	
  8	
  minutos	
  en	
  oscuridad.	
  

11.Se	
  lavaron	
  los	
  cortes	
  en	
  TBS	
  (3	
  x	
  5	
  minutos).

12.Se	
  montaron	
  con	
  Qluorescent	
  mounting	
  medium.

	
   5.7.2.	
  Estudio	
  de	
  los	
  monocitos	
  y	
  de	
  los	
  macrófagos

	
   Células	
  en	
  placa	
  de	
  cultivo:

	
   Se	
   evaluó	
   la	
   proteina	
   CD172a/SWC3,	
   presente	
   en	
   la	
   línea	
  monocitaria	
   porcina,	
   y	
   la	
  

CD203a/SWC9,	
   presente	
   en	
   los	
   macrófagos	
   maduros.288,	
   289	
   Realizando	
   dobles	
  marcajes	
   se	
  

permite	
  diferenciar	
  ambas	
  poblaciones	
  celulares.	
  

	
   Protocolo:

1. Se	
  retiró	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  y	
  se	
  Zijaron	
  las	
  células	
  con	
  PF	
  al	
  4%	
  en	
  PB	
  durante	
  5	
  minutos.

2. Se	
  lavaron	
  en	
  PBS	
  (3	
  x	
  5	
  minutos).

3. Se	
  incubó	
  en	
  suero	
  de	
  cabra	
  (Sigma-­‐Aldrich®)	
  al	
  5%	
  en	
  PBS	
  durante	
  20minutos.

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

CD203a;	
  AbD	
  Serotec)	
  durante	
  12	
  horas	
  a	
  4ºC.

5. Se	
  lavaron	
  en	
  PBS	
  (3	
  x	
  5	
  minutos).
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6. Se	
   incubó	
   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	
   incubó	
   el	
   anticuerpo	
   primario	
   CD172a/SWC3	
   (1:10,	
   monoclonal	
   mouse	
   anti-­pig	
  

CD172a:FITC	
  (verde);	
  AbD	
  Serotec)	
  durante	
  12	
  horas	
  a	
  4º	
  y	
  en	
  oscuridad.

9. Se	
  lavaron	
  en	
  PBS	
  (3	
  x	
  5	
  minutos).

10.Se	
  tiñeron	
  con	
  DAPI	
  durante	
  8	
  minutos	
  en	
  oscuridad.	
  

11.Se	
  lavaron	
  en	
  PBS	
  (3	
  x	
  5	
  minutos).

12.Se	
  montaron	
  con	
  Qluorescent	
  mounting	
  medium.

5.8.	
  Evaluación	
  microscópica

	
   Las	
  preparaciones	
  fueron	
  evaluadas	
  mediante	
  un	
  microscopio	
  de	
  luz	
   transmitida	
  Leica	
  

DM4000B	
   (Leica	
   Microsystems,	
   Wetzlar,	
   Alemania),	
   equipado	
   con	
   lámpara	
   de	
  

epiZluorescencia.	
   Las	
   imágenes	
   fueron	
   capturadas	
   con	
   una	
   cámara	
   Leica	
   DFC490	
   (Leica	
  

Microsystems).	
  Las	
  preparaciones	
  procesadas	
  para	
  su	
  estudio	
  mediante	
  microscopía	
  confocal	
  

fueron	
  evaluadas	
   con	
  un	
  sistema	
  de	
  imágen	
  para	
  microscopía	
  confocal	
  Leica	
  TCS	
  SP2	
  (Leica	
  

Microsystems)	
   equipado	
   con	
   láseres	
   Ar-­‐Kr,	
   estos	
   estudios	
   fueron	
   llevados	
   a	
   cabo	
   en	
   la	
  

Universidad	
  de	
  Alicante	
  (Alicante,	
  España),	
  con	
  la	
  colaboración	
  del	
  Profesor	
  Nicolás	
  Cuenca.
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   Los	
   estudios	
   comparativos	
   basados	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   marcadores	
  

inmunoZluorescentes	
   se	
   llevaron	
   a	
   cabo	
   en	
   imágenes	
  adquiridas	
   con	
   los	
  mismos	
   niveles	
  de	
  

exposición,	
   intensidad	
   y	
   ganancia.	
   El	
   brillo	
   y	
   el	
   contraste	
   de	
   las	
   imágenes	
   fue	
   ajustado	
  

mediante	
  el	
   software	
  Adobe	
  Photoshop	
  (versión	
  10.0.1	
  para	
  Macintosh;	
   Adobe	
  Systems,	
   San	
  

Jose,	
  EE.UU.).

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

utilización.

	
   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,	
   España),	
   añadiendo	
   HCl	
   o	
   NaOH	
   (ambos	
  

PANREAC	
  Química	
  S.A.U.)	
  según	
  fue	
  necesario.

	
   Las	
  medidas	
  del	
  espesor	
  retiniano	
  se	
  realizaron	
  con	
  el	
  software	
  ImageJ	
  (version	
  1.4.1o,	
  

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	
  especiZicidad	
  celular	
  está	
  bien	
  caracterizada,	
  por	
  éste	
  y	
  otros	
  

grupos	
  de	
   investigación.	
   Complementaria	
  y	
  paralelamente	
  a	
   los	
  experimentos	
  se	
  procesaron	
  

muestras	
   control,	
   en	
   las	
   que	
   se	
   omitió	
   el	
   anticuerpo	
   primario,	
   no	
   encontrando	
  

inmunoreactividad	
  en	
  ningún	
  caso.
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6. Resultados
!





6.1.	
  Caracterización	
  histológica	
  e	
  inmunohistoquímica	
  de	
  

la	
  retina	
  porcina	
  recién	
  desprendida

	
   Evaluación	
  histológica	
  de	
  la	
  retina	
  recién	
  desprendida:

	
   A	
  partir	
  de	
  las	
  muestras	
  retinianas	
  recién	
  desprendidas,	
  procesadas	
  y	
  teñidas	
  con	
  Azul	
  

de	
  Toluidina,	
   se	
  observó	
  que	
  a	
  pesar	
  del	
  desprendimiento	
  mecánico	
  al	
  que	
  fueron	
  sometidas	
  

las	
  muestras	
  para	
  su	
  separación	
  del	
  EPR,	
  se	
  conservó	
  perfectamente	
  la	
  compleja	
  arquitectura	
  

retiniana,	
   permitiendo	
   diferenciar	
   las	
   nueve	
   capas	
   de	
   la	
   retina	
   neural	
   (Fig.	
   6.1.A).	
   Los	
  

segmentos	
  externos	
  (OS;	
  del	
  inglés	
  Outer	
  Segments)	
  e	
  internos	
  (IS;	
  del	
  inglés,	
  Inner	
  Segments)	
  

de	
  los	
  fotorreceptores	
  se	
  mantuvieron	
  íntegros	
  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	
  Zilas	
  de	
  núcleos	
  en	
  

estas	
  muestras.	
  

	
   Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  de	
  la	
  retina	
  recién	
  desprendida:

	
   En	
  estas	
  muestras,	
   la	
   GFAP	
  solo	
   se	
  detectó	
   a	
   nivel	
  de	
   la	
  membrana	
  limitante	
   interna	
  

(ILM;	
  del	
  inglés	
  Inner	
  Limmiting	
  Membrane)	
  y	
  en	
  la	
  capa	
  de	
  Zibras	
  del	
  nervio	
  óptico	
  (NFL;	
  del	
  

inglés,	
  Nerve	
  Fiber	
  Layer)	
  (Fig.	
  6.1.B).	
  La	
  otra	
  proteína	
  evaluada,	
  CRALBP,	
  se	
  identiZicó	
  a	
  través	
  

de	
  todo	
  el	
  espesor	
  retiniano	
  (Fig.	
  6.1.C).	
  La	
  tinción	
  nuclear	
  DAPI	
  permitió	
  identiZicar	
  y	
  evaluar	
  

la	
  organización	
  de	
  la	
  capa	
  de	
  las	
  células	
  ganglionares	
  (GCL;	
  del	
  inglés,	
  Ganglion	
  Cell	
  Layer),	
  de	
  

la	
   INL	
   y	
   de	
   la	
   ONL,	
   presentando	
   éstas	
   un	
   patrón	
   de	
   conservación	
   adecuado	
   tras	
   el	
  

desprendimiento	
  mecánico.
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Figura 6.1 Tinción con Azul de Toluidina (A), y distribución de la GFAP (B&C, rojo) y de la CRALBP 

(C, verde) en retinas porcinas recién desprendidas. Los núcleos celulares se muestran teñidos 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 

óptico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 μm.

6.2.	
  Caracterización	
  histológica	
  e	
  inmunohistoquímica	
  de	
  

los	
  explantes	
  neurorretinianos	
  durante	
  el	
  cultivo	
  

	
   Evaluación	
  histológica	
  de	
  los	
  explantes	
  durante	
  el	
  cultivo:

	
   En	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  y	
  teñidos	
  con	
  Azul	
  de	
  Toluidina,	
  a	
  los	
  tres	
  días	
  (Fig.	
  6.2.1A)	
  

los	
  OS	
  de	
  los	
  fotorreceptores	
  aparecieron	
  fragmentados	
  y	
  desorganizados,	
  mientras	
  que	
  los	
  IS,	
  

aún	
   presentes,	
   mostraron	
   una	
   morfología	
   similar	
   a	
   la	
   observada	
   tras	
   el	
   desprendimiento	
  

mecánico.	
  En	
  este	
   tiempo	
   de	
  estudio	
   aún	
  se	
  mantuvieron	
  entre	
  5	
  y	
   6	
   Zilas	
  de	
  núcleos	
   de	
   los	
  

fotorreceptores	
  en	
  la	
  ONL,	
  pero	
  ya	
  se	
  pudo	
  apreciar	
  una	
  pérdida	
  de	
  la	
  compactación	
  celular	
  en	
  

esta	
   capa.	
   Aunque	
   el	
   resto	
   de	
   capas	
   retinianas	
   se	
   mostraron	
   aparentemente	
   normales,	
  

comenzaron	
   a	
   detectarse	
   algunos	
   cambios	
   histológicos.	
   En	
   la	
   INL	
   se	
   observó	
   una	
  

estructuración	
  celular	
  aparentemente	
  normal,	
  pero	
  con	
  procesos	
  de	
  vacuolización.	
  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	
  vacuolización.	
  

	
   Tras	
  seis	
  días	
  en	
  cultivo	
  (Fig.	
  6.2.1B),	
  al	
  igual	
  que	
  a	
  los	
  tres	
  días,	
  se	
  pudieron	
  identiZicar	
  

restos	
  celulares	
  desprendidos	
  de	
  los	
  OS	
  de	
  los	
  fotorreceptores	
  en	
  lo	
  que	
  se	
  correspondería	
  con	
  

el	
  área	
  subretiniana	
  (Figs.	
  6.2.1A&B,	
  áreas	
  elipsoidales).	
  En	
  este	
  tiempo	
  de	
  estudio	
  dejaron	
  de	
  

apreciarse,	
   histológicamente,	
   los	
   IS,	
   y	
   se	
   observó	
   un	
   notable	
   acortamiento	
   en	
   la	
   capa	
  

plexiforme	
  externa	
   (OPL;	
  del	
   inglés,	
  Outer	
  Plexiform	
  Layer)	
  y	
   en	
  la	
   IPL.	
   El	
   número	
  de	
  líneas	
  

nucleares	
   en	
   la	
  ONL	
   se	
  mantuvo	
  aparentemente	
  constante,	
  mientras	
  que	
   en	
   la	
   INL	
   apareció	
  

marcadamente	
  reducido.	
  Se	
  percibieron	
  núcleos	
  celulares	
  en	
  la	
  IPL,	
  y	
  desaparecieron,	
  casi	
  por	
  

completo,	
  las	
  células	
  ganglionares	
  de	
  la	
  GCL.	
  

	
   A	
  los	
  nueve	
  días	
  de	
  cultivo	
  se	
  apreció	
  una	
  neoformación	
  tisular	
  (Fig.	
  6.2.1C	
  Zlechas)	
  en	
  

la	
  zona	
  más	
  externa	
  de	
  la	
  retina.	
  Los	
  OS	
  de	
  los	
  fotorreceptores	
  dejaron	
  de	
  apreciarse	
  en	
  el	
  área	
  

subretiniana.	
   La	
  ONL	
  mostró	
  una	
  marcada	
  pérdida	
  de	
   la	
  compactación	
  y	
  de	
   la	
  organización	
  

celular	
   característica,	
   observando	
   un	
   engrosamiento	
   de	
   esta	
   capa.	
   Mientras	
   que	
   la	
   INL	
  

apareció	
   profundamente	
   desorganizada.	
   No	
   fue	
   posible	
   identiZicar	
   la	
   IPL	
   y	
   la	
   OPL	
   ya	
   que	
  

estaban	
  muy	
  reducidas,	
  y	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  células	
  ganglionares	
  habían	
  desaparecido.	
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Figura 6.2.1 Tinción con Azul de Toluidina en explantes cultivados durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) días.  

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 μm.

! Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  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	
  expresión	
  de	
  esta	
  

proteína	
  en	
  comparación	
  con	
  las	
  muestras	
  recién	
  desprendidas	
  (Fig.	
  6.1B).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  

observó	
  una	
  desorganización	
  progresiva	
  de	
  la	
  estructura	
  retiniana,	
   apreciándose	
  una	
  mayor	
  

distancia	
  entre	
  los	
  núcleos	
  celulares,	
  y	
  perdiéndose,	
   en	
  algunas	
  zonas,	
  la	
  clara	
  diferenciación	
  

histológica	
  de	
  las	
  capas	
  retinianas.

	
   A	
  los	
  tres	
  días	
  de	
  cultivo	
  (Fig.	
  6.2.2A)	
  apareció	
  una	
  mayor	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  a	
  nivel	
  

de	
   la	
   NFL,	
   llegando	
   incluso	
   a	
   presentarse	
   en	
   la	
   GCL.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   también	
   comenzó	
   a	
  

observarse	
  como	
   los	
  Zilamentos	
  intermedios	
   GFAP+	
  se	
  prolongaban	
  a	
   lo	
   largo	
   del	
  citoplasma	
  

de	
  las	
   células	
  de	
  Müller,	
  atravesando	
   el	
   nivel	
  de	
  la	
  INL	
   y	
  llegando	
   incluso	
  a	
  adentrarse	
  en	
  la	
  

ONL.	
  	
  	
  

	
   Tras	
   seis	
   días	
   en	
   cultivo	
   (Fig.	
   6.2.2B)	
   la	
   expresión	
   de	
   esta	
   proteina	
   aumentó	
  

considerablemente	
   en	
   las	
   capas	
   retinianas	
   más	
   internas,	
   apreciándose	
   completamente	
   los	
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cuerpos	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  a	
   lo	
   largo	
  del	
   tejido	
   retiniano,	
  debido	
  a	
  la	
  notable	
  expresión	
  

de	
  la	
  GFAP	
  en	
  su	
  interior.	
   Por	
  otra	
  parte,	
   los	
  Zilamentos	
  intermedios	
  GFAP+	
  crecieron	
  por	
  las	
  

prolongaciones	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  en	
  las	
  capas	
  más	
  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	
  Zlechas).	
  

	
   A	
   la	
   Zinalización	
   del	
   cultivo,	
   es	
   decir	
   a	
   los	
   9	
   días	
   (Fig.	
   6.2.2C),	
   se	
   apreciaron	
  

perfectamente	
  los	
  cuerpos	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  que	
  discurren	
  desde	
  la	
  ILM	
  hasta	
  la	
  OLM,	
  

repletos	
  de	
  GFAP,	
  al	
   igual	
  que	
  sus	
  múltiples	
  prolongaciones	
  celulares,	
  que	
  se	
  extienden	
  por	
  el	
  

espesor	
   retiniano	
   rodeando	
   a	
   las	
   células	
   neuronales.	
   En	
   este	
   punto,	
   sus	
   extensiones	
   más	
  

externas	
  marcadas	
   con	
  anticuerpo	
   anti-­‐GFAP	
  atravesaron	
  la	
  OLM	
  y	
  comenzaron	
  a	
   invadir	
  el	
  

área	
  subretiniana,	
  disponiéndose	
  en	
  una	
  Zina	
  formación	
  de	
  monocapa	
  perpendicularmente	
  al	
  

tejido	
   retiniano	
   (Fig.	
   6.2.2C	
   Zlechas).	
   Por	
   otra	
   parte,	
   en	
   este	
   tiempo	
   de	
   estudio,	
   se	
   redujo	
  

considerablemente	
  el	
  número	
  de	
  núcleos	
  marcados	
  con	
  DAPI	
  en	
  la	
  INL,	
  no	
  apreciándose	
  éstos	
  

en	
  la	
  GCL.

	
  

Figura 6.2.2 Distribución de la GFAP (rojo) en explantes cultivados durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) días. 

Los núcleos celulares se muestran teñidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa 

nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares; NFL: capa de fibras del nervio óptico; ILM: 

membrana limitante interna. Barras de escala: 20 μm."
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   Los	
  explantes	
  doblemente	
  inmunomarcados	
  con	
  anticuerpos	
  anti-­‐GFAP	
  y	
  anti-­‐CRALBP	
  

(Fig.	
   6.2.3A-­‐C)	
   permitieron	
   valorar	
   subjetivamente	
   la	
   cantidad	
   de	
   células	
   de	
   Müller	
   que	
  

expresaron	
   GFAP,	
   del	
   total	
   CRALBP	
   presentes	
   en	
   el	
   espesor	
   retiniano.	
   De	
   este	
   modo,	
  

comparado	
   con	
   las	
   células	
   de	
   Müller	
   CRALBP+,	
   solo	
   un	
   pequeño	
   número	
   de	
   células	
  

presentaron	
  reactividad	
  GFAP+,	
  extendiéndose	
  el	
  marcaje	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  éstas,	
  progresivamente	
  

durante	
  el	
  cultivo,	
  y	
   Zinalmente,	
  alcanzando	
   las	
  capas	
  retinianas	
  más	
  externas,	
   llegando	
  hasta	
  

la	
  OLM.	
  Se	
  apreció	
  una	
  perdida	
  de	
  la	
  compactación	
  nuclear,	
  claramente	
  marcada	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  

ONL,	
   observando	
  como	
  las	
  prolongaciones	
  GFAP+	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  discurren	
  entre	
  los	
  

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

	
   La	
  expresión	
  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	
   Müller	
   (GFAP+	
   CRALBP+)	
   de	
   los	
   astrocitos	
   (GFAP+	
  

CRALBP-­‐),	
   apreciándose	
   como	
   aumentó	
   notablemente	
   la	
   expresión	
  de	
   la	
   GFAP	
  en	
   las	
   capas	
  

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

Figura 6.2.3 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados durante 

3 (A), 6 (B) y 9 (C) días. Los núcleos celulares se muestran teñidos con DAPI (azul). ONL: capa 

nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares. Barras de 

escala: 20 μm.
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   Los	
   explantes	
   doblemente	
   inmunomarcados	
   y	
   evaluados	
   mediante	
   microscopía	
  

confocal,	
   revelaron	
   que	
   la	
   proteína	
   CRALBP	
   se	
   presentó	
   más	
   concentrada	
   en	
   las	
   capas	
  

retinianas	
   externas.	
   A	
   los	
   seis	
   días	
   de	
   cultivo	
   (Fig.	
   6.2.4A)	
   solo	
   algunas	
   células	
   de	
   Müller	
  

expresaron	
  GFAP	
   en	
   sus	
   prolongaciones	
  más	
   externas	
   (Fig.	
   6.2.4A	
   Zlechas),	
   en	
   comparación	
  

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	
  días	
  

(Fig.	
   6.2.4B)	
   la	
  GFAP	
   fue	
   expresada	
   por	
  un	
  mayor	
  número	
   de	
  células	
   de	
  Müller,	
   llegando	
   a	
  

atravesar	
   la	
   OLM	
   (Fig.	
   6.2.4B	
   Zlechas)	
   y	
   comenzando	
   a	
   apreciarse	
   en	
  el	
   área	
   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 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde), evaluadas mediante 

microscopía confocal, en explantes cultivados durante 6 (A) y 9 (B) días. OLM: membrana limitante 

externa; ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células 

ganglionares. NFL: capa de fibras del nervio óptico; ILM: membrana limitante interna. Barras de 

escala: 20 μm.
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   Otros	
  hallazgos:

	
   Durante	
   el	
   desarrollo	
   de	
   los	
   cultivos	
   organotípicos,	
   se	
   percibió	
   macroscópicamente	
  

como	
  los	
  explantes	
  retinianos	
  mantuvieron	
  su	
  transparencia	
  y	
  fueron	
  adelgazándose	
  durante	
  

el	
  cultivo.	
  Este	
  adelgazamiento	
  originó	
  la	
  visualización	
  de	
  pequeños	
  vasos,	
  que	
  no	
  habían	
  sido	
  

perceptibles	
   al	
   comienzo	
   del	
   cultivo.	
   Los	
   explantes	
   que	
   perdieron	
   la	
   transparencia	
   en	
   los	
  

primeros	
  días	
  de	
  cultivo	
  fueron	
  descartados	
  del	
  estudio.

	
   Por	
  otra	
  parte,	
  durante	
  las	
   primeras	
  fases	
  de	
  la	
  puesta	
  a	
  punto	
  del	
  modelo	
  de	
   cultivo	
  

organotípico	
  de	
  neurorretina	
  porcina,	
  se	
  pudo	
  apreciar	
  como	
  algunos	
  explantes	
  presentaron	
  a	
  

los	
  nueve	
  días	
  de	
  cultivo	
  un	
  patrón	
  de	
  desorganización	
  celular	
  más	
  pronunciado,	
  perdiéndose	
  

completamente	
   la	
   arquitectura	
   retiniana.	
   Estos	
   hallazgos	
   solo	
   aparecieron	
   en	
   los	
   primeros	
  

experimentos.	
  	
  

	
   En	
   estas	
   muestras	
  más	
   degeneradas,	
   teñidas	
   con	
  Azul	
   de	
   Toluidina	
   (Fig.	
   6.2.5A),	
   se	
  

observó	
  como	
  el	
  pequeño	
  número	
  de	
  núcleos	
  celulares	
  presentes	
  a	
  los	
  nueve	
  días	
  de	
  cultivo,	
  

aparecieron	
   degenerados	
   y	
   distribuidos	
   aleatoriamente	
   por	
   el	
   parénquima	
   retiniano,	
   sin	
  

ningún	
   patrón	
  de	
  organización.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   en	
  la	
   región	
  externa	
  a	
   la	
   OLM	
  apareció	
   una	
  

gruesa	
   capa	
   de	
   tejido	
   neoformado,	
   orientada	
   perpendicularmente	
   al	
   resto	
   del	
   parénquima	
  

retiniano	
   (Fig.	
   6.2.5A	
   Zlechas).	
   Las	
   muestras	
   inmunomarcadas	
   con	
   anti-­‐GFAP	
   (Fig.	
   6.2.5B)	
  

corroboraron	
  que,	
  los	
  pocos	
  núcleos	
  DAPI+	
  presentes	
  aparecían	
  distribuidos	
  al	
  azar,	
  mientras	
  

que	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
  GFAP	
   aparecía	
   aumentada	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
  NFL.	
   Varias	
   prolongaciones	
  	
  

GFAP+	
   de	
  las	
   células	
  de	
  Müller	
  se	
  extendían	
  externamente	
  a	
  la	
  OLM	
  (Fig.	
   6.2.5B	
   Zlechas),	
   con	
  

una	
  orientación	
  perpendicular.
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Figura 6.2.5 Tinción con Azul de Toluidina (A), y distribución de la GFAP (B, rojo) en explantes 

cultivados durante 9 días, presentando una gran desorganización tisular. Los núcleos celulares se 

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

capa de fibras del nervio óptico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 μm.

6.3.	
  Caracterización	
  histológica	
  e	
  inmunohistoquímica	
  de	
  

los	
  explantes	
  neurorretinianos	
  cultivados	
  con	
  PBMCs

	
   Obtención	
  y	
  evaluación	
  histológica	
  de	
  los	
  PBMCs:

	
   De	
   cada	
   muestra	
   sanguínea	
   se	
   obtuvieron	
   una	
   media	
   de	
   15x106	
   PBMCs/mL,	
  

presentando	
  éstos	
  una	
  viabilidad	
  celular	
  superior	
  al	
  90%.

	
   Las	
   extensiones	
   celulares	
   de	
   una	
   gota	
   de	
   PBMCs	
   sobre	
   porta,	
   teñidos	
   mediante	
   la	
  

técnica	
   de	
   Giemsa,	
   mostraron	
   la	
   presencia	
   de	
   linfocitos	
   (Fig.	
   6.3.1A	
   Zlechas	
   azules)	
   y	
  

monocitos	
  (Fig.	
  6.3.1A	
  Zlechas	
  rojas)	
  en	
  la	
  fracción	
  celular.	
  

	
   Los	
  PBMCs	
  cultivados	
  en	
  placa	
  durante	
  dos	
  días,	
  tras	
  ser	
  teñidos	
  con	
  Giemsa,	
  revelaron	
  

que	
   la	
  mayoría	
  de	
   las	
  células	
   presentes	
   eran	
  monocitos	
   que	
   se	
   estaban	
  diferenciando	
   hacia	
  

macrófagos,	
   al	
   observar	
  células	
  de	
  mayor	
   tamaño,	
   con	
  un	
  mayor	
  porcentaje	
  de	
  citoplasma	
  y	
  

con	
  núcleos	
  de	
  morfología	
  arriñonada	
  (Fig.	
  6.3.1B	
  Zlechas	
  rojas).	
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Figura 6.3.1 Tinción con Giemsa de las extensiones celulares de los PBMCs (A) y de los PBMCs 

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

macrófagos (B). Barras de escala: 20 μm.

	
   Evaluación	
  histológica	
  de	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  PBMCs:

	
   Los	
   explantes	
   cultivados	
   en	
   presencia	
   de	
   PBMCs	
   no	
   presentaron	
   modiZicaciones	
  

signiZicativas,	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  controles,	
  a	
  los	
  tres	
  y	
  seis	
  días	
  de	
  cultivo.	
  Sin	
  embargo,	
  a	
  

los	
  nueve	
  días	
   (Fig.	
   6.3.2A)	
  se	
  apreció	
   una	
  mayor	
  desorganización	
  celular.	
  Observándose,	
   en	
  

comparación	
  con	
   los	
   controles	
   (Fig.	
   6.2.1C),	
   una	
  mayor	
   reducción	
  en	
   el	
   número	
   de	
   núcleos	
  

presentes	
   en	
   la	
   ONL	
   y	
   en	
   la	
   INL;	
   un	
   marcado	
   acortamiento	
   de	
   la	
   OPL	
   y	
   de	
   la	
   IPL,	
   casi	
  

inapreciables,	
   apareciendo	
   núcleos	
   celulares	
   en	
   esta	
  última;	
   y	
   la	
   ausencia	
   de	
   núcleos	
   en	
   la	
  

GCL.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  además	
  del	
  tejido	
  neoformado	
  que	
  se	
  apreció	
  bordeando	
  externamente	
  a	
  

la	
  OLM,	
  se	
  percibió	
  una	
  migración	
  de	
  núcleos	
  hacia	
  esta	
  región	
  (Fig.	
  6.3.2A	
  Zlechas),	
  quedando	
  

englobados	
  en	
  ese	
  tejido.	
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Figura 6.3.2A Tinción con Azul de Toluidina de los explantes cultivados con PBMCs 

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

limitante interna. Barra de escala: 20 μm.

	
   Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  PBMCs:

	
   Los	
  explantes	
  procesados	
   e	
   inmunomarcados	
  para	
   la	
  detección	
  de	
   la	
  GFAP,	
   revelaron	
  

un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  esta	
  proteína	
  e	
  importantes	
  cambios	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  a	
  

lo	
  largo	
  de	
  todos	
  los	
  tiempos	
  de	
  estudio	
  (Fig.	
  6.3.3A-­‐C),	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  controles	
  (Fig.	
  

6.2.2A-­‐C).	
   Progresivamente,	
   se	
  observó	
  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	
  Müller	
  

presentaron	
   un	
   cuerpo	
   celular	
   más	
   engrosado	
   y	
   repleto	
   de	
   Zilamentos	
   intermedios	
   GFAP+.	
  

Alcanzando	
  éstos,	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  citoplasma	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
   la	
  ONL	
  a	
  los	
  tres	
  días	
  (Fig.	
  

6.3.3A)	
  y	
   la	
  OLM	
  a	
  los	
   seis	
   días	
   de	
  cultivo	
   (Fig.	
   6.3.3B),	
   para	
   Zinalmente	
  atravesar	
  esta	
  capa,	
  

extendiendo,	
   las	
   células	
   de	
   Müller,	
   múltiples	
   de	
   sus	
   engrosadas	
   prolongaciones	
   celulares	
  	
  

GFAP+	
  por	
  el	
  supuesto	
  área	
  subretiniana,	
  formando	
  múltiples	
  capas	
  (Fig.	
  6.3.3C	
  Zlechas).	
  A	
   los	
  

nueve	
  días,	
  se	
  observó	
  una	
  notable	
  reducción	
  en	
  el	
  número	
  de	
  núcleos	
  DAPI+.
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Figura 6.3.3 Distribución de la GFAP (rojo) en explantes cultivados con PBMCs durante 3 (A), 6 (B) 

y 9 (C) días. Los núcleos celulares se muestran teñidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear 

externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares; NFL: capa de fibras del 

nervio óptico; ILM: membrana limitante interna. Barras de escala: 20 μm."

	
   Las	
   muestras	
   doblemente	
   inmunomarcadas	
   y	
   evaluadas	
   mediante	
   microscopía	
  

confocal,	
  mostraron	
  mayor	
  número	
  de	
  células	
  de	
  Müller	
   expresando	
   GFAP	
  a	
   los	
  seis	
  días,	
   en	
  

comparación	
   con	
   el	
   total	
   CRALBP+	
   (Fig.	
   6.3.4A),	
   presentándose	
   esta	
   proteína	
   en	
   las	
   capas	
  

retinianas	
   más	
   externas	
   (Fig.	
   6.3.4A	
   Zlechas)	
   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	
  más	
  externas	
  durante	
  este	
  tiempo	
  de	
  estudio	
  

(Fig.	
  6.3.4A	
  cabezas	
  de	
  Zlecha).	
  Finalmente,	
  a	
  los	
  nueve	
  días,	
  se	
  apreció	
  una	
  retina	
  totalmente	
  

desorganizada,	
   con	
  gran	
  expresión	
   de	
   la	
  GFAP	
  en	
  todo	
   el	
   parénquima	
   retiniano,	
   llegando	
   a	
  

atravesar	
   la	
   OLM	
   (Fig.	
   6.3.4B	
   Zlechas).	
   Los	
   astrocitos	
   mostraron	
   sus	
   prolongaciones	
  

extendiéndose	
   por	
   la	
   región	
   de	
   la	
   INL	
   (Fig.	
   6.3.4B	
   cabeza	
   de	
   Zlecha),	
   y	
   se	
   apreció	
   una	
  

disminución	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  CRALBP,	
  sobre	
  todo	
  en	
  la	
  porción	
  retiniana	
  más	
  externa.
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Figura 6.3.4 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde), evaluadas mediante 

microscopía confocal, en explantes cultivados con PBMCs durante 6 (A) y 9 (B) días. OLM: 

membrana limitante externa; ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de 

las células ganglionares; NFL: capa de fibras del nervio óptico; ILM: membrana limitante interna. 

Barras de escala: 20 μm."

6.4.	
  Caracterización	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  

neurorretinianos	
  cultivados	
  con	
  monocitos	
  CD14+

	
   Obtención	
  de	
  los	
  monocitos	
  CD14+:	
  

	
   De	
   cada	
   muestra	
   sanguínea	
   se	
   obtuvieron	
   una	
   media	
   de	
   100x106	
   PBMCs/mL,	
  

presentando	
   una	
   viabilidad	
   celular	
   superior	
   al	
   98%	
   y	
   con	
   una	
   riqueza	
   en	
   monocitos,	
  

determinada	
  mediante	
  citometría	
  de	
  Zlujo,	
  cercana	
  al	
  38%	
  (Fig.	
  6.4.1A).

	
   Partiendo	
  de	
  20x106	
  PBMCs,	
   tras	
  deplección	
  celular	
  magnética,	
  se	
  obtuvieron	
  12x106	
  

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	
  selección	
  celular	
  magnética,	
  se	
  obtuvieron	
  9x106	
  células,	
  

presentando	
  una	
  viabilidad	
  celular	
  del	
  95%	
  y	
  con	
  una	
  pureza	
  en	
  monocitos	
  CD14+	
  del	
  95,5%	
  

(Fig.	
  6.4.1C).	
  

6. Resultados

101



Figura 6.4.1 Fracciones celulares de los PBMCs (A), tras deplección (B) y selección celular 

magnética (C), relacionando la complejidad celular (SS, del inglés, Side Scatter) con el tamaño 

celular (FS, del inglés, Forward Scatter). Se representan la fracción linfocítica (verde) y la 

monocítica (azul).  

	
   Evaluación	
  histológica	
  e	
  inmunocitoquímica	
  de	
  los	
  monocitos	
  CD14+:	
  

	
   Los	
  monocitos	
  CD14+	
  tras	
  ser	
  cultivados	
  en	
  placa	
  durante	
  cuatro	
  días,	
   en	
  el	
  medio	
  de	
  

cultivo	
   retiniano,	
   mostraron,	
   mediante	
   tinción	
   con	
   Giemsa	
   (Fig.	
   6.4.2),	
   características	
  

morfológicas	
   de	
   macrófagos	
   maduros,	
   como	
   son	
   un	
   gran	
   tamaño	
   celular,	
   con	
   abundante	
  

citoplasma,	
  y	
  con	
  núcleos	
  de	
  morfología	
  arriñonada.	
  	
  

	
  

Figura 6.4.2 Tinción con Giemsa de monocitos CD14+ cultivados durante cuatro días. 

Barra de escala: 20 μm.
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   Mediante	
   técnicas	
   de	
   inmunocitoquímica,	
   se	
   reveló	
   la	
   expresión,	
   por	
   parte	
   de	
   las	
  

células,	
  de	
  las	
  proteínas	
  SWC3	
  (Fig.	
  6.4.3A,C&D),	
  característica	
  de	
  la	
  línea	
  monocítica	
  porcina,	
  

y	
  de	
  la	
  SWC9	
  (Fig.	
  6.4.3B-­‐D),	
  característica	
  de	
  los	
  macrófagos	
  porcinos	
  maduros.

	
  

Figura 6.4.3 Distribución de la SWC3 (A,C&D, verde) y de la SWC9 (B-D, rojo) en monocitos CD14+ 

cultivados durante cuatro días. Los núcleos celulares se muestran teñidos con DAPI (D, azul). 

Barras de escala: 10 μm.

	
   Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  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	
   expresión	
   de	
   esta	
  

proteína	
  a	
   lo	
   largo	
  de	
   las	
   células	
  de	
  Müller.	
   Apareciendo	
   a	
  nivel	
   de	
  la	
   INL	
   a	
   los	
   3	
  días	
   (Fig.	
  

6.4.4A),	
  en	
  la	
  ONL	
  a	
  los	
  6	
  días	
  (Fig.	
  6.4.4B),	
  y	
  Zinalmente,	
  atravesando	
  la	
  OLM	
  e	
  invadiendo,	
  las	
  

prolongaciones	
  GFAP+	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  el	
  área	
  suretiniana,	
  a	
  los	
  9	
  días	
  de	
  cultivo	
  (Fig.	
  

6.4.4C	
  Zlechas).	
  Este	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  fue	
  similar	
  al	
  observado	
  en	
  los	
  controles

(Fig.	
  6.2.2A-­‐C).
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Figura 6.4.4 Distribución de la GFAP (rojo) en explantes cultivados con monocitos CD14+ durante 3 

(A), 6 (B) y 9 (C) días. Los núcleos celulares se muestran teñidos 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 μm."

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

con	
  monocitos	
  CD14+:

	
   Los	
  niveles	
  promedio	
  de	
  TNFα,	
  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	
   día	
   1	
   de	
   cultivo.	
   No	
   se	
   detectó	
   TNFα	
   en	
   los	
   otros	
   tiempos	
   de	
   estudio	
  

analizados	
  (Fig.	
  6.4.5	
  línea	
  verde).	
  

	
   Por	
  el	
  contrario,	
  en	
  el	
  cultivo	
  con	
  monocitos	
  CD14+	
  (Fig.	
  6.4.5	
  línea	
  azul)	
  se	
  detectaron	
  

niveles	
  de	
  TNFα	
  durante	
   todo	
   el	
   experimento,	
   aumentando	
  hasta	
  7,0	
  (±1,6)	
  pg/mL	
   el	
   día	
  1,	
  

11,6	
  (±1,9)	
  pg/mL	
  el	
  día	
  3	
  y	
  llegando	
  a	
  un	
  máximo	
  de	
  13,7	
  (±3,0)	
  pg/mL	
  el	
  día	
  5	
  de	
  cultivo.	
  A	
  

los	
  7	
  días,	
   la	
  concentración	
  de	
  TNFα	
  se	
  mantuvo	
  en	
  cotas	
  bastante	
  similares,	
   12,9	
  (±2,7)	
  pg/

mL,	
  para	
  disminuir	
  brúscamente	
  hasta	
  un	
  mínimo	
  de	
  6,8	
  (±3,0)	
  pg/mL,	
  detectado	
  a	
  los	
  9	
  días	
  

de	
  cultivo	
  con	
  monocitos	
  CD14+.
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Figura 6.4.5 Valores promedio y desviación estándar de los niveles de TNFα (pg/mL) en 

Neurobasal A suplementado (NbA), en el sobrenadante de los explantes control (línea verde), y en 

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

6.5.	
  Caracterización	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  

neurorretinianos	
  cultivados	
  con	
  TNFα	
  

	
   Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  durante	
  

dos	
  días	
  con	
  diferentes	
  dosis	
  de	
  TNFα:

	
   Los	
  explantes	
  control	
  de	
  este	
  experimento	
  revelaron	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  

INL	
   (Fig.	
  6.5.1A	
  Zlecha),	
   lo	
   que	
  no	
  se	
  apreció	
   en	
   las	
  muestras	
  de	
  retinas	
  recién	
  desprendidas	
  

(Fig.	
   6.1C).	
   Asimismo,	
   la	
   expresión	
   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	
  TNFα,	
   las	
  dosis	
  de	
  25	
  y	
  50	
  pg/mL	
  no	
  

revelaron	
  cambios	
  apreciables	
  en	
  los	
  patrones	
  de	
  expresión	
  de	
   la	
  GFAP	
  y	
  de	
  la	
  CRALBP	
  (Fig.	
  

6.5.1B&C),	
   en	
  comparación	
  con	
   el	
   citado	
   control	
   (Fig.	
   6.5.1A)	
   a	
   los	
   dos	
   días	
   de	
   cultivo.	
   Sin	
  

embargo,	
   utilizando	
  mayores	
  concentraciones	
  de	
  TNFα,	
  entre	
  100	
  y	
  400	
  pg/mL,	
  la	
  expresión	
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de	
  la	
  GFAP	
  se	
  hizo	
   más	
  evidente,	
   presentándose	
   en	
   las	
   porciones	
  externas	
  de	
  las	
  células	
  de	
  

Müller	
   (Fig.	
   6.5.1D-­‐F).	
   Además,	
   con	
   la	
   máxima	
   dosis	
   de	
   TNFα	
   utilizada,	
   400	
   pg/mL,	
  

aparecieron	
   Zilamentos	
   intermedios	
   GFAP+	
   en	
   las	
   células	
   de	
   Müller	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
   ONL	
   (Fig.

6.5.1F	
  Zlechas).	
  

	
   No	
   se	
   apreciaron	
  modiZicaciones	
   aparentes	
   en	
   lo	
   que	
   respecta	
   a	
   la	
   expresión	
  de	
   	
   la	
  

CRALBP	
  con	
  ninguna	
  de	
  las	
  concentraciones	
  de	
  TNFα	
  utilizadas	
  en	
  estos	
  cultivos	
  de	
  dos	
  días	
  y,	
  

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

	
   Los	
  resultados	
  de	
  estos	
  experimentos	
  permitieron	
  determinar	
  la	
  cocentración	
  mínima	
  

de	
  TNFα	
  (100	
  pg/mL)	
  capaz	
   de	
  originar	
  cambios	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
   la	
  GFAP.	
  Dicha	
  dosis	
  se	
  

tomó	
  como	
  referencia	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  los	
  estudios	
  posteriores.

	
  	
  

	
  

Figura 6.5.1 Distribución 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 TNFα, durante dos días. Los 

núcleos celulares se muestran teñidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa 

nuclear interna; GCL: capa de las células ganglionares. Barras de escala: 20 μm.
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   Evaluación	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  	
  	
  	
  

100	
  pg/mL	
  de	
  TNFα:

	
   Los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  100	
  pg/mL	
  de	
  TNFα	
  revelaron	
  cambios	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  	
  

la	
  GFAP	
  (Fig.	
  6.5.2A-­‐C)	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  controles	
  (Fig.	
  6.2.3A-­‐C).	
  	
  

	
   A	
  los	
  3	
  días,	
  un	
  número	
  considerable	
  de	
  células	
  de	
  Müller	
  mostraron	
  expresión	
  de	
  la	
  

GFAP	
  en	
  sus	
  cuerpos	
  celulares,	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  OPL	
  (Fig.	
  6.5.2A).	
  La	
  expresión	
  de	
  la	
  CRALBP	
  se	
  

mantuvo	
  en	
  niveles	
  similares	
  a	
  los	
  controles	
  (Fig.	
  6.2.3A).

	
   A	
  los	
  6	
  días,	
  la	
  estructura	
  retiniana	
  comenzó	
  a	
  desorganizarse	
  (Fig.	
  6.5.2B).	
  Las	
  capas	
  

celulares	
  más	
  externas	
  perdieron	
  la	
  típica	
  compactación	
  nuclear,	
  apareciendo	
  un	
  aumento	
  en	
  

los	
  niveles	
  de	
  la	
  GFAP	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  detectándose	
  esta	
  proteína	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  ONL.	
  La	
  

expresión	
  de	
  la	
  CRALBP	
  fue	
  prácticamente	
  inapreciable,	
  siendo	
  solo	
  detectable	
  en	
  algunas	
  

células	
  de	
  Müller	
  en	
  la	
  INL.	
  

	
   Al	
  Zinal	
  del	
  cultivo,	
  9	
  días,	
  la	
  inmunoreactividad	
  para	
  la	
  GFAP	
  se	
  hizo	
  aparente	
  en	
  un	
  

gran	
  número	
  de	
  células	
  de	
  Müller	
  (Fig.	
  6.5.2C).	
  Se	
  redujo	
  el	
  número	
  de	
  núcleos	
  DAPI+	
  

presentes	
  en	
  la	
  INL,	
  y	
  los	
  situados	
  en	
  la	
  ONL	
  aparecieron	
  separados	
  entre	
  sí,	
  estando	
  rodeados	
  

por	
  procesos	
  GFAP+	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller.	
  Estas	
  prolongaciones	
  llegaron	
  a	
  atravesar	
  la	
  OLM	
  

en	
  algunos	
  puntos	
  (Fig.	
  6.5.2C	
  Zlecha),	
  comenzando	
  su	
  extensión	
  por	
  el	
  área	
  subretiniana.	
  En	
  

este	
  tiempo	
  de	
  estudio	
  no	
  se	
  detectó	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  CRALBP.
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Figura 6.5.2 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con 

100 pg/mL de TNFα durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) días. Los núcleos celulares se muestran teñidos 

con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células 

ganglionares. Barras de escala: 20 μm.

6.6.	
  Caracterización	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  

neurorretinianos	
  cultivados	
  con	
  adalimumab

	
   Los	
   explantes	
   cultivados	
   con	
   10	
   μg/mL	
   de	
   adalimumab	
   (Fig.	
   6.6A-­‐C),	
   procesados	
   y	
  

doblemente	
  inmunomarcados	
  con	
  anticuerpos	
   frente	
  a	
   la	
  GFAP	
  y	
  a	
  la	
  CRALBP,	
  revelaron	
  una	
  

importante	
  reducción	
  en	
  los	
   niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP,	
   tanto	
   a	
   los	
  3,	
   como	
   a	
   los	
  6	
  y	
  9	
  

días	
  de	
  cultivo,	
   en	
  comparación	
  con	
  los	
   controles	
  (Fig.	
   6.2.3A-­‐C).	
   En	
  estos	
  experimentos,	
   los	
  

niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  se	
  mostraron	
  similares	
  a	
  los	
  observados	
  en	
  las	
  retinas	
  recién	
  

desprendidas	
  (Fig.	
  6.1C).	
  Finalmente,	
  a	
  los	
  9	
  días	
  de	
  cultivo,	
   se	
  apreciaron	
  pequeñas	
  regiones	
  

celulares	
   GFAP+	
   en	
   la	
   zona	
   de	
   la	
   INL	
   (Fig.	
   6.6C	
   Zlechas),	
   detectándose	
   una	
   leve	
  

desestructuración	
  de	
  las	
  capas	
  retinianas	
  más	
  externas	
  (ONL).	
   Los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  

CRALBP	
   se	
   mantuvieron	
   aparentemente	
   constantes	
   durante	
   el	
   cultivo	
   (Fig.	
   6.6A-­‐C),	
  

mostrando	
   niveles	
   de	
   expresión	
   similares	
   a	
   los	
   observados	
   en	
   retinas	
   recién	
  desprendidas	
  

(Fig.	
  6.1C).	
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Figura 6.6 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con 10 

μg/mL de adalimumab durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) días. Los núcleos celulares se muestran teñidos 

con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: capa de las células 

ganglionares. Barras de escala: 20 μm.

6.7.	
  Caracterización	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  

neurorretinianos	
  cultivados	
  con	
  	
  TNFα/adalimumab

	
   Los	
   explantes	
   cultivados	
   con	
   100	
  pg/mL	
   de	
   TNFα	
   y	
  10	
  μg/mL	
   de	
   adalimumab	
  (Fig.	
  

6.7A-­‐C),	
  procesados	
  y	
  doblemente	
  inmunomarcados,	
  revelaron	
  unos	
  patrones	
  de	
  expresión	
  de	
  	
  

la	
   GFAP	
  y	
  de	
  la	
  CRALBP,	
   a	
   los	
   tres	
   y	
   a	
  los	
   seis	
   días	
   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	
   TNFα	
   (Fig.	
  

6.5.2A&B),	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  se	
  presentó	
  notablemente	
  reducida,	
  mientras	
  que	
  la	
  de	
  la	
  

CRALBP	
  y	
  la	
  organización	
  retiniana	
  se	
  mantuvieron	
  mejor	
  conservadas,	
  pudiendo	
  compararse	
  

con	
  los	
  patrones	
  mostrados	
  por	
   las	
   retinas	
  recién	
  desprendidas	
  (Fig.	
   6.1C).	
  A	
   la	
  Zinalización	
  

del	
  cultivo,	
  9	
  días,	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  permaneció	
  en	
  niveles	
  menores	
  a	
  los	
  controles	
  (Fig.	
  

6.2.3C),	
   sin	
   embargo,	
   comenzaron	
   a	
   observase	
   pequeñas	
   porciones	
   celulares	
   GFAP+	
  

atravesando	
   la	
  ONL	
  (Fig.	
  6.7C	
  Zlechas).	
  En	
  este	
  tiempo	
  de	
  estudio,	
   la	
  CRALBP	
  continuó	
  siendo	
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expresada	
  por	
   las	
  células	
  de	
  Müller,	
   y	
  comenzó	
  a	
  percibirse	
  cierto	
   grado	
  de	
  desorganización	
  

retiniana,	
  haciéndose	
  ésta	
  más	
  notable	
  en	
  las	
  capas	
  externas.

Figura 6.7 Distribución de la GFAP (rojo) y de la CRALBP (verde) en explantes cultivados con 100 

pg/mL de TNFα y 10 μg/mL de adalimumab durante 3 (A), 6 (B) y 9 (C) días. Los núcleos celulares 

se muestran teñidos con DAPI (azul). ONL: capa nuclear externa; INL: capa nuclear interna; GCL: 

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

6.8.	
  Evaluación	
  del	
  espesor	
  de	
  los	
  explantes	
  

neurorretinianos	
  durante	
  los	
  cultivos

	
   Los	
  explantes	
  mostraron	
  una	
  reducción	
  del	
  espesor	
  retiniano	
  a	
  lo	
   largo	
  del	
  tiempo	
  de	
  

cultivo	
  en	
  comparación	
  con	
  las	
  muestras	
  recién	
  desprendidas,	
  que	
  revelaron	
  un	
  grosor	
  medio	
  

de	
  200,7	
  (±14,3)	
  μm.	
  

	
   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	
  gráZica	
  siguientes	
  (Fig.	
  

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

Control

PBMCs

CD14+

TNFα

Adalimumab

TNFα/
Adalimumab

200,7 ±14,3

160,8 ±7,6 107,5 ±6,3 110,4 ±6,8

200,7 ±14,3

156,5 ±9,3 109,1 ±13,8 104,2 ±12,0

200,7 ±14,3 157,7 ±12,5 108,9 ±7,9 110,1 ±9,6200,7 ±14,3

131,0 ±14,3 114,7 ±10,5 131,3 ±7,8

200,7 ±14,3

166,4 ±11,9 118,7 ±7,1 120,4 ±8,0

200,7 ±14,3

164,8 ±10,3 116,1 ±10,3 122,9 ±7,6

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

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

mL de adalimumab y con 100 pg/mL de TNFα más 10 μg/mL de adalimumab, durante 3, 6 y 9 días.

Figura 6.8.2 Valores promedio y desviación estándar del espesor (μm) de los explantes cultivados 

como control y con PBMCs, con monocitos CD14+, con 100 pg/mL de TNFα, con 10 μg/mL de 

adalimumab y con 100 pg/mL de TNFα más 10 μg/mL de adalimumab, durante 3, 6 y 9 días.
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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	
  días,	
  para	
  Zinalmente	
  mostrar	
  un	
  mayor	
  adelgazamiento.	
  

Por	
  el	
   contrario,	
   los	
  cultivados	
  con	
  monocitos	
  CD14+	
  mostraron	
  modiZicaciones	
  semejantes	
  a	
  

los	
  controles	
  en	
  todos	
  los	
  tiempos	
  de	
  estudio	
  evaluados.

	
   Los	
  cultivos	
  con	
  100	
  pg/mL	
  de	
  TNFα	
  revelaron	
  una	
  rápida	
  reducción	
  del	
  espesor	
  de	
  la	
  

neurorretina,	
  mostrando	
  el	
   grosor	
  mínimo	
  detectado	
   a	
  los	
   tres	
  días,	
   131,0	
  (±14,3)	
  μm,	
   para	
  

continuar	
   disminuyendo	
   hasta	
   los	
   seis	
   días.	
   Posteriormente,	
   el	
   tejido	
   retiniano	
   reveló	
   un	
  

engrosamiento	
   hasta	
  los	
  131,3	
  (±7,8)	
  μm,	
  siendo	
  este	
  valor	
  el	
  máximo	
  detectado	
   a	
  los	
  nueve	
  

días	
  de	
  cultivo.

	
   Por	
  último,	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  en	
  presencia	
  de	
  10	
  μg/mL	
  de	
  adalimumab	
  o	
  de	
  100	
  

pg/mL	
   de	
   TNFα	
   y	
   10	
   μg/mL	
   de	
   adalimumab,	
   redujeron	
   su	
   espesor	
   de	
  una	
   manera	
  menos	
  

marcada,	
   mostrando	
   los	
   mayores	
   valores	
   a	
   los	
   tres	
   días	
   de	
   cultivo,	
   166,4	
   (±11,9)	
   y	
   164,8	
  

(±10,3)	
  μm	
  respectivamente.	
  A	
  los	
  seis	
  y	
  nueve	
  días	
  los	
  espesores	
  observados	
  fueron	
  similares	
  

entre	
  ambos	
  tiempos	
  de	
  estudio,	
  situándose	
  por	
  encima	
  de	
  los	
  detectados	
  en	
  los	
  controles.
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7. Discusión
!





	
   Como	
  ya	
  se	
  ha	
  mencionado,	
  el	
  propósito	
  de	
  este	
  estudio	
  ha	
  sido	
  analizar	
  el	
  papel	
  que	
  

juegan	
   las	
   células	
   macrofágicas	
   en	
   el	
   incremento	
   de	
   la	
   respuesta	
   gliótica	
   por	
   parte	
   de	
   las	
  

células	
  de	
  Müller,	
  	
  probablemente	
  ligada	
  a	
  la	
  acción	
  del	
  TNFα,	
  y	
  evaluar	
  el	
  efecto	
  potencial	
  que	
  

pueden	
  tener	
  los	
  agentes	
  biológicos	
  bloqueantes	
  del	
  TNF	
  sobre	
  dicha	
  respuesta,	
  en	
  un	
  modelo	
  

de	
  cultivo	
  organotípico	
  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	
  capítulo.	
  

7.1.	
  Discusión	
  del	
  material	
  y	
  método

	
   7.1.1.	
   Elección	
   del	
   modelo	
   de	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
  

neurorretina	
  porcina

	
   En	
  los	
  seres	
  humanos,	
  muy	
  pocas	
  veces	
  se	
  pueden	
  evaluar	
  las	
  modiZicaciones	
  iniciales	
  

que	
   sufre	
   la	
   retina	
   tras	
   un	
   desprendimiento,	
   siendo	
   necesario	
   recurrir	
   a	
   modelos	
  

experimentales	
  que	
  simulen	
  estas	
  condiciones	
  patológicas	
  para	
  poder	
  estudiarlas.	
  Como	
  ya	
  se	
  

ha	
  descrito,	
   los	
  modelos	
   in	
  vivo	
  presentan	
  determinadas	
  limitaciones,76	
   y	
  entre	
  las	
  técnicas	
  in	
  

vitro,	
   las	
   basadas	
   en	
   cultivos	
   celulares	
   diZieren	
   considerablemente	
   de	
   la	
   situación	
   in	
   vivo,	
  

debido	
  a	
  que	
  las	
  células	
  son	
  extraidas	
  de	
  su	
  ambiente	
  orgánico	
  especíZico	
  perdiendo	
  el	
  efecto	
  

de	
   las	
   interacciones	
   intercelulares.115	
   Sin	
   embargo,	
   los	
   sistemas	
   de	
   cultivo	
   de	
   explantes	
  

retinianos	
  pueden	
  reproducir	
  las	
  dinámicas	
  funcionales	
  de	
  dicho	
   tejido,	
   de	
  una	
  manera	
  más	
  

cercana	
  a	
  la	
  realidad	
  que	
  los	
  cultivos	
  de	
  células	
  disociadas,116	
  habiéndose	
  mostrado	
  útiles	
  para	
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describir	
  la	
  diferenciación	
  retiniana	
  pre	
  y	
  postnatal	
  temprana,	
  los	
  procesos	
  patoZisiológicos	
  de	
  

las	
   enfermedades	
   retinianas	
   degenerativas,	
   y	
   para	
   determinar	
   el	
   efecto	
   y	
   la	
   toxicidad	
   de	
  

fármacos,	
  de	
  factores	
  de	
  crecimiento,	
  y	
  de	
  células	
  madre.175-­‐190

	
   Entre	
   las	
   múltiples	
   especies	
   animales	
   empleadas	
   en	
   el	
   estudio	
   de	
   las	
   patologías	
  

retinianas,	
   se	
  optó	
   por	
   utilizar	
  ojos	
   porcinos	
   para	
  el	
   desarrollo	
   del	
  modelo	
   in	
   vitro,	
   porque	
  

comparten	
   múltiples	
   similitudes	
   con	
   los	
   del	
   ser	
   humano,	
   tales	
   como	
   el	
   tamaño	
   del	
   globo	
  

ocular	
   y	
   del	
   cristalino,	
   el	
   grosor	
   y	
   la	
   rigidez	
   escleral,	
   y	
   la	
   estructura,	
   la	
   ultraestructura,	
   el	
  

tamaño	
   y	
   la	
  extensión	
  retinianas.130	
   Los	
  ojos	
  porcinos	
   poseen	
  doble	
  circulación	
  retiniana,	
   al	
  

contrario	
  de	
  los	
  conejos,	
  y	
  carecen	
  de	
  zona	
  tapetal,	
  al	
  contrario	
  de	
  los	
  félidos,	
  los	
  cánidos	
  y	
  los	
  

bóvidos.132	
  La	
   retina	
  del	
   cerdo	
   tiene	
  una	
  alta	
  densidad	
  total	
  de	
  conos,130,	
   131	
   concentrándose	
  

éstos	
   en	
   una	
   gran	
   banda	
   horizontal,	
   denominada	
   area	
   centralis,	
   que	
   atraviesa	
   toda	
   la	
  

extensión	
   retiniana,	
   pasando	
   sobre	
   el	
   disco	
   óptico,130	
   y	
   que	
   se	
   corresponde	
   con	
   una	
   alta	
  

densidad	
   de	
   células	
   ganglionares.158,	
   290	
   Esta	
   banda	
   no	
   es	
   atravesada	
   por	
   ninguno	
   de	
   los	
  

principales	
   vasos	
   retinianos,158,	
   159	
   indicando	
   que	
  el	
   area	
  centralis	
  en	
   el	
   cerdo	
   es	
   similar,	
   en	
  

cierto	
  modo,	
   a	
   la	
   fóvea	
  de	
  la	
   retina	
  humana,130	
   teniendo	
  en	
  cuenta	
  que	
  no	
   está	
  deprimida,	
   y	
  

que	
  los	
  cerdos	
  carecen	
  de	
  la	
  especialización	
  foveolar	
  de	
  los	
  seres	
  humanos.130,	
  132	
  Igualmente,	
  

la	
  retina	
  del	
  cerdo	
  tiene	
  una	
  densidad	
  de	
  bastones	
  similar	
  al	
  humano,132	
  al	
  contrario	
  de	
  otros	
  

animales	
   previamente	
   utilizados	
   en	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   patología	
   retiniana,	
   como	
   la	
   ardilla	
  

terrestre	
  californiana,	
  cuya	
  retina	
  está	
  constituida	
  solo	
   por	
  conos,291,	
   292	
  o	
  el	
  gato,	
   cuya	
  retina	
  

está	
  constituida	
  exclusivamente	
  por	
  bastones.293

	
   Por	
  su	
  parte,	
  el	
  modelo	
  de	
  cultivo	
  organotípico	
  de	
  neurorretina	
  de	
  cerdo	
  ya	
  había	
  sido	
  

caractarizado	
   previamente,77	
   revelando	
   cierto	
   grado	
  de	
  similitud,	
  en	
  cuanto	
   a	
   los	
   cambios	
  a	
  

nivel	
   retiniano,	
   con	
   los	
   modelos	
   experimentales	
   de	
   DR	
   in	
   vivo,17,	
   31,	
   132,	
   294	
   siendo	
  

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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seguirían	
  un	
  patrón	
  más	
  cercano	
  al	
  originado	
  por	
  la	
  axotomía	
  y	
  la	
   isquemia	
  que	
  se	
  provocan	
  

en	
  este	
  modelo.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  está	
  basado	
  en	
  el	
  cultivo	
  aislado	
  de	
  la	
  neurorretina,	
  careciendo	
  

por	
  tanto,	
  del	
  sustento	
  proporcionado	
  por	
  el	
  vítreo,	
  implicado	
  en	
  el	
  metabolismo	
  de	
  las	
  capas	
  

más	
  internas	
  de	
  la	
  retina;	
  del	
  importante	
  papel	
  que	
  juega	
  el	
  EPR	
  para	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  

función	
  retiniana;	
  y	
  de	
  la	
  vascularización	
  e	
  irrigación	
  aportadas	
  por	
  la	
  circulación	
  retiniana	
  y	
  

por	
   la	
   coroidea.	
   Además,	
   tanto	
   el	
   vítreo	
   como	
   el	
   EPR	
   están	
   directamente	
   implicados	
   en	
   el	
  

desarrollo	
   de	
   patologías	
   retinianas,	
   ya	
   que	
   el	
   vítreo	
   contribuye	
   a	
   la	
   formación	
   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	
  perfusión	
  de	
  explantes	
  de	
  

neurorretina-­‐EPR,	
  pero	
  además	
  de	
  tener	
  un	
  desarrollo	
  complejo,	
  muestran	
  unos	
  patrones	
  de	
  

degeneración	
   celular	
  similares	
   al	
   cultivo	
   de	
   las	
   neurorretinas	
  a	
   lo	
   largo	
   del	
   tiempo,	
   aunque	
  

con	
  un	
  mejor	
  mantenimiento	
  general	
  de	
  la	
  estructura	
  retiniana.115,	
  295

	
   Por	
   todo	
   ello,	
   se	
  optó	
  por	
  utilizar	
  un	
  modelo	
   de	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
   neurorretina	
  

porcina	
  para	
  analizar	
  la	
  respuesta	
  in	
   vitro	
  de	
   las	
  células	
  gliales	
  retinianas,	
   principalmente	
  de	
  

las	
   células	
   de	
  Müller.	
  Este	
  modelo	
   suma	
   la	
  ventaja	
  que	
  supone	
   la	
   fácil	
   obtención	
  de	
  los	
   ojos	
  

porcinos,	
  y	
   también	
  de	
  las	
  muestras	
   sanguíneas	
  empleadas	
  en	
  este	
   estudio,	
   en	
  un	
  matadero	
  

local,	
  así	
  como	
  su	
  mínimo	
  coste	
  de	
  adquisición.

	
   Debido	
  a	
  que	
  regionalmente	
  en	
  la	
  extensión	
  retiniana	
  se	
  pueden	
  encontrar	
  diferencias,	
  

tanto	
  en	
  el	
   grosor	
   del	
   tejido	
   retiniano	
   como	
   en	
  el	
   número	
   de	
   células	
   presentes,	
   se	
   optó	
   por	
  

utilizar	
  explantes	
  de	
  la	
  zona	
  media	
  de	
  la	
  retina,	
  descartando	
  las	
  regiones	
  más	
  periféricas	
  y	
  la	
  

zona	
  del	
  nervio	
  óptico,	
   como	
  han	
  descrito	
  otros	
  autores.77,	
   182,	
  295-­‐298	
  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	
   modiZicaciones	
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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	
  

degenerarían	
  rápidamente,	
  y	
  zonas	
  con	
  vasos	
  visibles,	
  para	
  descartar	
  los	
  posibles	
  efectos	
  que,	
  

sobre	
   los	
   cambios	
   retinianos	
   observados,	
   pudieran	
   ejercer	
   las	
   células	
   endoteliales	
   en	
  

degeneración.	
  

	
   Los	
   tiempos	
   de	
   estudio	
   elegidos	
   (3,	
   6	
   y	
   9	
   días	
   de	
   cultivo),	
   se	
   basaron	
   en	
   los	
  

experimentos	
  previos	
  descritos	
  por	
  Winkler	
  y	
  cols.77	
  Donde	
  los	
  explantes	
  porcinos	
  cultivados	
  

durante	
  diez	
  días	
  mostraron	
  unos	
  patrones	
  de	
  degeneración	
  muy	
  heterogéneos,	
   y	
  tiempos	
  de	
  

cultivo	
  más	
   prolongados,	
   resultaron	
  en	
  una	
  gran	
  desorganización	
  de	
  la	
  estructura	
  retiniana,	
  

no	
  permitiendo	
  la	
  identiZicación	
  de	
  las	
  capas	
  nucleares.

	
   7.1.2.	
  Elección	
  del	
  medio	
  de	
  cultivo	
  retiniano

El	
  medio	
  Neurobasal	
  A	
   suplementado	
  con	
  B-­‐27	
  y	
   libre	
  de	
  suero	
  fetal	
  se	
  considera	
  una	
  

de	
  las	
  combinaciones	
  más	
  adecuadas	
  para	
  el	
  cultivo	
  de	
  múltiples	
  tipos	
  neuronales,	
  incluyendo	
  

los	
   fotorreceptores.299	
   Sin	
   embargo,	
   en	
   un	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
   neurorretina	
   tienen	
   que	
  

recibir	
  los	
  suplementos	
  adecuados	
  tanto	
   las	
  células	
  neuronales	
  como	
  las	
  gliales,	
  sabiendo	
  que	
  

el	
  medio	
  más	
  utilizado	
  para	
  el	
  cultivo	
  de	
  estas	
  últimas	
  es	
  DMEM	
  suplementado	
  con	
  suero	
  fetal,

164,	
   167	
   y	
   que	
   la	
   combinación	
   de	
   Neurobasal	
   A	
   y	
   B-­‐27	
   limita	
   considerablemente	
   el	
  

mantenimiento	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  ya	
  que	
  es	
  necesario	
  suero	
  fetal	
  para	
  su	
  supervivencia.

190,	
  299	
  

Por	
  ello,	
   se	
  optó	
  por	
  una	
  combinación	
  de	
  Neurobasal	
  A,	
   B-­‐27	
  y	
  suero	
   fetal,	
   que	
  había	
  

sido	
   utilizada	
   previamente	
   en	
   el	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
   retina	
   de	
   rata,300	
   y	
   porque	
  

experimentos	
  previos	
  llevados	
  a	
  cabo	
  por	
  el	
  Grupo	
  de	
  Retina	
  del	
   IOBA	
  mostraron	
  una	
  mejor	
  

conservación	
   morfológica	
   de	
   la	
   retina,	
   en	
   comparación	
   con	
   la	
   utilización	
   de	
   otras	
  

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

No	
  obstante,	
  para	
  minizar	
  el	
  efecto	
  que	
  los	
  factores	
  presentes	
  en	
  el	
  suero	
  fetal	
  pudieran	
  

ejercer	
   sobre	
   las	
  modiZicaciones	
   retinianas,	
   se	
   redujo	
   la	
   concentración	
   de	
   éste	
   a	
   la	
  mínima	
  

necesaria	
  para	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  las	
  células	
  gliales	
  (2%).116	
  Simultáneamente,	
  se	
  comenzó	
  

a	
   utilizar	
   suero	
   fetal	
   de	
   origen	
   porcino	
   para	
   favorecer	
   la	
   maduración	
   de	
   los	
   monocitos	
  

cultivados	
  con	
  los	
  explantes	
  retinianos.275	
  

7.1.3.	
  Elección	
  de	
  los	
  métodos	
  de	
  obtención	
  de	
  los	
  PBMCs

	
   Para	
  la	
  obtención	
  de	
  los	
  PBMCs	
   a	
  partir	
  de	
  la	
  sangre	
  periférica	
  porcina,	
   se	
  utilizó	
  una	
  

modiZicación	
   del	
   método	
   originalmente	
  descrito	
   por	
   Boyum.280	
   Sin	
   embargo,	
   los	
   resultados	
  

conseguidos	
  con	
  respecto	
  al	
  número	
  de	
  células	
  (15x106	
  células/mL)	
  y	
  su	
  viabilidad	
  (90%)	
  no	
  

se	
  consideraron	
  satisfactorios	
  y	
  se	
  decidió	
   optar	
  por	
  otro	
  método	
  de	
  aislamiento.	
   Así,	
   en	
   los	
  

experimentos	
   posteriores	
   encaminados	
   a	
   la	
   obtención	
   de	
   monocitos	
   CD14+,	
   se	
   empleó	
   el	
  

método	
  descrito	
  por	
  Gonzalez	
   y	
  colaboradores,281	
   obteniendo	
  una	
  mayor	
  cantidad	
  de	
  células	
  

(100x106	
   células/mL)	
   y	
   con	
   unos	
   porcentajes	
   de	
   viabilidad	
   más	
   elevados	
   (98%),	
   lo	
   que	
  

permitió	
  añadir	
  un	
  mayor	
  número	
  de	
  células	
  a	
  los	
  cultivos	
  organotípicos.

	
   Las	
   diferencias	
   encontradas	
   en	
   estos	
   resultados	
   pueden	
   atribuirse	
   a	
   que	
   el	
   primer	
  

método	
   está	
   descrito	
   para	
   la	
   separación	
   de	
   sangre	
   humana,	
   utilizando	
   un	
   gradiente	
   de	
  

Histopaque®,	
   con	
   una	
   densidad	
   de	
   1077	
   g/L,	
   mientras	
   que	
   el	
   descrito	
   por	
   Gonzalez	
   y	
  

colaboradores,281	
   está	
  desarrollado	
  especíZicamente	
  para	
  la	
  separación	
  de	
  PBMCs	
   a	
  partir	
  de	
  

sangre	
  de	
  cerdo,	
  utilizando	
  un	
  gradiente	
  de	
  Percoll®,	
  con	
  una	
  densidad	
  de	
  1130	
  g/L.	
  Además,	
  

este	
  método	
   se	
  complementa	
  con	
  la	
  sedimentación	
  inicial	
   y	
  posterior	
   lisado	
  de	
  los	
  hematíes,	
  

para	
  obtener	
  una	
  población	
  de	
  PBMCs	
  más	
  puriZicada.	
  

	
   Otra	
  variación	
  metodológica	
   introducida	
  simultáneamente	
   con	
  el	
   cambio	
   del	
   método	
  

de	
   extracción	
   de	
   los	
   PBMCs,	
   y	
   que	
   también	
   podría	
   haber	
   inZluido	
   en	
   los	
   resultados	
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mencionados,	
   fue	
   la	
   utilización	
  de	
  EDTA	
   como	
   agente	
  anticoagulante,	
   para	
   llevar	
   a	
  cabo	
   los	
  

estudios	
  de	
  las	
  poblaciones	
  celulares	
  mediante	
  citometría	
  de	
  Zlujo.

	
   7.1.4.	
  Elección	
  de	
  la	
  GFAP	
  y	
  de	
  la	
  CRALBP	
  como	
  proteínas	
  a	
  

evaluar	
  en	
  las	
  células	
  gliales

	
   Para	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
   gliosis	
   reactiva	
   durante	
   los	
   cultivos	
   organotípicos	
   se	
   optó	
   por	
  

valorar	
  el	
  aumento	
  que	
  exhiben	
  los	
  Zilamentos	
  intermedios	
  originados	
  por	
  la	
  GFAP,	
  siendo	
  uno	
  

de	
  los	
   principales	
   componentes	
  de	
   la	
   compleja	
  respuesta	
   retiniana	
  que	
   se	
   produce	
  frente	
  a	
  

estímulos	
   patológicos.24-­‐26	
   Aunque	
   está	
   considerada	
   como	
   una	
   respuesta	
   inespecíZica,	
   es	
   la	
  

más	
   sensible	
   que	
   puede	
   ser	
   utilizada	
   como	
   marcador	
   celular	
   precoz	
   frente	
   a	
   un	
   daño	
  

retiniano.	
  Tras	
   un	
  DR	
   hay	
  un	
  gran	
  aumento	
   en	
  la	
  cantidad	
  de	
   Zilamentos	
  intermedios	
  GFAP+,	
  

revelando	
  un	
  proceso	
  de	
  gliosis	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  y	
  en	
  los	
  astrocitos,25,	
   282-­‐284	
  mientras	
  

que	
   en	
  condiciones	
   Zisiológicas,	
   se	
   expresan	
  en	
  un	
  nivel	
   muy	
   bajo	
   o	
   no	
   se	
  detectan	
  en	
   las	
  

células	
  gliales	
  de	
  ojos	
  sanos	
  de	
  mamíferos.301	
  De	
  este	
  modo,	
  mediante	
  la	
  inmunodetección	
  de	
  

la	
  GFAP	
  se	
  puede	
  valorar	
  el	
  grado	
  de	
  gliosis	
  reactiva	
  que	
  se	
  produce	
  durante	
  el	
  transcurso	
  del	
  

cultivo	
  organotípico.

	
   Pero	
   la	
  GFAP	
  no	
  solo	
  se	
  expresa	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
   ya	
  que	
  también	
  está	
  presente	
  

en	
  los	
  astrocitos,	
  de	
  modo	
  que	
  para	
  poder	
  diferenciar	
  ambos	
  tipos	
  celulares,	
  se	
  hace	
  necesario	
  

evaluar	
   otra	
  proteína	
  expresada	
   solamente	
  por	
   uno	
   de	
   éstos,	
   como	
   la	
  CRALBP.	
   Ésta	
  es	
   una	
  

proteina	
  de	
  unión	
   a	
   los	
   retinoides	
   e	
   implicada	
   en	
   el	
   metabolismo	
   de	
   la	
  vitamina	
   A,	
   que	
   se	
  

encuentra	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  pero	
  no	
  en	
  los	
  astrocitos	
  de	
  mamíferos	
  adultos,	
  donde	
  solo	
  

está	
  presente	
  durante	
  las	
  dos	
  primeras	
  semanas	
  postnatales.285,	
   286	
  De	
  este	
  modo,	
  utilizando	
  

dobles	
  marcajes,	
  se	
  permite	
  diferenciar	
  a	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  de	
  los	
  astrocitos.286,	
  287	
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   Para	
   el	
   estudio	
   de	
   los	
   cambios	
   glióticos	
   en	
   las	
   células	
   de	
  Müller	
   también	
   se	
   puede	
  

evaluar	
  la	
  expresión	
  de	
  otra	
  proteína,	
  la	
  vimentina,	
  que	
  al	
  igual	
  que	
  la	
  GFAP,	
  forma	
  parte	
  de	
  los	
  

Zilamentos	
  intermedios	
  de	
  las	
  células	
  gliales.	
  Aparece	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  desde	
  la	
  ILM	
  y	
  la	
  

NFL	
  hasta	
  la	
  ONL,	
   siendo	
   prácticamente	
  imperceptible	
  en	
  los	
   astrocitos	
  y	
  predominando	
   su	
  

expresión	
   sobre	
   la	
   GFAP	
   en	
   condiciones	
   Zisiológicas.	
   No	
   obstante,	
   aunque	
   aumenta	
   su	
  

expresión	
  tras	
  el	
  daño	
  del	
  parénquima	
  retiniano,	
  la	
  proteína	
  que	
  predomina	
  es	
  la	
  GFAP,	
  siendo	
  

más	
  notables	
   los	
  incrementos	
  en	
  su	
  expresión	
  desde	
  niveles	
  basales	
  en	
  la	
   ILM	
  hasta	
   llegar	
  a	
  

ocupar	
  el	
  espacio	
  subretiniano.77,	
  302	
  Por	
  esta	
  razón,	
  y	
  para	
  no	
  encarecer	
  innecesariamente	
  los	
  

experimentos,	
  no	
  se	
  ha	
  estudiado	
  el	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  la	
  vimentina.

	
   En	
   cuanto	
   a	
   la	
   identiZicación	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Müller,	
   otra	
   de	
   las	
   proteínas	
   más	
  

utilizadas	
  es	
  la	
  S100,	
  implicada	
  en	
  la	
  fosforilación	
  y	
  ensamblaje	
  de	
  los	
  Zilamentos	
  intermedios.	
  

Esta	
   proteína	
   se	
   expresa	
  a	
   lo	
   largo	
   de	
   toda	
   la	
   extensión	
   celular	
   en	
  condiciones	
   Zisiológicas,	
  

aumentando	
   en	
   las	
   capas	
   externas	
   tras	
   un	
   daño	
   retiniano,	
   pero	
   también	
   aparece	
   en	
   los	
  

astrocitos,	
   por	
   lo	
   que	
  no	
   permitiría	
  discriminar	
  entre	
  ambos	
   tipos	
   celulares.303,	
   304	
  Debido	
   a	
  

esto,	
  no	
  se	
  ha	
  evaluado	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  S100	
  en	
  los	
  experimentos.

	
   Por	
  último,	
  otra	
  de	
  las	
  técnicas	
  que	
  permite	
  el	
  estudio,	
  en	
  profundidad	
  y	
  con	
  detalle,	
  de	
  

los	
  cambios	
  estructurales	
   retinianos	
   es	
   la	
  microscopía	
  electrónica.	
   Sin	
  embargo,	
   esta	
  técnica	
  

requiere	
   un	
   procesado	
   de	
   las	
   muestras	
   diferente	
   al	
   utilizado	
   en	
   este	
   trabajo,	
   donde	
  

principalmente	
  se	
  evaluó	
  la	
  expresión	
  proteica	
  mediante	
  técnicas	
  de	
  inmunohistoquímica.
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7.2.	
  Discusión	
  de	
  los	
  resultados

	
   7.2.1.	
   Puesta	
   a	
   punto	
   y	
   estandarización	
   del	
   cultivo	
  

organotípico	
  de	
  neurorretina	
  porcina

	
   Durante	
   el	
   cultivo,	
   los	
   hallazgos	
   histológicos	
  más	
   relevantes	
   fueron	
   la	
   degeneración	
  

temprana	
  de	
  los	
  OS	
  de	
  los	
  fotorreceptores,	
  el	
  acortamiento	
  de	
  las	
  capas	
  plexiformes,	
  unido	
  a	
  la	
  

reducción	
   del	
   grosor	
   retiniano,	
   la	
   vacuolización	
   de	
   la	
   GCL,	
   la	
   progresiva	
   muerte	
   celular,	
   y	
  

Zinalmente,	
  la	
  aparición	
  de	
  restos	
  tisulares	
  sobre	
  la	
  OLM.	
  

	
   A	
   los	
   tres	
   y	
   seis	
   días	
   de	
   cultivo,	
   la	
   presencia	
   de	
   fragmentos	
   de	
   los	
   OS	
   de	
   los	
  

fotorreceptores	
  en	
  la	
  región	
  subrretiniana	
  fue	
  disminuyendo,	
  de	
  una	
  manera	
  similar	
  a	
  lo	
  que	
  

ocurre	
  en	
  los	
  DR	
  mantenidos	
  experimentalmente	
  durante	
  un	
  periodo	
  de	
  tiempo	
  largo.17,	
   31	
  In	
  

vivo,	
   se	
   atribuye	
   la	
  desaparición	
  de	
   estos	
   restos	
   celulares	
   a	
   la	
   acción	
   llevada	
  a	
  cabo	
  por	
   las	
  

células	
  del	
  EPR	
  y	
  por	
  los	
  macrófagos,	
  que	
  probablemente	
  fagocitan	
  los	
  restos	
  acumulados	
  en	
  

esta	
  zona.31	
  En	
  este	
  modelo	
   ambos	
   tipos	
   celulares	
  están	
  ausentes,	
   pudiendo	
  desaparecer	
   los	
  

mencionados	
  fragmentos	
  de	
  los	
  OS	
  durante	
  el	
  procesado	
  de	
  las	
  muestras.	
  

	
   Los	
   núcleos	
  observados	
   en	
   la	
   IPL	
   a	
   los	
   tres	
   y	
   seis	
   días,	
   podrían	
  corresponderse	
  con	
  

células	
   de	
   la	
   INL	
   o	
   de	
   la	
   GCL	
   que	
   se	
   desplazan	
   hacia	
   capas	
   más	
   internas	
   o	
   externas,	
  

respectivamente,	
   debido	
  al	
   proceso	
  de	
  degeneración	
   retiniana.	
   Estas	
   modiZicaciones	
  no	
   han	
  

sido	
  descritas	
  en	
  otros	
  modelos.

	
   La	
  rápida	
  degeneración	
  de	
  las	
  células	
  ganglionares	
  podría	
  atribuirse	
  a	
  la	
  axotomía	
  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	
  neuroZilamentos	
  del	
  cuerpo	
  celular	
  a	
  los	
  pocos	
  días	
  de	
  cultivo.305,	
  306	
  

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

atribuirse	
   a	
   la	
   gliosis	
   reaccional	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Müller,	
   junto	
   con	
   el	
   crecimiento	
   de	
   sus	
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extensiones,	
  para	
  rellenar	
  el	
  espacio	
  dejado	
  por	
  las	
  neuronas	
  en	
  degeneración.	
  Esto	
  originaría	
  

la	
  desorganización	
  de	
  la	
  ONL	
  mediante	
  la	
  pérdida	
  de	
  la	
  compactación	
  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	
   evaluación	
   inmunohistoquímica	
   reveló	
   un	
   rápido	
   aumento	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  durante	
  los	
  primeros	
  tres	
  días	
  de	
  cultivo,	
  presentándose	
  esta	
  proteína	
  en	
  

el	
   citoplasma	
   de	
   las	
   células	
   gliales	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
  ONL.	
   Estos	
   cambios	
   que	
   suceden	
  de	
   forma	
  

rápida,	
   probablemente	
   están	
  asociados	
   con	
   la	
   muerte	
   temprana	
   de	
   los	
   fotorreceptores	
   y	
   la	
  

alteración	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   citoquinas	
   que	
   suceden	
   tras	
   el	
   DR.307-­‐310	
   A	
   lo	
   largo	
   de	
   los	
  

siguientes	
  días,	
   la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  continuó	
  aumentando	
  en	
  el	
  citoplasma	
  de	
  las	
  células	
  

de	
  Müller,	
   pero	
   de	
   forma	
  más	
   lenta.	
   Lo	
   que	
  concuerda	
   con	
   los	
   hallazgos	
   observados	
   en	
   los	
  

modelos	
  de	
  DR	
  experimental	
  en	
  gato,	
  donde	
  la	
  respuesta	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  comenzó	
  al	
  

día	
  siguiente	
  del	
  DR,	
  alcanzando	
  la	
  GFAP	
  un	
  alto	
  grado	
  de	
  expresión	
  entre	
  los	
  tres	
  y	
  los	
  cuatro	
  

días	
   postdesprendimiento,	
   para	
   posteriormente	
   continuar	
   aumentando	
   mientras	
   la	
   retina	
  

permaneció	
  desprendida.307	
  A	
   los	
  seis	
  días,	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  observada	
  en	
  los	
  cultivos,	
  

a	
   nivel	
   de	
   la	
   OLM,	
   estaba	
   en	
   consonancia	
   con	
   lo	
   encontrado	
   en	
   estudios	
   previos.17,	
   77,	
   182	
  

Finalmente,	
   a	
   los	
   nueve	
   días,	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   GFAP	
   aparece	
   en	
   las	
   prolongaciones	
  

astrocitarias,	
  presentes	
  en	
  las	
  capas	
  retinianas	
  externas,	
  y	
  en	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  que	
  rodean	
  

a	
   los	
  IS	
  de	
   los	
   fotorreceptores	
  e	
   invaden	
  el	
   área	
  subrretiniana,	
   comenzando	
   a	
  establecer	
   un	
  

tejido	
   continuo	
   adyacente	
  a	
   la	
  OLM.	
   Este	
  tejido	
  presentó	
   unas	
  características	
  similares	
   a	
   las	
  

membranas	
   subretinianas	
   desarrolladas	
   a	
   los	
   diez	
   días	
   en	
   el	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
  

neurorretina	
  porcina,77	
  y	
  entre	
  los	
  siete	
  y	
  los	
  veintiocho	
  días	
  tras	
  el	
  DR	
  experimental	
  en	
  gatos.

17,	
  311
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   Las	
   modiZicaciones	
   celulares	
   descritas	
   durante	
   el	
   cultivo	
   organotípico	
   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 
in vitro77

Modelos DR en 
cerdo132, 294

Modelos DR en 
gato17, 31

Degeneración OS 
temprana

Degeneración CG 
temprana

Aumento GFAP 
temprano

Reducción núcleos 
ONL

Núcleos en IPL

Acortamiento IPL y 
OPL

Pérdida sinapsis 
neuronales

Reducción grosor 
neurorretina

Aumento GFAP a lo 
largo del tiempo de 

DR

Proliferación 
células Müller

Cambios 
astrocitarios

Formación 
membranas 

subretinianas

+ + + +

+ + No descrito No descrito

+ + + +

+ No evaluado + +

+ No descrito No descrito No descrito

+ No evaluado No evaluado No evaluado

No evaluado No evaluado No evaluado +

+ + No evaluado No evaluado

+ + + +

No evaluado No evaluado No descrito +

+ + No evaluado +

+ + + +

Figura 7.2.1 Representación 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	
   hipertroZia	
   de	
   las	
   células	
   gliales	
   observada,	
   no	
   se	
   puede	
  

descartar	
  que	
  en	
  este	
  modelo	
   también	
  se	
  presenten	
  procesos	
  hiperplásicos	
   en	
  estas	
  células,	
  

como	
  se	
  ha	
  descrito	
  previamente,17	
  pero	
  no	
  han	
  sido	
  evaluados	
  en	
  estos	
  experimentos.	
  

	
   Macroscópicamente,	
   al	
  igual	
  que	
  en	
  otros	
  modelos	
  de	
  cultivo	
  organotípico	
  retiniano,77,	
  

182	
   se	
   pudo	
   observar	
   como	
   los	
   explantes	
   mantuvieron	
   su	
   transparencia	
   durante	
   todo	
   el	
  

periodo,	
   siendo	
   éste	
   un	
   signo	
   claro	
   de	
   ausencia	
   de	
   contaminación	
   tisular.	
   Se	
   produjo	
   el	
  

adelgazamiento	
   del	
  espesor	
  de	
   la	
  retina	
  y	
   la	
  percepción	
  de	
  vasos	
  sanguíneos,	
   no	
  apreciables	
  

durante	
  la	
  preparación	
  de	
   los	
  explantes.	
  Estos	
  vasos	
  estarían	
  presentes	
   en	
  la	
  retina	
  desde	
  el	
  

comienzo	
  de	
  los	
  experimentos,	
   no	
  siendo	
  visibles	
   inicialmente	
  debido	
   a	
  su	
  localización	
  en	
  el	
  

espesor	
  retiniano.

	
   Los	
  elevados	
  patrones	
  de	
  desorganización	
  observados	
  en	
  algunos	
  de	
  los	
  explantes	
  a	
  los	
  

nueve	
   días	
   de	
   cultivo,	
   exclusivamente	
   durante	
   los	
   primeros	
   experimentos,	
   estarían	
   en	
  

consonancia	
   con	
   la	
   heterogeneidad	
   entre	
   muestras	
   descrita	
   por	
   Winkler	
   y	
   cols.	
   en	
   sus	
  

experimentos,	
  a	
  los	
  diez	
  días	
  de	
  cultivo.77

	
   7.2.2.	
   Cultivo	
   de	
   los	
   explantes	
   neurorretinianos	
   con	
  

PBMCs	
  

	
   Los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  PBMCs	
  revelaron,	
  en	
  la	
  evaluación	
  histológica	
  a	
  los	
  nueve	
  

días,	
   un	
   estado	
   de	
   degeneración	
   retiniana	
  más	
   avanzado	
   que	
   en	
   los	
   controles,	
   haciéndose	
  

diZícil	
   la	
   diferenciación	
   de	
   las	
   capas	
   retinianas.	
   Además	
   de	
   la	
   reducción	
   del	
   espesor	
   de	
   la	
  

retina,	
  destacó	
  la	
  ausencia	
  de	
  núcleos	
  celulares	
  en	
  la	
  GCL	
  y	
  la	
  aparición	
  de	
  núcleos	
  en	
  la	
  región	
  

de	
   la	
   IPL	
   y	
   en	
   el	
   área	
   subretiniana,	
   siendo	
   aquí	
   englobados	
   por	
   una	
   formación	
   tisular	
  

adyacente	
  a	
   la	
  OLM.	
  La	
  presencia	
  de	
  núcleos	
  en	
  el	
  área	
  subretiniana	
  sería	
  compatible	
  con	
  la	
  

translocación	
  de	
  los	
  núcleos	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  desde	
  la	
  INL	
  a	
  la	
  ONL	
  e	
  incluso	
  al	
  espacio	
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subretiniano,	
   o	
   con	
   núcleos	
   de	
   fotorreceptores	
   en	
   degeneración	
   expulsados	
   hacia	
   dicha	
  

región,	
  modiZicaciones	
  que	
  han	
  sido	
  previamente	
  descritas.17,	
   77	
   Cabe	
  mencionar,	
   que	
  tanto	
  a	
  

los	
  tres	
   como	
  a	
  los	
   seis	
  días	
   de	
  cultivo	
  con	
  PBMCs	
  no	
   se	
  apreciaron	
  cambios	
  histológicos	
  en	
  

comparación	
   con	
   los	
   controles,	
   por	
   ello,	
   a	
   partir	
   de	
   este	
   experimento	
   se	
   decidió	
   emplear	
  

únicamente	
   el	
   estudio	
   inmunohistoquímico	
   para	
   evaluar	
   los	
   cambios	
   retinianos,	
  

principalmente	
  mediante	
  la	
  evaluación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP.	
  

	
   Por	
   el	
   contrario,	
   la	
   evaluación	
   inmunohistoquímica	
   reveló	
   modiZicaciones	
   en	
   la	
  

expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  en	
  todos	
   los	
  tiempos	
  de	
  estudio.	
   Se	
  observó	
   un	
  notable	
   aumento	
  de	
  la	
  

GFAP,	
   perZilando	
   los	
   cuerpos	
   celulares	
   de	
   unas	
   células	
   de	
   Müller	
   aparentemente	
   más	
  

engrosadas,	
   aunque	
  no	
   se	
  han	
  realizado	
  estudios	
   cuantitativos	
  para	
   conZirmarlo,	
   apreciando	
  

un	
  mayor	
  número	
  de	
  células	
  de	
  Müller	
  GFAP+	
  en	
  comparación	
  con	
  el	
  total	
  de	
  células	
  CRALBP+	
  

presentes	
  en	
  el	
   parénquima	
  retiniano.	
  Sin	
  embargo,	
  no	
   se	
  detectó	
   un	
  aumento	
  en	
  la	
  longitud	
  

de	
   los	
   Zilamentos	
   intermedios	
   GFAP+,	
   a	
   lo	
   largo	
   del	
   citoplasma	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Müller.	
  

Finalmente,	
   múltiples	
   prolongaciones	
  de	
  estas	
   células	
   atravesaron	
   la	
  OLM	
  y	
   se	
  extendieron	
  

por	
   el	
   área	
   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	
  días	
  de	
  cultivo.

	
   Los	
   cambios	
   observados	
   en	
   estos	
   experimentos	
   pudieron	
   ser	
   debidos	
   tanto	
   a	
   la	
  

interacción	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
   con	
  los	
  macrófagos,	
  que	
   inducen	
  gliosis	
   reactiva,39	
   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	
   macrofágicas,	
   ya	
   que	
   fueron	
   las	
  

predominantes	
  en	
  los	
  cultivos	
  en	
  placa	
  de	
  los	
  PBMCs.	
  Por	
  otra	
  parte,	
   las	
   interacciones	
   entre	
  

los	
  macrófagos	
  y	
  las	
  células	
  gliales	
  han	
  sido	
  propuestas	
  como	
  el	
  origen	
  de	
  las	
  modiZicaciones	
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celulares	
   que	
   llevan	
   al	
   daño	
   neuronal	
   en	
   múltiples	
   enfermedades	
   neurodegenerativas,	
  

incluyendo	
   la	
   neurodegeneración	
   retiniana.	
   Estudios	
   previos	
   han	
   descrito	
   como	
   los	
  

macrófagos	
  inZiltrantes	
  se	
  asocian	
  estrechamente,	
   en	
  el	
  parénquima	
  retiniano,	
   con	
  las	
  células	
  

de	
  Müller	
  activadas.39	
  A	
  raiz	
  de	
  estos	
  hallazgos,	
  se	
  propuso	
  que	
  la	
  célula	
  de	
  Müller	
  es	
  la	
  diana	
  

inicial	
  de	
  las	
  citoquinas	
  producidas	
  por	
  los	
  macrófagos	
  inZiltrantes,	
  destacando	
  al	
  TNFα	
  como	
  

uno	
   de	
  los	
  principales	
   implicados,39	
  y	
  que	
  otras	
   células	
  retinianas,	
   como	
   los	
  fotorreceptores,	
  

serían	
  dianas	
  indirectas	
  en	
  este	
  proceso,	
  ya	
  que	
  no	
  expresan	
  receptores	
  para	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  

citoquinas	
   secretadas	
   por	
   los	
   macrófagos.62,	
   312-­‐316	
   Por	
   tanto,	
   las	
   células	
   de	
  Müller	
   podrían	
  

reducir	
   la	
   producción	
   de	
   factores	
   neurotróZicos	
   necesarios	
   para	
   la	
   supervivencia	
   de	
   los	
  

fotorreceptores,	
  tras	
  la	
  activación	
  por	
  parte	
  de	
  los	
  macrófagos.316-­‐320	
  Estos	
  hallazgos	
  refuerzan	
  

la	
   importancia	
  que	
   tendría	
  bloquear	
   las	
   interacciones	
   entre	
   los	
  macrófagos	
   y	
   las	
   células	
  de	
  

Müller,	
  para	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  la	
  Zisiología	
  retiniana	
  en	
  determinadas	
  enfermedades.

	
   Además	
  del	
  papel	
  que	
  juegan	
  los	
  macrófagos	
  en	
  las	
  modiZicaciones	
  retinianas,	
   también	
  

cabe	
  mencionar	
   la	
  posible	
  implicación	
  que	
  pueda	
  tener	
  la	
  microglía	
  en	
  estos	
   cambios,	
  hecho	
  

que	
   no	
   ha	
   sido	
   evaluado	
   especíZicamente	
   en	
   este	
   trabajo,	
   ya	
   que	
   se	
   considera	
   que	
   los	
  

macrófagos	
  inZiltrantes	
  tienen	
  una	
  capacidad	
  destructiva	
  superior	
  a	
  la	
  de	
  la	
  microglía.40	
  

	
   Las	
  células	
  de	
   la	
  microglía	
  son	
  los	
  macrófagos	
  tisulares	
  del	
  sistema	
  nervioso	
  central	
   y	
  

se	
   activan	
   en	
   respuesta	
   a	
   pequeños	
   cambios	
   patológicos	
   en	
   el	
   parénquima	
   neural,	
  	
  

protegiéndolo	
  frente	
  a	
  la	
  infección,	
   la	
  inZlamación,	
   la	
  isquemia,	
   los	
   traumatismos,	
   los	
  tumores	
  

neurales	
  y	
  la	
  neurodegeneración.321	
  La	
  microglía	
  se	
  activa	
  rápidamente,	
  debido	
  a	
  su	
  poder	
  de	
  

respuesta	
   frente	
   a	
   pequeños	
   cambios	
   moleculares	
   en	
   el	
   microambiente	
   celular,322,	
   323	
   que	
  

preceden	
  a	
  los	
   cambios	
   estructurales	
  en	
  las	
  células	
  vecinas.	
   La	
  microglía	
  en	
  cultivo,	
   tras	
  ser	
  

estimulada,	
   es	
   capaz	
   de	
  producir	
   citoquinas	
   proinZlamatorias	
   y	
   quimioquinas,324-­‐327	
   al	
   igual	
  

que	
  ocurre	
  in	
  vivo	
  tras	
  un	
  daño	
  o	
  durante	
  un	
  proceso	
  inZlamatorio.328	
  Se	
  cree	
  que	
  la	
  activación	
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de	
   la	
   microglía	
   beneZicia	
   la	
   supervivencia	
   de	
   las	
   células	
   al	
   retirar	
   los	
   restos	
   celulares,	
   sin	
  

embargo,	
   también	
  hay	
  evidencias	
  de	
   que	
  la	
  microglía	
  activada	
   puede	
   ser	
  perjudicial	
   para	
  la	
  

supervivencia	
  neuronal	
  en	
  el	
  sistema	
  nervioso	
  central.	
  	
  

	
   En	
   la	
   retina,	
   la	
   microglía	
   se	
   activa	
   en	
   respuesta	
   a	
   un	
   daño,	
   como	
   el	
   lumínico,	
   la	
  

fotocoagulación	
   láser	
   y	
   las	
   cirugías	
   intraoculares;320,	
   329-­‐331	
   o	
   a	
   enfermedades,	
   como	
   	
   el	
  

glaucoma,	
  la	
  retinitis	
  pigmentosa	
  y	
  la	
  DMAE.332-­‐335	
  En	
  este	
  tejido	
  tiene	
  capacidad	
  de	
  proliferar,	
  

de	
   hipertroZiarse,	
   y	
   de	
   migrar	
   a	
   las	
   capas	
   externas,332,	
   333,	
   336,	
   337	
   pudiendo	
   modular	
   la	
  

liberación	
  de	
   factores	
   tróZicos	
   por	
   parte	
  de	
   las	
   células	
   de	
  Müller,320	
   incluyendo	
   algunos	
   que	
  

promoverían	
   la	
   supervivencia	
   de	
   los	
   fotorreceptores	
   y	
   otros	
   que	
   promoverían	
   su	
   muerte	
  

celular.338	
   En	
   varias	
   especies	
   la	
  microglía	
   se	
   activa	
   tras	
   un	
   DR,	
   pasando	
   de	
   una	
  morfología	
  

ramiZicada	
  a	
   una	
  ameboide,	
   proliferando	
   y	
  migrando	
   hacia	
   la	
   retina	
   externa,	
   situándose	
  en	
  

regiones	
   cercanas	
   a	
   las	
   células	
   de	
   Müller	
   reactivas.293	
   Sin	
   embargo,	
   tras	
   un	
   tiempo,	
   la	
  

respuesta	
   de	
   estas	
   células	
   parece	
   agotarse,	
   reduciéndose	
   su	
  número	
   y	
   migrando	
   de	
   nuevo	
  

hacia	
   las	
   capas	
   internas	
   de	
   la	
   retina.293	
   Estas	
   mismas	
  modiZicaciones	
   se	
   han	
  descrito	
   en	
   el	
  

cultivo	
  organotípico	
  de	
  retina	
  de	
  rata,305	
  donde	
  la	
  microglía	
  muestra	
  actividad	
  entre	
  el	
  primer	
  

y	
  el	
  sexto	
  día	
  de	
  cultivo.

	
   Varios	
   estudios	
   muestran	
   que	
   la	
   respuesta	
   de	
   la	
   microglía	
   prevalece	
   sobre	
   la	
  

macrofágica	
   en	
   algunas	
   enfermedades	
   retinianas,339,	
   340	
   pero	
   otros	
   han	
   descrito	
   como	
   la	
  

migración	
   de	
   los	
   macrófagos	
   tisulares	
   hacia	
   la	
   retina	
   predomina	
   sobre	
   la	
   activación	
   de	
   la	
  

microglía.39	
  Por	
  otra	
  parte,	
   también	
  puede	
  ser	
  importante	
   la	
  acción	
  conjunta	
  de	
  ambos	
   tipos	
  

celulares	
   durante	
   los	
   diferentes	
   periodos	
   del	
   proceso	
   patológico,	
   como	
   se	
  ha	
  observado	
   en	
  

modelos	
  experimentales	
  de	
  la	
  neuritis	
  autoinmune,341	
  donde	
  la	
  reacción	
  macrofágica	
  se	
  lleva	
  a	
  

cabo	
  por	
  	
  parte	
  de	
  la	
  microglía	
  en	
  las	
  primeras	
  fases,	
  proliferando	
  estas	
  células,	
  pero	
  cuando	
  la	
  

enfermedad	
  inZlamatoria	
  presenta	
  signos	
  clínicos	
  más	
  severos,	
   su	
  número	
  disminuye,	
   siendo	
  

los	
   macrófagos	
   sanguíneos	
   inZiltrantes	
   el	
   principal	
   efector	
   de	
   la	
   respuesta	
   inmune.341	
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Sabiendo	
   ésto,	
   representaría	
   un	
   gran	
   paso	
   determinar	
   que	
   tipo	
   celular	
   prevalece	
   en	
   los	
  

procesos	
   patológicos	
   retinianos,	
   ya	
   que	
   los	
   macrófagos	
   inZiltrantes	
   tienen	
   un	
   poder	
  

destructivo	
  mucho	
  mayor	
  que	
  el	
  de	
  la	
  microglía,40	
  pudiendo	
  alterar	
  profundamente	
  la	
  función	
  

retiniana,	
  existiendo	
  además,	
  múltiples	
  diferencias	
  fenotípicas	
  y	
  Zisiológicas	
  entre	
  ambos	
  tipos	
  

celulares.342	
  En	
  comparación	
  con	
  otros	
  tipos	
  de	
  macrófagos	
  tisulares,	
   la	
  microglía	
  está	
  mucho	
  

más	
   diferenciada,	
   y	
   el	
   microambiente	
   neuronal	
   regula	
   drásticamente	
   su	
   fenotipo,321,	
   343	
  

manteniéndose	
   como	
   células	
   relativamente	
   quiescentes	
   y	
   no	
   expresando	
   muchos	
   de	
   los	
  

marcadores	
  macrofágicos.73,	
   321,	
  343	
  Además,	
   se	
  conoce	
  que	
  la	
  microglía	
  del	
   tejido	
  nervioso	
  se	
  

activa	
   secundariamente	
   a	
   las	
   señales	
   proinZlamatorias	
   que	
   se	
   originan	
   en	
   otras	
   regiones,	
  

mientras	
   que,	
   los	
   macrófagos	
   derivados	
   del	
   torrente	
   sanguíneo	
   reconocen	
   y	
   responden	
  

directamente	
   a	
   los	
   estímulos	
   relacionados	
   con	
   un	
   daño,	
   liberando	
   potentes	
   citoquinas	
  

proangiogénicas	
   y	
   proinZlamatorias,	
   como	
   el	
   TNFα,	
   que	
   por	
   sí	
   solo	
   tiene	
   la	
   capacidad	
   de	
  

activar	
   a	
   la	
   microglía	
   y	
   a	
   los	
   astrocitos	
   en	
   el	
   sistema	
   nervioso	
   central.344	
   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	
  patología.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  VRP,	
  podría	
  proponerse	
  una	
  respuesta	
  similar	
  

a	
  la	
  descrita	
  para	
  la	
  neuritis	
  autoinmune,	
  actuando	
  la	
  microglía	
  durante	
  los	
  cambios	
  precoces	
  

debidos	
   al	
   DR	
   y	
   cobrando	
   protagonismo	
   los	
   macrófagos	
   inZiltrantes	
   cuando	
   la	
   patología	
   se	
  

croniZica	
   en	
   forma	
   de	
   VRP.	
   Si	
   esto	
   es	
   así,	
   la	
   utilización	
   de	
   agentes	
   terapéuticos,	
   como	
   los	
  

bloqueantes	
  del	
  TNF,	
  se	
  debería	
  aplicar	
  en	
  las	
  fases	
  iniciales	
  de	
  la	
  enfermedad,	
  cuando	
  todavía	
  

no	
  hay	
  signos	
  clínicos	
  de	
  VRP.	
  De	
  aquí	
  la	
  importancia	
  de	
  identiZicar	
  los	
  pacientes	
  de	
  riesgo	
  de	
  

entre	
   toda	
   la	
   población	
   que	
   sufre	
  un	
  DR,	
   como	
   ha	
   estudiado	
   el	
   Grupo	
   de	
   Retina	
   del	
   IOBA	
  

durante	
  los	
  últimos	
  años.6-­‐8
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   Por	
   otra	
   parte,	
   las	
   modiZicaciones	
   observadas	
   en	
   los	
   explantes	
   retinianos	
   cultivados	
  

con	
  PBMCs	
  coinciden	
  con	
  los	
  descritos	
  en	
  estudios	
  previos	
  realizados	
  a	
  partir	
  de	
  fragmentos	
  

retinianos	
  humanos	
  provenientes	
  de	
  retinectomías	
  de	
  pacientes	
  con	
  VRP,14,	
   28-­‐30	
   donde	
  se	
  ha	
  

descrito	
  una	
  degeneración	
  de	
  los	
  OS	
  e	
  IS	
  de	
  los	
   fotorreceptores,	
  una	
  notable	
  desorganización	
  

de	
   la	
   estructura	
   retiniana,	
   una	
   considerable	
   pérdida	
   de	
   núcleos	
   neuronales	
   y	
   una	
   gliosis	
  

reactiva	
   con	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   GFAP.	
   Otros	
   trabajos,	
   realizados	
   también	
   a	
  

partir	
   de	
   fragmentos	
   retinianos	
   humanos,	
   han	
   revelado	
   un	
   aumento	
   de	
   los	
   Zilamentos	
  

intermedios	
   GFAP+	
   a	
   lo	
   largo	
   de	
   la	
   célula	
   de	
   Müller,293,	
   345	
   estando,	
   en	
   estos	
   casos,	
  

notablemente	
  aumentada	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  en	
  comparación	
  con	
  los	
  modelos	
  previos	
  de	
  

DR	
  experimentales.17,	
  31,	
  132,	
  294	
  

	
   Sin	
  embargo,	
  otra	
  de	
  las	
  características	
  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	
  

proliferación,	
  macrófagos,	
  células	
  gliales,	
   Zibroblastos,	
  hialocitos	
  y	
  células	
  ganglionares,2,	
   13,	
   17,	
  

28,	
  30,	
  346,	
  347	
  pudiendo	
  variar,	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  proceso	
  patológico,	
   los	
   tipos	
  celulares	
  presentes.347	
  

Estas	
  membranas	
   se	
  comportan	
  como	
  un	
  elemento	
  activo	
  y	
  contráctil	
  en	
  la	
  VRP,	
   jugando	
  un	
  

papel	
   importante	
  en	
  el	
  proceso	
  de	
   la	
  enfermedad,	
  y	
  atribuyéndoles	
   la	
  formación	
  de	
  pliegues	
  

retinianos,	
  observados	
  en	
  algunos	
  casos	
  de	
  VRP	
  y	
  que	
  originan	
  un	
  DR	
  traccional.	
  

	
   Al	
  igual	
  que	
  en	
  los	
  resultados	
  aquí	
  presentados,	
  tampoco	
  se	
  ha	
  descrito	
  la	
  formación	
  de	
  

membranas	
  epirretinianas	
  en	
  otros	
  cultivos	
  de	
  retina	
  de	
  cerdo,	
  aunque	
  se	
  cultivara	
  con	
  el	
  EPR	
  

o	
   con	
   parches	
   de	
   EPR-­‐coroides.77,	
   115,	
   295	
   Como	
   se	
   ha	
   descrito,	
   parece	
   necesaria	
   una	
  

combinación	
   de	
  múltiples	
   tipos	
   celulares,	
   algunos	
   de	
   ellos	
   ausentes	
   en	
  estos	
   modelos,	
   a	
   lo	
  

largo	
   del	
   tiempo	
   y	
   en	
  un	
   ambiente	
   determinado,	
   para	
   que	
   se	
   originen.	
   Así,	
   en	
   el	
   caso	
   del	
  

cultivo	
  de	
  retina	
  bovina	
  es	
  necesario	
  añadir	
  células	
  del	
  EPR	
  o	
  Zibroblastos	
  para	
  que	
  se	
  formen	
  

membranas	
   contráctiles,	
   con	
  unas	
   caractarísticas	
   morfológicas	
   y	
   funcionales	
   similares	
   a	
   las	
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membranas	
   epirretinianas.182	
   Sin	
   embargo,	
   la	
   presencia	
   de	
   otros	
   tipos	
   celulares	
  

presuntamente	
  implicados	
  en	
  su	
  desarrollo,	
  como	
  son	
  las	
  células	
  gliales	
  y	
  los	
  macrófagos,	
  no	
  

parecen	
   suZicientes	
   para	
   su	
   formación	
   en	
   los	
   experimentos	
   aquí	
   descritos.	
   Estos	
   hallazgos	
  

podrían	
   restar	
   importancia	
   a	
   la	
   implicación	
   de	
   los	
   macrófagos	
   en	
   la	
   formación	
   de	
   estas	
  

membranas.	
   Igualmente,	
   no	
   está	
   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,17	
   pero	
   no	
   se	
   ha	
   detectado	
   la	
   presencia	
   de	
   la	
   GFAP	
   en	
   las	
  

membranas	
   epirretinianas	
   de	
   algunos	
   tipos	
   de	
   VRP.14	
   Además,	
   en	
   estos	
   experimentos	
   las	
  

células	
   ganglionares	
   degeneraron	
   rápidamente,	
   de	
   modo	
   que	
   no	
   contribuirían	
   en	
   su	
  

formación,	
   y	
   también	
   cabe	
   mencionar	
   la	
   ausencia	
   de	
   vítreo	
   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	
  región	
  vitreorretiniana	
  y	
  forman	
  las	
  membranas.

	
   Por	
  otra	
  parte,	
  en	
  los	
  modelos	
  de	
  DR	
  en	
  gato,	
  se	
  consideraría	
  necesaria	
  la	
  reaplicación	
  

de	
  la	
  retina	
  para	
  la	
  formación	
  de	
  las	
  membranas	
  epirretinianas.17	
  Así,	
  en	
  retinas	
  desprendidas	
  

durante	
  más	
  de	
  tres	
  días,	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  crecen	
  únicamente	
  por	
  el	
  espacio	
  subretiniano,	
  

mientras	
  que	
   cuando	
   la	
   retina	
  es	
   reaplicada,	
   los	
   procesos	
   de	
   las	
   células	
  de	
  Müller	
  cesan	
  su	
  

crecimiento	
   por	
  el	
  espacio	
  subretiniano	
   y	
  se	
  extienden	
  a	
  lo	
   largo	
  de	
  la	
  superZicie	
  vítrea	
  de	
  la	
  

retina,	
  asumiendo	
  propiedades	
  contráctiles,	
   produciendo	
  extensos	
  pliegues	
  y,	
  eventualmente,	
  

el	
  redesprendimiento	
  de	
  la	
  retina,	
  asemejándose	
  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,132,	
   294	
  que	
   si	
  

aparecen	
  en	
  el	
   caso	
  de	
  procesos	
   quirúrgicos	
   complejos,	
   como	
  el	
   transplante	
  autólogo	
   de	
   un	
  

parche	
   de	
  EPR-­‐coroides,	
   donde	
  la	
   retina	
  es	
   reaplicada	
  (Fernandez-­‐Bueno	
   y	
   cols.,	
   en	
  vías	
  de	
  

publicación).	
   Sin	
   embargo,	
   modelos	
   de	
   VRP	
   en	
   conejo	
   y	
   cerdo,	
   han	
   mostrado	
   que	
   no	
   es	
  

necesaria	
   la	
   reaplicación	
   de	
   la	
   retina	
   para	
  que	
   se	
   originen	
   estas	
   membranas	
   tras	
   un	
   daño,	
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mientras	
   se	
   presenten	
   algunos	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   como	
   el	
   PRP	
   o	
   el	
   PDGF.133,	
   141	
   No	
  

obstante,	
  es	
  necesario	
  tener	
  en	
  cuenta	
  que	
  in	
  vivo,	
  más	
  que	
  el	
  daño	
  retiniano	
  en	
  sí	
  mismo,	
  son	
  

múltiples	
  los	
  factores	
  que	
  intervienen	
  para	
  dar	
  lugar	
  a	
  los	
  cambios	
  que	
  acontecen	
  en	
  la	
  retina,	
  

como	
  los	
  componentes	
  del	
  suero	
  sanguíneo	
  o	
  la	
  secreción	
  de	
  factores	
  por	
  parte	
  de	
  las	
  células	
  

retinianas	
   y	
   no	
   retinianas	
   que	
   migran	
   a	
   la	
   zona	
   dañada,	
   considerándose	
   los	
   principales	
  

responsables	
  del	
  aumento	
  de	
  los	
  Zilamentos	
  intermedios	
  en	
  las	
  células	
  gliales.348

	
   7.2.3.	
   Cultivo	
   de	
   los	
   explantes	
   neurorretinianos	
   con	
  

monocitos	
  CD14+

	
   En	
  la	
  evaluación	
  inmunohistoquímica	
  de	
  los	
  explantes	
  cultivados	
  con	
  monocitos	
  CD14+	
  

no	
  se	
  apreciaron	
  cambios	
  intrarretinianos	
  signiZicativos,	
  ni	
  modiZicaciones	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  

la	
   GFAP	
   ni	
   en	
   el	
   espesor	
   del	
   tejido	
   retiniano,	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   controles.	
   Estas	
  

modiZicaciones	
  se	
  consideran	
  menores	
  que	
  las	
   originadas	
  en	
  los	
  cultivos	
  con	
  PBMCs,	
   aunque	
  

los	
   monocitos	
   CD14+	
   utilizados	
   se	
   diferenciaron	
   hacia	
   macrófagos	
   maduros	
   y	
   produjeron	
  

TNFα.

	
   En	
  los	
  experimentos	
  descritos,	
   los	
  monocitos	
  CD14+	
  tras	
  ser	
  cultivados	
  durante	
  cuatro	
  

días,	
  expresaron	
  SWC9,	
  alcanzando	
  por	
  tanto,	
  un	
  estado	
  de	
  madurez.	
  Los	
  monocitos	
  porcinos	
  

no	
   expresan	
   espontáneamente	
   el	
   antígeno	
   SWC9,	
   que	
   aparece	
   solo	
   cuando	
   se	
   diferencian	
  

hacia	
  macrófagos	
  maduros,	
  siendo	
  considerado	
  como	
  un	
  antígeno	
  selectivo.349	
  Los	
  monocitos	
  

comienzan	
   a	
   expresar	
   dicho	
   antígeno	
   a	
   las	
   veinticuatro	
   horas	
   de	
   cultivo,	
   alcanzando	
   la	
  

máxima	
   expresión	
   a	
   los	
   cuatro	
   días.288,	
   350	
   El	
   fenotipo	
   de	
   estos	
   macrófagos	
   SWC9+	
   se	
  

corresponde	
  con	
  el	
  de	
  los	
  macrófagos	
  obtenidos	
  de	
  pulmón	
  y	
  de	
  bazo	
  porcino,	
   demostrando	
  

que	
  la	
  forma	
  de	
  diferenciación	
  in	
  vitro	
  es	
  similar	
  a	
  la	
  que	
  ocurre	
  in	
  vivo.289	
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   Por	
  otra	
  parte,	
  durante	
  el	
   cultivo	
   se	
  detectó	
  un	
  aumento	
  en	
  los	
  niveles	
  de	
  TNFα	
  en	
  el	
  

medio	
  de	
  cultivo	
  con	
  monocitos	
  CD14+,	
  alcanzando	
  una	
  concentración	
  máxima	
  de	
  13,7	
  (±3,0)	
  

pg/mL	
   a	
  los	
   cinco	
  días,	
   atribuyendo	
   a	
  estas	
   células	
   la	
  secrección	
  de	
  dicha	
  citoquina.	
   En	
  este	
  

modelo,	
   es	
  posible	
  que	
   los	
   factores	
   secretados	
  por	
   las	
   células	
   retinianas	
  en	
  degeneración	
  se	
  

sumen	
  a	
   la	
   presencia	
   de	
   suero	
   en	
   el	
   medio	
   de	
   cultivo,	
   lo	
   que	
   acelera	
   la	
  maduración	
  de	
   los	
  

monocitos	
   hacia	
   macrófagos,38	
   contribuyendo	
   conjuntamente	
   a	
   la	
   estimulación	
   y	
   a	
   la	
  

activación	
  de	
  los	
  monocitos	
   CD14+.	
  Además,	
  aunque	
   los	
  monocitos	
  porcinos	
  constituyen	
  una	
  

población	
   heterogénea	
   con	
   diferente	
   capacidad	
   de	
   producción	
   de	
   TNFα,275	
   tras	
   su	
  

estimulación	
   cerca	
   del	
   70-­‐80%	
  de	
   la	
   población	
  monocitaria	
   porcina	
  expresa	
  esta	
   citoquina,	
  

encontrando	
  solo	
  un	
  5%	
  de	
  monocitos	
  no	
  estimulados.275

	
   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	
  pretendió	
  discernir	
  si	
  los	
  cambios	
  en	
  

las	
   células	
   gliales	
   eran	
   originados	
   por	
   el	
   contacto	
   célula-­‐célula	
   con	
   los	
   macrófagos	
   o	
   si	
  

intervenía	
   alguna	
   de	
   las	
   múltiples	
   citoquinas	
   liberadas	
   por	
   éstos.	
   Nuestros	
   resultados	
  

sugieren	
   que	
   es	
   necesario	
   el	
   contacto	
   entre	
   células	
   para	
   producir	
   un	
   incremento	
   de	
   las	
  

modiZicaciones	
  retinianas,	
  principalmente	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  por	
  parte	
  de	
  las	
  células	
  

gliales.	
  No	
  obstante,	
   esta	
  hipótesis	
   no	
  descarta	
  la	
  implicación	
  del	
  TNFα	
  en	
  dicha	
  interacción,	
  

ya	
   que	
  puede	
   presentarse	
   integrado	
   en	
   la	
  membrana	
   celular,	
   como	
   forma	
   transmembrana,	
  

llevando	
   a	
   cabo	
   su	
   acción	
   tras	
   el	
   contacto	
   entre	
   células.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   también	
   puede	
  

barajarse	
  la	
  posibilidad	
  de	
  que	
  los	
  niveles	
  de	
  TNFα	
  secretado	
  por	
  los	
  monocitos	
  CD14+	
  en	
  este	
  

experimento,	
  no	
  fueran	
  lo	
  suZicientemente	
  elevados	
  como	
  para	
  sobreestimular	
  la	
  expresión	
  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	
   TNFα,	
   como	
   la	
  microglía305,	
   351	
   o	
   los	
   astrocitos,352,	
   353	
   e	
   incluso	
   las	
   propias	
  

células	
   de	
  Müller,	
   como	
   se	
  ha	
   observado	
   en	
  modelos	
  de	
  glaucoma.53,	
   354	
   Sin	
  embargo,	
   en	
   los	
  

cultivos	
  control	
  solo	
  se	
  encontraron	
  niveles	
  de	
  esta	
  citoquina	
  durante	
  el	
  primer	
  día,	
  no	
  siendo	
  

detectable	
  mediante	
  el	
  método	
  de	
  ELISA	
  utilizado,	
  que	
  tiene	
  un	
  nivel	
  mínimo	
  de	
  detección	
  de	
  

3,7	
  pg/mL,	
  durante	
  el	
  resto	
  del	
  cultivo.	
  Estos	
  resultados	
  son	
  semejantes	
  a	
  los	
  observados	
  en	
  el	
  

cultivo	
   organotípico	
   de	
   retina	
   de	
   rata,	
   dónde	
   solo	
   aparecieron	
  niveles	
  detectables	
   de	
  TNFα	
  

durante	
  el	
  primer	
  día	
  de	
  cultivo,	
  atribuyendo	
  la	
  secrección	
  de	
  esta	
  citoquina	
  a	
  la	
  microglía.305	
  

Así	
   pues,	
   puede	
   asumirse	
  que	
   los	
   niveles	
   de	
   TNFα	
  detectados	
   durante	
   el	
   experimento	
   con	
  

monocitos	
  CD14+,	
   y	
  que	
  aparecen	
  durante	
  los	
  nueve	
  días	
  de	
  cultivo,	
   son	
  secretados	
  por	
  estas	
  

células.	
  

	
   7.2.4.	
  Cultivo	
  de	
  los	
  explantes	
  neurorretinianos	
  con	
  TNFα

	
   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	
  últimos	
  años,8,	
  

14	
  apuntan	
  directamente	
  hacia	
  el	
  TNFα	
  como	
  uno	
  de	
  los	
  principales	
  implicados	
  en	
  la	
  patogenia	
  

de	
  esta	
  patología.	
  Además,	
   se	
  sabe	
  que	
  en	
  el	
  sistema	
  nervioso	
  central	
  el	
  TNFα	
  está	
  implicado	
  

en	
   la	
   cronicidad	
   de	
   la	
   respuesta	
   inZlamatoria,	
   originando	
   un	
   daño	
   tisular,	
   así	
   como	
   en	
   la	
  

desmielinización	
  y	
  en	
  la	
  degeneración	
  axonal.51,	
  52

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

expresión	
  de	
  la	
  GFAP,	
  se	
  desprende	
  que	
  son	
  necesarias	
  concentraciones	
  de	
  al	
  menos	
  100	
  pg/

mL	
  de	
  TNFα	
  exógeno	
  para	
  estimular	
  cambios	
  retinianos	
  asociados	
  con	
  los	
  procesos	
  de	
  gliosis	
  

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

cambios	
  en	
  las	
  células	
  gliales	
  retinianas.

! La	
   evaluación	
   inmuhistoquímica	
  de	
  los	
   explantes	
   cultivados	
   con	
  100	
  pg/mL	
  de	
  TNFα	
  

durante	
  tres,	
  seis	
  y	
  nueve	
  días,	
  reveló	
  un	
  aumento	
  progresivo	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP	
  a	
  lo	
  

largo	
  de	
  la	
  célula	
  de	
  Müller,	
  llegando	
  sus	
  extensiones	
  celulares	
  a	
  atravesar	
  la	
  OLM,	
  e	
  invadir	
  el	
  

área	
  subretiniana,	
  comenzando	
  a	
  originar	
  membranas	
  tisulares	
  en	
  esta	
  zona.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  

observó	
  una	
   reducción	
  y	
   Zinalmente	
  una	
  pérdida	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  CRALBP,	
   una	
  notable	
  

reducción	
   en	
   el	
   número	
   de	
   núcleos	
   DAPI+	
   y	
   una	
   gran	
   desorganización	
   de	
   la	
   estructura	
  

retiniana,	
   con	
  la	
  consiguiente	
  pérdida	
  de	
  la	
  compactación	
  celular,	
  que	
  originó	
  el	
   aumento	
  del	
  

espesor	
  del	
  tejido	
  retiniano.

	
   Los	
   resultados	
   observados	
  permiten	
  reconsiderar	
   los	
   efectos	
   que	
   el	
   TNFα	
   producido	
  

por	
  los	
  monocitos	
  CD14+	
  puede	
  ejercer	
  sobre	
  los	
  cultivos	
  retinianos,	
   ya	
  que	
  concentraciones	
  

de	
  25	
  y	
  50	
  pg/mL	
  de	
  TNFα	
  exógeno	
  no	
  originaron	
  cambios	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP,	
  siendo	
  

necesarias	
   dosis	
   de	
   100	
   pg/mL	
   o	
   superiores	
   para	
   inducirlos,	
   y	
   sabiendo	
   que	
   los	
   niveles	
  

máximos	
  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	
  microglía,	
   en	
  la	
  sobreestimulación	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller,	
  también	
  se	
  podría	
  replantear,	
  al	
  

menos	
  a	
   través	
  de	
  la	
  secrección	
  de	
  TNFα,	
   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	
  atribuía	
  la	
  secreción	
  de	
  TNFα	
  íntegramente	
  a	
  la	
  microglía.305	
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   Las	
  modiZicaciones	
  observadas	
  en	
  el	
  parénquima	
  retiniano	
  al	
  añadir	
  TNFα	
  exógeno	
  son	
  

comparables	
   con	
   las	
   producidas	
   durante	
   el	
   cultivo	
   con	
   PBMCs,	
   pudiendo	
   atribuir	
   a	
   esta	
  

citoquina	
   un	
  papel	
   principal	
   en	
   la	
   interacción	
  entre	
   los	
   macrófagos	
   y	
   las	
   células	
   de	
  Müller,	
  

para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  gliosis	
  reactiva.	
  Sin	
  embargo,	
  durante	
  el	
  cultivo	
  con	
  PBMCs	
  se	
  produjo	
  

la	
   invasión	
   del	
   área	
   subretiniana	
   por	
   parte	
   de	
   múltiples	
   prolongaciones	
   de	
   las	
   células	
   de	
  

Müller,	
  originando	
  formaciones	
  tisulares	
  en	
  esta	
  región,	
  algo	
  que	
  solo	
  comenzó	
  a	
  apreciarse	
  a	
  

los	
  nueve	
  días	
  de	
  cultivo	
   con	
  TNFα	
  exógeno.	
  No	
   obstante,	
   las	
   células	
  macrofágicas	
  utilizadas	
  

pudieron	
   secretar	
   potencialmente	
   otras	
   citoquinas	
   implicadas	
   en	
   la	
   VRP,	
   como	
   el	
   TGFβ,	
   el	
  

PDGF,	
  la	
  IL1α,	
  la	
  IL1β	
  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	
  TNFα	
  utilizado	
  actuaría	
  como	
  

sTNFα,	
   mientras	
   que	
   los	
   macrófagos	
   originados	
   a	
   partir	
   de	
   los	
   PBMCs	
   pudieron	
   producir	
  

mTNFα,	
  ejerciendo	
  su	
  acción	
  mediante	
  el	
  contacto	
  célula-­‐célula,	
  además	
  de	
  liberar	
  sTNFα.	
  

	
   No	
   ha	
   sido	
   el	
   objetivo	
   de	
   este	
   trabajo	
   discernir	
   que	
   tipo	
   de	
   TNFα	
   es	
   el	
   principal	
  

implicado	
   en	
   la	
   interacción	
  celular	
  mencionada,	
   ni	
   que	
  receptores	
  están	
  siendo	
  estimulados,	
  

sabiendo	
  de	
  la	
  extremada	
  complejidad	
  de	
  acción	
  que	
  tiene	
  esta	
  citoquina,	
  ya	
  que	
  dependiendo	
  

de	
   los	
   mecanismo	
   moleculares	
   desencadenados	
   en	
   sus	
   receptores	
   puede	
   tener	
   una	
   acción	
  

neuroprotectora	
  o	
  neurodegenerativa.62, 225-227	
   No	
   obstante,	
   hay	
  evidencias	
  de	
  que	
  el	
   tipo	
  de	
  

tejido	
  y	
  el	
  ambiente	
  celular	
  son	
  factores	
  importantes	
  para	
  determinar	
  el	
  efecto	
  de	
  la	
  acción	
  del	
  

TNFα,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	
   Zisiológico,354	
   por	
   lo	
   tanto,	
   los	
  

complejos	
  estudios	
  requeridos	
  para	
  averiguar	
  las	
  vías	
  de	
  acción	
  del	
  TNFα	
  en	
  la	
  VRP	
  deberían	
  

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

y	
  con	
  TNFα/adalimumab

	
   El	
   adalimumab	
   demostró	
   actividad	
   tanto	
   en	
   los	
   cultivos	
   control	
   como	
   cuando	
   fue	
  

añadido	
   con	
  TNFα	
   exógeno,	
   originando	
   un	
  menor	
   grado	
   de	
   gliosis	
   reaccional	
   y	
   una	
  mejor	
  

conservación	
   del	
   parénquima	
   retiniano.	
   La	
   acción	
   que	
   este	
   antagonista	
   del	
   TNF	
   tiene	
  

directamente	
  sobre	
  los	
  explantes	
  en	
  cultivo	
  se	
  puede	
  atribuir	
  al	
  bloqueo	
  del	
  TNFα	
  producido	
  

por	
   las	
   propias	
   células	
   de	
   la	
   retina,	
   siendo	
   también	
   efectivo	
   para	
   bloquear	
   el	
   efecto	
  

sobreestimulador	
   que	
   el	
   TNFα	
   exógeno	
   ejerce	
   sobre	
   las	
   células	
   gliales.	
   Estos	
   resultados	
  

implicarían	
  directamente	
  al	
  TNFα	
  en	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  gliosis	
  reaccional	
  observada	
  en	
  estos	
  

experimentos.

	
   La	
  concentración	
  de	
  adalimumab	
  utilizada,	
  10	
  μg/mL,	
  fue	
  inferior	
  a	
  las	
  potencialmente	
  

tóxicas	
  para	
  el	
  tejido	
  retiniano	
  tras	
  inyección	
  intravítrea,	
  0,5	
  mg/0,1	
  mL,273,	
  274	
   y	
  superior	
  a	
  la	
  

dosis	
  efectiva	
  capaz	
  de	
  neutralizar	
  el	
  90%	
  del	
  sTNFα,	
  siendo	
  ésta	
  de	
  9	
  ng/mL	
  para	
  bloquear	
  3	
  

ng/mL	
   de	
   sTNFα.266	
   Además	
   la	
   concentración	
   utilizada	
   en	
   estos	
   experimentos	
   ha	
   sido	
  

empleada	
   eZicazmente	
   en	
   cultivos	
   celulares.278,	
   279	
   De	
   este	
   modo,	
   la	
   dosis	
   del	
   antagonista	
  

utilizada	
  no	
   induciría	
   un	
  daño	
   directo	
   sobre	
   la	
   retina,	
   y	
   tras	
   el	
   bloqueo	
   del	
   TNFα	
  exógeno	
  

añadido,	
   100	
  pg/mL,	
   seguiría	
   existiendo	
   una	
   concentracción	
   de	
   adalimumab	
   no	
   unido	
   que	
  

podría	
   seguir	
   actuando,	
   como	
   así	
   se	
   ha	
  mostrado,	
   al	
   reducir	
   también	
   los	
   cambios	
   glióticos	
  

espontáneos	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  cultivo	
  con	
  TNFα	
  exógeno.	
  

	
   El	
  mecanismo	
   de	
   acción	
   del	
   adalimumab	
  se	
  basa	
  en	
   la	
   unión	
   al	
   TNFα	
  impidiendo	
   el	
  

contacto	
   con	
   los	
   TNFRs	
   de	
   manera	
   competitiva,	
   y	
   por	
   tanto,	
   bloqueando	
   su	
   actividad	
  

biológica.	
   Por	
   ello,	
   fue	
   necesario	
   añadir	
   conjuntamente	
   el	
   TNFα	
  y	
   el	
   agente	
   anti-­‐TNF	
   en	
   el	
  

medio	
   de	
   cultivo,	
   con	
  la	
   Zinalidad	
  de	
  bloquear	
   dicha	
   citoquina	
  e	
   impedir	
   completamente	
   la	
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unión	
   con	
   los	
  TNFRs	
   del	
   parénquima	
   retiniano,	
   ya	
   que	
   tras	
   la	
   unión	
  con	
  sus	
   receptores,	
   el	
  

adalimumab	
  no	
  es	
  capaz	
  de	
  bloquear	
  la	
  acción	
  biológica	
  del	
  TNFα.

	
   Aunque	
  el	
  adalimumab	
  es	
  un	
  anticuerpo	
  humanizado,	
   las	
  secuencias	
  del	
  TNFα	
  humano	
  

y	
   del	
   porcino	
   comparten	
   múltiples	
   características,	
   como	
   la	
   longitud	
   y	
   la	
   polaridad	
   (Homo	
  

sapiens,	
   http://genome.ucsc.edu/cgi-­‐bin/pbGlobal?proteinID=P01375;	
   y	
   Sus	
   scrofa,	
   http://

genome.ucsc.edu/cgi-­‐bin/pbGlobal?proteinID=P23563).	
   Estas	
   similitudes	
   explicarían	
   la	
  

eZicacia	
   del	
   adalimumab	
   en	
   el	
   bloqueo	
   del	
   TNFα	
   porcino,	
   lo	
   que	
   no	
   ocurre	
   en	
   el	
   caso	
   del	
  	
  	
  

TNFα	
  murino.266	
  

	
   Desde	
  hace	
  más	
  de	
  treinta	
  años,	
  se	
  considera	
  conveniente	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  hipertroZia	
  

de	
   las	
   células	
   de	
   Müller,17,	
   32-­‐34	
   sin	
   embargo,	
   todavía	
   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	
  Müller	
  están	
  afectadas,	
  originando	
  su	
  hipertroZia,	
  su	
  hiperplasia	
  y	
  

su	
   crecimiento	
   por	
   el	
   espacio	
   subretiniano	
   y	
   epirretiniano.	
   Sin	
   embargo,	
   los	
   factores	
  

moleculares	
  que	
  controlan	
  estos	
  cambios	
  todavía	
  no	
  están	
  adecuadamente	
  documentados.	
  Las	
  

células	
   de	
   Müller,	
   al	
   igual	
   que	
   los	
   fotorreceptores,	
   reaccionan	
   rápidamente	
   tras	
   el	
   DR,	
  

mostrando	
  cambios	
  en	
  su	
  remodelación	
  celular,	
  incluyendo	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  

GFAP	
   y	
   de	
   la	
   vimentina,	
   y	
   la	
   reducción	
   de	
   la	
   CRALBP,	
   de	
   la	
   anhidrasa	
   carbónica	
   y	
   de	
   la	
  

glutamina	
  sintetasa.284	
  Realmente,	
  no	
  está	
  claro	
  si	
  estos	
  mecanismos	
  son	
  neuroprotectores	
  y/

o	
   vasoprotectores,	
   si	
   tienen	
  unos	
   efectos	
   adversos	
   para	
   las	
   células	
   retinianas	
   o	
   si,	
   incluso,	
  

podrían	
  argumentarse	
   ambas	
   teorías.355	
   Lo	
   que	
  es	
   cierto,	
   es	
  que	
   las	
   células	
   gliales	
  reactivas	
  

pueden	
   liberar	
  múltiples	
   citoquinas	
   y	
   especies	
   reactivas	
   de	
   oxígeno,	
   que	
   se	
   difunden	
   a	
   las	
  

regiones	
  adyacentes	
  y	
  activan	
  las	
  vías	
  apoptóticas,	
  originando	
  la	
  pérdida	
  de	
  las	
  neuronas	
  que	
  

sobrevivieron	
  al	
  daño	
  inicial.	
  356-­‐358	
  Además,	
  tanto	
  la	
  hipertroZia	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  como	
  

su	
  crecimiento	
  por	
   las	
  superZicies	
   retinianas	
  tienen	
  una	
  gran	
   importancia	
  práctica,	
   ya	
  que	
  el	
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crecimiento	
   por	
   el	
   espacio	
   subretiniano	
   inhibe	
   la	
   regeneración	
   de	
   los	
   OS	
   de	
   los	
  

fotorreceptores,359	
   y	
  el	
  crecimiento	
  por	
  la	
  superZicie	
  vítrea	
  puede	
  contribuir	
  a	
   la	
  contracción	
  

de	
  la	
  retina,	
   lo	
   que	
   conlleva	
   a	
   la	
  pérdida	
  de	
   la	
  visión.359,	
   360	
  Estos	
  cambios	
   de	
   las	
   células	
  de	
  

Müller	
   no	
   pueden	
   ser	
   considerados	
   como	
   acciones	
   beneZiciosas	
   para	
   la	
   retina,	
   ya	
   que	
  

realmente	
   estas	
   células	
   están	
   alteradas	
   durante	
   el	
   remodelado	
   tisular,	
   lo	
   que	
   tiene	
   serias	
  

consecuencias	
  para	
  la	
  Zisiología	
  retiniana.31

	
   En	
   los	
   últimos	
   años,	
   se	
   han	
  probado	
   numerosas	
   sustancias	
   para	
   intentar	
   inhibir	
   la	
  

proliferación	
  celular,	
  y	
  la	
  formación	
  y	
  la	
  contracción	
  de	
  las	
  membranas	
  retinianas	
  en	
  modelos	
  

in	
   vivo	
  e	
  in	
  vitro,	
   como	
  ya	
  se	
  ha	
  mencionado.	
  Durante	
  este	
  tiempo,	
  algunas	
  demostraron	
  ser	
  

eZicaces,	
   sin	
   embargo,	
   muchas	
   de	
   ellas	
   originaron	
   graves	
   efectos	
   secundarios,	
   y	
   solo	
   unas	
  

pocas	
   llegaron	
   a	
   ser	
   probadas	
   en	
   ensayos	
   clínicos,	
   pero	
   Zinalmente	
   no	
   tuvieron	
   un	
   éxito	
  

maniZiesto.2,	
   5	
   En	
   este	
   sentido,	
   hay	
   varios	
   trabajos	
   experimentales	
   que	
   han	
   estudiado	
   la	
  

proliferación	
   de	
   las	
   células	
   de	
   Müller	
   tras	
   un	
   daño	
   retiniano,	
   así	
   como	
   la	
   utilización	
   de	
  

sustancias	
   capaces	
   de	
   bloquearla,361-­‐367	
   no	
   obstante,	
   los	
   estudios	
   encaminados	
   a	
   reducir	
   la	
  

hipertroZia	
  de	
  las	
  células	
  gliales	
  son	
  pocos.33,	
  34,	
  364	
  

	
   Eibl	
   y	
   cols.	
   (2007)364	
   describieron	
  la	
   utilización	
   de	
   alquilfosfocolinas	
   para	
   reducir	
   la	
  

proliferación	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
   tras	
   el	
  DR	
   experimental	
   en	
  conejo,	
   pero	
  no	
   resultaron	
  

eZicaces	
  en	
  la	
  reducción	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
   la	
  vimentina,	
   proteína	
  implicada	
  en	
  la	
  hipertroZia	
  

de	
  las	
  células	
  de	
  Müller.	
  

	
   Tura	
  y	
  cols.	
  (2009)33	
  mostraron	
   la	
  eZicacia	
  del	
  H-­‐1152P	
  para	
  reducir	
  la	
  hipertroZia	
  de	
  

las	
   células	
   gliales,	
   en	
   el	
   cultivo	
   organotípico	
   de	
   retina	
  de	
   ratón	
   y	
   tras	
   inyección	
   intravítrea	
  

previamente	
   al	
   daño	
   del	
   nervio	
   óptico.	
   Esta	
   molécula	
   es	
   un	
   inhibidor	
   de	
   la	
   ROCK	
   (RhO-­‐

assoCiated	
  protein	
  Kinase),	
  proteína	
  que	
  regula	
   la	
  organización	
  del	
  citoesqueleto	
  de	
  actina	
  y	
  

sus	
  eventos	
  dinámicos,	
   como	
   la	
  contracción,	
   la	
  adhesión,	
   la	
  motilidad,	
   la	
  progresión	
  del	
   ciclo	
  

celular	
   y	
   la	
   expresión	
   génica,	
   en	
   varios	
   tipos	
   celulares.368	
   Dicha	
   sustancia	
   tiene	
   un	
   efecto	
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neuroprotector	
   sobre	
   las	
   células	
   retinianas,	
   particularmente	
   sobre	
   las	
   células	
   ganglionares,	
  

asociado	
  a	
  una	
  disminución	
  en	
  la	
  reactividad	
  de	
  los	
  astrocitos,	
  de	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  y	
  de	
  la	
  

microglía.	
  Sin	
  embargo,	
  todavía	
  no	
  está	
  claro	
  su	
  mecanismo	
  de	
  acción,	
  pudiendo	
  atribuirse	
  a	
  la	
  

inhibición	
   de	
   la	
   ROCK	
   directamente	
   en	
   las	
   neuronas	
   retinianas,	
   asociándose	
   con	
   la	
  

disminución	
   de	
   la	
   reactividad	
   de	
   las	
   células	
   gliales;	
   a	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   excesiva	
   gliosis	
  

reactiva,	
  asociándose	
  con	
  una	
  protección	
  neuronal;	
  o	
  a	
  una	
  acción	
  simultánea	
  tanto	
  sobre	
  las	
  

neuronas	
   retinianas	
  como	
  sobre	
   las	
   células	
   gliales.	
   Por	
  otra	
  parte,	
   aunque	
   esta	
   sustancia	
  es	
  

capaz	
  de	
  disminuir	
  la	
  expresión	
  de	
  la	
  GFAP,	
  su	
  efecto	
   también	
  se	
  asocia	
  con	
  una	
  reducción	
  en	
  

los	
   niveles	
   de	
  once	
   citoquinas	
   secretadas	
   por	
   las	
   células	
   retinianas,	
   siendo	
   mencionable	
   la	
  

reducción	
  del	
  TNFα	
  y	
   de	
  su	
  receptor	
  TNFR1,	
   sin	
  embargo,	
   también	
  disminuye	
  los	
  niveles	
  de	
  

citoquinas	
   antiinZlamatorias,	
   como	
   la	
   IL5	
   e	
   IL13.	
   Por	
   último,	
   aunque	
   el	
   H-­‐1152P	
   ha	
   sido	
  

utilizado	
  en	
  múltiples	
  estudios	
  experimentales,	
  y	
  no	
  solo	
  a	
  nivel	
  ocular,	
  no	
  está	
  aprobado	
  por	
  

la	
  FDA	
  para	
  su	
  uso	
  clínico.

	
   Lewis	
   y	
   cols.	
   (2009)34	
   describieron	
   la	
   utilidad	
   del	
   Palomid	
   529	
   (Paloma	
  

Pharmaceuticals,	
   MA,	
   EE.UU.)	
   para	
   reducir	
   la	
   proliferación	
   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	
  vía	
  Akt/mTOR,	
  implicada	
  en	
  el	
  metabolismo,	
  en	
  el	
  crecimiento,	
  

en	
   la	
   supervivencia,	
   en	
   la	
   apoptosis	
   y	
   en	
   la	
   progresión	
  del	
   ciclo	
   celular,	
   369	
   sugiriendo	
   que	
  

dicha	
  vía	
  estaría	
  activa	
  tras	
  el	
  DR.34	
  Sin	
  embargo,	
  no	
  se	
  conoce	
  exactamente	
  su	
  mecanismo	
  de	
  

acción	
   en	
   la	
   retina,	
   no	
   se	
   tiene	
   la	
   certeza	
   de	
   que	
   actúe	
   directamente	
   sobre	
   las	
   células	
   de	
  

Müller,	
   ya	
  que	
  podría	
  hacerlo	
   a	
   través	
  de	
  la	
  acción	
  que	
   tiene	
  sobre	
   las	
   células	
   del	
   EPR,370	
   e	
  

igualmente	
  ocurre	
  con	
  su	
  acción	
  sobre	
  los	
   fotorreceptores.	
  Los	
  hallazgos	
  están	
  basados	
  en	
  el	
  

análisis	
   de	
   la	
  expresión	
  de	
  la	
  vimentina,	
   proteína	
  no	
  evaluada	
  en	
  este	
   trabajo,	
   sin	
  embargo,	
  

como	
  bien	
  mencionan	
  Eibl	
  y	
  cols.,364	
  una	
  posible	
  estrategia	
  para	
  controlar	
  la	
  hipertroZia	
  de	
  las	
  

células	
  de	
  Müller	
   pasaría	
  por	
   inhibir	
  la	
  sobreexpresión	
  de	
  ambos	
   Zilamentos	
   intermedios,	
   la	
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GFAP	
   y	
   la	
   vimentina.	
   El	
   Palomid	
   529	
   también	
   parece	
   tener	
   un	
   efecto	
   sobre	
   la	
  microglía/

macrófagos,	
   reduciendo	
   su	
   respuesta,	
   pero	
   tampoco	
   se	
   conoce	
   si	
   esta	
   sustancia	
   actúa	
  

directamente	
   sobre	
   las	
   células	
   inmunes	
   o	
   indirectamente	
   a	
   través	
   de	
   otros	
   tipos	
   celulares	
  

como	
  las	
  células	
  de	
  Müller	
  o	
  del	
  EPR.	
  El	
  Palomid	
  529	
  tampoco	
  está	
  aceptado	
  por	
  la	
  FDA	
  para	
  

uso	
   clínico,	
   pero	
   los	
   autores	
   consideran	
   que	
  podría	
  utilizarse	
   para	
   tratar	
   las	
   enfermedades	
  

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

	
   Finalmente,	
   del	
   trabajo	
   aquí	
   presentado	
   se	
   desprende	
   que	
   la	
   utilización	
   de	
   agentes	
  

biológicos	
  bloqueantes	
  del	
  TNF	
  podría	
  abrir	
  una	
  nueva	
  vía	
  de	
  actuación	
  en	
  la	
  reducción	
  de	
  los	
  

cambios	
   gliales	
   que	
   sufre	
   la	
   retina	
   tras	
   un	
   DR,	
   actuando	
   directamente	
   sobre	
   su	
   diana	
  

terapeútica,	
   el	
   TNFα,	
   que	
  estaría	
   implicado	
   en	
   las	
   interacciones	
   entre	
   los	
   macrófagos	
   y	
   las	
  

células	
  de	
  Müller,	
  originando	
  su	
  hipertroZia.	
  El	
  bloqueo	
  del	
  TNFα	
  permitiría	
  reducir	
  algunos	
  de	
  

los	
   cambios	
   Zibróticos	
   que	
   inducen	
   el	
   desprendimiento	
   traccional	
   de	
   la	
   retina,	
   tras	
   su	
  

reaplicación	
  quirúrgica,	
   con	
  la	
  consiguiente	
  pérdida	
  de	
  la	
  función	
  visual,	
   en	
  los	
  pacientes	
  con	
  

VRP.	
  

	
   A	
   pesar	
   de	
   que	
   son	
   necesarios	
   estudios	
   complementarios	
   encaminados	
   a	
   probar	
   la	
  

eZicacia	
   y	
   la	
   seguridad	
   de	
   los	
   agentes	
   antagonistas	
   del	
   TNF	
   en	
   modelos	
   animales,	
   y	
  

posteriormente	
  en	
  los	
  pertinentes	
  ensayos	
  clínicos,	
   los	
  hallazgos	
  presentados	
  en	
  este	
  trabajo	
  

representan	
  una	
  aproximación	
   importante	
  hacia	
   la	
  aplicación	
  clínica	
  de	
  estos	
   agentes	
   como	
  

coadyuvantes	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  la	
  VRP,	
  habiendo	
  demostrado	
  ser	
  eZicaces	
  en	
  el	
  bloqueo	
  del	
  

TNFα	
  tras	
  inyección	
  intravítrea,371	
  y	
  estando	
  aprobados	
  por	
  la	
  FDA	
  para	
  su	
  uso	
  clínico.
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7.3.	
  Continuación	
  de	
  la	
  línea	
  de	
  investigación

	
   Con	
   la	
   continuación	
  del	
   proyecto	
   se	
  intentarán	
  resolver	
   los	
  problemas	
   planteados	
  en	
  

este	
  trabajo,	
  e	
  igualmente	
  se	
  evaluará	
  la	
  potencial	
  aplicación	
  que	
  los	
  agentes	
  bloqueantes	
  del	
  

TNF	
  pudieran	
  tener	
  en	
  el	
  tratamiento	
  de	
  la	
  VRP.	
  

	
   Entre	
  las	
  acciones	
  a	
  llevar	
  a	
  cabo	
  para	
  alcanzar	
  este	
  Zin,	
  se	
  pueden	
  sugerir:	
  

-­‐ Ampliar	
   las	
   técnicas	
   histológicas	
   e	
   inmunohistoquímicas,	
   para	
   poder	
   evaluar	
   las	
  

modiZicaciones	
   de	
   las	
   neuronas	
   retinianas	
   y	
   de	
   la	
   microglía,	
   así	
   como	
   analizar	
   la	
  

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

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

los	
  cambios	
  celulares	
  producidos	
  durante	
  los	
  cultivos.

-­‐ Evaluar	
   la	
   eZicacia	
   de	
   otros	
   agentes	
   antagonistas	
   del	
   TNF,	
   pudiendo	
   tener	
   importancia	
   el	
  

bloqueo	
   conjunto	
   del	
   TNFα	
   y	
   del	
   TNFβ	
   (o	
   LTA),	
   como	
   apuntan	
   las	
   actuales	
   líneas	
   de	
  

investigación	
   desarrolladas	
   por	
   el	
   Grupo	
   de	
   Retina	
   del	
   IOBA.	
   Para	
   ello,	
   sería	
   necesario	
  

estudiar	
  la	
  eZicacia	
  del	
  etanercept	
  y	
  del	
  inZliximab,	
  ambos	
  bloqueantes	
  potenciales	
  del	
  TNFβ.

-­‐ Utilizar	
   la	
   técnica	
  de	
   cultivo	
   organotípico	
   descrita	
   con	
  muestras	
   de	
   neurorretina	
   humana,	
  

permitiendo	
  determinar	
  in	
  vitro	
  el	
  efecto	
  que	
  el	
  TNFα	
  exógeno	
  y	
  los	
  agentes	
  antagonistas	
  del	
  

TNF	
  ejercen	
  sobre	
  el	
  tejido	
  humano.	
  

-­‐ Evaluar	
  la	
  eZicacia	
  de	
  los	
  agentes	
  bloqueantes	
  del	
  TNF	
  en	
  modelos	
  animales	
  de	
  DR	
  y	
  de	
  VRP,	
  

lo	
  que	
  además	
  permitiría	
  la	
  obtención	
  de	
  importantes	
  datos	
  relacionados	
  con	
  su	
  tolerancia,	
  

vida	
  media	
  y	
  concentraciones	
  efectivas	
  tras	
  la	
  administración	
  intravítrea.

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

planteamiento	
  de	
  un	
  ensayo	
  clínico,	
  se	
  podría	
  evaluar	
  la	
  incidencia	
  y	
  la	
  evolución	
  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	
  patologías.

7. Discusión

143





8. Conclusiones
!





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

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

1. El	
  modelo	
   de	
  cultivo	
   organotípico	
   de	
   neurorretina	
  porcina	
  permite	
   la	
  evaluación	
  de	
  

algunas	
  de	
  las	
  modiZicaciones	
  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	
  macrófagos	
  están	
  implicados	
  en	
  las	
  modiZicaciones	
  que	
  experimentan	
  las	
   células	
  

de	
  Müller,	
  porque	
  su	
  adición	
  al	
   cultivo	
  de	
  las	
  neurorretinas	
  origina	
  un	
  aumento	
   en	
  la	
  

hipertroZia	
  reactiva.

3. El	
   TNFα	
   juega	
   un	
  papel	
  muy	
  importante	
  en	
   la	
  mediación	
  entre	
   los	
  macrófagos	
   y	
   las	
  

células	
   de	
   Müller,	
   porque	
   su	
   adición	
   al	
   cultivo	
   de	
   las	
   neurorretinas	
   origina	
   unas	
  

modiZicaciones	
  similares	
  a	
  las	
  producidas	
  por	
  los	
  macrófagos.

4. Se	
  puede	
  intentar	
  abordar	
  la	
  vitreorretinopatía	
  proliferante	
  con	
  agentes	
  antagonistas	
  

del	
  TNF,	
  como	
  el	
  adalimumab,	
  capaz	
  de	
  bloquear	
  las	
  modiZicaciones	
  espontáneas	
  y	
  las	
  

originadas	
   por	
   el	
   TNFα	
   exógeno	
   en	
   las	
   neurorretinas	
   cultivadas,	
   aunque	
   son	
  

necesarios	
  más	
  estudios	
  antes	
  de	
  plantear	
  un	
  ensayo	
  clínico	
  piloto.
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