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1.1 La retina de vertebrados

La retina es la capa mas interna del globo ocular, encargada de la recepcion vy el
procesamiento inicial de la informacion visual. Se origina a partir de una evaginacion del
prosencéfalo y por tanto es parte del Sistema Nervioso Central (SNC). La retina presenta
una estructura laminar muy organizada, los somas neuronales se localizan en las
denominadas capas nucleares, mientras que sus procesos y las conexiones entre ellos
constituyen las capas plexiformes.

La informacion visual se genera en los fotorreceptores tras producirse la
fototransduccién. A partir de los fotorreceptores la informacion sigue una via vertical de
transmision, pasando de las células bipolares a las ganglionares, pero antes de enviar la
informacidn visual a centros superiores sufre una modulacion por parte de varios tipos de
interneuronas que constituyen la via horizontal (Fig. 1). Mientras que en la via vertical el
neurotransmisor liberado es siempre el glutamato, en la via horizontal se establecen tanto

sinapsis inhibidoras como excitadoras.

Retina

Macula

Nervio dptico

‘ :
Sy Vitreo

Cristalino

Fig. 1: A) Esquema del globo ocular humano. B) Ampliacién de la retina donde se indican la
via vertical y las vias horizontales de la transmisidn visual. Modificado de Kolb et al., 2000.

1.1.1 Capas de la retina

La retina esta formada por 8 estratos diferentes (Fig. 2) (Ramon y Cajal, 1889, 1892)

que, desde la parte mas escleral a la mas vitreal, son:

Epitelio pigmentario (EP): Es la capa mas escleral que se localiza entre la coroides y
la retina neural, constituyendo la barrera hematorretiniana. Esta formada por una monocapa
de células epiteliales que contienen pigmentos y se encuentran unidas entre si por complejos

de union. Estas células presentan en su cara apical una serie de procesos alargados que se
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Introduccion

interdigitan con los segmentos externos de los fotorreceptores. En muchos vertebrados
anamniotas, sobre todo en peces y anfibios, estos procesos llegan hasta la membrana
limitante externa y se interdigitan con microvellosidades de las células de Miiller (Wagner,
1990; Marc, 1998).

El EP realiza diferentes funciones, entre ellas regular la concentracion de iones y agua
en el espacio subretinal, proteger contra radicales libres y fagocitar los segmentos externos
de los fotorreceptores, permitiendo su continua renovacion. Ademas, las células del EP
aportan el retinol que forma parte de los fotopigmentos (Young y Bok, 1969).

Capa de los segmentos de los fotorreceptores (SF): Estd compuesta por los segmentos

externos e internos de las células sensoriales, conos y bastones. Las uniones de los
fotorreceptores con las expansiones esclerales de las células de Miller forman la membrana
limitante externa (MLE).

En teledsteos, anfibios y aves se producen contracciones y extensiones de los
segmentos de los fotorreceptores que permiten la adaptacién a un tipo u otro de vision
(Douglas y Wagner, 1982; Burnside et al., 1993; Kolbinger et al., 1996).

Capa nuclear externa (CNE): Constituida por los cuerpos celulares de conos y bastones.

Capa plexiforme externa (CPE): En esta capa se producen las conexiones sinapticas

entre los fotorreceptores y los diferentes tipos de interneuronas: células bipolares,
interplexiformes y horizontales. Ademas, también se pueden encontrar células microgliales.

Capa nuclear interna (CNI): Capa donde se localizan los somas de todas las

interneuronas retinianas y de las células de Muiller.

Capa plexiforme interna (CPI1): Contiene los axones de las células bipolares asi como

las dendritas de las células amacrinas, interplexiformes y ganglionares. Al igual que en la
CPE, también pueden encontrarse células de microglia. La CPI esta dividida en diferentes
niveles funcionales formados por las ramificaciones de las células bipolares, amacrinas y
ganglionares.

Capa de las células ganglionares (CCG): Estd compuesta tanto por los somas de las

células ganglionares como por los de las células amacrinas desplazadas.

Capa de las fibras del nervio éptico (CENQO): Constituida por los axones de las células
ganglionares. En esta capa también se encuentran células gliales. En la parte mas vitreal de la
retina, entre la CFNO vy los vasos sanguineos se localiza la membrana limitante interna

(MLI). Esta formada por las expansiones vitreales de las células de Miiller.
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Esta estructura laminar de la retina es una caracteristica muy conservada entre los
diferentes grupos de vertebrados. Sin embargo, existen grandes variaciones en cuanto a la
distribucion de las células, las conexiones sindpticas y los neurotransmisores que utilizan.
En los teledsteos (categoria a la que pertenecen la mayoria de los peces 0seos actuales) es
maés dificil que en otros grupos establecer un modelo Unico, debido a la gran cantidad de
especies y la gran diversidad de habitats y modos de vida que presentan (Wagner, 1990).
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Fig. 2: Esquema de la retina donde se muestran las diferentes capas y los tipos
celulares que la integran (http:/tutor.lscf.ucsb.edu).

1.1.2 Células retinianas

En la retina se han descrito tres tipos basicos de células gliales: astrocitos, microglia, y
un tipo especial de glia radial denominada células de Muller; en algunas especies también se
han encontrado oligodendrocitos. Los tipos neuronales se pueden agrupar en tres categorias:
las células sensoriales o fotorreceptores, varios tipos de interneuronas (bipolares,
horizontales, interplexiformes y amacrinas), y un solo tipo de células de proyeccion, las

células ganglionares.

Fotorreceptores: Son células muy especializadas que poseen una morfologia
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Introduccion

bastante peculiar. El cuerpo celular se localiza en la CNE y de él parte un axon en direccion
vitreal que contacta con las células bipolares y horizontales en la CPE. En sentido escleral se
forman los segmentos externos e internos que se introducen en el espacio subretinal hacia el
EP. El segmento externo contiene cientos de discos membranosos, orientados de forma
transversal, en los que se insertan los pigmentos fotosensibles (Kolb et al., 2000). Estos
discos sufren una renovacion continua, mientras que en la regién basal se produce la

biogénesis, en la zona apical el EP fagocita los discos mas viejos (Young, 1971).

En todos los grupos de vertebrados existen dos tipos de
fotorreceptores que se clasifican segun la morfologia del segmento
externo, es corto y de forma cénica en los conos, y més largo y
cilindrico en los bastones (Fig. 3). Aunque en ambos casos los somas
celulares se localizan en la CNE, éstos se distribuyen de manera
especifica en el espesor de la capa. Mientras que los somas de los
conos se situan formando una monocapa en la region mas vitreal,

los cuerpos celulares de los bastones constituyen el resto de la CNE

formando varias hileras (Kolb et al., 2000). Conos y bastones

Baston Cono . . . L. o
constituyen sistemas diferentes en la recepcion de la sefal

Fig. 3: Esquema de los
dos tipos de fotorrecepto-
res presentes en la retina,
conos 'y bastones

( ): luminosidad.

luminosa. Los bastones contienen rodopsina y son responsables de

la vision escotopica, sensibles Unicamente en condiciones de baja

A partir de cierto nivel de iluminacion, los bastones se saturan e intervienen los conos,
capaces de registrar cambios rapidos de la intensidad de luz, permitiendo la vision en color
(Kolb et al., 2000). Mientras que los bastones forman un sélo tipo morfologico y funcional,
existen distintos tipos de conos segun la opsina que poseen. ElI nimero y naturaleza de los
pigmentos visuales expresados en los fotorreceptores varia considerablemente entre las
diferentes especies. La mayoria de los mamiferos tienen dos tipos de conos (cono rojo y cono
azul) pero en el caso de los primates existen tres tipos de conos que dan lugar a la vision
tricromatrica: rojos, verdes y azules (Kolb et al., 2000). Los pajaros diurnos y los reptiles
expresan cinco tipos de opsinas en los diferentes fotorreceptores, una en bastones y las otras
cuatro en los conos, dando vision tetracromética. En el caso de los teledsteos existe mucha
mas variabilidad, ya que se han adaptado practicamente a todos los habitats acuaticos y la
importancia de la vision cromatica dependera del ambiente y de su ciclo vital. Podemos
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Introduccion

encontrar desde vision monocromatica en peces abisales hasta dicromatica en peces de aguas
turbias, tricromatica en peces de arrecifes coralinos e incluso tetracromatica para los peces
de aguas dulces cristalinas (Goldsmith, 1980; Robinson et al., 1993; Hughes et al, 1998).

En muchas especies los conos se concentran en regiones especializadas para conseguir
una mayor agudeza visual. EI caso mas complejo es la fovea de primates y aves raptoras,
situada en la retina central. Esta zona carece de bastones y presenta una depresion de todas
las capas vitreales (Kolb et al., 2000). En algunos peces también existe una fovea situada en
la retina temporal, aunque la depresion solo afecta a la CFNO. En otros casos no existe una
depresion asociada y se denomina "area de alta densidad celular. La localizacion de estas
areas en la retina esta relacionada con el habito alimenticio de cada especie (Wagner, 1990;
Easter, 1992; Beaudet et al., 1997).

Interneuronas

a) Células horizontales: Son células de gran tamafio situadas horizontalmente en la
region mas escleral de la CNI. Sus dendritas se extienden por toda la CPE y realizan
conexiones sinapticas con fotorreceptores, células bipolares, células interplexiformes y en
algunos casos con células amacrinas (Marc y Liu, 1984; Marshak y Dowling, 1987). Las
células horizontales modulan la informacion que pasa de los fotorreceptores a las células
bipolares. Se ha descrito que las células horizontales no solo reciben informacion de los
fotorreceptores, sino que también envian informacion de vuelta a los mismos (Baylor et al.,
1971; Fuortes et al., 1973; O'Bryan, 1973; Burkhardt, 1977; Lasansky, 1981; Wu, 1991). Su
campo receptivo es bastante grande, y se hace ain mayor al presentar uniones gap entre
celulas horizontales de un mismo tipo (Teranishi et al., 1983; Wolburg y Kurz-Isler, 1985).
Ademas, la permeabilidad conferida por las uniones gap les permite integrar informacion de
diferentes tipos de fotorreceptores. Fisiologicamente las células horizontales se dividen en
dos tipos: un tipo codifica la informacién de luminosidad y otro la de cromaticidad
(Svetichin y Macnichol, 1959). Morfologicamente las células horizontales se dividen en
funcién de la presencia de un axén corto o la ausencia de axén. La mayoria de los
vertebrados contienen al menos un tipo de células horizontales de cada grupo, sin embargo,
encontramos excepciones, como en humanos, donde sélo hay células horizontales con axén.
En la mayoria de los teledsteos estudiados las células horizontales sin axon contactan
exclusivamente con bastones.

b) Células bipolares: Su soma se localiza en la region medial de la CNI, y de él parten
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procesos en sentidos opuestos. Las dendritas se dirigen hacia la CPE vy alli se ramifican
realizando sinapsis con fotorreceptores, células horizontales y células interplexiformes. El
axon se extiende hacia la CPI y establece sinapsis con células ganglionares y amacrinas.
Estas interneuronas transfieren la sefial visual directamente desde los fotorreceptores hasta
las células ganglionares estableciendo las vias de respuesta ON y OFF. Las células bipolares
responden de manera diferente al glutamato liberado por los fotorreceptores dependiendo del
tipo de receptor que posean (Werblin y Dowling, 1969). Mientras que las bipolares OFF se
activan en respuesta al glutamato, las células ON se inhiben; de esta manera se establecen las
vias OFF (de respuesta a la oscuridad) y ON (de respuesta a la luz) respectivamente. Esas
diferencias fisiologicas tienen cierta correspondencia morfoldgica: las bipolares ON
presentan los terminales sinépticos en la mitad vitreal de la CPl y las bipolares OFF
presentan dichos terminales en la parte escleral de la CPI (Famiglietti y Kolb, 1976; Wu et
al., 2000). Las clasificaciones de las células bipolares tienen en cuenta los tipos de
fotorreceptor con que contactan y el tamafio del campo dendritico. En la retina humana se
han descrito 9 tipos morfoldgicos de células bipolares (Boycott y Wassle, 1991, Kolb et al.,
1992; Mariani 1984, 1985). Ocho de ellos corresponden a células bipolares de cono mientras
que soélo existe un tipo de célula bipolar de baston. En los ciprinidos las poblaciones de
células bipolares son bastante mas complejas, dividiéndose en bipolares de cono, con 12
clases distintas, y bipolares mixtas, de cono y de baston, que incluyen 5 clases (Marc y
Cameron, 2001).

c) Células interplexiformes: Su soma se localiza en la porcion central de la CNI y
presenta ramificaciones que se extienden en las dos capas plexiformes. Estas células reciben
aferencias sinapticas desde la CPI y envian eferencias hacia la CPE. Es el Unico tipo celular
que distribuye la informacion sensorial centrifugamente enviandola desde células amacrinas a
horizontales y bipolares (Dowling y Ehinger, 1978; Marshak y Dowling, 1987). En el carpin
se han descrito dos tipos de células interplexiformes: dopaminérgicas y glicinérgicas. Las
dopaminérgicas se localizan a la altura de las células amacrinas y la mayor parte de las
dendritas se estratifican en la CPI, y envian ramificaciones que llegan hasta la CPE. Las
glicinérgicas tienen el soma a la altura de las células bipolares y casi todas sus dendritas
primarias ascienden hasta la CPE, enviando desde alli procesos a la CPI (Kalloniatis y Marc,
1990; Wagner, 1990). Ademas, parecen regular los movimientos retinomotores (Wagner y
Wulle, 1992; Van Haesendonck et al., 1993) y reciben aferencias del nervio olfatorretinal (o
terminal) (Stell et al., 1984; Zucker y Dowling, 1987; Uchiyama, 1990).
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d) Celulas amacrinas: Presentan un soma localizado en la region mas vitreal de la CNI,
aunque también existen celulas amacrinas en la CCG denominadas amacrinas desplazadas;
estas celulas pueden suponer desde un tercio hasta la mitad de las células de dicha capa
(Hughes y Wieniawa-Narkiewicz, 1980). Las prolongaciones de ambos tipos de amacrinas
se extienden por toda la CPI. Se han definido como células tipicamente sin axon, si bien
algunos tipos de células amacrinas presentan largos procesos que pueden actuar como
verdaderos axones, aunque estas prolongaciones permanecen siempre dentro de la retina.
Estas interneuronas forman la via de asociacion lateral a nivel de la CPI, ya que reciben
aferencias de células bipolares y de otras células amacrinas, y establecen a su vez conexiones
con celulas ganglionares y células bipolares. Morfoldgicamente son las celulas més
diversificadas de la retina de vertebrados, ademas, pueden contener practicamente cualquier
neurotransmisor o neuromodulador presente en el resto del Sistema Nervioso. Debido a esta
variabilidad es complicado realizar una clasificacion. Asi, se han descrito mas de 20 tipos
diferentes de células amacrinas en la retina de gato (Kolb y Nelson, 1981) y 43 tipos en un
tele6steo como el rutilo (Wagner y Wagner, 1988). Funcionalmente, en los teledsteos existen
4 grupos de células amacrinas: de respuesta ON (que reciben aferencias de bipolares ON), de
respuesta OFF (que las reciben de bipolares OFF), de respuesta transitoria (que responden al
inicio y al final del estimulo luminoso) y de respuesta codificada para el color (Djamgoz et
al., 1990; 2001).

Células de proveccién: Las células ganglionares son las Gnicas células de

proyeccién de la retina. Su principal funcion es recoger la informacién visual procedente
tanto de la via vertical (de fotorreceptor a bipolar, y de ésta ultima a ganglionar), como de la
via horizontal (de fotorreceptor a horizontal, a bipolar, a amacrina y de esta ultima a
ganglionar) y enviarla a centros superiores encefalicos.

Las células ganglionares poseen un cuerpo celular voluminoso localizado en la CCG,
aungue también se han descrito células ganglionares desplazadas en la CNI (Hayes y
Holden, 1983; Hitchcock y Easter, 1986). Sus dendritas se ramifican en la CPI y contactan
con células bipolares y amacrinas. Su axon parte en direccion vitreal discurriendo paralelo a
la superficie retiniana (formando la CFNO) hasta alcanzar la papila dptica. En este punto el
conjunto de axones atraviesa las capas de la retina y sale del globo ocular formando el nervio
optico (NO). La siguiente estacion de relevo de la informacion visual es el nlcleo geniculado

lateral, en mamiferos, y el techo dptico en el caso de los peces (Stuermer, 1988; Burrill y
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Easter, 1994).

Se han descrito mas de 20 tipos de células ganglionares segun el tamafio del somay la
forma de las dendritas, aunque el 50% de las células ganglionares lo constituyen dos, las M
(o grandes) y las P (o pequerfias) (Boycott y Wassle, 1974; Leventhal et al., 1981). En los
ultimos afios se ha descrito un nuevo tipo de célula ganglionar fotosensible que actia de
forma independiente a los fotorreceptores. Este tipo celular contiene en su membrana una
molécula reactiva a la luz denominada melanopsina, que pertenece a la familia de las
opsinas. Se ha descrito que estas células estan involucradas en la regulacion del ritmo

circadiano y los reflejos pupilares (Foster et al., 1991; Berson, 2003).

Células gliales

a) Células de Miiller: Son las células gliales predominantes en la retina y son las Unicas
células de estirpe glial que se originan a partir de progenitores retinianos (Turner y Cepko,
1987). Pertenecen a un grupo de astrocitos denominados glia radial debido tanto a su
morfologia, ya que atraviesan todas las capas de la retina, como a las funciones que
desarrollan. Su soma es poligonal y alargado, y se localiza en la region central o vitreal de la
CNI. Presentan dos largas prolongaciones opuestas que atraviesan todo el espesor de la
retina, formando la MLE en la region escleral y la MLI en la zona vitreal. En la MLE las
expansiones de las células de Muller establecen conexiones con otras células de Miller y con
fotorreceptores; ademas emiten una serie de microvellosidades hacia el espacio subretinal
(Reichenbach y Robinson, 1995). Los procesos que se dirigen hacia el vitreo contactan con
otras células de Miller y ademas forman una lamina basal. Las abundantes ramificaciones de
ambos procesos envuelven a las neuronas retinianas y organizan en haces a los axones de las
células ganglionares en la CFNO (Reichenbach y Robinson, 1995). Las células de Miuller
realizan multitud de funciones que son imprescindibles para las neuronas retinianas: no solo
sirven de soporte, sino que estan implicadas en el procesamiento de la informacion visual, el
metabolismo energético, la proteccion frente a radicales libres, la formacion de la barrera
hematorretiniana, la regulacion de la homeostasis y el reciclaje del exceso de
neurotransmisores (Newman y Reichenbach, 1996; Matsui et al., 1999; Bringmann et al.,
2000).

La célula de Muller es un tipo celular muy polivalente que, ademas de realizar
funciones tipicas de la glia, es capaz de responder ante una lesion desdiferenciandose y

formando progenitores neurales. En peces (Fausetty Goldman, 2006; Raymond et al., 2006;
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Fimbel et al., 2007), aves (Fischer y Reh, 2003; Fischer, 2005) y raton (Ooto et al., 2004;
Das et al., 2005), se ha descrito que, tras una lesion, las células de Muller son capaces de
dividirse y de expresar marcadores neurales. Ademas, recientemente se ha demostrado que
en el pez cebra las células de Miiller son capaces de generar progenitores del linaje de baston
en condiciones normales, aunque con una tasa de proliferacion muy baja (Bernardos et al.,
2007).

b) Astrocitos: Se caracterizan por su soma aplanado y sus procesos radiales, aunque su
morfologia varia segin su localizacion; pasan de ser fusiformes en la retina central a tener
una morfologia estrellada a nivel de la retina periférica (Schnitzer, 1988). Se localizan casi
exclusivamente a nivel de la CFNO. Inicialmente se propuso que los astrocitos podian
derivar de las células de Miller (Reichenbach y Wohlrab, 1986), aunque mas tarde se
comprobd que en realidad se forman a partir de precursores de astrocitos que migran por el
NO hacia la retina (Ling y Stone, 1988; Watanabe y Raff, 1988; Kopatz y Distler, 2000; Chu
et al., 2001; Tsai y Miller, 2002). En la retina su principal funcion esta relacionada con el
sistema vascular, ya que durante el desarrollo son los encargados de inducir y guiar el
crecimiento de los vasos por la retina (Zhang et al., 1999; Dorrell et al., 2002; Gariano,
2003). En la retina de teledsteos los unicos estudios que se han realizado muestran una
morfologia y distribucion similar a la descrita en mamiferos (Vecino et al., 1997). Sin
embargo, han sido ampliamente estudiados en la cabeza del nervio 6ptico (CNO) vy en el
propio NO, en los que se ha analizado el comportamiento de los astrocitos durante procesos
de crecimiento, degeneracion y regeneracion axonal (Lillo et al., 1998; Lillo et al., 2002).

c) Microglia: Las células microgliales tienen una morfologia multipolar, con pequefios
cuerpos celulares y unos procesos irregulares y cortos. Su localizacion es muy variable en
los diferentes grupos de vertebrados. En teledsteos se distribuyen principalmente en las
capas plexiformes y en la CFNO, y en menor proporcion en las capas nucleares. La funcion
mas importante de la microglia se manifiesta en condiciones patologicas. Ante cualquier
dafio o lesion se transforma en microglia reactiva, proliferando y adquiriendo actividad
fagocitica. Ademas de eliminar residuos, las células microgliales son capaces de modular la
respuesta inmune y producir tanto factores troficos como sustancias neurotoxicas (Moore y
Thanos, 1996; Stoll y Jyer, 1999; Chen et al., 2002). Existe mucha controversia con respecto
a su origen. La hipdtesis mas aceptada es que son de origen mesodérmico, formandose a
partir de células hematopoyéticas (Stoll y Jyer, 1999; Navascués et al., 2000). Sin embargo,

algunos autores defienden una procedencia neuroectodérmica, demostrando la existencia de
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un precursor glial coman para microglia y astrocitos (Fedoroff et al., 1997).

d) Oligodendrocitos: La funcion tipica de los oligodendrocitos es la mielinizacion de
los axones neuronales. Mientras que en mamiferos no hay ni oligodendrocitos ni axones
mielinizados en la retina, en aves se han descrito oligodendrocitos en la CFNO y en la CCG
(Nakazawa et al., 1993; Cho et al., 1999; Won et al., 2000). En teledsteos se han observado
oligodendrocitos y axones mielinizados en la CFNO (Wolburg, 1980; Lillo et al., 1998). De
hecho, en el carpin se ha propuesto que los axones no mielinizados (siempre mas
superficiales) corresponden a células ganglionares jovenes, y los mielinizados a ganglionares
méas antiguas (Easter et al., 1984), si bien se ha descrito que algunos de los axones

mielinizados corresponden a fibras retindpetas (Uchiyama, 1990).

1.2 Neurogénesis en la retina adulta de

teledsteos

En el SNC de vertebrados la neurogénesis no finaliza al alcanzar la edad adulta, ya que
se han descrito zonas proliferativas capaces de generar nuevas células que se diferencian y se
integran en el tejido. Sin embargo, no todos los grupos de vertebrados muestran la misma
potencialidad para generar células de novo. En mamiferos la neurogénesis adulta se restringe
a tres regiones cerebrales: el epitelio olfatorio, la zona subventricular y el giro dentado del
hipocampo (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo., 2002; Calof et al., 2002; Taupin y Gage,
2002). En anfibios (Hollyfield, 1968), peces (Zupanc, 1999; Ekstrom et al., 2001) y reptiles
(Font et al., 2001) existen varias zonas proliferativas activas en las regiones principales del
SNC adulto. En el pez cebra se han descrito entre 50 y 60 zonas proliferativas (Hinsch y
Zupanc, 2006) que se localizan siempre en la zona ventricular o bien en regiones que
corresponden a porciones ventriculares embrionarias (Zupanc, 1999; Ekstrom et al., 2001).
Utilizando marcadores de células en division se ha descrito que el 0,2% del total de células
del encéfalo de un teledsteo son células progenitoras (Zupanc, 1999), frente al 0,03% que se
ha observado en ratones (Williams, 2000). La presencia de células mitéticamente activas en
el encéfalo de vertebrados anamniotas es la base de la capacidad para crecer a lo largo de
toda la vida del animal y para regenerar tras sufrir una lesion (Easter, 1983; Raymond y
Hitchcock, 2000). Una de las regiones del SNC maés utilizadas para estudiar el crecimiento

continuo y la regeneracion es el sistema visual de teledsteos.
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1.2.1 Crecimiento continuo de la retina

Mdller en 1952 describid que la retina de teledsteos crece de forma continuada durante
toda la vida adulta del animal. Este crecimiento se produce mediante dos mecanismos:
adicion de nuevas células y expansion del tejido maduro. La causa principal del aumento de
volumen de la retina es la expansion del tejido, debido a un incremento de los procesos
celulares, lo que provoca una disminucion de la densidad celular (Johns y Easter, 1977;
Macy y Easter, 1981; Kock, 1982). La segunda causa es la generacion de nuevas células a
partir de dos poblaciones de retinoblastos
(Fig. 4). En la regién maés periférica se
localiza un anillo de células
neuroepiteliales, denominado zona
periférica germinal (ZPG) (Mdiller, 1952;
Meyer, 1978), que es la responsable de la
formacion de nueva retina. Ademas, existe

otra poblacién de progenitores neurales, el

linaje de los progenitores de baston (Johns,

1982), que se localizan en regiones Fig. 4: Localizacion de las dos poblaciones de proge-

centrales y que generan bastones a lo largo | nitores en la retina de teledsteos, la ZPG en la region
periférica (A) y el linaje de bastén en la zona central

de toda la vida del animal. -
(B). Modificado de Otteson et al., 2001.

Zona Periférica Germinal: Se trata de un remanente de la copa Optica

embrionaria formado por una poblacion de células proliferativas que se distribuyen
formando un circulo continuo en el margen de la retina (Miller, 1952; Grun, 1975). La ZPG
se continta por su extremo central con la retina neural y por su extremo periférico con el
estrato no pigmentado del epitelio ciliar (Olson et al., 1999). La ZPG, ademéas de
autorrenovarse, es capaz de originar todos los tipos celulares de la retina durante toda la vida
del animal (Mdller, 1952; Otteson y Hitchcock, 2003).

El crecimiento continuo de la retina se produce desde la ZPG por la aposicion de
anillos concéntricos de células, desde la periferia hacia el centro, por lo que las células mas
jévenes son las que se encuentran en las regiones mas periféricas de la retina (Scholes, 1979;
Easter, 1992). Las células recién formadas en la ZPG se mantienen en su lugar de origen

hasta que se forma una nueva oleada de celulas mas periféricas que van desplazando a las
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anteriores (Scholes, 1979; Rusoff y Easter, 1980; Easter, 1992).

De este modo, entre la ZPG y la retina madura,
EC ZPG ZT | Retina madura

existe una zona de transicion (ZT) donde la
laminacion no estd todavia establecida y las células
estan aun diferenciandose (Fig. 5) (Olson et al., 1999;

Lillo et al, 2001). La diferenciacion de las distintas

capas de la zona de transicién no es simultanea sino

R,mﬁ;;;m_%_%_ﬁ f,/ que la primera capa que se distingue es la CCG,

ZPG, zona periférica germinal } \ después la CNI y la CNE (Olson et al., 1999). Como
ZT, zona de transicion | . . . L. B
\ ; ya hemos indicado anteriormente, las Unicas células

o ol

que no se diferencian en la zona de transicion ni en la

Fig. 5: Esquema de la retina periférica . .
de teledsteos. Modificada de Hitchcock et al., retina adyacente son los bastones (JOhnS’ 1982;

2004.
Raymond, 1985).

Linaje de los bastones: En teledsteos, la formacion de los bastones se encuentra

retrasada con respecto al resto de células retinianas, ya que no se forman durante la
retinogénesis, sino posteriormente en regiones maduras de la retina (Raymond, 1991). En el
pez cebra, por ejemplo, tras la eclosion la CNE estd compuesta Unicamente por una hilera de
conos en diferenciacion, y no es hasta 2 6 3 dias después cuando aparecen los primeros
nucleos de bastones en la CNE (Sandy y Blaxter, 1980; Johns, 1982; Branchek y Bremiller,
1984; Raymond, 1991). Asi, en estadios adultos, buena parte de la retina periférica carece de
bastones (Johns, 1982; Lillo et al., 2001).

Tradicionalmente se ha descrito que los progenitores de baston tienen un Unico origen,
la ZPG (Fig. 6A). Segln esta teoria, en la retina recién formada queda un remanente de células
inmaduras de la ZPG, que se mantienen indiferenciadas y generan progenitores retinianos
que se diferenciaran a bastén (Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003). Sin
embargo, recientemente, se ha demostrado que existe otra fuente de progenitores, las células
de Miller (Bernardos et al., 2007; Klassen et al., 2008). Estas células, bajo determinados
estimulos, podrian ser reclutadas para generar nuevas células progenitoras (Fig. 6B). Estos dos
modelos no tendrian porque ser excluyentes, ya que se ha observado que la generacion de
progenitores a partir de las células de Muller se produce principalmente como respuesta a
una lesion, y en una retina intacta su tasa de proliferacion es muy baja. Ademas, estudios

realizados con mutantes de pez cebra han demostrado que la respuesta regenerativa ante la
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eliminacién selectiva de los bastones no estd mediada por las células de Muller sino por el
propio linaje de precursores de baston (Morris et al., 2008). Sin embargo, la pérdida
selectiva de los conos si consigue activar a las células de Miiller provocando su reentrada en

el ciclo celular y la formacidn de nuevos progenitores retinianos (Morris et al., 2008).

Gerera todos los tipos celulares
excepto los bastones

Fig. 6: A) Formacion del linaje de baston a partir de la ZPG (Modificado de Otteson et al., 2001). B) Generacion de
nuevos progenitores de baston a partir de una célula de Miiller (Modificado de Bernardos et al., 2007).

Se han utilizado muchas especies de teledsteos para caracterizar el linaje de bastones:
carpin (Johns, 1982; Raymond, 1985; Cid et al., 2002), trucha (Julian et al., 1998), tenca y
pez cebra (Cid et al., 2002; Raymond et al., 2006). Segln estos estudios, en el linaje de
bastones se distinguen tres tipos de progenitores dependiendo de su localizacién, la

morfologia de su ndcleo y su potencial proliferativo (Fig. 7):

Células madre de la CNI: Son células redondeadas,
m PB indiferenciadas y préacticamente quiescentes (Otteson et
al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003). Se localizan en la

.. PM regién mas vitreal de la CNI, se caracterizan por expresar

Pax6 y aunque tienen capacidad de proliferar lo hacen

muy lentamente (Otteson et al.,, 2001; Otteson y
Hitchcock, 2003).

| ‘uoseq ap aleul| jap ewsanbs3 :/ ‘Bi4 |

Progenitores en migracion: Cuando las células madre de la CNI se dividen, ademas de

autorrenovarse, generan los progenitores que migran en direccion a la CNE (Otteson y
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Hitchcock, 2003). Estas células tienen una morfologia alargada con uno o dos procesos
vitreales y un proceso escleral (Raymond y Rivlin, 1987). La migracion se produce tanto en
células aisladas como en grupos de 3 6 4 células asociadas a células de Miller (Raymond y
Rivlin, 1987). Estas células migran a través de la CNI y la CPE hasta llegar a la CNE.

Precursores de bastén: Tras la migracion de los progenitores hasta la CNE, estos se
convierten en el tercer tipo de progenitores, los precursores de baston (Julian et al., 1998).
Presentan uno o dos procesos esclerales que no sobrepasan la MLE y nunca presentan
procesos vitreales (Raymond y Rivlin, 1987). Dentro del linaje de los bastones son las
células mitéticamente mas activas, y por ello fueron las primeras en ser descritas (Sandy y
Blaxter, 1980; Johns, 1982; Raymond, 1985).

En una retina intacta las células de linaje de baston (3
solamente forman bastones, sin embargo, ante una lesion g mae
son capaces de generar cualquier tipo celular retiniano.

M
) e M

Se ha demostrado que dentro del linaje de baston,

L. , Diferenciacion
unicamente las células madre de la CNI son lo lc) /
H H H enitores o

suficientemente  inmaduras como para producir AT =g _

progenitores que se diferencien a otros tipos celulares, ya

que los precursores de baston ya estan comprometidos J

Basidn ! I\

para diferenciarse a baston (Morris et al., 2008). Células
refinianas
regeneradas

Fig. 8: Esquema de las células del linaje de bastén en una retina in-

tacta y en una retina lesionada. Modificado de Morris et al., 2008. Rt e o sl i

1.2.2 Progenitores en la retina de otros vertebrados

Como norma general, la neurogénesis en el SNC adulto se ha ido reduciendo
progresivamente en el transcurso de la evolucion de los vertebrados, no sélo en la capacidad
de proliferacion, sino también en la capacidad para formar ciertos tipos celulares (Kubota et
al., 2002). Lo mismo ha ocurrido en la retina, mientras que la presencia de progenitores en la
retina central es exclusiva de peces, se han descrito ZPGs en la retina de varios grupos de
vertebrados. Sin embargo, cuanto mas se avanza en la escala filogenética, la potencialidad y
el nimero de estas células disminuye.

Anfibios: En este grupo la region periférica de la retina se denomina zona marginal

ciliar (ZMC) (Hollyfield, 1968; Straznicky y Gaze, 1971; Umino y Saito, 2002), y en
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muchos aspectos esta mas estudiada que la ZPG de teledsteos. La ZMC se divide en 4
regiones segun el grado de diferenciacion y la capacidad de proliferacion que posean las
células. En la region mas periférica se disponen las células multipotentes, con capacidad de
autorrenovacion y con un ciclo celular lento; en la parte medial se localizan retinoblastos

multipotentes con una capacidad de proliferacion
mas activa. A continuacién progenitores
comprometidos hacia un linaje concreto; y en la
zona adyacente a la retina central se localizan las
células que ya han comenzado a diferenciarse (Fig.
9) (Perron et al., 1998; Perron y Harris, 2000;
Hitchcock et al., 2004). Esta capacidad de

Fig. 9: Organizacién de los retinoblastos en crecimiento continuado es muy importante tanto en

anfibios. CM, células madre retinianas, PM, | - anfihjos como en teledsteos, ya que solo la region
progenitores multipotentes; PC, progenitores

comprometidos; CD, células en diferencia-| central se forma durante la retinogénesis (Kubota et

cion. Tomado de Harris y Perron, 1998.
al., 2002; Moshiri et al., 2004).

Aves y mamiferos: En estos grupos de vertebrados también se ha observado

crecimiento de la retina tras la eclosion o el nacimiento, aunque por un tiempo limitado
(Perron y Harris, 2000; Kubota et al., 2002). En principio se considero que este crecimiento
se debia exclusivamente a una distension del tejido, sin embargo, estudios recientes han
demostrado la existencia de proliferacion celular. En algunas especies de aves se ha descrito
una zona proliferativa que se mantiene activa hasta dos meses después de la eclosién, y que
ademas, comparte muchas caracteristicas con la ZPG de peces y con la ZMC de anfibios
(Kubota et al., 2002). Sin embargo, la potencialidad de estos progenitores esta restringida, ya
que parece limitada a ciertos tipos celulares (Fischer y Reh, 2000). En el caso de la rata y el
raton, la actividad mito6tica en estadios tempranos tras la retinogénesis se restringe a células
del epitelio ciliar (Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Kubota et al., 2002). Se ha
comprobado, ademas, que las células del estrato pigmentado del epitelio ciliar se comportan
in vitro como células madre (Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000), aunque in vivo

parecen estar quiescentes.
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1.3 Caracterizacion de los progenitores en

la retina adulta

En la retina adulta de teledsteos los progenitores de baston se encuentran dispersos a lo
largo de la retina central. EI grado de diferenciacion de los progenitores dependera de la capa
en la que se encuentren, los mas inmaduros se localizan en la CNI y a medida que avanzan
hacia la CNE se diferencian progresivamente a bastones. Esto implica que tanto la tasa de
proliferacion como el patron de expresion de marcadores neurales en estas células son
variables, lo que dificulta enormemente su identificacion y su posterior caracterizacion.

Actualmente el método mas utilizado para identificar células progenitoras en el SNC
son los marcadores de proliferacion celular. El uso de dichos marcadores presenta una
desventaja ya que también detectan células gliales en division. Sin embargo, esto no es un
inconveniente en nuestro modelo ya que en las capas mas esclerales de la retina sélo existe
un tipo de célula glial, las células de Muller, y en condiciones normales su tasa de division es
muy baja. Existen numerosos marcadores para detectar proliferacion celular, entre ellos se
encuentran los nucledtidos marcados o los analogos de nucle6tidos, como la timidina
tritiada, la iododeoxiuridina, y mas recientemente la 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), asi
como diferentes proteinas implicadas en el ciclo celular, como es el caso de la PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) y la histona H3 fosforilada. Entre los marcadores mas
utilizados se encuentra la BrdU que es un nucledtido sintético andlogo a la timidina.

Tras inyectar BrdU al animal de experimentacion, la célula,
durante la replicacion del ADN, afiadira preferentemente BrdU en
lugar de la timidina correspondiente. De esta manera, la nueva
hebra de ADN puede detectarse mediante una
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra BrdU
(Fig. 10). Estudios in vitro han demostrado que las células en
division tienen una alta tasa de incorporacion de BrdU, que oscila
entre un 99,8% y un 100% (Bick y Davidson, 1974). Por ello, la
BrdU presenta una ventaja que no poseen las proteinas implicadas

en el ciclo celular, ya que mientras la PCNA y la histona H3

Fig. 10: Incorporacion de | fosforilada slo marcan las células que se encuentren en una fase
BrdU (www.invitrogen.com).

determinada del ciclo celular, la incorporacion de BrdU permite
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detectar todas las células que se hayan dividido desde la aplicacion de la primera dosis hasta
el sacrificio del animal. Ademas, la utilizacion de la histona H3 fosforilada presenta mucha
controversia, ya que se han descrito células en interfase positivas para dicha proteina
(Prigent y Dimitrov, 2003). Una vez localizados los progenitores de baston en la retina
madura, podremos estudiar el patron de expresion de diferentes marcadores moleculares.

Para ello, estudiaremos qué proteinas estan

- >

implicadas en la regulacion, migracion vy
diferenciacion de los progenitores. En los Gltimos afos,
los marcadores mas utilizados son los implicados en la

regulacién de la transcripcién. En el caso de la retina

Competencia

se conoce qué familias de factores de transcripcion se

.
L

Tiempo

expresan en cada uno de los linajes de retinoblastos a

lo largo de la retinogénesis. Muchos de estos factores |Fig.- 11: Modelo de competencia. Cada
color indica la génesis de un grupo de

de transcripcion también estdn implicados en la |tipos celulares concretos. Tomado de Cepko
etal., 1996.

regulacion de los progenitores y su diferenciacién en la
retina madura, lo que permite realizar un analisis mucho mas especifico. Todos los tipos
celulares de la retina derivan de una poblacion comdn de progenitores (Wetts y Fraser, 1988;
Cepko et al., 1996), y el control de este proceso durante la retinogénesis es muy complejo.
Cepko y colaboradores (1996) propusieron un modelo para explicar este proceso, el modelo
de competencia (Fig. 11). Segln este esquema, los retinoblastos pasan de un estado de
competencia a otro, de forma unidireccional.

En cada estadio de competencia, las células se capacitan para generar tipos celulares
determinados. Ciertos factores de transcripcién, principalmente de las clases bHLH
(proteinas con dominio hélice-bucle-hélice basico) y HD (proteinas con homeodominio), son
fundamentales en la regulacion intrinseca de este proceso (Hatakeyama y Kageyama, 2004).
La expresion de ciertos factores de transcripcion inicia una cascada de reacciones que
provoca la salida del ciclo celular y la diferenciacion de la célula (Ahmad et al., 2004). El
tipo neuronal que se va a formar depende de la combinacion de factores HD y bHLH que
exprese el progenitor (Fig. 12) (Marquardt, 2003; Hatakeyama y Kageyama, 2004). Muchos
de los factores de transcripcién que se expresan durante la retinogénesis también estan
implicados en la regulacion de los progenitores de bastdn y su diferenciacion en la retina

madura.
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Paxt, Six3, Chx1d, Rxl
Hesl

Pax6 Pax6 Paxt Otx2 Otxz Chx10 Rxl
HD
Sixd Sixd Six3 Meural Mewrol Ath3 Chxld
- L Ashl zhl Ashl Hesl
AthS Praxl Meurol Azh = bHLH
Athz Ath3 Mgn2 Mgn2 Kgn2 Hess
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Fig. 12: Combinacidn de factores de transcripcion bHLH y HD en la especificacion de los distintos tipos celu-

lares retinianos. Figura modificada de Hatakeyama y Kageyama, 2004. Datos tomados de Vetter y Brown, 2001; Marquardt, 2003;
Hatakeyama y Kageyama, 2004.

A continuacion describimos las caracteristicas de los marcadores que han sido objeto
de estudio en este trabajo, tanto factores de transcripcion implicados en la retinogénesis

como proteinas implicadas en la migracion y diferenciacion.
Pax6: Los genes de la familia pax (paired box) codifican factores de transcripcion

muy importantes en el desarrollo embrionario. Se caracterizan por tener un dominio de unién
al ADN denominado paired, y algunos miembros de esta familia, incluyendo Pax®6,
presentan otro dominio de union, un homeodominio. Diferentes combinaciones de estos
dominios permiten a la familia Pax reconocer un amplio rango de sitios de unién al ADN
(Jun y Desplan, 1996; Kozmik, 2005). El gen pax6 presenta un alto grado de conservacién
en la evolucion, con gran homologia incluso entre invertebrados y vertebrados (Puschel et
al., 1992; Rio-Tsonis et al., 1995; Hirsch y Harris, 1997). En los peces el gen esta duplicado.
Se han descrito dos genes en el pez cebra, pax6a y pax6b, cuya divergencia con respecto al
gen de mamiferos es equivalente (Nornes et al., 1998).

El gen pax6 se ha considerado un elemento clave en el desarrollo del ojo, ya que es
capaz de inducir la formacién ectopica de ojos en Drosophila melanogaster y en Xenopus
laevis (Halder et al., 1995; Chow et al., 1999), o de inhibirla debido a una mutacién (Hogan
et al., 1986; Glaser et al., 1994). En el neuroepitelio, Pax6 no es necesario para mantener la
identidad de los retinoblastos, pero si afecta a su proliferacién y es indispensable para

mantener su multipotencialidad (Marquardt et al., 2001). Se ha demostrado que Pax6 es un
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activador transcripcional directo de varios genes bHLH responsables de la determinacion de
distintos tipos celulares retinianos. Sin embargo, Pax6 no es suficiente para determinar el
destino celular de los progenitores retinianos (Hirsch y Harris, 1997).

En la retina madura de todas las especies analizadas, Pax6 se expresaen la CCG y en el
estrato vitreal de la CNI (Krauss et al., 1991; Martin et al., 1992; Plschel et al., 1992;
Hitchcock et al., 1996; Belecky-Adams et al., 1997; Hirsch y Harris, 1997; Bhat et al., 1999;
Kaneko et al., 1999; Strickler et al., 2001; Ziman et al., 2001). En algunos estudios se han
observado células horizontales positivas a Pax6 (Kawakami et al., 1997; de Melo et al.,
2003). Ademas, en peces se ha descrito que las células madre de la CNI son positivas a Pax6
(Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003).

Islet1: Es un factor de transcripcion perteneciente a la familia de homeoproteinas que

posee un dominio LIM (Dawid et al., 1995; Hobert y Westphal, 2000). Fue inicialmente
identificado como una proteina reguladora del gen de la insulina (Karlsson et al., 1990) y
estd implicado en la determinacion celular en algunos sistemas tisulares (Thor et al., 1991;
Ericson et al., 1992). En retina adulta de rata la expresion de Isletl se restringe a células
bipolares, amacrinas y ganglionares (Galli-Resta et al.,1997), y en pollo se considera un
marcador especifico de células ganglionares (Austin et al., 1995). En varias especies,
incluyendo el mono y humano, Isletl se expresa en células horizontales (Haverkamp et al.,
2003; Shkumatava y Neumann, 2005).

Prox1: El gen prox1 es el homoélogo, en vertebrados, del gen prospero de Drosophila.

Ademas de un homeodominio, la proteina posee una region conservada en el extremo C-
terminal, el dominio prospero, que podria participar en la unién al ADN, o bien en
interacciones entre proteinas (Burglin, 1994; Tomarev et al., 1996). Este gen se ha
identificado en varias especies de vertebrados y en ningun caso se han detectado genes
paralogos (Oliver et al., 1993; Tomarev et al., 1996; Glasgow y Tomarev, 1998). El gen
prox1 se expresa por primera vez en la placoda del cristalino, y mas tarde, reaparece en
progenitores dispersos por el neuroepitelio (Glasgow y Tomarev, 1998; Jeffery et al., 2000;
Dyer et al., 2003). En los progenitores retinianos de raton, se ha comprobado que Prox1 se
expresa Unicamente en las fases G2/M del ciclo celular (Dyer et al., 2003). En la
retinogénesis se ha comprobado que Prox1 promueve la salida del ciclo celular e interviene
en la diferenciacion de las células de origen temprano como las células horizontales y

bipolares (Cook, 2003; Dyer et al., 2003). En la retina adulta, Prox1 se expresa en células
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horizontales, amacrinas y bipolares (Belecky-Adams et al., 1997; Dyer et al., 2003; Edqvist
y Hallbdok, 2004).

NeuroD: La familia neuroD pertenece al grupo de los genes bHLH proneurales

(denominados asi por ser responsables de la génesis de progenitores neurales en el
ectodermo). En general, éstas proteinas actGan como activadores transcripcionales, y para
unirse al ADN forman heterodimeros con otras proteinas bHLH (Bertrand et al., 2002; Chae
et al., 2004). El patron de expresion de NeuroD durante la retinogénesis es bastante dindmico
y variable entre las especies estudiadas (Roztocil et al., 1997; Morrow et al., 1999), aunque
se ha observado que esta relacionado con ceélulas en diferenciacion, sobre todo con la
diferenciacion de los tipos celulares mas tardios (Ahmad et al., 1998). En retina madura se ha
descrito expresion de NeuroD en la CNE y la CNI de Xenopus laevis (Perron et al., 1998), y
en la CNI en el carpin (Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004). Estudios recientes han demostrado
que NeuroD promueve la neurogénesis frente a la gliogénesis, interviniendo en la
diferenciacion de células amacrinas y fotorreceptores, y que es necesario para la
supervivencia de los fotorreceptores. Ademas se ha descrito que NeuroD se expresa tanto en
los precursores de baston como en los bastones maduros (Inoue et al., 2002). Una
sobreexpresion de NeuroD provoca un aumento en el nimero de células amacrinas y de
bastones, y una ausencia total de células de Miller (Morrow et al., 1999). Todo ello sugiere
gue NeuroD promueve el desarrollo o la supervivencia de bastones y células amacrinas, a la

vez que impide la formacion de células de Muller (Morrow et al., 1999).
Nestina: Es una proteina de filamentos intermedios de tipo VI que junto con los

microttbulos y microfilamentos forman el citoesqueleto. La Nestina fue identificada por
primera vez en células mitéticamente activas del SNC y del SNP, que eran capaces de
generar tanto neuronas como glia durante la embriogénesis temprana (Hockfield y McKay,
1985). Posteriormente se describié en células progenitoras de tejidos no neurales como el
masculo, el corazon (Kachinsky et al., 1995), el intestino (Rauch et al., 2006) y el pancreas
(Delacour et al., 2004). Su funcion no esta clara, aunque se piensa que esta relacionada con
la organizacion intracelular en procesos como la mitosis y la diferenciacion celular (Goldman
et al,. 1999).

La Nestina es un marcador ampliamente utilizado para detectar células madre y células
progenitoras del SNC (Lendahl et al., 1990), aunque también se expresa en glia radial
(Hockfield y McKay, 1985) y astrocitos reactivos (Clarke et al., 1994).
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Promininal/CD133: Es uno de los dos miembros de una familia de glicoproteinas

denominada Prominina. Esta familia comparte una estructura general: 5 dominios
transmembrana, un dominio C-terminal citoplasmatico, un dominio N-terminal extracelular
y varios posibles sitios de glicosilacion. La Promininal es una glicoproteina muy conservada
en la filogenia, ya que se ha descrito en Caenorhabditis elegans (Wilson et al., 1994),
Drosophila melanogaster, pez cebra (Corbeil et al., 2001), carpin (Walsh et al., 2007), raton
(Corbeil et al., 1998) y humano (Yang et al., 2008).

A pesar de que la Promininal y la Prominina2 comparten una estructura similar y se ha
descrito que pueden tener funciones relacionadas, en la retina de vertebrados no se ha
observado expresion de la Prominina2, inicamente de la Promininal (Fargeas et al., 2003).

La Promininal se identifico inicialmente en humanos gracias a un anticuerpo que
reconocia el epitopo AC133 de la proteina (Yin et al., 1997). Posteriormente se describi6 la
proteina homdloga en ratones, la Prominina (Weigmann et al., 1997; Corbeil et al., 2000).

Mientras que el epitopo AC133 se localiza exclusivamente en células indiferenciadas,
se ha observado que el ARNm de Promininal no sélo se encuentra en células progenitoras
sino también en tejidos adultos como el rifidn, la traquea y el pancreas (Florek et al., 2005).
Al anticuerpo que reconoce el epitopo AC133 se le denomind CD133. Esta discrepancia se
debe a que el epitopo AC133 posee un sitio dependiente de glicosilacion, y por tanto, esta
variacion puede provocar que el anticuerpo CD133 reconozca una variante de la Promininal
expresada mayoritariamente en células progenitoras. Ademas, estudios en regulacion
transcripcional han demostrado que hay hasta 7 isoformas diferentes del ARNm de AC133
dependientes de tejido (Shmelkov et al., 2004).

En la literatura la nomenclatura de esta proteina es confusa, ya que se utilizan
indistintamente los términos: AC133, CD133, Prominina y Promininal. En esta memoria de
Tesis Doctoral utilizaremos el término Promininal para referirnos a la proteina genérica (se
expresa tanto en células maduras como inmaduras) y CD133 para la variante de la proteina
que se expresa mayoritariamente en células progenitoras.

La funcion de la Promininal es todavia desconocida, ya que no se conocen ni sus
ligandos ni las posibles interacciones con moléculas intracelulares. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que en células maduras se localiza en proyecciones o protrusiones
de membrana asociandose con el colesterol (Corbeil et al., 1999), como por ejemplo en los
segmentos externos de los bastones, y parece que es necesaria para la estabilidad de la

membrana. En humanos se ha descrito que una mutacién en la Promininal provoca una
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degeneracion retiniana autosémica recesiva (Maw et al., 2000). La deleccion de un dnico
nucleétido provoca la pérdida de la mitad del segundo bucle extracelular de la proteina, lo
que impide su transporte hacia la membrana. La ausencia de la Promininal impide la
biogénesis de los discos en los bastones, lo que provoca la degeneracion retiniana. En células
progenitoras, esta proteina transmembrana podria estar involucrada en la polaridad celular, la
migracion y la interaccién de las células progenitoras con otras células o con la matriz
celular (Shmelkov et al., 2005).

La Promininal estd muy conservada en la escala filogenética ya que se ha descrito en
C. elegans, Drosophila y pez cebra (Shmelkov et al., 2004). Estudios in vitro han
demostrado que las neuroesferas positivas a CD133 no solo son capaces de autorrenovarse,
sino que tambien poseen pluripotencialidad, ya que se diferencian tanto a estirpe neural
como glial (Uchida et al., 2000). Por todo ello, el epitopo AC133 es un importante marcador

para identificar diferentes poblaciones de progenitores neurales.
Notchl: Pertenece a una familia de receptores transmembrana que funcionan como

factores de transcripcion y que estan muy conservados en la evolucion. En vertebrados se
han descrito cuatro tipos de receptores Notch diferentes: Notchl, Notch2, Notch3 y Notch4.
Los receptores Notch estan compuestos por un dominio extracelular encargado de
interaccionar con los ligandos, un Gnico domino transmembrana y un dominio intracelular
(Brou et al., 2000). La familia de receptores Notch se activa por ligandos transmembrana
(Delta y Serrata) que se localizan en células vecinas. Cuando el receptor Notch es activado
por un ligando, se producen una serie de procesos proteoliticos, que tienen como resultado la
liberacion del dominio intracelular de Notch, que
actla como un factor de transcripcion dirigiéndose
al ndcleo (Fig. 13) (Yaron et al., 2006). Estudios
realizados tanto en invertebrados como en
vertebrados han demostrado que la funcion de
Notchl varia considerablemente, ya que segun el
grado de diferenciacion y el tipo celular puede
realizar funciones totalmente opuestas (Bray, 1998;

Perron y Harris, 2000). En la neurogénesis de

vertebrados se ha descrito que Notchl y su ligando

Fig. 13: Esquema de la activacion de| Deltal estan implicados en el mantenimiento de
Notch1. Modificado de

precursores indiferenciados mediante la inhibicion
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de la diferenciacion celular (Chitnis et al., 1995; Henrique et al., 1995, 1997; Perron y
Harris, 2000). Sin embargo, también se ha visto que la activacion de Notchl puede favorecer
la diferenciacion de determinados tipos celulares.

En la retina, la activacion de Notch 1 en precursores postmitoticos favorece la
diferenciacion de los mismos a células de Mdller (Dorsky et al., 1995; Furukawa et al.,
2000; Hojo et al., 2000; Chambers et al., 2001; Scheer et al., 2001; Gaiano y Fishell, 2002).
Sin embargo, en el NO (Wang et al., 1998) y la médula espinal (Genoud et al., 2002) la

activacion de Notch1 inhibe la gliogénesis.

1.4 Posibles aplicaciones de los

progenitores retinianos en terapia celular

La retinosis pigmentaria, la retinopatia diabética y la degeneracién macular asociada a
la edad (DMAE) son los principales subtipos de degeneraciones retinianas que provocan
ceguera debido a la perdida de los fotorreceptores. Uno de cada tres individuos mayores de
75 afios tiene DMAE y uno de cada tres mil individuos sufre retinosis pigmentaria. A pesar
de la alta incidencia de estas enfermedades degenerativas solo un tipo de DMAE himeda
tiene tratamiento, el resto de los subtipos no lo tienen. Una de las terapias méas utilizadas
para tratar estas enfermedades han sido los trasplantes. Se han realizado trasplantes tanto con
explantes de retinas intactas (Radtke et al., 2004) como con capas aisladas (Silverman y
Hughes, 1989), ya sean de tejido adulto o embrionario. EI grado de recuperacién obtenido no
estd muy claro, ya que parece que sélo tienen un efecto neuroprotector retardando la
degeneracion de los fotorreceptores. Otra desventaja en este tipo de terapia es que se
requiere gran cantidad de tejido, lo que dificultaria la posibilidad de realizar autotransplantes
en humanos.

El descubrimiento de células progenitoras en la retina adulta de mamiferos ha abierto
la posibilidad de analizar nuevas estrategias terapéuticas orientadas a reponer las células que
se han perdido. Estos nuevos datos han hecho que muchos investigadores se replanteen las
terapias celulares utilizadas hasta el momento, ya que dichas células permitirian realizar
trasplantes mas precisos que repusieran especificamente los tipos celulares degenerados. Se

ha descrito que el grado de diferenciacion de las células a trasplantar es un factor
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determinante (Maclaren et al., 2006), ya que su integracion en la retina degenerativa
dependeréa de su capacidad para migrar y diferenciarse a un tipo celular en concreto. Por ello,
es muy importante conocer la potencialidad de las células progenitoras y qué factores son
necesarios para obtener el grado de diferenciacidn 6ptimo para el trasplante.

Este nuevo enfoque genera la necesidad de abordar la caracterizacion de los
progenitores desde otro punto de vista, ya que los datos obtenidos en los estudios in vivo son
insuficientes a la hora de plantear nuevas terapias celulares. Todo ello ha provocado que
ademas de su caracterizacion in vivo, los estudios in vitro se hayan convertido en una

herramienta imprescindible para caracterizar los progenitores retinianos.
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La perdida de los fotorreceptores es una de las principales causas de ceguera en huma-
nos, y actualmente no existe ningin remedio eficaz para detener la degeneracion o para repo-
ner los fotorreceptores perdidos. Una de las terapias celulares mas prometedoras para el tra-
tamiento de las enfermedades degenerativas retinianas es el trasplante de progenitores reti-
nianos. Las células retinianas que por el momento han dado los mejores resultados han sido
los progenitores de bastén embrionarios (Maclaren et al., 2006). Se ha demostrado que el
trasplante de estas células para reponer los fotorreceptores perdidos es efectivo, ya que, no
solo se integran en la retina sino que ademas mejoran la funcion visual (Maclaren et al.,
2006). El grado de madurez de los progenitores de baston es un factor limitante para la inte-
gracion de estas células en la retina dafiada. Unicamente los progenitores de baston post-
mitdticos son capaces de migrar y diferenciarse a baston. Por ello, la caracterizacion de los
progenitores de baston es fundamental para su posible uso terapéutico en enfermedades de-
generativas retinianas.

En la mayoria de los vertebrados la formacion de nuevos fotorreceptores se limita a un
periodo concreto de la retinogénesis. La utilizacion de modelos experimentales clasicos, co-
mo son la rata o el raton, aunque permitiria caracterizar los progenitores de baston durante la
embriogénesis, no aportaria informacion sobre el comportamiento de estas células en retina
madura.

En teledsteos se ha descrito la existencia de progenitores de baston durante toda la vida
adulta del animal (Johns, 1982; Raymond, 1991). En este grupo de vertebrados la formacion
de bastones no se produce durante la embriogenesis, sino en etapas adultas. En un ejemplar
adulto podemos encontrar progenitores del linaje de baston en diferentes grados de diferen-
ciacion. Por tanto, la retina adulta de teledsteos es un modelo ideal para investigar la poten-
cialidad y las limitaciones del uso de células progenitoras en la sustitucién de fotorreceptores
dafados. La regulacion de la proliferacion de los progenitores de baston, su patron de migra-
cion y su diferenciacion a fotorreceptores funcionales son datos imprescindibles para el de-
sarrollo de las terapias celulares frente a las enfermedades degenerativas retinianas (Bessant
et al., 2001; Aramant y Seiler, 2002).

En la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado la caracterizacion de los progenito-
res retinianos desde dos puntos de vista. Por un lado hemos estudiado la expresion de dife-
rentes marcadores en la retina adulta para determinar el patrén de diferenciacion y de migra-
cion del linaje de baston, y por otro hemos abordado su aislamiento in vitro. Actualmente, no

existe ningun protocolo para la caracterizacion de progenitores de baston, y ademas en la
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literatura apenas existen datos sobre cultivos primarios en peces. Por ello, hemos puesto a

punto un método para aislar y cultivar progenitores de baston procedentes de retina adulta.

Los objetivos concretos de esta Tesis Doctoral han sido:

Localizar e identificar los progenitores de baston en la retina adulta del carpin.
Caracterizar el patron de expresion de diferentes marcadores neurales en los pro-
genitores de baston, y analizar su variacion durante su migracion a través de la
retina. Los marcadores utilizados han sido: Pax6, Prox1, Isletl, NeuroD, Notchl,
Nestinay CD133.

Poner a punto un protocolo que permita establecer un cultivo primario de proge-

nitores de baston.
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3.1 Animal de experimentacion

El animal de experimentacion empleado para la realizacion de esta Tesis Doctoral ha
sido el carpin dorado, Carassius auratus (L., 1758) (Fig. 14). Hemos utilizado ejemplares

adultos de 7,5 a 9 cm. de longitud, proporcionados por Hobby Acuarium, Salamanca.

Los animales se mantuvieron en peceras de 50 litros de
capacidad a una temperatura de 20°C (£ 2°C), con aireacion
forzada y recirculacion continua de agua, con fotoperiodo

controlado, ajustado en ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de

oscuridad. En todos los casos, los estudios se realizaron tras un

Fig. 14: Carpin dorado, ] ] ]
Carassius auratus. periodo de adaptacion minimo de una semana.

Tras la adaptacion, y dependiendo de la técnica a realizar, se sometio a los ejemplares a
diferentes pretratamientos que describiremos en el siguiente apartado. Al finalizar los
pretratamientos, los animales se anestesiaron sumergiéndolos en una solucion de
metanosulfonato de tricaina (MS-222, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EE.UU.) a una
concentracion de 0,3 g/1, y se sacrificaron mediante decapitacion.

Todos los protocolos de mantenimiento, manipulacion y sacrificio de los animales se
llevaron a cabo cumpliendo las directrices del Consejo de las Comunidades Europeas
(86/609/EEC y 2003/65/EC) y de la legislacion espaniola (RD 1201/2005 de 10 de octubre,
BOE de 21 de octubre de 2005) vigentes para el uso y cuidado de animales de
experimentacion, y bajo la supervision del Servicio de Experimentacion Animal de la

Universidad de Salamanca.

3.2 Pretratamiento de los animales

3.2.1 Tratamiento antiséptico: Para minimizar las posibles infecciones

en los ejemplares se realizd un tratamiento antiséptico con colorantes organicos. Los
animales se sumergieron durante una semana en tanques de 25 litros de capacidad a los que
se afadio: azul de metileno (4 gotas de una solucion al 5%), verde malaquita (1mg/10 litros)
y cristal violeta (Img/15 litros). El azul de metileno es un colorante perteneciente al grupo

de las anilinas, ampliamente utilizado en acuicultura para eliminar infecciones bacterianas,
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fungicas y parasitarias. El verde malaquita se utiliza principalmente contra parasitos
protozoos de agua dulce, mientras que el cristal violeta es un potente antifingico. Con la
combinacion de estos tres agentes conseguimos disminuir tanto la infeccion ocular como la

posible contaminacion de las retinas durante la extraccion previa al cultivo.

3.2.2 Inyecci(')n de BrdU: Los animales fueron anestesiados con MS222 y

se les inyectaron 0,2 pg de BrdU (Sigma) disueltos en suero fisiologico. Las inyecciones se

realizaron en la region anterior a la abertura
urogenital para evitar dafios en organos vitales (Fig.
15). Se realizaron cada 48 horas, hasta un total de
cuatro, y los animales fueron sacrificados al séptimo

dia. Desde la primera inyeccion y hasta su sacrificio

los animales se mantuvieron en un tanque con azul de

Fig. 15: Inyeccion de BrdU en la zona metileno, verde malaquita y cristal violeta para evitar

urogenital del animal.

posibles infecciones.

3.3 Extraccion de los ojos y la retina

Inmediatamente después de sacrificar al animal, se procedi6 a la extraccion de los ojos
cortando la musculatura extraocular y el nervio optico. Cuando el experimento requeria el
aislamiento de la retina, se procedid a la separacion de las capas mas externas del ojo. Se
recortd la esclera desde la mitad del polo posterior hasta el limite con la cornea, separando
entonces suavemente el iris de la cornea. A continuacion, se realizo la misma operacion con
la coroides. Finalmente, se cortaron las fibras que unen el cristalino al cuerpo ciliar, y se

cortd la porcion restante de nervio Optico, coroides y esclera (Fig. 16).

Fig. 16: Secuencia de
fotografias  tomadas
durante el aislamiento
epitelio ciliar de la retina.

e

nervio dptico
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3.4 Procesamiento histologico

Los ojos fueron fijados por inmersion en una mezcla constituida por paraformaldehido
al 4% en tampon fosfato 0.1M, pH 7.4 (TF) durante cuatro horas a temperatura ambiente. En
el caso del tejido que se iba a utilizar en hibridacion in situ se mantuvieron los ojos en
metanol durante 72 horas a -20°C. Tras sucesivos lavados en TF se prepar6 el tejido para su
posterior corte en un criostato. Los 0jos se crioprotegieron en una solucién de sacarosa al
30% (P/V) en TF durante 12 horas a temperatura ambiente y se encastraron en un medio
constituido por agar al 1.5% y sacarosa al 5% (P/V) en TF. Los bloques con las muestras
fueron mantenidos en una solucidon de sacarosa al 30% (P/V) en TF durante al menos 48
horas a 4°C. Una vez crioprotegidos, los bloques se congelaron con nitrégeno liquido y se
cortaron en un criostato (Leica Jung CM3000, Nussloch, Alemania) a una temperatura de
-24°C. Se realizaron secciones horizontales de 12 um de espesor que fueron recogidas en
portaobjetos doblemente gelatinizados (Fig. 17). Debido a las altas temperaturas utilizadas
durante la hibridacion in situ, las secciones para dicha técnica se recogieron en portas
superfrost (Thermo Scientific, Braunschweig, Alemania). Los portaobjetos se dejaron secar a
temperatura ambiente y se almacenaron a -30°C hasta su posterior procesado. En el caso del

procesamiento para hibridacion in situ todo el material utilizado era libre de ARNasas.

e S )
Portomuestras In
lan |:
Cuchilla

Portachjetos

Fig. 17: Esquema del proceso de corte del tejido.

3.5 Técnicas inmunohistoquimicas

Para poner de manifiesto la presencia de diferentes marcadores en la retina adulta de
carpin hemos utilizado la técnica inmunohistoquimica de la avidina-biotina-peroxidasa
(ABC) en el caso de los marcajes simples, y un método de inmunofluorescencia para

analizar las posibles colocalizaciones de distintos marcadores.
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3.5.1 Inmunohistoquimica en secciones

Las secciones se descongelaron a temperatura ambiente durante una hora y se lavaron
en TF para rehidratar el tejido, 3x10 minutos en agitacion.

La inmunohistoquimica contra BrdU precisa un tratamiento previo para desnaturalizar
el ADN. Las secciones procedentes de animales inyectados con BrdU se incubaron a 37°C
con HCI 2 N durante 30 minutos y se lavaron posteriormente 3x10 minutos en agitacion con

tampon borato 0,1 M, pH 8,5.

Método avidina-biotina-peroxidasa (Fig. 18)

La actividad peroxidasa enddgena se elimind tras la incubacion de las secciones con
H,O, al 0,2 % en TF durante 5 minutos. Tras lavar de nuevo con TF se realizd una
preincubacion con suero no inmune (Sigma) al 5 % y Triton X-100 (Probus S.A.) al 0,02 %
en TF durante 1 hora a temperatura ambiente. En cada caso se utilizd suero procedente de la
especie en que se habia obtenido el anticuerpo secundario. Con este procedimiento
conseguimos facilitar la penetracion de los anticuerpos y, ademads, reducir las uniones
inespecificas de los mismos al tejido. A continuacidon las secciones se incubaron con el
medio indicado anteriormente al que afadimos el anticuerpo primario correspondiente (Tabla
1), en una camara humeda durante 2 dias a 4°C. Una vez finalizada la incubacion, los cortes

se lavaron con TF y se mantuvieron durante 1

Aviding

hora a temperatura ambiente en caimara humeda
ﬁ&" " Peroxidasg

0 -¢1“ con el medio de incubacion y el anticuerpo
| \ Ha secundario biotinilado apropiado (Tabla 1). En

| Bioting - s .
PR - E: todos los casos, la dilucion del anticuerpo
Bras H0 o secundario fue de 1:250. Tras lavar el exceso de

Ac primario’) — h.

- anticuerpo secundario se incubd el tejido

durante 1 hora con el complejo avidina-biotina-

Fig. 18: Esquema de la técnica inmunohistoqui- | peroxidasa (kit Elite ABC, Vector Laboratories

mica realizada por el método ABC. )
Inc., Burlingame, CA, EE.UU.). El complejo

ABC se prepard a una concentracion de 1:250 media hora antes de su utilizacion. Tras lavar
las secciones en TF, se realizé un lavado de 5 minutos en tampoén Tris-HCI 0.1 M, pH 7.6.
La reaccion se reveld mediante el empleo del cromoégeno 3-3” diaminobencidina (DAB) al
0.025% (Sigma) y H,O, (0.0033%) en tampon Tris-HCI 0.2 M, pH 7.6. La reaccion se

control6 bajo el microscopio y se detuvo mediante lavados sucesivos con tampon Tris-HCI.
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Finalmente, las secciones se deshidrataron en una bateria de alcoholes de graduacion
creciente, se aclararon en xileno, y se montaron con Entellan (Merck, Darmstadt,

Alemania).

Método inmunofluorescente (Fig. 19)

Para evitar la autoflorescencia del tejido afadimos a todos los medios de incubacion
gelatina de pez (Sigma) al 0,4%. La preincubacion con el suero no inmune se realiz6 igual
que en el método ABC. A continuacion, se llevo a cabo una
incubacion con dos anticuerpos primarios obtenidos en

especies diferentes para evitar interferencias. Las secciones se

mantuvieron durante 48 horas en una cadmara humeda a 4°C.

Tras un lavado en TF, las secciones se incubaron con los

correspondientes anticuerpos secundarios fluorescentes (Tabla
Fig. 19: Esquema de la técnica L . ) .
inmunohistoquimica fluores-| 1) diluidos 1:250 en el medio de incubacion, durante 1 hora, a

cente.

temperatura ambiente y en oscuridad.

En los casos en los que hubo que amplificar la sefial fluorescente, como por ejemplo
para poner de manifiesto el factor NeuroD, utilizamos un anticuerpo secundario biotinilado
y, a continuacion se anadid una molécula con gran afinidad por la biotina, la estreptavidina
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) unida al fluorocromo correspondiente a una
concentracion de 1:750 durante 30 minutos. Tras realizar los controles negativos rutinarios,
observamos marcaje inespecifico de la estreptavidina. Ello se debe a que dicha molécula
ademds de unirse al anticuerpo secundario biotinilado, se une de forma inespecifica a las
células de Miiller. Por ello, realizamos un tratamiento previo a la incubacion del anticuerpo
primario para evitar las uniones inespecificas. El tejido se incubd con avidina (Vector) a una
concentracion de 1:1000 disuelta en TF durante una noche a temperatura ambiente. Debido a
que la avidina tiene gran afinidad por la biotina, conseguimos que esta molécula bloquee
cualquier posible union de la estreptavidina al tejido.

Para marcar los nucleos de todas las células se realizo una incubacion de 7 minutos en
oscuridad, con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma) a 1:10%, o bien con ioduro de
propidio (IP; Sigma) a 1:2000, en TF. Por ultimo, las secciones se lavaron con TF y se

montaron con medio comercial Fluoromont ® (Sigma).
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BrdU IgG de rata, monoclonal 1:5000 Accurate
Nestina IgG de conejo, policlonal 1:500 Abcam
NeuroD IgG de conejo, policlonal 1:500 Abcam
Prox1 IgG de conejo, policlonal 1:1000 Covance

IgG de cabra

1gG de rata biotina Vector

IgG de conejo IgG de cabra biotina Vector

IgG de rata IgG de cabra Cy2 Jackson

FLUORESCEN-
CIA

IgG de conejo IgG de cabra Jackson

Tabla 1: Relacion de anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

3.5.2 Controles de la técnica inmunohistoquimica

Se han realizado los siguientes controles para comprobar la especificidad de la técnicas
inmunohistoquimicas:

— Omisién de los anticuerpos primarios para detectar uniones inespecificas de los
anticuerpos secundarios.

— Eliminacion del anticuerpo secundario biotinilado, para confirmar que no habia
union del complejo ABC al tejido.

— Ausencia del complejo ABC, para comprobar que el marcaje no se debia a una
actividad peroxidasa endogena.

— Omision del anticuerpo secundario fluorescente, para comprobar que el marcaje no
se debia a una autofluorescencia del tejido.

— En el caso de los dobles marcajes, incubacion con uno de los dos anticuerpos
primarios y adiciéon del anticuerpo secundario correspondiente al anticuerpo primario

omitido para detectar inmunorreactividad cruzada.
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En ninguno de los casos detectamos marcaje positivo que se debiera a uniones

inespecificas.

3.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) Western Blot

Para demostrar la especificidad de los anticuerpos se realizé una electroforesis SDS-
PAGE en condiciones desnaturalizantes (Tabla 2).

Todos los anticuerpos utilizados, a excepcion del anticuerpo monoclonal contra BrdU,
eran policlonales y obtenidos en conejo. El anticuerpo contra BrdU no fue testado por
Western Blot ya que reconoce un molécula sintética comercial.

Para la realizacion de la electroforesis se utilizaron 2 retinas completas por gel de
poliacrilamida. Llevamos a cabo la extraccion de proteinas utilizando el RIPA® Lysis Buffer
1X (Santa Cruz Biotechnology, Inc.”, Santa Cruz, CA, EE.UU) segtn las especificaciones

del producto. Después se homogeneizaron mecénicamente las retinas.

_ 48 kDa P26630
——
D Nempy | 9ios o201
——
oomy | onon Qows

| o 504 oo

Tabla 2: Datos moleculares de los marcadores utilizados. (1) pez cebra. (2) carpin. (3) ratéon (www.uniprot.org).

Para la realizacion de la electroforesis se sigui6 el siguiente protocolo:

1— Se anadieron 60 ul de tampon de carga (2% dodecil sulfato sédico [SDS], 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8 y 0,25% azul de homofenol) al
tejido disgregado.

2- Se calent6 la muestra a 90 °C durante 5 minutos para desnaturalizar el ADN, y

49




Material y Métodos

después se puso en hielo para impedir la renaturalizacion.

3- Para la electroforesis se utilizaron dos geles. El primero es el gel separador, por el
que migran las proteinas en funcion de su peso molecular, y estd compuesto por 30%-0,3%
Acril-Bisacrilamida, 1/5 soluciéon TGGS (1 M de Tris-HCI, 0,5 M de glicina y 25% glicerol),
20% SDS, 1/100 persulfato amoénico (APS) y 1/2000 N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina
(TEMED), en agua ultrapura. Se dejo polimerizar durante 30 minutos.

4- El segundo gel utilizado es el encargado de acumular todas las proteinas para que
migren a la vez. Estd compuesto por 30%-0,3% Acril-Bisacrilamida, 1/5 solucién TEG (0,35
M Tris-HCl a pH 6,7, 20 mM etilendiamina, EDTA y 25% glicerol), 1/50 SDS, 1/100 APS y
1/1000 TEMED. Se afiadi6 sobre el gel separador y se dejo polimerizar durante una hora tras
poner el peine que permite la formacion de los pocillos de carga.

5— El peine utilizado formaba dos pocillos, uno més pequeio para el marcador de peso
molecular, y el otro mas grande en el que afiadimos las dos retinas disgregadas. Utilizamos
un marcador de peso molecular con proteinas estandar SDS-PAGE de pesos moleculares
conocidos (Invitrogen).

6- El gel se dispuso en una cubeta mini-PROTEAN® con una fuente de alimentacién

PowerPac Basic™ (Bio Rad). La cubeta de
Gel

electroforesis se llend con tampon de migracion
(250 mM de Tris-HCl a pH 8.3, 1.92 M de glicina
Membrana vy 1% SDS). El voltaje utilizado en la migracion

fue de 70 V.

Papel
filtro

7- Las proteinas fueron transferidas a una

membrana de nitrocelulosa mediante la aplicacion

Esponjillas de un campo eléctrico. Se coloco el gel en el

Fig. 20: Esquema del sandwich del Western| molde del sandwich (Fig. 20), que ademas contenia

Blot (www.bme.gatech.edu).

papeles de filtro, esponjillas y membrana de

nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Little

Chalfon, Reino Unido).

8- Se dispuso el sandwich en una cubeta (Mini Trans-Blot, de Bio Rad) con tampén de
transferencia (250 mM de Tris-HCI a pH 8.3, 1.92 M glicina y 20% de metanol en agua
milliQ). La transferencia se realiz6 a 4°C durante 1hora a 100V.

9- La membrana de nitrocelulosa se lavo 3 veces durante 10 minutos cada lavado en
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TBS-Tween 20 (TBST: 1 M de Tris-HCl a pH 7.5, 5 M de NacCl, 0.1% Tween 20 (Sigma)
en agua miliQ), a temperatura ambiente en agitacion.

10- Preincubacion con leche desnatada en polvo al 5% en TBST 0.1%, durante 1h.

11- Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST.

12— La membrana se cortd en seis tiras perpendiculares al frente de migraciéon y en
cada una de ellas se incubo6 independientemente los 6 anticuerpos primarios. La incubacion
se realizo en TBST a una concentracion de 1/5000 para los anticuerpos contra Pax6, Isletl,
NeuroD, CD133 y Nestina, y de 1/10000 para Prox1 durante 12 horas a 4°C en agitacion.

13- Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST a temperatura ambiente y
agitacion.

14- Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo hecho en cabra
(Vector) a una concentracion 1/1000, durante 1 hora a temperatura ambiente.

15- Tres lavados de 10 minutos cada uno en TBST.

16- Revelado de la membrana utilizando el método ABC (ver apartado 3.5.1).

3.7 Técnica de hibridacidén in situ

Para poner de manifiesto la presencia de un determinado ARNm en la retina adulta de
carpin, hemos empleado la técnica de hibridacion in situ revelada mediante el sistema de la
digoxigenina y antisuero anti-digoxigenina asociado con fosfatasa alcalina. Las ribosondas
son secuencias de ARN antisentido de 200 a 300 nucleo6tidos de longitud, en las cuales los
uracilos llevan unida una particula de digoxigenina con el fin de que sean reconocidas
posteriormente por el anticuerpo. El ADN correspondiente a la ribosonda se encuentra
insertado en el plasmido pCaSpeR. Para linealizar el plasmido, se cortd con una enzima de
restriccion 'y posteriormente se utilizd una polimerasa para sintetizar la ribosonda. Las
ribosondas de Notchl y NeuroD fueron amablemente cedidas por el Prof. Stephen Wilson
del University College London (Londres, Reino Unido).

Todas las soluciones y el material de plastico fueron previamente autoclavados; y en el
caso del vidrio, horneado una noche a 200°C con el fin de eliminar las ARNasas. El
protocolo utilizado fue el siguiente:

1- Rehidrataciéon de las secciones en una bateria de alcoholes de graduacion
decreciente (100°, 96°, 70° y 50°), acabando con dos lavados en tampon citrato sodico salino

(SSC) (2x).
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2— Incubar las secciones 5 minutos en el tampon de la proteinasa K (PK), compuesto
por 0.1M Tris pH 8, 50 mM de EDTA y 10 mg/ml de PK (Sigma).

3— Lavado de 3 minutos en una solucién con trietanolamina (TEA) 0.1 M pH 8 y
después otro lavado de 10 minutos en TEA con 2.5% de acido acético anhidro.

4— Dos lavados de un minuto en tampén SSC (2x) y deshidratacion de las secciones en
una bateria de etanol de graduacion creciente (50°, 70°, 96° y 100°). Dejar secar las secciones
a temperatura ambiente durante al menos una hora.

5— Preincubacién de las secciones durante dos horas a 65°C en la solucién de
hibridacion, segtn el protocolo de Barthel y Raymond (1993).

6— Incubacién de las secciones en la solucion de hibridacion con la ribosonda
correspondiente durante toda la noche a 65°C. Para evitar la evaporacion del medio de
hibridacion las secciones se cubrieron con un cubreobjetos.

7— Para retirar el cubreobjetos se realizaron dos lavados con SSC (2x) a temperatura
ambiente.

8— Lavado de 30 minutos en 50% de formamida y 50% de SSC (2x) a 65°C.

9— Dos lavados en SSC (2X) a 37°C durante 10 minutos cada uno.

10- Lavado en una solucion compuesta por Tris-HCI IM pH 7.5, NaCl 5M y EDTA
0.5M a 37°C durante 30 minutos, y posteriormente, otro lavado a 65°C.

11— Varios lavados durante 2 6 3 horas en SSC (2X) con 0.5% de Triton X-100 y 2%
de Blocking Reagent (Roche).

12— Dos lavados de 5 minutos en tampdn malico.

13— Preincubacion de las secciones 2 horas en tampdn malico, con 0.3% de Triton X-
100 y 1% de Blocking Reagent.

14— Incubacion de las secciones en la misma solucion anterior mas el anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:3000, durante toda la noche a 4°C.

15— Dos lavados de 10 minutos en tampo6n malico.

16— Tres lavados de 10 minutos cada uno en la solucion de revelado (Tris-HCl 1M pH
9.5, MgCl 1 M, NaCl 4M, Triton-X100 al 10%).

17— Revelado de la hibridacion in situ utilizando NBT (Roche) y BCIP (Roche). El
revelado se siguid bajo el microscopio y se detuvo la reaccion utilizando tampon malico.

18— Fijacion de las secciones durante 20 minutos con paraformaldehido 4%.

19— Varios lavados en TF.

20— Deteccion de BrdU mediante el método ABC descrito en apartados anteriores.
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3.7.1 Controles de la hibridacién in situ

Para comprobar la especificidad de dicha técnica realizamos los siguientes controles
negativos:

- Omision de la ribosonda correspondiente, para comprobar que el anticuerpo anti-
digoxigenina se une especificamente.

- Eliminacioén del anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina.

- Realizacion de la hibridacion con las ribosondas sentido.

En ninguno de los controles se observd marcaje.

3.8 Cultivos primarios de células

progenitoras de bastéon

3.8.1 Protocolo del cultivo primario

Todos los ejemplares utilizados para los cultivos celulares fueron sometidos a un
pretratamiento con colorantes (descrito en el apartado 2.2.1) durante una semana. Durante las
doce horas previas al cultivo los peces fueron mantenidos en completa oscuridad para
facilitar el aislamiento de la retina.

Los animales se anestesiaron siguiendo el protocolo descrito en apartados anteriores, y
se extrajeron los ojos cortando la musculatura extraorbital y el nervio optico. Para el
aislamiento de las retinas utilizamos un medio de cultivo no selectivo con L-glutamina
denominado Leibovitz's L-15 (Invitrogen, CA, EE.UU.) al que afadimos tres antibidticos,
penicilina-estreptomicina (Invitrogen) y ciprofloxacino (Sigma), y un antimicotico, la
anfotericina B (Sigma). Las retinas se aislaron de manera individual en placas de 60 mm y
tras recortar la ZPG se mantuvieron en Leibovitz's L-15 hasta terminar todo el proceso de
extraccion. Se realizaron tres lavados para eliminar todo el humor vitreo y se procedio a
disgregar el tejido. La disociacion del tejido se realizdo combinando disgregacion enzimatica
y mecanica. Tras los lavados, las retinas se disgregaron mecdnicamente con una pipeta y se
incubaron en un bafio a 37°C con una mezcla enzimatica denominada PDD durante 10
minutos. La solucion PDD contiene 0.01% de papaina (Sigma), 0.1% de dispasa II (Roche) y
0.01% de DNAsa I (Roche) disuelto en solucién de Hank's (Invitrogen).
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Para eliminar las enzimas de la solucion celular, la muestra se centrifug6 3 veces a una

velocidad de 120 G, durante 5 minutos a una NEUROBASAL A suplementado

0 . .
temperatura de 4°C. Todas las centrifugaciones Factores de EGE N
. 20 ng/m
descritas en este protocolo se realizaron segun los crecimiento FGF
. , . Penicilina 100 U/ml
mismos parametros. El pellet obtenido se
Antibidticos Estreptomicina 100 U/ml

resuspendi6 en medio de cultivo Neurobasal A : :
Ciprofloxacino 4 ng/ml

suplementado con dos factores de crecimiento, EGF Antifiingico | AnforericinaB | 100 pg/mi

(Sigma) y FGF (Sigma), un suplemento comercial Suplemento

] B27 20 pl/ml
denominado B27 (Invitrogen), L-glutamina comercial

Lglutamina 200 mM
(Invitrogen), heparina (Sigma), anfotericina B Heparina o~

Sigma varios antibidticos de amplio espectro
(Sigma) y P P Tabla 3: Composicion del medio de culti-

(Tabla 3). Por ultimo, las células se sembraron en |vo Neurobasal A suplementado.

multiplacas de 6 pocillos.
Todo el material quirargico utilizado para la enucleacion y aislamiento de las retinas

fue esterilizado previamente. Para mantener las condiciones de cultivo 6ptimas, las placas se

introdujeron en una cdmara de incubacidon que contenia una atmodsfera compuesta de 5% de

CO,, 25% de O, y 75% de N.,. La camara se mantuvo en una estufa refrigerada a 20°C (Fig.

21).

Temperatura

Camara de

incubacion

Fig. 21: Fotografia de la camara de incubacion y de la estufa utilizadas para mantener los cultivos primarios.
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Cada 3 ¢ 4 dias se realizaron cambios del medio de cultivo para renovar los factores de
crecimiento. Se recogia el medio de la placa, se centrifugaba y resuspendia el pellet con
medio Neurobasal A suplementado fresco. Por ultimo se sembraba en una placa de 6

pocillos.
Método de exclusion del azul tripan: Se emplea para determinar la

viabilidad celular de un cultivo. El azul tripan (Sigma) es un colorante vital que se introduce
en las células que presentan roturas en la membrana, por lo tanto, aquellas células que estén
tefiidas de color azul se consideran inviables. Para tefiir las células se mezclaron 0,1 ml de la
suspension celular y 0.9 ml de azul tripan al 4%. Posteriormente observamos la solucion

bajo el microscopio para detectar las células marcadas en azul.

Prueba de antibidticos: Para eliminar la contaminacion presente en el cultivo

celular utilizamos tres antibioticos de amplio espectro (Tabla 4) : vancomicina, gentamicina y
ciprofloxacino (Sigma). Los antibidticos se afiadieron al medio de cultivo Neurobasal A
suplementado desde el primer dia de cultivo y se observo la evolucion de la contaminacion
hasta tres semanas después. Debido a que en el cultivo teniamos tanto bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas, utilizamos no solo los tres antibidticos de manera
independiente, sino también la gentamicina y la vancomicina de forma combinada. Ademas
de comprobar la efectividad de los antibidticos, observamos si la tasa de proliferacion y la

supervivencia celular se veian afectadas.

Concentracion Espectro antimicrobiano Casa comercial
Vancomicina 20 pg/ml Bacterias Gram-positivas Sigma
Gentamicina
Ciprofloxacino 4 pg/ml Bacterias Gram-negativas, Gram- Sz

positivas

Tabla 4: Relacion de antibioticos utilizados.

Adhesion celular al sustrato: Cuando el cultivo celular cumplia tres semanas

disgregamos las neuroesferas y las sembramos en cubreobjetos pretratados para favorecer la
adhesion y la diferenciacion celular. En primer lugar los cubreobjetos se incubaron con 4cido
clorhidrico 1 M a 65°C durante toda una noche. Con este tratamiento conseguimos que los

cubreobjetos sean mas porosos. Se lavaron con agua destilada estéril y se dejaron secar
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durante 30 minutos. A continuacion se cubrieron con una solucidén con poliornitina (Sigma) a
una concentracion de 0,1 mg/ml y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se
lavaron tres veces con agua destilada y se dejaron secar durante 30 minutos

Tras incubar los cubreobjetos con poliornitina se realizaron dos protocolos diferentes:
tratamiento con laminina (Sigma) o con fibronectina (Sigma). En el caso de la laminina se
incubaron los cubreobjetos a una concentracion de 5 pg/ml durante dos horas a 37°C. La
fibronectina se utiliz6 a una concentracion de 1 ug/ml y se dejoé incubar durante 48 horas a
temperatura ambiente en oscuridad. En ambos casos, tras la incubacion hay que retirar la

solucion y sin lavar, se siembran las células progenitoras.

3.9 Analisis de imagen

Se obtuvieron imagenes de las distintas preparaciones utilizando un fotomicroscopio
(Olympus Provis AX70, Japon) equipado con campo claro y epifluorescencia, conectado a
una camara digital (Olympus DP70). Para obtener las imagenes de los cultivos primarios se
utilizd un microscopio invertido Leica DMI3000 B, equipado con una cdmara DFC300 FX.

Para la elaboracion de la iconografia las imagenes fueron optimizadas mediante el

programa informatico Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EE.UU.).
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4.1 Proliferacion celular: Deteccidon de

BrdU

4.1.1 Protocolo de administracion

La BrdU es un analogo de la timidina que se une al ADN durante la replicacion y que
marca cualquier célula, glial o neuronal, que se haya dividido durante el tiempo de
exposicion. El tipo de administracion, la concentracion y la duracidn del tratamiento varia en
funcién de los objetivos a estudiar. En teledsteos, se han descrito principalmente tres
métodos de administracion: disolver la BrdU en el agua del acuario (Otteson et al., 2001;
Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004), realizar inyecciones intraoculares (Stenkamp et al., 1997;
Wau et al., 2001) o suministrar inyecciones intraperitoneales (Santamaria et al., 1996; Mack
et al., 2003; Takeda et al., 2008).

Nuestro objetivo principal es marcar todas las células pertenecientes al linaje de
progenitores de baston. Debido a la baja tasa de division de los progenitores localizados en
la CNI, debemos utilizar un protocolo que se pueda prolongar en el tiempo para detectar el
mayor numero de células posible. Ademas, también es importante determinar la dosis de
BrdU, ya que a altas concentraciones puede resultar tdxica para el animal. EI método de
administracion utilizado en el presente trabajo fue el de inyeccidn intraperitoneal, que
permite establecer la dosis de BrdU y no entrafia riesgo de lesion en la retina. El siguiente
paso fue determinar la dosis éptima y el nimero de inyecciones necesarias para mantener
una concentracion adecuada y constante en el animal. Para ello utilizamos tres grupos
experimentales en los que variamos tanto la concentracion de BrdU inyectada, como el
intervalo de tiempo entre las inyecciones (Tabla 5). Todos los animales fueron mantenidos en
un acuario con colorantes organicos y sacrificados siete dias después de empezar el

tratamiento.

N° de animales | Concentracién Intervalo entre inyecciones Supervivencia
10 0.2 pg/ml 24 horas (7 inyecciones) 50%
10 0.2 pg/ml 48 horas (4 inyecciones) 100%
10 0.4 pg/ml 48 horas (4 inyecciones) 90%

Tabla 5: Grupos experimentales utilizados para determinar el protocolo dptimo de administracién de BrdU.
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Tras procesar el tejido, se realizé una inmunohistoquimica contra BrdU. EIl anélisis del
tejido demostr6 que no existian diferencias significativas ni en el nimero de células
marcadas ni en la intensidad del marcaje entre los distintos grupos experimentales. Aunque
los tres grupos mostraban resultados Optimos en la incorporacion de BrdU, la tasa de
supervivencia de los animales variaba considerablemente. ElI 50% de los animales que
fueron inyectados cada 24 horas y el 10% de los que se les administré la mayor dosis de
BrdU murieron durante el tratamiento. Por tanto, los mejores resultados se obtuvieron con

una concentracion de 0.2 pg/ml de BrdU y con intervalos de inyeccion de 48 horas.

4.1.2 Localizacion de las células proliferativas

Las células positivas a BrdU se distribuyeron por toda la retina y en todas las capas de
la misma (Fig. 22, 23a). La distribucion de los progenitores de baston en la retina madura no es
homogénea, ya que dependiendo de la region se concentran mayoritariamente en una, 0 en
varias capas.

En la retina central las células proliferativas se concentran principalmente en la regién
mas escleral, la CNI, CPE y CNE (Fig. 23a,c,d). En la CNI se distinguen dos poblaciones
diferentes: pequefios grupos de celulas con ndcleos fusiformes  dispuestos
perpendicularmente a la laminacién de la retina (Fig. 23d); y células aisladas dispersas por
toda la capa (Fig. 23a,c). Aunque también hemos observado nucleos marcados para BrdU en la
CPl y la CCG (Fig. 23d,e), su numero es mucho menor. Tanto en la cabeza del nervio Optico
(CNO) como en la CFNO se distinguen numerosos nucleos que han incorporado BrdU (Fig.
23b).

En la retina madura adyacente a la ZT encontramos numerosos nucleos marcados
alineados en la region mas escleral de la CNE (Fig. 23e). En la region periférica de la retina se
observa una gran densidad de nucleos positivos a BrdU (Fig. 23e,f). Practicamente la totalidad
de los nucleos de la ZPG han incorporado BrdU, y en la ZT también observamos numerosos
nacleos marcados (Fig. 23e,f). Mientras que en la ZPG la morfologia de los ndcleos positivos
es fusiforme, en la ZT los nucleos son méas redondeados.
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Fig. 22: Reconstruccion de una retina completa marcada con BrdU y DAPI. En la imagen se han marcado
con un circulo las dos ZPG. Barra de escala: 150 um
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Fig 23: Incorporacion de BrdU. Inmunohistoquimica contra BrdU segln el método ABC (a y b) y el método
fluorescente (c-f). En regiones centrales de la retina madura, las células proliferativas se distribuyen a lo largo
de todas las capas (a, ¢ y d). En la CNI se encuentran ndcleos marcados aislados (flecha en ¢) o pequefios gru-
pos con morfologia fusiforme (flecha en d). En la CNO se distinguen numerosos nucleos fusiformes marcados
para BrdU (b). En la zona periférica (e y f), las células proliferativas se concentran principalmente en la ZPG,
ZT y en la CNE de la region madura. Barra de escala: 20 pmen a, b, ¢, dy f; 40 uymene.
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4.2 Inmunorreactividad para marcadores

neurales en la retina madura

4.2.1 Pax6

Para comprobar la especificidad del anticuerpo contra Pax6 hemos realizado la técnica
de Western Blot y hemos obtenido una banda de aproximadamente 48 kDa (Fig. 24). Esta
banda se corresponde con el peso molecular descrito para Pax6 en pez cebra.

En la retina madura, Pax6 se expresa

Marcador Pax6
principalmente en la region mas vitreal de la CNI.

49 kDa . , . :
-M‘\‘ 48kDa | s ncleos positivos a Pax6 se organizan

formando varias hileras (Fig. 25a,b) 0 una sola (Fig.
T q—

Fig. 24: Analisis de Western Blot siempre redondeada, la intensidad del marcaje
de Pax6 en retina de carpin.

25¢,d) en la CNI y, aunque su morfologia es

puede variar (Fig. 25c).

En la region de la retina madura mas proxima a la ZT, la inmunorreactividad para Pax6
es mayor (Fig. 25e), ya que los nicleos marcados ocupan casi la mitad del espesor de la CNI,
mientras que en las regiones centrales solo distinguimos varias hileras de nucleos positivos.
En la CCG hemos observado una hilera de nucleos grandes marcados para Pax6 (Fig. 25a-d), y
al igual que en la CNI, vemos diferencias en la intensidad del marcaje (Fig. 25a). En algunas
ocasiones hemos identificado ndcleos positivos para Pax6 en la zona escleral de la CNI
proxima a la CPE (Fig. 25b). Estos nucleos siempre se localizan en regiones cercanas a la
periferia. En la zona periférica de la retina hemos observado nucleos positivos a Pax6 tanto
en la ZPG como en la ZT (Fig. 25e). En la ZPG los nucleos positivos para Pax6 poseen una
morfologia fusiforme, mientras que en la ZT son mas redondeados.

La colocalizacion de Pax6 y BrdU en la retina es muy escasa, ya que en las regiones
centrales s6lo hemos observado unas pocas células inmunorreactivas para ambos marcadores
(Fig. 25¢,d). En todos los casos estos nicleos se localizan en la zona mas vitreal de la CNI, y
mas especificamente en la primera hilera de ndcleos positivos a Pax6. En la ZPG, la mayor
parte de los nucleos positivos a Pax6 lo son también para BrdU (Fig. 25e). En la ZT sélo
algunas de las células Pax6-positivas han incorporado BrdU. Ademas, éstas células se sitlan

exclusivamente en la region donde se organiza la CNI de la retina madura (Fig. 25e).
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CNE

— /DAPI

| Fig. 25: Inmunorreactividad para
Pax6 e incorporacién de BrdU.
Método ABC (a) y método inmu-
nofluorescente (b-e). En la retina
central los ndcleos positivos a Pax6
se localizan principalmente en la
region vitreal de la CNI y en la
CCG (a-d). Sin embargo, también
hay nucleos marcados en regiones
maés esclerales de la capa (flecha en
b). En la CNI se distinguen dos
tipos de ndcleos positivos a Pax6,
unos intensamente marcados
(flecha amarilla en ¢), y otros con
marcaje débil (cabeza de flecha
amarilla en ¢). Ademas, se ven dos
células positivas a BrdU (flecha y
cabeza de flecha blanca en ¢ y d)
en la CNI. Unicamente el n(icleo

situado en la primera hilera (flecha blanca) es positivo para Pax6. €) Inmunorreactividad para Pax6 y BrdU en
la region periférica de la retina. En el inserto se muestra la ZPG contrastada con DAPI. Hay nlcleos positivos a
Pax6 tanto en la ZPG como en la ZT, y ademas, muchos de estos nlcleos son también positivos para BrdU
(ZPG: flechas; ZT: cabeza de flecha). Barra de escala: 20 um.
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4.2.2 Isletl

Tras realizar el Western Blot (Fig. 26) para la proteina Isletl obtuvimos un banda de
aproximadamente 39 kDa, lo que coincide con el peso molecular de la proteina en pez cebra.
Marcador  Jslet] La expresion de Isletl es abundante en la

retina de carpin. Hemos identificado células
49 kDa - N
positivas a este marcador en todas las capas a

39 kDa - :
— excepcion de la CNE vy las capas plexiformes. En

37kDa
la CNI, los ndcleos positivos a Isletl son de

Fig. 26: Andlisis de Western Blot pequefio tamafio y se distribuyen de manera
de Isletl en retina de carpin.

homogénea por toda la capa (Fig. 27a-d).

En las regiones vitreales y centrales de la capa, los nucleos poseen una morfologia
redondeada (Fig. 27a,b), mientras que en la zona adyacente a la CPE son mas fusiformes (Fig.
27d.e). En la region mas escleral de la CNI se distinguen nucleos positivos a Isletl con una
morfologia aplanada (Fig. 27a). Ademas de en la morfologia, también hay variaciones en la
intensidad del marcaje. Aparecen nucleos intensamente marcados y ndcleos con un marcaje
mucho mas débil (Fig. 27b). En la CCG hemos visto una hilera de nicleos grandes y
redondeados marcados para Isletl (Fig. 27a-f).

Aunque la ZPG es inmunonegativa para Isletl, en algunas secciones encontramos
nucleos positivos en la ZT (Fig. 28a). Dichos nucleos poseen una morfologia redondeada y su
marcaje es mas debil que el encontrado en las regiones de retina madura. Se distribuyen en el
limite de la ZT con la retina madura, tanto en la region que va a formar la CNE como en la
CNIy la CCG (Fig. 28a,b).

A pesar de que la distribucién de las células Isletl-positivas es muy amplia, la
colocalizacion de BrdU con dicho marcador estd muy restringida. En las regiones centrales
de la retina las células Isletl y BrdU positivas se localizan exclusivamente en la CNI, mas
concretamente en las zonas vitreal y central de la capa (Fig. 27a,c.e). Los nlcleos doblemente
marcados poseen una morfologia e intensidad de marcaje variable, nucleos tanto
redondeados (Fig. 27a,c) como fusiformes (Fig. 27e), y débil (Fig. 27c,e) 0 intensamente
marcados (Fig. 27a) para Isletl. Ademas, en algunas ocasiones hemos observado células

positivas para ambos marcadores en la CCG de la retina madura adyacente a la ZT (Fig. 271).
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Fig. 27: Inmunorreactividad para Isletl e incorporacion de BrdU. Isletl se localiza principalmente en la
CNIy en la CCG. a) Nucleo doblemente marcado para Isletl y BrdU (flecha) localizado en la regién mas vitre-
al de la CNI, posee una morfologia redondeada y esta intensamente marcado para Isletl. En la zona escleral de
la CNI se distinguen nucleos con morfologia aplanada positivos para Isletl (cabeza de flecha). En el margen
superior derecho se muestra a mas aumento el nicleo doblemente marcado. b) En la CNI se aprecian diferentes
intensidades de marcaje, ya que se observan nicleos débil (flechas) e intensamente (cabeza de flecha) marcados
para Isletl. ¢) En la misma seccidn, se distinguen dos nucleos positivos para Isletl y BrdU (flechas). Dichos
nucleos poseen una morfologia redondeada y estan débilmente marcados para Isletl. d y e) Dos nicleos positi-
vos a Isletl (flecha) con morfologia fusiforme localizados en la region central de la CNI, que ademas han in-
corporado BrdU. En el margen superior derecho de ambas imagenes se muestran a mas aumento las células
marcadas. f) Ndcleo positivo a Isletl y a BrdU en la CCG de la retina madura adyacente a la ZT (flecha). Barra
de escala: 20 um en a-f; 10 um en insertos de a, d y e.
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Fig. 28: Inmunorreactividad para Isletl e incorporacion a BrdU. a y b) En la region periférica de la retina,
la expresion de Isletl se limita a la zona mas externa de la ZT (recuadro en a). Dichas células poseen una mor-
fologia redondeada y estan débilmente marcadas. Barra de escala: 20 um.

4.2.3 Prox1

Tras realizar la técnica de Western Blot para determinar la especificidad del anticuerpo,

la banda obtenida para Prox1 tiene un peso molecular de aproximadamente 83 kDa, y se

corresponde con lo descrito anteriormente en carpin (Fig. 29).

Marcador Prox1

115kDa [—-
82 kDa —"“

el

83 kDa

Fig. 29: Andlisis de Western Blot de Prox1
en retina de carpin.

El factor de transcripcion Prox1 se expresa
en la CNI y CCG de la retina. En la CNI la
mayor parte de los ndcleos son Prox1-positivos
(Fig. 30a-e). Corresponden a células que poseen
morfologia redondeada o fusiforme y que se
distribuyen por todo el espesor de la capa. La
intensidad del marcaje y el tamafio de los

nucleos marcados es variable (Fig. 30a).

En el estrato de las células horizontales, encontramos nucleos con morfologia aplanada

positivas a Prox1 (Fig. 30a). Las células marcadas tienen el eje mayor paralelo a la laminacion

de la retina. En el estrato inmediatamente vitreal al anterior, ocupado por los terminales de

las células horizontales hemos observado algunos nucleos redondeados positivos a Prox1

(Fig. 30a,b). En la retina madura adyacente a la ZT los nlcleos Prox1 positivos poseen una

morfologia mas fusiforme (Fig. 31b,c), y en algunos casos hemos observado ndcleos marcados
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para Prox1 en la regidn vitreal de la CNE (Fig. 31c,d).

Se observan también células positivas a Prox1 en la CCG. En esta capa se distinguen
dos tipos de nucleos Proxl-positivos: nucleos de gran tamafio, redondeados y muy
intensamente marcados que se organizan formando una hilera, y nucleos de pequefio tamafio
y morfologia variable que se intercalan entre los nicleos méas grandes (Fig. 30f).

La region periférica de la retina también presenta gran cantidad de nucleos Prox1-
positivos (Fig. 31a-d). En la ZPG hemos observado ndcleos grandes y fusiformes positivos
para Prox1, que se localizan tanto en la zona adyacente a la ZT como en las regiones
centrales de la ZPG (Fig. 31ab). La ZT también presenta numerosas células intensamente
marcadas (Fig. 31b).

Encontramos ndcleos doblemente positivos a BrdU y a Prox1 en préacticamente todos
los estratos de la CNI (Fig. 30b-d). Dichos nucleos se situan por todo el espesor de la capa,
pero su numero es mayor en las zonas vitreales y centrales. Se distinguen dos morfologias
diferentes, ndcleos redondeados (Fig. 30b,c) y nicleos con morfologia fusiforme y dispuestos
perpendicularmente a la laminacion de la retina (Fig. 30c,d). De forma puntual hemos
encontrado células doblemente marcadas en la CCG, poseen menor tamafio y el marcaje
para Prox1 es muy débil (Fig. 30e,f). En la zona periférica de la retina hay colocalizacion de
ambos marcadores tanto en la ZPG como en la ZT (Fig. 31a-d). En la ZPG encontramos
nucleos positivos a Prox1 y BrdU tanto en la zona central como en la zona limitante con la
ZT (Fig. 31a,b). En la retina madura adyacente a la ZT vemos, en algunos casos, nucleos
doblemente marcados. Dichos nucleos poseen diferente morfologia en funcién de su
localizacion, en la zona vitreal de la CNI los nucleos son aplanados y en la CNE

redondeados (Fig. 31c,d).
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Fig. 30: Inmunofluorescencia para Prox1 y BrdU. a) En la CNI los ndcleos Prox1-positivos se distribuyen
por toda la capa y poseen diferentes morfologias e intensidad de marcaje. Por un lado hay nicleos redondeados
(flecha y cabeza de flecha blanca) y fusiformes (flecha amarilla) y por otro, ntcleos débil (flecha blanca) e in-
tensamente marcados (cabeza de flecha blanca). Ademas, se observan nicleos con morfologia aplanada positi-
vos a Prox1 (cabeza flecha amarilla). b-d) En la retina madura los nicleos positivos para Prox1 y BrdU se loca-
lizan en todos los estratos de la CNI (flechas en b, ¢ y d). Sin embargo, no todas las células que han incorpora-
do BrdU son Prox1 positivas (cabezas de flecha en ¢ y d). e) Nucleos doblemente marcados para Prox1 y BrdU
en la CCG (flecha). f) Ampliacion de la figura e donde se muestra con mayor detalle el ndcleo positivo a ambos
marcadores (flecha). Ademas, también se ve un nicleo de gran tamafio e intensamente marcado para Prox1 que
no ha incorporado BrdU (cabeza de flecha). En el inserto superior se aprecia que el ntcleo doblemente marcado
estd débilmente tefiido para Prox1. Barra de escala: 10 pmena, by f; 20 umenc,dy e.
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/DAPI

/DAPI

Fig. 31: Marcaje inmunofluorescente para Prox1 y BrdU. En la region periférica de la retina hay expresion
de Prox1, tanto en la ZPG como en la ZT. En la ZPG se distinguen nicleos positivos para Prox1 y para BrdU
(flechas en a y b). La expresion de Prox1 en la ZT es muy intensa y también hay numerosos ndcleos doblemen-
te marcados (b). En la retina madura adyacente a la ZT se ven nicleos con morfologia fusiforme marcados para
Prox1 y BrdU (cabeza de flechas en a-d). En casos puntuales se encuentra colocalizacién de ambos marcadores
en la CNE de la retina madura adyacente a la ZT (flecha amarilla en ¢ y d). Ademas, se aprecian nicleos con
morfologia aplanada positivos a Prox1 y BrdU en la region mas vitreal de la CNI (flecha blanca en ¢ y d). Ba-
rra de escala: 20 um.

4.2.4 NeuroD

Mediante la técnica de Western Blot hemos obtenido una banda de aproximadamente
39 kDa que coincide con el peso molecular de NeuroD descrito en el pez cebra (Fig. 32).

El marcaje inmunohistoquimico para la proteina NeuroD se observa fundamentalmente
en la CNI y en la CCG de la retina (Fig. 33y 34a, b). En la zona vitreal de la CNI hemos visto
nucleos redondeados positivos a NeuroD que se organizan formando una o dos hileras. En

algunos casos vemos nucleos positivos en regiones mas centrales de la capa (Fig. 33a). Al
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igual que ocurre con otros marcadores estudiados, se observan diferencias en la intensidad
de marcaje de los nucleos localizados en la CNI (Fig. 34a,b). En la CCG el patron de
expresion de NeuroD es muy similar al observado en la CNI. Los ndcleos positivos tienen
morfologia redondeada y se distribuyen formando una hilera (Fig. 33a,34c).

En la region periférica de la retina la inmunorreactividad para NeuroD es muy escasa.
En la mayoria de los ejemplares, tanto la ZPG como la ZT son inmunonegativas para
NeuroD (Fig. 34d). S6lo en algunos casos hemos observado nucleos débilmente marcados en
la ZT (Fig. 34e, f).

La presencia de BrdU en nucleos NeuroD positivos es muy escasa. En las regiones
centrales de la retina, la colocalizacion se limita a la CNI, concretamente a la primera hilera
de nacleos positivos a NeuroD (Fig. 33b). De forma puntual vemos nucleos positivos para
ambos marcadores en la segunda hilera, sin embargo

Marcador  NeuroD
dichos nuacleos estan débilmente marcados para
NeuroD (Fig. 34a,b). En regiones cercanas a la periferia, 49 kDa -
hemos visto nlcleos que colocalizan NeuroD y BrdU 39 kDa

. ] el et
en la CCG (Fig. 34c). En ningin caso se aprecian 3’ kD2 S

nucleos doblemente marcados en la zona periférica de Fig. 32: Andlisis de Western Blot
de NeuroD en retina de carpin.

la retina, ni en la ZPG, nien la ZT (Fig. 34d-f).

/DAPI

Fig. 33: Marcaje inmunofluorescente contra NeuroD y BrdU. a) Doble marcaje para BrdU y NeuroD, se
aprecia un nucleo con morfologia redondeada situado en la regién mas vitreal de la CNI (flecha). b) Aumento
del nucleo doblemente marcado de la imagen a. Se observa que el nlcleo que ha incorporado BrdU (flecha)
esta marcado débilmente para NeuroD (inserto superior), mientras que por el contrario, el nicleo situado junto
a él esta intensamente tefiido (cabeza de flecha). Barra de escala: 20 um en a; 10 umen b.
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Fig. 34: Inmunofluorescencia contra NeuroD e incorporaciéon de BrdU. a y b) Se distinguen dos ndcleos
(flecha y cabeza de flecha) que han incorporado BrdU, pero mientras uno de ellos (flecha) esta intensamente
marcado para NeuroD, el otro (cabeza de flecha) apenas posee marcaje para el factor de transcripcién. ¢) Se
distinguen ndcleos intensamente marcados para NeuroD en la CCG. En el inserto superior se observa una am-
pliacion del nicleo sefialado con una flecha. Dicha célula colocaliza para BrdU. d) La zona periférica de la
retina es inmunonegativa para NeuroD. e y f) De forma puntual se ven nicleos débilmente marcados para Neu-
roD (flecha) en la ZT. Barra de escala: 10 umena,byc; 20 umend, ey f.
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4.2.5 Nestina

Para determinar la especificidad del anticuerpo y tras realizar la técnica de Western

Blot obtuvimos una banda de aproximadamente 207 kDa, lo que concuerda con el peso

molecular de Nestina descrito en raton (Fig. 35). Marcador Nestina
En la CNI es donde se concentran la 220 kDa -‘_ AN
mayor parte de los ndcleos positivos a Nestina. — 207 kDa
Se distribuyen principalmente en la zona vitreal 160 kDa  |E—
y central de la capa y su densidad disminuye a rT=
medida que nos acercamos al limite con la CPE Fig. 35: Analisis de Western Blot de

Nestina en retina de carpin.

(Fig. 36a-f). L0os nucleos estan intensamente

marcados y aungue su morfologia es tanto redondeada como fusiforme, no observamos
diferencias en cuanto a la intensidad del marcaje (Fig. 36a). En la CCG también encontramos
nucleos inmunorreactivos para Nestina, son nucleos grandes que se disponen formando una
hilera (Fig. 36a-f). Ocasionalmente hemos observado ndcleos positivos para Nestina en la CPI
(Fig. 36b). En todas las secciones estudiadas se distinguen nucleos positivos a Nestina en la
CNE, aunque este marcaje se localiza exclusivamente en la zona adyacente a la ZT (Fig. 37c),
nunca en la retina central.

La region periférica presenta alta inmunorreactividad para Nestina. No s6lo hemos
visto nucleos positivos en la ZPG y la ZT, sino que el margen ciliar (MC) también presenta
Nestina. Mientras que los ndcleos positivos para Nestina en la ZPG presentan una
morfologia fusiforme, en la ZT son mas redondeados (Fig. 37c,d).

Hemaos observado colocalizacion de BrdU y Nestina en todos los niveles de la CNI, en
la zona vitreal, central, y en el limite con la CPE (Fig. 36¢c-¢). La morfologia de los nucleos
doblemente marcados varia, ya que hemos visto unos nucleos redondeados (Fig. 36c,d) Y otros
fusiformes (Fig. 36e). En la CCG también se observan ndcleos positivos a ambos marcadores
(Fig. 36f, 37a,b). Casi la totalidad de los ndcleos Nestina positivos en la ZPG han incorporado
también BrdU (Fig. 37c,d). En la ZT también encontramos nicleos doblemente marcados que

se localizan en la regién mas cercana a la ZPG (Fig. 37c,d).
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/DAPI

Fig. 36: Inmunofluorescencia contra Nestina y BrdU. a) Células positivas a Nestina en la CNI que presentan
dos morfologias diferentes, redondeadas (flecha) y fusiformes (cabeza de flecha). b) Nucleo Nestina positivo
en la CPI (flecha). c-e) Nucleos doblemente marcados para Nestina y BrdU (flechas) situados en todos los nive-
les de la CNI. El inserto a mayor aumento en ¢ muestra un ndcleo positivo para ambos marcadores. f) En la
CCG se distingue un nucleo positivo para Nestina, que ademas ha incorporado BrdU (flecha). Barra de escala:
20 um en a-f; 10 um inserto en c.
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/DAPI

Fig. 37: Inmunofluorescencia contra Nestina y BrdU. a) En la CCG se ve un nlcleo doblemente marcado
para Nestina y BrdU (flecha). b) Amplificacién del ndcleo sefialado en a, en el inserto se muestra el marcaje
simple para Nestina. ¢) En la ZPG, la ZT y la CNE (flecha amarilla) se observan nucleos intensamente marca-
dos para Nestina. En el inserto superior se muestra como tanto los nicleos de la ZPG (flechas) como los de la
ZT (cabeza de flecha) ademas de ser positivos a Nestina también han incorporado BrdU. d) EI margen ciliar
(MC) también es inmunorreactivo para Nestina. Barra de escala: 20 um en a, ¢, d; 10 umen b.

4.2.6 CD133

La especificidad del anticuerpo se determind mediante la técnica de Western Blot.
Hemos obtenido una banda de aproximadamente 91 kDa, lo que coincide con lo descrito
anteriormente en el pez cebra (Fig. 38).

La inmunorreactividad para CD133 se limita a las regiones central y escleral de la CNI
y a los fotorreceptores (Fig. 39a,b,d). En la CNI, el marcaje de CD133 es muy uniforme, ya
que todas las células poseen morfologia mas o menos redondeada y no hemos observado
diferencias en la intensidad del marcaje (Fig. 39a,b). Los fotorreceptores son positivos para

CD133 y el marcaje se localiza en la superficie externa de toda la célula, incluyendo los
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segmentos interno y externo (Fig. 39d). La periferia de la retina es completamente negativa
para este marcador, ni la ZPG ni la ZT presentan marcaje (Fig. 39c). En la CNI adyacente a la
ZT el marcaje para CD133 es méas débil que en regiones maduras de la retina (Fig. 39c), y

aumenta a medida que nos alejamos de la zona periférica. En la CNE recién formada hemos

Marcador CD133 observado fotorreceptores intensamente

marcados para CD133 (Fig. 39c). En ninguna

115kDa  — de las otras capas de la retina vemos
91 kDa inmunorreactividad para CD133.

K02 — La colocalizacion de BrdU y CD133 es escasa

Fig. 38: Anélisis de Western Blot de CD133 y se limita a las regiones central y vitreal de la
en retina de carpin.

CNI de la retina madura (Fig. 39b).

Fig. 39: Inmunorreactividad para CD133 e incorporacion de BrdU. a y b) Células positivas a CD133 se
localizan en la regidn central y escleral de la CNI. En la regién mas escleral de la capa se observa una célula
doblemente marcada para BrdU y CD133 (flecha en b). ¢) La ZPG y la ZT son negativas para CD133 y el mar-
caje en la retina madura adyacente es mas débil que el descrito en la retina central. Se distinguen fotorrecepto-
res marcados para CD133 en la CNE adyacente a la ZT (flecha). d) Fotorreceptores positivos a CD133. Barra
de escala: 20 um.
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4.3 Expresion de marcadores de células

progenitoras

4.3.1 Notch1

La expresion de Notchl se distribuye practicamente por todas las capas de la retina de
carpin (Fig. 40, 41a,b). El marcaje se sitda principalmente en la periferia de los nlcleos, ya sea
formando un anillo por todo el perimetro exterior (Fig. 40a), 0 formando pequefios granulos
(Fig. 41c). En la CNI los nacleos que expresan Notchl se sitdan en las regiones vitreal y
central de la capa, aunque también se encuentran algunos nicleos marcados en el limite con
la CPE (Fig. 40a,b). El tamafio y la morfologia de los nucleos marcados varia, aunque la
mayoria son redondeados. En ocasiones hemos visto ndcleos positivos a Notchl que se
localizan en el limite entre la CNI y la CPI (Fig. 40b).

En la CNE los nucleos positivos se distribuyen de forma distinta segin la regién de la
retina (Fig. 40a,c,d). En la CNE de la retina central la expresion de Notchl es baja y aunque los
nucleos positivos se distribuyen por todo el espesor de la capa, su densidad es mayor en la
zona escleral (Fig.40a,b). En la CNE adyacente a la zona periférica encontramos un marcaje
diferente, ya que la expresién de Notchl aumenta y se observan numerosos nucleos
marcados por toda la capa (Fig. 40c,d).

En la CCG el marcaje de Notchl es muy intenso y se distinguen dos tipos de nucleos,
nucleos grandes e intensamente marcados y nucleos mas pequefios con un marcaje débil (Fig.
41a). En ocasiones observamos nucleos de gran tamafio e intensamente tefiidos en la CPI (Fig.
41b). La CNO presenta una alta expresion de Notchl, y se observa cdmo los nucleos
positivos se disponen formando hileras paralelas a la arteria central (AC) (Fig. 41d,e). En
ningun caso hemos observado expresion de Notchl en la ZPG o en la ZT (Fig. 41c; 42f). En el
MC hemos visto nucleos cubicos intensamente marcados para Notchl (Fig. 41c).

La colocalizacion de Notchl y BrdU se distribuye por todas las capas nucleares de la
retina (Fig. 42a-e). En la CNI hemos visto dobles marcajes en regiones vitreales y centrales de
la capa (Fig. 42a-c). En la CNE encontramos colocalizacion de BrdU y Notchl en regiones
centrales de la capa y preferentemente en la zona periférica de la retina (Fig. 42d). En la CCG
(Fig. 42¢) y la CNO (Fig. 41e,f) se aprecian numerosos nudcleos doblemente marcados para
Notchly BrdU.
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Fig. 40: Marcaje de Notchl mediante hibridacion in situ. Notchl se expresa en todas las capas nucleares de
la retina. a) En la CNI las células positivas se distribuyen principalmente en zonas vitreales y centrales, aunque
también se observan nicleos marcados en regiones esclerales (flecha). b) Algunos nicleos marcados situados
en el limite de la CNI y la CPI. Esta region se ve aumentada en el inserto superior. ¢ y d) En la region de la
CNE adyacente a la periferia hay nicleos intensamente marcados (recuadro), mientras que en zonas mas cen-
trales se ve una Unica hilera de nicleos marcados en la zona proxima al epitelio pigmentario. Barra de escala:
20 umen a, by d; 10 um en inserto en b; 40 um en c.
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CPI
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Fig. 41: Expresion de Nocht1 (en azul) e inmunohistoquimica contra BrdU (en marron). a) En la CCG se
distinguen dos tipos de nucleos positivos a Notchl, ntcleos grandes e intensamente marcados (flecha) y ndcle-
0s mas pequefios con marcaje mas débil (cabeza de flecha). b) Nucleo positivo para Notchl localizado en CPI
(flecha). ¢) En la periferia de la retina, la ZPG y la ZT son negativas para Notchl, sin embargo si se observa
expresion de este marcador en el MC. d-f) Nucleos positivos a Notchl en la CNO que se disponen en hileras
perpendiculares a la laminacidn de la retina. Tanto en la CNO (inserto en e) como en el NO (flecha en f) hemos
observado nucleos positivos a Notchl que ademas han incorporado BrdU. Barra de escala: 10 umen a, b, f e
inserto ene; 20 umenc,dye.
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Fig. 42: Expresion de Nochtl (en azul) e inmunohistoquimica contra BrdU (en marrén). a-c) En la CNI
hay ndcleos doblemente marcados para BrdU y Notchl en la zona vitreal y central de la capa (flechas). d)
Nucleo Notchl y BrdU positivo (flecha) localizado en la regién central de la CNE. e) En la CCG se distinguen
dos tipos de nucleos positivos que colocalizan ambos marcadores: ndcleos grandes e intensamente marcados
(flechas) y ndcleos mas pequefios y débilmente marcados (cabeza de flecha). f) La ZPG es positiva para BrdU,
pero en cambio no expresa Notchl. Barra de escala: 10 um.
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4.3.2 NeuroD

La expresion de NeuroD se localiza en las tres capas nucleares de la retina (Fig. 43a-d).
En la CNI los nucleos positivos se distribuyen por todo el espesor de la capa, aunque su
densidad disminuye en la zona mas escleral (Fig. 43b). Dichos ndcleos poseen una morfologia
redondeada en las zonas vitreales y centrales, y mas fusiforme en el limite con la CPE (Fig.
43a, c¢). ElI marcaje se localiza formando un anillo alrededor del nucleo, aunque en algunos
casos también se observan pequefios agregados dentro del nlcleo (Fig. 43b, d). En la CNE la
expresion de NeuroD es muy variable, asi mientras que en la retina central encontramos
pequerios granulos marcando algunos nucleos aislados (Fig. 43a), en la retina madura
adyacente a la periferia observamos una gran densidad de nucleos positivos a NeuroD (Fig.
43c). En la CCG se distinguen nucleos grandes, redondeados e intensamente marcados para
NeuroD (Fig. 43d).

Las células que colocalizan BrdU y NeuroD se sitdan principalmente en la CNI y en la
CCG (Fig. 43e, f). En la CNI los nucleos doblemente marcados se localizan en las regiones
centrales y esclerales de capa (Fig. 43¢). En la CNE resulta muy complicado identificar
nucleos positivos a ambos marcadores, ya que la intensidad del marcaje para NeuroD es mas

débil que en el resto de capas y queda oculto bajo el precipitado de DAB.
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Fig. 43: Expresion de NeuroD e incorporacion de BrdU. a y b) Expresion de NeuroD en las tres capas nu-
cleares, aunque en la CNE es donde se observa menor densidad de nlcleos marcados (flecha en a). ¢) En la
region periférica, la CNE muestra un aumento de expresién de NeuroD y se ven numerosos nicleos positivos
para este marcador. d) El marcaje en la CNI y en la CCG se distribuye en forma de anillo en la periferia del
nucleo (flechas) o en pequefios granulos dentro del nicleo (cabeza de flecha). e y f) Colocalizacién de BrdU y
NeuroD en nucleos de la CNI (flecha e inserto en e) y de la CCG (flecha en f). Barra de escala: 20 um en a, b,
cye; 10 umend, fe inserto en e.
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4.4 Estudios in wvitro de las células

progenitoras de bastéon

Los teledsteos son un modelo de experimentacion cada vez mas utilizado para la
caracterizacion de progenitores neurales en la retina. Sorprendentemente, no existe ningln
protocolo éptimo para el cultivo de células progenitoras adultas de dichas especies. Por ello,
nos hemos centrado en la puesta a punto de un protocolo que nos permita realizar cultivos

estables de progenitores neurales.
4.4.1 Optimizacion del protocolo de cultivo

Para la realizacion de un cultivo primario debemos tener en cuenta varios factores que
pueden afectar al crecimiento y a la viabilidad de las células. Las condiciones dptimas de un
cultivo primario dependeran del organismo, del tejido de origen y del tipo celular a cultivar,
ya que probablemente necesitaran requerimientos nutricionales y ambientales diferentes.
Como consecuencia de la falta de estudios sobre cultivos de células progenitoras de peces
adultos, no existen datos previos sobre las condiciones necesarias para el cultivo de dichos
progenitores en el carpin.

Por todo ello, hemos tenido que determinar y poner a punto cada una de las variables

gue pueden afectar a nuestro cultivo:

Temperatura: La temperatura tiene gran influencia en la tasa de crecimiento de las

celulas, de ahi la importancia de un buen control de la misma. Ademas, ésta influye en el pH
del medio. La mayor parte de los cultivos primarios se realizan en mamiferos y por ello la
temperatura utilizada es de 37°C. En peces se han realizado cultivos de explantes de pez
cebra (Tomizawa et al., 2001; Kustermann et al., 2008) y cultivos primarios de pez cuchillo
(Hinsch y Zupanc, 2006). En ambos casos la temperatura utilizada en el cultivo coincidia
con la temperatura corporal del pez, 28,5°C para el pez cebra y 24-28°C para el pez cuchillo.
Teniendo en cuenta que la temperatura corporal del carpin es de 20°C, hemos realizado
cultivos primarios a tres temperaturas diferentes:

37°C: Es la més comun y todos los productos comerciales han sido comprobados
para dicha temperatura, sin embargo esta muy alejada de la temperatura corporal del carpin.

28,5°C: Es la temperatura corporal del pez cebra y se han descrito cultivos

primarios estables de células diferenciadas a dicha temperatura.
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20°C: Es la temperatura corporal del carpin y en principio parece la mas
adecuada para realizar los cultivos. Los principales inconvenientes son que los incubadores
estandar no alcanzan esta temperatura y que el pH de los medios de cultivo es mas inestable.

Para los dos primeros grupos experimentales (37°C y 28,5°C) utilizamos incubadores
normales. Sin embargo, para el grupo de 20°C tuvimos que usar una estufa refrigerada.
Dichas estufas no tienen sistema de inyeccion de CO,, por lo cual disefiamos un sistema
compuesto por una camara de incubacion conectada a una bala de CO; al 5%. De esta
manera mantuvimos la temperatura a 20°C y la concentracion de CO, estable.

Para determinar la temperatura 6ptima en el cultivo de progenitores de bastén hemos
utilizado los medios de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) y Ham’s F12
suplementado, ya que son los medios mas utilizados en cultivos de peces (Tomizawa et al.,
2001; Hinsch y Zupanc, 2006; Kustermann et al., 2008) y son los recomendados para
cultivar lineas celulares y embriones de pez cebra.

En todos los casos el pH del medio se mantuvo estable, con una concentracion del 5%
de CO,. A una temperatura de 37°C las células morian durante las primeras 24 horas. A
28,5°C las células se mantenian vivas, pero en ningun caso observamos proliferacion. El
mejor resultado lo obtuvimos con la temperatura de 20°C, ya que a los 5 primeros dias se

observaban pequefias neuroesferas primarias (Tabla 6).

1* semana 2% semana
37°C @
28,5°C ® 00 X 1

@ @

Tabla 6: Resultados obtenidos en los cultivos primarios en funcion del rango de temperatura utilizada.

pH: El pH 6ptimo de crecimiento para la mayoria de tipos celulares es de 7,4, aunque

existen pequefias variaciones dependiendo del cultivo. ElI pH del medio depende
directamente de la temperatura y de la concentracion de CO,, por tanto, es necesario
seleccionar adecuadamente ambas variables.

El pH éptimo para el crecimiento de nuestras células esta entre 7,3 y 7,4, ya que este ha
sido el rango en donde mayor tasa de crecimiento hemos observado.
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CQO,: EI CO;, juega un complejo papel en el medio debido a que influye en el pH.

Algunas de las reacciones que tienen lugar en el medio son:

H,0 + CO, <=> H,C0O3 <=> H" + HCO3

El incremento de la concentraciéon de ion bicarbonato desplaza la ecuacion hacia la
izquierda, de modo que el pH se establezca en 7,4. Para establecer un pH determinado se
deben tener en cuenta los niveles de bicarbonato sodico y la tensién de CO,. En la mayoria
de los medios de cultivo comerciales se recomienda 5% de CO, para una temperatura de
37°C. A pesar de que, como hemos indicado en apartados anteriores, el pH se mantiene
estable a 20°C y con 5% de CO,, quisimos comprobar si a esa temperatura el aporte de CO,
era realmente necesario para mantener el pH, ya que de ese modo podriamos simplificar el
protocolo y utilizar Gnicamente una estufa para mantener la temperatura adecuada. Por ello,
realizamos cultivos celulares sin aporte externo de CO,. A los pocos minutos de sembrar las
celulas ya observamos como el color del medio viraba considerablemente de un rojizo-
anaranjado a morado. Sin aporte externo de CO, el pH del cultivo era de 8.5 y en estas
condiciones las células morian a las pocas horas. Por tanto, el medio de cultivo a 20°C

solamente se mantiene estable cuando aportamos una concentracién de 5% de CO..

Disgregacién tisular: La disociacion tisular consiste en separar las células entre

si y de su sustrato, manteniendo la viabilidad celular. Para conseguirlo es necesario romper
la red de proteinas que constituye la matriz extracelular que las mantiene unidas. Es un
proceso muy delicado, ya que si disgregamos demasiado tendremos mucha muerte celular y
si la disociacion es muy suave quedaran agregados celulares que acabaran muriendo
también. Generalmente los métodos empleados se pueden clasificar en tres categorias:

« Mecanicos: Disgregar el tejido con una pipeta.

« Quimicos: Adicién de soluciones en las que no hay iones divalentes o sus agentes
quelantes, desestabilizando asi las uniones de las proteinas de la matriz extracelular.

« Enzimaticos: Tratamiento del tejido con soluciones de proteasas activas (colagenasa,
dispasa, tripsina, elastasa, papaina, pronasa, hialuronidasa, etc...). La eleccion de las enzimas
dependera del tejido que queramos disgregar.

En la préctica se suelen emplear técnicas que combinan dos o tres métodos diferentes.
La eleccion de un procedimiento u otro dependera fundamentalmente de la naturaleza y
cantidad de tejido disponible. Para disgregar las retinas de carpin hemos probado tres

combinaciones diferentes:
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Disgregacién enzimética: Incubamos las retinas con una mezcla de enzimas

denominada PDD (ver apartado 3.8.1) durante 20 minutos en un bafio a 37°C.

Disgregacion mecanica: Las retinas se disociaron con una pipeta durante 15 minutos.

Disgregaciéon enzimatica/mecénica: Las retinas se incubaron con la solucién PDD dos

veces, 5 minutos cada vez a 37°C. Tras cada incubacion realizamos una disociacion
mecénica con una pipeta durante 5 minutos.

Tras las disociaciones estudiamos la viabilidad celular por el método de exclusion del
azul tripan. Este es un colorante vital que no atraviesa la membrana plasmatica de las células
vivas, pero si la de las células muertas. Tras realizar los tres tipos de disgregacion
obteniamos una alta viabilidad celular. Sin embargo, en el caso de la disgregacién enzimética
0 mecanica, independientemente, observamos numerosos agregados celulares que no se
habian disociado correctamente. Por tanto, el método de disgregacion mas eficaz fue el que

combinaba disociacién mecanica y enzimatica.

Medio de cultivo: EI medio de cultivo éptimo es aquel que cumple todos los

requerimientos nutricionales que la célula necesita para sobrevivir y dividirse. Actualmente
existen numerosos medios de cultivo comerciales, con composiciones especificas para cada
tipo celular. Estos medios suelen suplementarse con factores de crecimiento, aminoacidos,
vitaminas, glucosa, hormonas, suplementos comerciales, etc.

En la literatura se han descrito numerosos medios de cultivo suplementados para hacer
crecer progenitores neurales. En peces, se ha utilizado principalmente DMEM/F12
suplementado con B27 o con suero (Tomizawa et al., 2001; Hinsch y Zupanc, 2006;
Kustermann et al., 2008). En nuestro estudio hemos utilizado dos medios de cultivo
comerciales diferentes:

eNeurobasal A: Se utiliza principalmente en cultivos primarios de progenitores
neurales, ya sean de origen embrionario o adulto. Es un medio libre de suero y de &cido
glutdmico y aspartico. Se recomienda suplementarlo con el complemento B27 y L-
glutamina. La composicion exacta del medio no ha sido publicada por la casa comercial.

«DMEM/F12: Es uno de los medios mas utilizados en cultivos celulares. Su uso esta
recomendado para lineas celulares de pez cebra.

Realizamos cultivos celulares utilizando tres composiciones de medios de cultivo
diferentes para seleccionar aquel que proporcionara la mayor tasa de supervivencia y de

proliferacion celular. Los tres medios de cultivo utilizados se obtuvieron afiadiendo
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diferentes suplementos a los dos medios comerciales, DMEM/F12 y Neurobasal A (Tabla 7).
Utilizando como base el medio DMEM/F12 hicimos dos medios distintos: uno enriquecido
denominado DMEM/F12 suplementado, que fue el utilizado para establecer la temperatura
Optima, y otro mas pobre denominado DMEM/F12 modificado. EI medio Neurobasal A
enriquecido se denomind Neurobasal A suplementado.

Los tres medios fueron suplementados con antibiéticos, penicilina y estreptomicina, y
con un antifungico, anfotericina B, para disminuir la posible contaminacion del cultivo.
Ademas, afiadimos factores de crecimiento para promover la proliferacion celular e impedir
que las células se diferencien. Los factores mas utilizados en cultivos de células progenitoras
son el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF). Se ha demostrado que estos factores promueven la proliferacion de los progenitores
retinianos y la supervivencia los bastones (Anchan et al., 1991; Hicks y Courtois 1992;
Lillien y Cepko 1992).

Otro componente muy utilizado en cultivos celulares es el suero, que aporta numMerosos
compuestos necesarios para la supervivencia celular. Sin embargo, se ha descrito que en
cultivos de progenitores retinianos la ausencia de suero promueve el estado indiferenciado
de las células (Akagi et al., 2003; Angenieux et al., 2006; Qiu et al., 2004; Klassen et al.,
2004). Por ello, en cultivos primarios se suele sustituir el suero por proteinas y poliaminas
(albumina bovina, transferrina y putresceina) o por suplementos comerciales. Dichos
suplementos tienen ya incluidos muchos de los componentes necesarios para el cultivo. Uno
de los mas utilizados es el B27, que esta compuesto entre otras sustancias por vitaminas,
hormonas, insulina y transferrina. La composicion de los tres medios utilizados se indica en
la Tabla 7.
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Glucosa 3 pg/ml
Factores de 20 ng/ml 20 ng/ml 20 ng/ml
crecimiento 20 ng/ml 20 ng/ml 20 ng/ml

Antibiéticos

Antiftingico Anfotericina B 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Suplemento
B27 20pl/ml
comercial
Putresceina 60 mM
L-glutamina 200 mM 200 mM 200 mM
Selenito s6dico 150 pM
Insulina 10 mg/ml

Tabla 7: Composicion de los medios de cultivo utilizados.

Uno de los problemas que nos encontramos al realizar cultivos primarios de retina de
carpin fue la contaminacion. En el ojo del carpin, los humores vitreo y acuoso estan
contaminados por bacterias, lo que hace practicamente imposible no tener contaminacion
inicial en el cultivo. A pesar de realizar pretratamientos con colorantes organicos y de afiadir
antibidticos y antimicéticos al cultivo, no conseguiamos eliminar la contaminacién. Por ello,
tuvimos que tratar el cultivo con antibidticos mas especificos. Utilizamos tres antibioticos de
amplio espectro: vancomicina, gentamicina y ciprofloxacino. Ademas de probar cada
antibidtico por separado, hicimos una prueba conjunta con vancomicina y gentamicina ya
que sus espectros de accion se complementan.

Mientras que con la vancomicina y la gentamicina, ya sea independientemente o de
forma conjunta, s6lo se veian afectadas algunas subpoblaciones bacterianas, con el
ciprofloxacino conseguimos controlar la contaminacion y tras tres semanas de tratamiento el
cultivo estaba libre de contaminacién (Tabla 8). Ademas, ni la tasa de supervivencia ni la de

proliferacion celular se veian afectadas por la concentracion utilizada de ciprofloxacino.
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1* semana 2% semana 3% semana
Vancomicina (20 pg/ml) + + + + + 4+ +
Gentamicina (5 pg/ml) + + + + + + +
Vancomicina + gentamicina + + + + + +
Ciprofloxacino (4 pg/ml) + + +

Tabla 8: Grado de contaminacion tras el tratamiento con los diferentes antibiéticos.

La eficacia de los diferentes medios se establecio de acuerdo con dos factores: la tasa
de supervivencia de las células y su tasa de crecimiento. En todos los cultivos se
mantuvieron las condiciones de temperatura y CO, descritas en apartados anteriores.
Utilizando el medio DMEM/F12 modificado obtuvimos los peores resultados, en sélo tres
dias todas las células habian muerto. Ello demuestra que este medio es demasiado pobre para
sustentar el crecimiento de las células progenitoras de baston.

Si utilizamos el medio DMEM/F12 suplementado obteniamos un cultivo estable y en
la primera semana ya podiamos observar pequefias neuroesferas (Tabla 9). Sin embargo, tras
dos semanas de cultivo la tasa de crecimiento disminuyd, hasta que llega a pararse
completamente a las tres semanas. A pesar de que los progenitores neurales no morian,
tampoco proliferaban. Utilizando el medio Neurobasal A suplementado en los primeros dias
del cultivo, obtuvimos los mismos resultados que con el medio DMEM/F12 suplementado.
Sin embargo, con este medio de cultivo la tasa de proliferacion no disminuia y tras realizar
varias disgregaciones obtuvimos neuroesferas secundarias, terciarias, y asi sucesivamente. Si
empleamos dicho medio, el cultivo celular se mantiene estable mas tiempo asi como la tasa

de crecimiento (Tabla 9).
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1* semana 2% semana 3" semana
DMEM/F12 suplementado a e a
DMEM/F12 modificado fg._i

Neurobasal A suplementado a 6 6 6

Tabla 9: Resultados obtenidos con los diferentes medios de cultivo.

A pesar de que el medio de cultivo DMEM/F12 es el mas utilizado en cultivo de
progenitores neurales, en nuestro tejido no ha dado los resultados esperados. En
consecuencia nos preguntamos si la diferente efectividad de ambos medios podria deberse a
variaciones en la concentracion de algun compuesto. Se ha descrito que bajo ciertas
condiciones la L-glutamina puede resultar tdxica y por ello en muchos casos se utilizan
complementos comerciales que disminuyen este riesgo. Es posible que la mayor
concentracion de L-glutamina en el medio DMEM/F12 suplementado esté afectando a la
proliferacion celular y provoque la disminucion del crecimiento. Por ello realizamos de
nuevo los cultivos celulares, pero esta vez sin afiadir a ninguno de los tres medios L-
glutamina. En ninguno de los casos se observo proliferacion ni neuroesferas, y pasados unos
dias las células morian. Por tanto, la L-glutamina no solo no es toxica sino que es necesaria
para la proliferacion de nuestras células.

Tras poner a punto el protocolo para cultivar progenitores de bastdn de retina adulta,
realizamos cultivos celulares y en cada cambio de medio aprovechamos para estudiar la
evolucion del cultivo. Para mantener la tasa de proliferacion constante y renovar el medio de
cultivo, realizamos un cambio de medio cada 3-4 dias. A partir de la primera semana en cada
renovacion de medio realizamos una disgregacion suave para disociar las neuroesferas y
facilitar su proliferacion.

El primer cambio de medio se realizé a los 4 dias de sembrar las células. En esta etapa
la mayoria de las células estaban aisladas o formando pequefios grupos de 2 6 3 células y
aunque habia algunos agregados de mayor tamafio, estos eran muy escasos. El cultivo
presentaba un aspecto muy sucio con muchos restos celulares, con contaminacion bacteriana

y en algunos casos observamos esporas sin germinar. En las placas que desechamos tras el
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cambio de medio, habia células diferenciadas adheridas al fondo de la placa (Fig. 44a, b). La
morfologia de dichas células variaba, pero en general eran fusiformes (Fig. 44b), y se
disponian tanto de forma aislada (Fig. 44b) como estableciendo contactos con otras células
(Fig. 44a).

A los ocho dias realizamos un cambio de medio. El cultivo todavia presentaba
numerosos restos de células muertas y continuaba con contaminacion bacteriana, aunque en
menor grado (Fig. 44c). En esta etapa ya observamos las primeras neuroesferas compuestas
por 5-6 células (Fig. 44c-e). Cuando haciamos el cambio de medio practicamente no
encontramos células diferenciadas adheridas a la placa.

Once dias después de empezar el cultivo hicimos otro cambio de medio. EI nimero de
neuroesferas que se observaba era mayor con respecto al cambio de medio anterior y el
cultivo mostraba mejor aspecto (Fig. 44f). La contaminacion bacteriana era muy baja y casi no
quedaban restos de células muertas. En el cuarto cambio de medio (15 dias) el cultivo estaba
practicamente compuesto en su totalidad por neuroesferas (Fig. 45a,b), y apenas quedaban
restos de contaminacién. Las células diferenciadas que se observaron adheridas a la placa
tras el primer pase se mantuvieron con medio Neurobasal A suplementado sin factores de
crecimiento. A los 15 dias de cultivo el aspecto de las células adheridas habia cambiado
radicalmente, ya que presentaban mayor tamafo y una morfologia redondeada. Ademas, su
citoplasma contenia estructuras vacuoladas que parecen contener bacterias en su interior (Fig.
45¢, d). El grado de complejidad varia de una célula a otra, ya que encontramos células con
numerosas vacuolas de pequefio tamafio y otras con menor nimero pero de mayor tamafio.

En los cambios de medio sucesivos, tanto el numero como el tamafio de las
neuroesferas aumentaban. A las tres semanas de realizar el cultivo consideramos que el
mismo estd compuesto Gnicamente por células progenitoras de baston, ya que, en ningln
caso observamos células adheridas al sustrato y todas las células del cultivo estan formando

neuroesferas (Fig. 45e, f).
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Fig. 44: Evolucién del cultivo celular desde la primera a la segunda semana. a y b) Cuatro dias después de
realizar el cultivo se ven células diferenciadas adheridas a la placa. Pueden distribuirse de forma aislada
(flechas en b) o formando grupos (a). c-e) Cultivos celulares de 8 dias. Varias neuroesferas muy brillantes y
numerosos restos celulares. Se ven las primeras neuroesferas (flechas en d), aunque su tamafio es variable.
Ademas, hay agregados de neuroesferas (flecha en e). f) A medida que avanza el cultivo la densidad de neuro-
esferas aumenta. Barras de escala: 20 umen a, by e; 50 pmen cy d; 100 umen f.
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21 dias : 21 dias

Fig. 45: Evolucion del cultivo de la segunda a la tercera semana. a) A los 15 dias el nimero de neuroesferas
del cultivo aumenta considerablemente respecto a los 11 dias. b) Neuroesfera en un cultivo celular de 15 dias. ¢
y d) Las células diferenciadas adheridas al sustrato modifican su morfologia y presentan vacuolas que contie-
nen bacterias (flechas). e) A los 21 dias ya se observan neuroesferas de gran tamafio. f) Aumento de la neuroes-
fera de la imagen e. Barra de escala: 100 umenay e; 20 umb, ¢y d; 50 pm en f.
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Sustratos de adhesién celular v diferenciacién: Tras haber conseguido

un cultivo estable de progenitores de bastdn, el siguiente paso fue intentar caracterizar dichas
células. En primer lugar disgregamos las neuroesferas y hacemos que las células se adhieran
a un sustrato, de este modo conseguiremos que los progenitores comiencen a diferenciarse.
Los progenitores de baston no son células adherentes, ya que en el cultivo se encuentran
siempre en flotacion. Para facilitar la adhesion celular hay que tratar la superficie donde se
van a sembrar las células con diferentes compuestos como poliaminoécidos (poliornitina,
poli-lisina) o proteinas de la matriz extracelular (laminina, fibronectina).

Para determinar qué compuestos son los mas efectivos para facilitar la adhesién celular
de los progenitores de baston, sembramos las células en cubreobjetos tratados con
poliornitina y fibronectina o poliornitina y laminina (Tabla 10). Las células con medio
Neurobasal A suplementado sin factores de crecimiento se dispusieron en placas con
cubreobjetos tratados con las dos combinaciones, y se mantuvieron a 20°C durante una
semana. En ningun caso observamos células adheridas. Para facilitar ain mas la adhesion
realizamos el mismo experimento afiadiendo un 5% de suero fetal bovino, que se ha descrito
que promueve la diferenciacion y la adhesion celular. Tampoco se observaron células
adheridas al sustrato. Existe la posibilidad de que la adhesion celular esté limitada, no solo
por los substratos, sino también por la temperatura. A 20°C los compuestos comerciales
utilizados para la adhesion parecen no funcionar. Por ello, repetimos el experimento con y
sin suero y subiendo la temperatura. En ningin caso hemos conseguido resultados positivos

en la adhesion celular (Tabla 10).

20°C 28,5°C

Poliornitina + Laminina - -
Poliornitina + Fibronectina - -
Poliornitina + Laminina + 5% Suero - -

Poliornitina + Fibronectina + 5% Suero - -

Tabla 10: Resultados obtenidos con los diferentes sustratos de adhesién celular.
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5.1 Proliferacion celular en la retina adulta

La incorporacion de BrdU al nucleo de las células proliferativas nos ha permitido
distinguir dos poblaciones de progenitores neurales en la retina adulta de carpin (Fig. 46). En
la periferia de la misma observamos un grupo de células progenitoras con morfologia
fusiforme y con una alta tasa proliferativa. Dicho grupo constituye la ZPG, un remanente del
neuroepitelio embrionario que es el responsable del crecimiento continuado de la retina.
Nuestros resultados se corresponden con lo descrito en otras especies de teledsteos (trucha:
Lyall, 1956, Schmitt y Kunz, 1989, carpin: Johns y Easter, 1977; Meyer, 1978; carpa: Kock,
1982; Negishi et al., 1985; Ciclido: Mack et al., 2003; pez cebra: Raymond et al., 2006).
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Fig. 46: Esquema de la incorporacion de BrdU en la retina.

La segunda region de proliferacion se localiza en la retina madura y lo componen las
células del linaje de baston. Dichos progenitores son los encargados de generar bastones en
una retina madura intacta, y ante una lesion son capaces de regenerar el tejido formando
todos los tipos celulares retinianos (Otteson et al., 2001). Hemos identificado células
pertenecientes al linaje de baston en las capas esclerales de la retina, la CNI, la CPE y la
CNE. Segun su localizacion en la retina, su morfologia nuclear y su tasa de proliferacion
podemos distinguir hasta tres subtipos de células progenitoras de baston (Fig. 46). En la CNI
hemos observado dos tipos de nucleos positivos a BrdU, en la zona vitreal los nucleos son
redondeados y su nimero es escaso, Yy las hemos identificado como células madre de la CNI.
En regiones centrales y esclerales de la CNI y en la CPE los nucleos poseen una morfologia
fusiforme perpendicular a la laminacion de la retina, y se corresponderian con los
progenitores en migracion. En la CNE los precursores de baston poseen tanto morfologia
redondeada como fusiforme y aunque los ndcleos se disponen por toda la capa su densidad

es mayor en la regién vitreal. Nuestros datos coinciden con estudios previos realizados en
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salménidos (Onchorynchus mykiss: Julian et al., 1998; Salmo trutta fario: Candal et al.,
2005), en carpin (Carasiuss auratus: Otteson et al., 2001; Wu et al., 2001) y en pez cebra
(Raymond et al., 2006).

En la retina de carpin también vemos células proliferativas en la CPI y la CCG (Fig.
46), sin embargo estas células no se corresponderian con progenitores neurales, sino con
células gliales, ya que en esta region las unicas células con capacidad proliferativa son las de
estirpe glial.

Los datos obtenidos en el presente trabajo, junto con los resultados descritos en la
literatura, nos permiten realizar un esquema general comun sobre el comportamiento de las
células del linaje de bastones en teledsteos (Fig. 47). En la regidn vitreal de la CNI se localizan
células progenitoras inmaduras con morfologia redondeada que poseen caracteristicas de
célula madre, ya que se dividen de forma asimétrica, su tasa de proliferacion es muy baja,
expresan Pax6 y se ha demostrado que son capaces de generar todos los tipos retinianos tras
una lesion (Weissman, 2000). Cuando estas células se dividen de manera asimétrica forman
una célula inmadura que mantendra la poblacion de células madre de la CNI y una célula
progenitora que adquiere morfologia fusiforme y comienza a migrar hacia capas esclerales.
Estas células utilizan las células de Miller como guia para migrar hasta la CNE. Cuando
llegan a esta capa comienzan a dividirse de forma simétrica un nimero limitado de veces
(Otteson et al., 2001), y tras su Ultima division se diferencian a bastones. Se ha descrito que
los precursores de baston localizados en la CNE estan comprometidos a bastones y
unicamente generaran este tipo celular (Sandy y Blaxter, 1980; Johns, 1982; Mack y Fernald,
1997). Este esquema general concuerda perfectamente con nuestros datos sobre la tasa de

proliferacion, morfologia nuclear y localizacion de los progenitores de bastén en el carpin

(Fig. 46).
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Fig. 47: Esquema de los progenitores retinianos en la retina de teledsteos.
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Sin embargo, hay una excepcién a este esquema general, el ciclido Haplochromis
burtoni que no posee células proliferativas en la CNI (Mack et al., 2003). En esta especie las
celulas mas inmaduras se localizan a la altura de la MLE en la CNE, donde se dividen
formando progenitores de baston. Estos migran hacia zonas vitreales de la CNE donde se
diferencian. Existen mas divergencias entre las distintas especies de teledsteos, ya que por
ejemplo la trucha posee muchos méas progenitores en la CNI que el carpin. Se piensa que
esto se debe a que la trucha posee un crecimiento mas rapido de la retina (Johns, 1982;
Julian et al., 1998); asi mientras que el carpin necesita dos afios para alcanzar 8 centimetros,
la trucha sélo tarda ocho semanas.

Ademas de la distribucion por capas de los distintos tipos celulares del linaje de
baston, hemos observado que dichos progenitores no se distribuyen de manera homogénea
por toda la retina madura, ya que hay mayor densidad de progenitores en la zona adyacente
a la periferia que en regiones centrales (Fig. 46). Estos datos coinciden con lo descrito por
otros autores (Johns y Fernald, 1981; Raymond, 1986). Ademas, se ha demostrado que hay
mas células en el lado nasal que en el temporal (Julian et al., 1998). Esto es consistente con
los estudios de Easter (1992), que describié que el crecimiento de la retina es asimétrico y

que el lado nasal crece mas rapido que el temporal en peces teledsteos.

5.2 Expresion de marcadores neurales en

las células del linaje de bastones

5.2.1 Pax6

La expresion de Pax6 en la retina de carpin se localiza principalmente en la CNI y la
CCG de la retina madura, y en la region periférica. Sin embargo, la colocalizacién Pax6 y
BrdU esta limitada, ya que solo vemos algunos nucleos doblemente marcados en la region
vitreal de la CNI y en la zona periférica de la retina (Fig. 48). Pax6 es un factor de
transcripcion ampliamente analizado durante la retinogénesis (Rio-Tsonis et al., 1995;
Altmann et al., 1997; Hirsch y Harris, 1997; Nornes et al., 1998; Kaneko et al., 1999;

Ziman et al., 2001; Baumer et al., 2003), y también se han realizado algunos estudios sobre
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su distribucion en retina adulta (Hitchcock et al., 1996; Otteson et al., 2001; Faillace et al.,
2002).
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Fig. 48: Esquema de la expresion de Pax6 y su colocalizacion con BrdU en la retina.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos observado que el mayor nimero de
nucleos Pax6 positivos se localiza en la region vitreal de la CNI (Fig. 48). La variabilidad del
tamano de los mismos y de su intensidad de marcaje hace pensar que Pax6 se encuentra en
diferentes subpoblaciones celulares.

La distribucion de Pax6 en la CNI de la retina se ha descrito en varias especies de
teledsteos (Krauss et al., 1991; Hitchcock et al., 1996; Callaerts et al., 1997; Hirsch y Harris,
1997; Nishina et al., 1999; Otteson et al., 2001; Strickler et al., 2001; Ziman et al., 2001;
Faillace et al., 2002). Teniendo en cuenta su localizacion se considera que las células
positivas son células amacrinas. Ademas, Hitchcock y cols. (1996) localizan dichas células
empleando el marcador HPC-1, y las identifican como una subpoblacion de células
amacrinas. En ocasiones hemos visto ndcleos positivos a Pax6 en regiones mas esclerales de
la CNI. Debido a que estas células no colocalizan con BrdU, deben ser células maduras, y
por tanto es probable que se trate de células amacrinas.

También hemos observado nucleos positivos a Pax6 en la CCG (Fig. 48), al igual que se
ha descrito en otras especies (Krauss et al., 1991; Hitchcock et al., 1996; Callaerts et al.,
1997; Hirsch y Harris, 1997; Nishina et al., 1999; Otteson et al., 2001; Strickler et al., 2001;
Ziman et al., 2001; Faillace et al., 2002). Estos nucleos muestran diferente intensidad de
marcaje y se han descrito como pertenecientes a células ganglionares y células amacrinas
desplazadas (Hitchcock et al., 1996; Otteson et al., 2001).

Se ha comprobado que Pax6 se expresa en los progenitores retinianos desde el inicio
hasta el final de la retinogénesis (Krauss et al., 1991; Walther y Gruss, 1991; Puschel et al.,
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1992; Marquardt et al., 2001), pues es un factor de transcripcion necesario para mantener la
multipotencialidad de las células progenitoras (Marquardt et al., 2001). Se ha demostrado
que Pax6 es responsable de activar los genes Bhlh encargados de la determinaciéon de
distintos tipos celulares retinianos (Hirsch y Harris, 1997). Todo ello indica que Pax6 se
expresa en las poblaciones de retinoblastos que se mantienen en estadios adultos.

Hemaos encontrado células proliferativas positivas a Pax6 tanto en regiones periféricas
como en zonas maduras de la retina (Fig. 48). En la ZPG observamos nucleos con morfologia
fusiforme doblemente marcados para Pax6 y BrdU, lo que concuerda con lo descrito en otras
especies de teledsteos (Hitchcock et al., 1996; Perron et al., 1998; Kaneko et al., 1999;
Fischer y Reh, 2000; Faillace et al., 2002; Kubota et al., 2002). En la ZT los nucleos Pax6
positivos se localizan exclusivamente en la regién donde se organiza la CNI, coincidiendo
con lo descrito en carpin (Hitchcock et al., 1996). Ademas, algunas se sitdan en la parte
escleral de la CNI; esto podria deberse a que Pax6 se expresa durante la diferenciacion de
células horizontales, como se ha indicado en algunos estudios (Kawakami et al., 1997
Nishina et al., 1999; de Melo et al., 2003).

En la retina madura, la coexpresion de BrdU y Pax6 se limita exclusivamente a los
nucleos redondeados situados en la primera hilera de células de la CNI (Fig. 48). Estos datos
coinciden con lo descrito en carpin (Otteson et al., 2001), trucha (Faillace et al., 2002) y pez
cebra (Raymond et al., 2006). Estas células doblemente marcadas se corresponden con las
células madre de la CNI del linaje de baston. Son poco numerosas y poseen una tasa de
proliferacion muy baja. No hemos visto ni precursores de baston ni progenitores en
migracion positivos a Pax6, lo que coincide con lo descrito por otros autores (Hitchcock et
al., 1996; Otteson et al., 2001; Faillace et al., 2002; Raymond et al., 2006).

En la retina de teledsteos, Pax6 se expresa tanto en la ZPG como en las células madre
de la CNI, y su funcién en ambas zonas parece ser similar, mantener a estas células en un
estado inmaduro conservandose asi las dos poblaciones de retinoblastos retinianos. Cuando
la célula madre de la CNI se divide asimétricamente genera por un lado un progenitor en
migracion negativo a Pax6 que continuard el linaje de baston, y una célula madre positiva a
Pax6 que mantendra la poblacion de células inmaduras (Weissman, 2000). Se ha descrito
que, aunque Pax6 es el responsable de mantener la multipotencialidad de los retinoblastos,
en cuanto los progenitores han adquirido su identidad, Pax6 ya no es necesario para el
mantenimiento de la estirpe celular (Marquardt et al., 2001).

Recientemente se ha descrito una fuente alternativa de progenitores de baston, las
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celulas de Miiller (Bernardos et al., 2007). Estas células expresan Pax6, se dividen muy
lentamente, y ante una lesion son capaces de formar progenitores neurales que regeneran la
retina. Se ha postulado que la expresion de Pax6 es lo que permite a las células de Muller
mantener la capacidad neurogénica y, de esta manera, ser capaces de generar progenitores
neurales (Heins et al., 2002; G6tz y Barde, 2005).

Por tanto, la funcién de Pax6 parece estar relacionada con el mantenimiento del estado
multipotente de las células progenitoras retinianas, ya sean células madre de la CNI, células
de Miiller o células de la ZPG.

5.2.2 Isletl

La inmunorreactividad para este factor de transcripcion se localiza en regiones maduras
de la retina, concretamente en la CNI y la CCG (Fig. 49). Mientras que en la CCG el marcaje
de Isletl es muy homogéneo, en la CNI observamos variaciones en cuanto a la morfologia y
la intensidad de las células marcadas. El patron de distribucion de Isletl en la retina madura
de teledsteos no se ha descrito, y Unicamente se han realizado estudios durante el desarrollo
del pez cebra (Shkumatava y Neumann, 2005). La funcion de Isletl tampoco esta clara,

aunque se cree que esta relacionada con la diferenciacién neuronal (Pfaff et al., 1996).
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Fig. 49: Marcaje para Isletl y su colocalizacién con BrdU en la retina.

En la CNI, las células positivas se distribuyen homogéneamente por toda la capa,
aunque se aprecian variaciones en su morfologia y en la intensidad del marcaje. En la regién
mas vitreal encontramos células positivas a Isletl con una morfologia aplanada y una
orientacion paralela a la laminacion de la retina. Segun su localizacion y morfologia,
podemos clasificarlas como células horizontales. Nuestros datos concuerdan con lo descrito
en pez cebra (Shkumatava y Neumann, 2005), aves (Sakagami et al., 2003; Edqvist et al.,
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2006; Elshatory et al., 2007; Fischer et al., 2007), monos y humanos (Haverkamp et al.,
2003).

Las células Isletl-positivas localizadas en las regiones vitreal y central de la CNI se
han identificado como células amacrinas y bipolares, mientras que las células marcadas en la
CCG se corresponden con células ganglionares (pez cebra: Shkumatava y Neumann, 2005;
aves: Fischer et al., 2002; Sakagami et al., 2003; Edqvist et al., 2006; raton: Elshatory et al
2007; rata: Galli-Resta et al., 1997).

Las células proliferativas positivas a Isletl se concentran en la CNI (Fig. 49). Los
nucleos doblemente marcados para Isletl y BrdU se localizan en las zonas vitreal y escleral
de la capa, aunque la morfologia e intensidad de marcaje es variable. Segin su localizacion
podemos considerarlos progenitores en migracion.

En algunos casos hemos observado células proliferativas positivas a Isletl en la CCG,
pero Unicamente se localizan en la zona adyacente a la ZT. Dichas células podrian ser
células gliales, pero en ningln estudio realizado hasta la actualidad se ha demostrado la
expresion de Isletl en células de la glia. También es posible que se correspondan con células
ganglionares que todavia no han finalizado el proceso de diferenciacidén y que mantienen su
capacidad proliferativa. Otra hipétesis es que estas células se dividen inmediatamente tras el
tratamiento con BrdU cuando se localizan en la ZT, y que siete dias después, en el momento
del sacrificio del animal, ya se han diferenciado y se encuentran en la retina madura. Por
tanto corresponderian a células ganglionares diferenciadas.

En algunas secciones aparecen nucleos débilmente positivos para Isletl en la ZT (Fig.
49). Esta expresion podria deberse a que las células en esta zona estdn comenzando a
diferenciarse y a expresar marcadores tipicos de células retinianas.

La funcién de Isletl durante la retinogénesis no esta bien definida. Se piensa que esta
implicado en la identidad y diferenciacion celular (Pfaff et al., 1996; Hobert y Westphal,
2000). Asi se ha descrito que Isletl esta relacionado con la diferenciacion de células
bipolares (Elshatory et al., 2007), horizontales (Liu et al., 2000), amacrinas (Elshatory et al.,
2007) y ganglionares (Sakagami et al., 2003), aunque no con los fotorreceptores. Estos datos
parecen indicar que la expresion de Isletl es necesaria en algin momento de la retinogénesis
para la formacion de numerosos tipos celulares retinianos.

La expresion de Isletl en los progenitores en migracion de la CNI puede estar
relacionada con la potencialidad que tienen estas células para generar diferentes células

retinianas, es decir, la expresion de Isletl junto con otros factores de transcripcion las haria
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competentes para generar otros tipos celulares diferentes de los bastones. Sin embargo, en
condiciones normales el linaje de bastdn solo genera bastones; por tanto, debe de haber un
mecanismo para controlar que los progenitores de la CNI no se diferencien a otros tipos
celulares. Se ha descrito que las expresiones de Isletl y NeuroD se solapan durante la
retinogénesis (Lee et al., 1995); sin embargo, la expresion de NeuroD estd mas restringida y
solamente una subpoblacion positiva a Isletl lo es también para NeuroD (Elshatory et al
2007). Estos datos coinciden con los estudios que demuestran que NeuroD es un marcador
tipico del linaje de baston de teledsteos (Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004; Ochocinska y
Hitchcock, 2007). Es posible que aunque la expresion de Isletl capacite a los progenitores en
migracion a generar diversos tipos celulares, la coexpresion con NeuroD los fuerce a
diferenciarse exclusivamente a bastones. Ante una lesion, este equilibrio entre los diferentes
factores de transcripcion podria variar, 1o que permitiria a estos progenitores generar una

gran variedad de tipos celulares.

5.2.3 Prox1

Prox1 se distribuye principalmente por la CNI y la CCG de la retina madura. La zona
periférica también es positiva para Prox1, ya que observamos nucleos marcados tanto en la
ZPG como en la ZT (Fig. 50). En la literatura no existen datos sobre la expresion de Prox1 en
la retina adulta de teledsteos y Unicamente se han realizado estudios durante el desarrollo
embrionario del pez cebra (Vihtelic et al., 2001) y del pez cueva (Astyanax Mexicanus)
(Jeffery et al., 2000).
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Fig. 50: Inmunorreactivdad de Prox1 y su colocalizacién con BrdU en la retina.
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La mayor densidad de células Prox1-positivas se localiza en la CNI (Fig. 50). Es una
poblacién muy heterogenea ya que su morfologia y la intensidad del marcaje son variables.
Ello indica que podria haber mas de un tipo celular positivo a Prox1 en la retina madura. En
la CNI se sitdan los ndcleos de células de Miller, bipolares, horizontales, amacrinas y, al
menos en carpin, de células interplexiformes glicinérgicas. Los nucleos positivos a Prox1
con morfologia aplanada localizados en la region mas escleral de la CNI, poseen todas las
caracteristicas para ser consideradas células horizontales. Esto coincide con lo descrito en
pollo (Tomarev et al., 1996; Belecky-Adams et al., 1997; Edqvist y Hallbdok, 2004) y en
varias especies de mamiferos (Tomarev et al., 1998; Dyer et al., 2003) y de anfibios (Rio-
Tsonis et al., 1999; Makar’ev et al., 2002), asi como en estadios tempranos del desarrollo del
pez cebra (Vihtelic et al., 2001). Todo ello estaria en consonancia con el hecho de que Prox1
es necesario y suficiente para provocar la salida del ciclo celular de los progenitores
retinianos y promover su diferenciacion a células horizontales (Dyer et al., 2003).

También hemos observado celulas Prox1-positivas en regiones vitreales y centrales de
la CNI. Debido a que se ha demostrado que este factor de transcripcion influye en la
diferenciacion de las células bipolares (Dyer et al., 2003), podemos concluir que las células
positivas a Prox1 situadas centralmente corresponden a células bipolares. Las células
localizadas en la zona vitreal de la CNI se han descrito como células amacrinas All debido a
su colocalizacién con parvalbumina (Dyer et al., 2003). Este patrén de expresion de Prox1
en la CNI también se mantiene durante la retinogénesis en humanos (Dyer et al., 2003).

Ademas de en la CNI, también hemos observado células positivas a Prox1 en la CCG
(Fig. 50). Poseen nucleos grandes y redondeados y estan intensamente marcados para Prox1.
Mientras que en raton (Dyer et al., 2003) y en pollo (Boije et al., 2008) no se han descrito
células positivas a Prox1 en la CCG, en el pez cueva (Jeffery et al., 2000) y el triton
(Markitantova et al., 2004) si se han observado. Markitantova y cols. (2004) describieron
estas células como células ganglionares. Por tanto, los nlcleos marcados en la CCG de la
retina de carpin podrian ser células ganglionares, aunque teniendo en cuenta que las células
amacrinas son positivas a Prox1, no podemos descartar que correspondan a células
amacrinas desplazadas. Todo ello indica que el patron de expresion de Prox1 en la CCG no
es una caracteristica conservada en la evolucion de los vertebrados.

Se ha analizado la expresion de Prox1 en progenitores de la retina madura en triton
(Markitantova et al., 2003), y se ha visto marcaje intenso en la ZPG. En nuestro trabajo

hemos observado nucleos doblemente marcados para Prox1 y para BrdU tanto en la ZPG
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como en la ZT. De acuerdo con lo descrito durante la retinogénesis, probablemente se
correspondan con progenitores de células horizontales, amacrinas y bipolares, en divisién o
en diferenciacion (Cook, 2003; Dyer et al., 2003; Edqvist y Hallbdok, 2004). Ademas,
también hemos visto células horizontales positivas a BrdU en la retina madura adyacente a la
ZT, lo que podria confirmar que los progenitores de las células horizontales expresan Prox1.
Otra teoria es que estas células se dividan al principio del tratamiento con BrdU vy siete dias
después ya se han diferenciado y se localizan en la retina madura.

En la retina central también hemos visto nacleos positivos a BrdU y a Prox1 (Fig. 50).
Estos progenitores se sitian mayoritariamente en la CNI y, aungue se distribuyen por toda la
capa, son mas numerosos en zonas vitreales y centrales. Estas células se corresponderian con
los progenitores de baston en migracion. Aunque hasta ahora no se ha demostrado que Prox1
participe en la formacion de bastones durante la retinogénesis. Los retinoblastos positivos a
Prox1 constituyen sélo un pequefia parte de los precursores en migracion de la retina
madura, lo que podria deberse a que Prox1 esta presente en un periodo breve de su ciclo
celular, tal y como parece ocurrir durante la retinogénesis (Dyer et al., 2003).

En algunos casos hemos visto células progenitoras positivas a Prox1 en la zona vitreal
de la CNE (Fig. 50), aunque siempre se localizan cerca de la periferia, nunca en regiones
centrales de la retina. Estas células podrian pertenecer al linaje de baston y corresponder con
los precursores de bastdn. Sin embargo, el hecho de que sean tan escasos y que se sitlen
exclusivamente en regiones periféricas de la retina, implica que la expresién de Prox1 no es
una caracteristica compartida por todos los precursores de baston de la retina de carpin. En la
regién periférica es donde se concentra la mayor densidad de precursores de bastén, ya que
es en la retina de nueva formacion donde se necesitan mas bastones (Raymond, 1986; Johns
y Fernald, 1981). Por otra parte, se ha descrito que en los progenitores retinianos Prox1 es el
responsable de controlar la salida del ciclo celular evitando la diferenciacion prematura
(Dyer et al., 2003). Por todo ello, seria esperable que los precursores de baston continuasen
expresando Prox1 en la CNE para evitar la diferenciacion a baston; de este modo podrian
realizar mas divisiones que proporcionarian mas progenitores.

En la CCG hemos visto ndcleos que colocalizan Prox1 y BrdU, sin embargo en esta
capa no se han descrito progenitores neurales. En la CCG existen otras células que son
capaces de proliferar y de incorporar BrdU, las células gliales. En Drosophila (Hidalgo y
Griffiths, 2004) el gen prospero es el responsable de controlar el ciclo celular y de mantener

quiescentes a las células precursoras gliales. Ademas, en el giro dentado del raton, se han
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descrito células gliales positivas a Prox1 (Lavado y Oliver, 2007). Por tanto, no podemos
descartar que las células positivas a Prox1 en la CCG puedan corresponder a células gliales.
Para el mantenimiento del linaje de baston es muy importante que las células se
dividan, migren y se diferencien de modo correcto. Se ha descrito que las células
progenitoras de la CNI son competentes para formar diferentes tipos celulares retinianos,
mientras que los precursores de baston ya estan comprometidos a diferenciarse a bastones
(Morris et al., 2008). Ello implica que los progenitores de la CNI tienen que estar regulados
para que en condiciones normales solo se diferencien a bastones. En este sentido, se ha
demostrado que si se elimina la expresion de Prox1 las células se ven forzadas a salir del
ciclo celular y se diferencian prematuramente a células horizontales (Dyer et al., 2003). De
esta manera, la expresion de Prox1 permite a las células continuar dividiéndose y retrasar asi
la diferenciacion. Por ello, en condiciones normales, la funcion de Prox1 seria mantener la
capacidad proliferativa de los progenitores en migracion y evitar la diferenciacion prematura

a otros tipos celulares.

5.2.4 NeuroD

El patron de distribucion de NeuroD en la retina adulta de vertebrados es muy
controvertido, ya que en funcion de la técnica que se utilice, hibridacion in situ o
inmunohistoquimica, los resultados varian enormemente. Por ello, en el presente trabajo
hemos realizado ambas técnicas para estudiar el marcaje de NeuroD, y hemos observado
pequefias diferencias en los resultados segun la técnica empleada. En la CNI y en la CCG
observamos nucleos positivos a NeuroD con ambas técnicas, sin embargo, en la CNE solo
detectamos expresion de NeuroD mediante hibridacion in situ.

La inmunorreactividad para NeuroD es muy escasa en la retina de carpin. Unicamente
observamos nucleos positivos para el marcador en las regiones vitreal y central de la CNI y
en la CCG (Fig.51). En todas las especies de vertebrados estudiados se ha descrito marcaje
en la CNI (carpin: Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004; pez cebra: Ochocinska y Hitchcock,
2007; rata y raton: Morrow et al., 1999; mono y humano: Acharya et al., 1997), y en todos
los casos las células positivas se han identificado como células amacrinas. Durante la
retinogénesis en rata y raton el primer maximo de expresion de NeuroD se produce durante
la génesis de las células amacrinas (Morrow et al., 1999).

Al estudiar la expresion de NeuroD mediante hibridacién in situ, observamos que
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aunque la distribucion es similar a la encontrada mediante inmunohistoquimica, el numero
de células marcadas en la CNI es mayor. No creemos que esto se deba a que haya mas tipos
celulares que expresen NeuroD, sino a que la técnica de hibridacion in situ es mucho mas
sensible que la inmunohistoquimica y, por ello, se pone de manifiesto una mayor cantidad de
nucleos. Ademas, el anticuerpo contra NeuroD da un marcaje muy débil, y por ello hemos

amplificado la sefial utilizando estreptavidina.
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| Fig. 51: Inmunorreactividad y expresion de NeuroD y su colocalizacion con BrdU. |

En la CNE hemos obtenido datos contradictorios, asi mientras que por
inmunohistoquimica no observamos nucleos positivos a NeuroD, mediante hibridacion in
situ si. Es posible que aunque los nucleos de la CNE expresen NeuroD no pueden detectarse
mediante inmunohistoquimica.

La expresion de NeuroD en la CNE es variable, en las zonas centrales de la retina el
marcaje es escaso, mientras que en la region periférica hemos observado numerosos nucleos
marcados. Nuestros datos concuerdan con lo descrito en carpin (Hitchcock y Kakuk-Atkins,
2004) y pez cebra (Ochocinska y Hitchcock, 2007). Se ha demostrado que NeuroD es un
factor de transcripcion implicado en la diferenciacion de los fotorreceptores, tanto en conos
como en bastones (Ochocinska y Hitchcock, 2007). Las células positivas de la CNE en la
region periférica podrian ser conos en diferenciacion, mientras que los nucleos NeuroD-
positivos en la retina central pertenecerian al linaje de bastdn (Hitchcock y Kakuk-Atkins,
2004).

La expresion de NeuroD en la CCG es mas controvertida ya que mediante hibridacion
in situ no se ha detectado marcaje ni en el carpin (Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004) ni en el
pez cebra (Ochocinska y Hitchcock, 2007). Sin embargo, utilizando hibridacion in situ en
rata y raton (Morrow et al., 1999) e inmunohistoquimica e hibridacién in situ en mono y en
humano (Acharya et al., 1997) si se detectan células positivas en la CCG. En nuestro estudio
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hemos visto células positivas a NeuroD en la CCG utilizando ambas técnicas (Fig. 51). En
ninguno de los estudios realizados hasta la fecha se ha determinado si dichas células se
corresponden a células ganglionares o a células amacrinas desplazadas, pero teniendo en
cuenta que se ha descrito que NeuroD estd implicado en la diferenciacion de las células
amacrinas (Hatakeyama y Kageyama, 2004), es mas probable que se trate de células
amacrinas desplazadas.

Hemos visto colocalizacion de BrdU y NeuroD en la region vitreal de la CNI tanto
mediante inmunohistoquimica como por hibridacion in situ. Las células marcadas podrian
corresponder a los progenitores del linaje de bastdn en migracion. En la CNE hemos tenido
muchas dificultades para distinguir las células que colocalizaban BrdU y NeuroD, ya que el
marcaje de NeuroD en esta capa es muy débil y se limita a pequefios precipitados dentro del
nucleo. Al realizar la técnica inmunohistoquimica contra BrdU el precipitado de DAB era
méas intenso que el de NBT (correspondiente al marcaje de NeuroD), lo que hacia
practicamente imposible distinguir si ese nucleo ademas de incorporar BrdU expresaba
también NeuroD. Sin embargo, lo mas probable es que las células NeuroD-positivas en la
CNE correspondan a precursores de baston, ya que, por un lado no se ha descrito expresion
de NeuroD en fotorreceptores maduros, y por otro se han observado precursores de baston
positivos a NeuroD en carpin (Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004) y en pez cebra (Ochocinska
y Hitchcock, 2007).

En ningln caso hemos observado marcaje positivo para NeuroD en la ZPG, lo que
coincide con lo descrito hasta la actualidad, ya que en teledsteos NeuroD solo se ha visto en
células progenitoras y nunca en células multipotentes (Hitchcock y Kakuk-Atkins, 2004).
Esto contrasta con lo descrito en Xenopus (Ohnuma et al., 2002) y en aves (Yan y Wang,
1998), donde la ZMC presenta células positivas para NeuroD. En ocasiones hemos
observado nucleos débilmente marcados para NeuroD en la regién méas externa de la ZT, en
el limite con la retina madura, en consonancia con lo descrito en pez cebra (Raymond et al.,
2006). Hay que resaltar que en la ZT numerosos tipos celulares estan iniciando la
diferenciacion, entre ellos los conos y las células amacrinas, y se ha descrito que NeuroD
estd implicado en la diferenciacion de ambos tipos celulares (Hatakeyama y Kageyama,
2004; Liu et al., 2008).

También hemos observado doble marcaje de BrdU y NeuroD en la CCG adyacente a la
ZT. En ninguno de los estudios realizados en retina de vertebrados se han descrito células

proliferativas en la CCG positivas a NeuroD. Este marcaje podria explicarse aceptando que
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son ceélulas gliales localizadas en la CCG, lo que no parece probable puesto que se ha
descrito que la expresion de NeuroD favorece la neurogénesis frente a la gliogenesis
(Morrow et al., 1999). Otra posibilidad es que estas células incorporan BrdU cuando se
encuentran en la ZT y que ya han comenzado a diferenciarse en el momento del sacrificio
del animal.

Entre las funciones de NeuroD se encuentran la regulacion del ciclo celular, la
determinacion del destino neuronal y el control de la diferenciacion (Lee et al., 1995; Lee,
1997; Farah et al., 2000). Durante la retinogénesis, NeuroD esta implicado en la
determinacion de fotorreceptores, tanto conos como bastones, y de células amacrinas
(Morrow et al., 1999; Yan y Wang, 1998). NeuroD se expresa en dos linajes separados (Fig.
52): en células progenitoras localizadas en la region periférica que formarian conos, y en el
linaje de bastones situado en la retina madura que generaria bastones (Ochocinska y
Hitchcock, 2009). En el linaje de conos NeuroD también estaria regulando la seleccion de
las opsinas (Liu et al., 2008).

Se ha propuesto que NeuroD es necesario para que las células de los linajes de
fotorreceptores salgan del ciclo celular y se diferencien, ya que en ausencia de NeuroD estas
células contintan proliferando (Ochocinska y Hitchcock, 2009). Ademas, también se ha
demostrado que este factor de transcripcion inhibe la formacion de las células de Miller
favoreciendo la genesis de bastones (Ochocinska y Hitchcock, 2009). Por tanto, la expresion
de NeuroD que observamos en los progenitores en migracion estaria relacionada con la
determinacion celular a bastones y la inhibiciéon de la diferenciacion a células de Miuller,
mientras que la presencia de NeuroD en los precursores de baston favoreceria su salida del

ciclo celular y su diferenciacion a baston.
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Fig. 52: Expresion de NeuroD en el linaje de baston y de cono. Modificado de Ochocinska y Hitchcock (2007).
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5.2.5 Nestina

La Nestina se distribuye practicamente por toda la retina del carpin, a excepcion de la
CPE y la CNE. La CNI y la CCG estan intensamente marcadas para Nestina, al igual que
ocurre con la zona periférica de la retina, donde observamos nucleos positivos tanto en la
ZPG como en la ZT (Fig. 53). La Nestina es un marcador ampliamente utilizado para detectar
células madre y progenitoras en el SNC de vertebrados. Ademas. se ha descrito que Nestina
se expresa tanto en células neurales como en gliales en el SNC maduro (Rosser et al., 1997;
Blumcke et al., 2001; Piper et al., 2001). No hemos encontrado ninguna referencia en la
literatura sobre la expresion de Nestina en la retina madura de teledsteos, habiéndose

caracterizado unicamente durante la retinogénesis en el pez cebra (Mahler y Driever, 2007).
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Fig. 53: Inmunorreactividad de Nestina y su colocalizacion con BrdU en la retina.

Al igual que otros marcadores analizados en este trabajo, la expresion de Nestina se
localiza principalmente en las regiones vitreal y central de la CNI y en la CCG (Fig. 53). A
pesar de que en el pez cebra se ha descrito una expresion transitoria en la CCG durante la
retinogenesis, en estadios avanzados del desarrollo la Nestina desaparece y no se observa
inmunoreactividad en la retina madura (Mahler y Driever, 2007). En modelos murinos no se
ha visto expresion de Nestina en la retina (Xue et al., 2006; Nickerson et al., 2007). Por el
contrario, en la retina humana adulta se han descrito células Nestina-positivas en la CNI y en
la CCG (Mayer et al., 2003; Hu et al., 2007). En la retina humana las células positivas a
Nestina de la CCG han sido descritas como células ganglionares (Mayer et al., 2003), pero
no existen referencias sobre la posible identidad de las células de la CNI. La distribucion y el
namero de células positivas a Nestina en la CNI que nosotros observamos, indican que debe
haber mas de un tipo celular marcado. Un posible candidato son las células de Miiller,

tomando en consideracion que durante la retinogénesis de rata se observa marcaje transitorio
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para este marcador en las mismas (Xue et al., 2006).

En ocasiones también hemos visto células Nestina-positivas en la CPI (Fig. 53). Dado
que se han encontrado células ganglionares positivas a Nestina (Mayer et al., 2003), podrian
corresponder a células ganglionares desplazadas, aunque también podrian ser células gliales
0 células amacrinas desplazadas.

En la retina de carpin el MC es inmunopositivo para Nestina. Hasta ahora en teledsteos
no se habia descrito expresion de Nestina en esta zona, pero si en la retina adulta de
mamiferos donde la mayor fuente de células positivas a Nestina se encuentra en el cuerpo
ciliar (raton: Tropepe et al., 2000; Nickerson et al., 2007; rata: Ahmad et al., 2000; humano:
Hu et al., 2007), que es el equivalente anatdmico en mamiferos al MC en teleosteos.

Las células positivas a Nestina y que han incorporado BrdU se localizan en casi todas
las capas de la retina. En la CNI las células progenitoras se distribuyen por todo el espesor de
la capa, y se corresponden con los progenitores en migracion pertenecientes al linaje de
baston. Es la primera vez que se demuestra la presencia de Nestina en las células del linaje de
baston. Se ha descrito que en raton (Yamaguchi et al., 2000) y en pez cebra (Mahler y
Driever, 2007) la expresion de Nestina en estadios adultos se restringe a las zonas
proliferativas del SNC, lo que apoyaria nuestros resultados, ya que el linaje de baston es uno
de los dos focos de proliferacion que describimos en la retina adulta del carpin.

En todas las secciones analizadas hemos observado marcaje para Nestina en la CNE
mas adyacente a la ZT. Segun su localizacion estas células corresponderian a progenitores de
conos. Teniendo en cuenta que préacticamente todas las células madre y progenitoras de la
retina de carpin son Nestina-positivas, parece probable encontrar expresion en el linaje de
CONOsS.

En la retina madura hemos localizado células proliferativas en la CCG. No podemos
descartar que se traten de células gliales, dado que se han descrito astrocitos positivos a
Nestina en la CCG de rata (Wan et al., 2008).

La region periférica de la retina presenta altos niveles de inmunorreactividad para
Nestina. Hemos visto células progenitoras tanto en la ZPG como en la ZT, datos que
concuerdan con lo descrito durante el desarrollo del pez cebra (Mahler y Driever, 2007). Por
tanto, Nestina no solo se expresaria en la mayor parte de los progenitores retinianos, sino
también en las células madre de la ZPG.

La Nestina se expresa en la gran mayoria de células madre y progenitoras del SNC,

aunque su expresion disminuye cuando la célula comienza a diferenciarse (Lendahl et al.,
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1990). Sin embargo, se ha descrito que algunas células maduras son capaces de mantener la
expresion de Nestina (Rosser et al., 1997; Blumcke et al., 2001; Piper et al., 2001; Mayer et
al., 2003).

Hemos observado Nestina tanto en celulas madre como en progenitores, lo que implica
que la expresion de esta proteina debe ser muy importante independientemente del grado de
madurez de la célula. La funcion de Nestina en las células progenitoras no esta clara, se ha
postulado que esta implicada en la organizacion intracelular del citoesqueleto en procesos
como la mitosis, la migracion y la diferenciacion celular (Goldman et al.,. 1999). Hemos
visto expresion de Nestina en las células del linaje de bastdn localizadas en la CNI; pero en
la CNE, donde la tasa de proliferacion de los progenitores es mas alta, no hemos encontrado
marcaje para ella. Esto demostraria que los precursores de bastén no necesitarian Nestina
para dividirse, por lo que su funcion podria estar mas relacionada con el proceso de
migracion o con el mantenimiento de un grado de inmadurez en las células progenitoras, lo

que explicaria la expresion de este marcador en la ZPG.

5.2.6 CD133

CD133 se localiza exclusivamente en las regiones central y escleral de la CNI y en la
CCG. La promininal es una proteina que se localiza tanto en células maduras, como en
células progenitoras. En este trabajo hemos utilizado un anticuerpo, CD133, que reconoce un
epitopo de la promininal, AC133, que es caracteristico de células progenitoras. En la
literatura no hemos encontrado ningun estudio sobre la expresion de CD133 en la retina de
teledsteos y solo hay un trabajo que describe el marcaje de CD133 en la retina de ratén

(Maw et al., 2000), y algunos datos aislados en anfibios y pollo (Jaszai et al., 2007).
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| Fig. 54: Inmunorreactividad para CD133 y su colocalizacién con BrdU en la retina.
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El marcaje de esta proteina se localiza principalmente en la regién externa de la célula,
posiblemente en la membrana plasmatica, ya que se considera que es una proteina
transmembrana. La expresion de CD133 esta limitada a la region vitreal de la CNI y a los
fotorreceptores (Fig. 54). Maw y cols. (2000) describieron que las Unicas células maduras
positivas a CD133 en la retina de raton son los bastones, y que no hay expresion de este
marcador en el resto de las capas. En retina humana, las células CD133-positivas se han
aislado y caracterizado in vitro (Carter et al., 2009). Tras estudiar la colocalizacion de la
proteina con diversos marcadores retinianos, se ha observado que las células CD133-
positivas expresaban niveles bajos de marcadores de células de Miller y de células gliales.
Por tanto, es posible que algunas de las células marcadas en la CNI se correspondan con
células de Muller.

En la retina de carpin hemos observado fotorreceptores intensamente marcados para
CD133, pudiendo tratarse tanto de bastones como de conos. La expresion de este marcador
en bastones maduros se ha descrito en todas las especies analizadas (rana: Jaszai et al., 2007;
raton: Maw et al., 2000; humano: Zhang et al., 2007; Carter et al., 2009); sin embargo, s6lo
en un estudio realizado en humanos se observa marcaje en los conos (Jaszai et al., 2007).
Ademas, la distribucion del marcaje en conos y bastones parece ser diferente, ya que en
bastones, CD133 se localiza principalmente en la base del segmento externo, donde se
produce la biogénesis de los discos membranosos, mientras que en los conos se localiza por
todo el segmento externo (Jaszai et al., 2007). Sin embargo, en nuestro estudio no hemos
observado variabilidad en el marcaje de los fotorreceptores, ya que CD133 se distribuye por
toda la célula.

Nuestros resultados parecen indicar que CD133 se expresa tanto en conos como en
bastones maduros, ya que, en la retina madura adyacente a la ZT hemos observado
fotorreceptores positivos a CD133, lo que indicaria que se trata de conos, dado que en esa
region todavia no se han diferenciado bastones.

Las unicas células proliferativas positivas a CD133 se localizan en la region escleral de
la CNI. Estas células podrian ser progenitores en migracion pertenecientes al linaje de
baston. Nuestros datos concuerdan con lo descrito durante la retinogénesis en anfibios, pollo
(Jaszai et al., 2007) y ratén (Maw et al., 2000), donde se han observado progenitores de
bastdn positivos a CD133.

En nuestros resultados la zona periférica de la retina es negativa para CD133, ya que no

encontramos células positivas ni en la ZPG ni en la ZT. Ello indicaria que CD133 se expresa
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exclusivamente en células progenitoras y no en células madre de la retina. En ningan caso
hemos observado células proliferativas en otras capas de la retina.

CD133 es imprescindible para la supervivencia de los fotorreceptores, ya que
mutaciones en el gen de la promininal provocan la muerte de los bastones. En humanos,
estas mutaciones provocan diferentes patologias retinianas como la degeneracion macular
(Yang et al., 2008) y la retinosis pigmentaria (Zhang et al., 2007).

La funcién de CD133 es todavia desconocida, ya que no se conocen ni sus ligandos ni
sus posibles interacciones con moléculas intracelulares. Se ha descrito que en las células
maduras es responsable de la estabilizacion de la membrana gracias a su asociacién con el
colesterol (Corbeil et al., 1999), como por ejemplo en los fotorreceptores donde participaria
en la biogénesis de los discos membranosos (Corbeil et al., 1999).

En células progenitoras, CD133 podria participar en la migracion y la interaccion de las
células progenitoras con otras células o con la matriz celular (Shmelkov et al., 2005), lo que
concuerda con nuestros datos, ya que las Unicas células del linaje de baston que expresan

CD133 son los progenitores en migracion.

5.2.7. Notch1

Notchl estd ampliamente distribuido por toda la retina madura, ya que observamos
marcaje en todas las capas, a excepcion de la CPE. En la literatura no existen datos sobre el
patrén de distribucion de Notchl en la retina madura de teledsteos, Unicamente hay un
estudio sobre la retinogénesis en el pez cebra (Raymond et al., 1996) y s6lo hace referencia a
la ZPG vy a las células del linaje de baston. Los datos sobre el marcaje de Notchl en la retina

adulta son contradictorios, ya que varian en funcion de la técnica utilizada.

Fig. 55: Expresion de Notchl e incorporacion de BrdU en la retina.
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Hemos observado expresion de Notchl en todas las capas nucleares de la retina (Fig.
55). En la CNI los nacleos positivos a Notchl se localizan por todo el espesor de la capa,
aunque se concentran en las regiones vitreal y central de la misma. Aunque durante la
retinogenesis de todas las especies estudiadas se ha descrito marcaje en la CNI (rana: Dorsky
et al., 1995; pollo: Hayes et al., 2007; rata: Bao y Cepko, 1997), unicamente un estudio en
rata (Ahmad et al., 1995) y otro en raton (Fukurawa et al., 2000) describen marcaje en la
retina adulta, en el resto de estudios no se describe expresion de Notchl en células
diferenciadas de la retina madura. El Unico tipo celular positivo a Notchl que se ha
identificado en la CNI de la retina adulta son las células de Miller (Dorsky et al., 1995;
Fukurawa et al., 2000). Debido al gran nimero de nucleos positivos a Notchl y a su variedad
en cuanto al tamario y la intensidad de marcaje, podemos afirmar que en la CNI de la retina
madura de carpin existe mas de un tipo celular positivo a este marcador. Notchl esta
implicado en la diferenciacion de numerosos tipos celulares retinianos, por lo que es muy
dificil precisar en qué células se puede estar expresando en la retina madura. A pesar de ello,
la morfologia de algunos nucleos y su localizacion en la regién vitreal de la CNI podria
indicar que se corresponden con células amacrinas, si bien seria necesario realizar dobles
marcajes con marcadores tipicos de células amacrinas para confirmarlo.

El patrén de expresion de Notchl en la CNE es variable: en zonas maduras de la retina
el marcaje es escaso, mientras que en la periferia casi todos los nicleos son positivos. Esta
variabilidad y el hecho de que en ningin estudio se hayan descrito células diferenciadas
marcadas en la CNE, nos lleva a pensar que este marcaje pertenece a células proliferativas y
no a fotorreceptores maduros.

En la CCG encontramos numerosos ndcleos positivos a Notchl. Estos nicleos poseen
dos morfologias diferentes, unos son grandes e intensamente marcados y otros son mas
pequefios y con un marcaje mas débil. Ello parece indicar que al menos existen dos tipos
celulares positivos a Notchl en la CCG. Los estudios realizados durante la retinogénesis
(rana: Dorsky et al., 1995; pollo: Hayes et al., 2007; rata: Bao y Cepko, 1997), y en etapas
adultas (Ahmad et al., 1995) describen que las células ganglionares son positivas para
Notchl. Ello indicaria que, al menos las células ganglionares son Notchl-positivas; sin
embargo, no tenemos ningln dato sobre la identidad del otro tipo celular. Debemos
considerar la posibilidad de que se trate de células amacrinas desplazadas o que
correspondan a células gliales, ya que se ha descrito que Notchl favorece la gliogénesis

frente a la neurogénesis (Bao y Cepko, 1997).
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En algunas secciones hemos observado nucleos positivos a Notchl en la CPI. Podria
tratarse tanto de células amacrinas desplazadas como de células ganglionares desplazadas.
Dado a que Unicamente tenemos constancia de la expresion de Notchl por parte de las
células ganglionares, es mas légico pensar que las células en la CPI se corresponden con
células ganglionares desplazadas.

Hemos visto también expresion de Notchl en el MC. En pez cebra Raymond y cols.
(2006) han observado marcaje de Notchl en el limite de la ZPG y el MC, aunque su nivel de
expresion es muy bajo. En ningln estudio realizado en mamiferos se ha descrito marcaje
para Notchl en el cuerpo ciliar.

Estudios realizados en rana (Perron et al., 1998) y pollo (Fischer y Reh, 2000)
demuestran que Notchl se expresa en la ZMC, el equivalente a la ZPG en teledsteos.
Ademas, en la retinogénesis del pez cebra (Raymond et al., 2006) se ha descrito que las
células de la ZPG expresan Notchl, aunque en niveles muy bajos. Sin embargo, en nuestro
estudio no hemos encontrado expresion de Notchl en esta zona. Hay dos posibles
explicaciones para nuestros resultados: que la ZPG de carpin exprese Notchl aunque en
niveles demasiado bajos como para ser detectados, o que la expresion de Notchl sélo se
produzca durante la retinogénesis y en la retina madura la ZPG sea negativa para este
marcador.

Hemos identificado células proliferativas positivas a Notchl en todas las capas
nucleares de la retina (Fig. 55). En la CNI las células que ademas de expresar Notchl han
incorporado BrdU se localizan en toda la capa. Estos progenitores se corresponderian con los
progenitores en migracion pertenecientes al linaje de baston, coincidiendo con lo descrito en
el pez cebra (Raymond et al., 2006). También hemos visto nicleos doblemente marcados en
la region mas vitreal de la CNI. Esto podria deberse a un efecto del corte o podria tratarse de
células madre de la CNI positivas a Notchl. El Gnico marcador que existe para identificar
estas células es Pax6, pero teniendo en cuenta que una de las funciones de Notchl es
mantener la capacidad proliferativa de las células progenitoras e inhibir la diferenciacion
neuronal, seria l6gico que las células madre de la CNI expresasen Notch1.

Raymond y cols. (2006) han descrito que no s6lo los progenitores en migracion son
positivos a Notchl, sino también los precursores de baston, lo que concuerda con nuestros
resultados en la CNE (Fig. 55). La variabilidad en el marcaje puede deberse a que en zonas
centrales de la retina el nimero de precursores de baston es menor y por ello el marcaje para

Notchl estd mas limitado, mientras que la proliferacion en la zona periférica de la retina es
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mucho mayor, lo que provocaria un aumento de la expresion de Notchl. De esta manera los
precursores de bastdén se mantendrian mas tiempo indiferenciados y tardarian mucho mas en
abandonar el ciclo celular para diferenciarse a baston. Teniendo en cuenta que se han
descrito varios marcadores comunes en los linajes de conos y bastones, es posible que en las
zonas periféricas, ademas de estar marcando los precursores de baston, Notchl se exprese en
los progenitores de conos, explicando asi la mayor densidad de marcaje en esta zona.

Por ultimo, también hemos encontrado células proliferativas positivas a Notchl en la
CCG y en el NO. En ningun caso se han descrito células progenitoras en estas regiones de la
retina adulta de carpin, por lo que pensamos que estas células podrian corresponder a células
gliales.

Diferentes estudios en vertebrados e invertebrados han demostrado que la funcion de
Notchl no es uniforme, y que varia en funcién del tipo celular en el que se exprese y el
grado de maduracion del mismo (Perron y Harris, 2000). Una de las funciones de Notchl y
su ligando Delta durante la retinogénesis de vertebrados es mantener a los progenitores
inmaduros (Chitnis et al., 1995; Henrique et al., 1995; Henrique et al., 1997; Perron y
Harris, 2000) e impedir su diferenciacion prematura. Ademas de esta funcion general durante
el desarrollo, se ha descrito que Notchl puede inhibir especificamente la diferenciacion de
tipos celulares concretos (Silva et al., 2003).

En la literatura existen datos contradictorios sobre la actuacion de Notchl en la
activacion de la gliogénesis versus la neurogénesis. En la retina se ha descrito que Notchl
favorece la formacion de células de Miiller frente a otros tipos celulares (Dorsky et al., 1995;
Hojo et al., 2000; Furukawa et al., 2000; Chambers et al., 2001; Scheer et al., 2001; Gaiano
y Fishell, 2002); sin embargo, en el NO (Wang et al., 1998) y la médula espinal (Genoud et
al., 2002) Notchl inhibe la gliogénesis. Por otro lado, se ha descrito que la activacion
constitutiva de Notchl es capaz de mantener las caracteristicas de las células progenitoras
sin modificar su identidad celular (Jadhav et al., 2006a). Todos estos datos demuestran que
Notchl es capaz de realizar funciones totalmente diferentes dependiendo del contexto celular
y el momento del desarrollo. Esta variabilidad en su funcion podria deberse a la existencia de
al menos 4 tipos de ligandos Delta en teledsteos (Raymond et al., 2006), DeltaA, DeltaB,
DeltaC y DeltaD, y que a su vez Notchl puede activar diferentes genes Hes que inhiben
diferentes genes bHLH. Todo ello provocaria que las respuestas ante la activacion o
inhibicion de Notchl sean tan dispares.

En un ratén mutante para uno de los efectores de Notchl, Hes, se observé la prematura
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diferenciacion a bastones (Tomita et al., 1996); sin embargo, la inactivacién directa de
Notchl provoca la diferenciacién de conos (Yaron et al., 2006). En otros estudios se ha
descrito que la eliminacién de Notchl en progenitores tempranos promovia la diferenciacion
a conos; sin embargo, si hacian lo mismo en etapas mas tardias del desarrollo se
diferenciaban a bastones (Jadhav et al., 2006b). Debido a esta variabilidad, no se ha podido
precisar la funcion exacta que puede estar realizando Notchl en el linaje de bastén.

En el presente trabajo hemos observado marcaje de Notchl en todas las células
pertenecientes al linaje de baston, lo que demuestra la importancia que tiene este factor de
transcripcion en la génesis y diferenciacion de los bastones en la retina adulta. Sin embargo,
la expresion de Notchl no es homogénea, ya que en la CNE encontramos la mayor densidad
de células progenitoras pero es la capa con menor marcaje para Notchl. Es posible que
Notchl este realizando funciones diferentes segln la capa de la retina y el tipo de progenitor
de baston. En la CNI parece que la funcion de Notchl es la de mantener el estado inmaduro
de las células progenitoras y también la de inhibir la diferenciacion prematura a baston. Esto
permitiria que las células progenitoras de la CNI no s6lo mantengan su capacidad
proliferativa sino también la potencialidad para generar otros tipos celulares. Cuando los
progenitores en migracion llegan a la CNE los cambios en el microambiente podrian
provocar la inhibicion de Notchl y permitir asi la diferenciacion a baston. Ademas, es muy
probable que Notchl esté realizando una funcién muy parecida en el linaje de conos, ya que
se ha demostrado que la inactivacion de Notchl puede provocar la diferenciacion prematura
tanto de conos como de bastones, dependiendo del contexto celular (Tomita et al., 1996;
Yaron et al., 2006).
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5.3 Implicacion funcional de los marcadores

estudiados en la regulaciéon de la neurogénesis

La expresion de los marcadores utilizados para caracterizar los progenitores retinianos
es muy diversa (Fig. 56). Mientras que algunos s6lo se expresan en células progenitoras, otros
marcan también células madre.

En la ZPG dnicamente hemos observado expresion de Pax6, Proxl y Nestina,
proteinas que estan implicadas en el mantenimiento de la multipotencialidad de los
retinoblastos y en la regulacion del ciclo celular (Goldman et al.,. 1999; Weissman, 2000;
Dyer et al., 2003).

En la ZT encontramos expresion de numerosos marcadores como Pax6, Proxl,
Nestina, Isletl y NeuroD. La alta inmunorreactividad en esta zona se debe a que los
retinoblastos estn adquiriendo la identidad celular y comienzan a diferenciarse. Todos estos
marcadores estan involucrados de alguna manera en la determinacion y diferenciacion
celular de uno o0 maés tipos celulares retinianos.

En el linaje de baston el patrén de expresion de los marcadores varia en funcion de su
localizacion en la retina y del grado de madurez del progenitor. A medida que los
progenitores migran hacia zonas méas esclerales se van diferenciando progresivamente. Las
células madre de la CNI unicamente expresan Notchl y Pax6, lo que es logico ya que la
funcién de ambos factores de transcripcion es mantener a los progenitores inmaduros y
conservar asi la poblacién de retinoblastos retinianos.

La mayor diversidad la encontramos en los progenitores en migracion, ya que son
positivos a todos los marcadores estudiados a excepcion de Pax6. Sin embargo, sélo NeuroD
y Notchl parecen estar implicados directamente en la determinacion y diferenciacion de los
bastones, por lo que el resto de marcadores deben estar realizando otras funciones en los
progenitores en migracion. Nestina y CD133 podrian estar involucrados en el proceso de
migracion de las células progenitoras, ya que Nestina es un componente del citoesqueleto, y
CD133 se asocia al colesterol y mantiene la estabilidad de las protuberancias de membrana.

Se ha descrito que los progenitores localizados en la CNI no sélo generan bastones,
sino que ante una lesion son capaces de diferenciarse a cualquier tipo celular retiniano. Esto
implica que las células progenitoras en migracion deben de mantener la pluripotencialidad

celular, pero a su vez tienen que estar reguladas para que en condiciones normales
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unicamente se diferencien a bastones. Isletl se ha relacionado con la diferenciacion de
numerosos tipos célulares como células bipolares (Elshatory et al., 2007), horizontales (Liu
et al., 2000), amacrinas (Elshatory et al., 2007) y ganglionares (Sakagami et al., 2003), por
tanto es posible que este factor de transcripcion esté ayudando a mantener la capacidad
pluripotente de los progenitores en migracion. Prox1, a su vez, es un factor de transcripcion
capaz de mantener la capacidad proliferativa de los progenitores en migracién y evitar la
diferenciacion prematura a otros tipos celulares.

Por tanto, la expresion de los marcadores estudiados en los progenitores en migracion
tendria diferentes implicaciones funcionales. Notchl y NeuroD regularian la determinacion y
diferenciacion hacia bastones, Nestina y CD133 estarian implicados en el proceso de
migracion celular, Isletl mantendria la capacidad de los progenitores para generar cualquier
tipo retiniano, y por ultimo Prox1 evitaria, que, en condiciones normales, los progenitores se
diferenciasen a otro tipo celular que no fuesen bastones.

Cuando los progenitores en migracion llegan a la CNE se comprometen
exclusivamente a bastones y pasan a ser precursores de baston. Debido a que ya solo son
capaces de generar bastones, dejan de expresar factores de transcripcion tipicos de otros
tipos celulares como Prox1 o Isletl. En los precursores de baston de la CNE Unicamente

hemos observado expresion de NeuroD y de Notchl. Ambos marcadores estan implicados en

la determinacion celular y la diferenciacion de los progenitores de baston.
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Fig. 56: Resumen de los resultados obtenidos con los diferentes marcadores estudiados. )
Nestina

Sin embargo, la regulacion de este proceso no debe ser tan simple, y seguramente es la
combinacion de dos o més factores lo que determina la identidad celular y la tasa de

proliferacion. Durante el proceso de migracion los progenitores van atravesando diferentes
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capas de la retina, lo que implica que las células con las que interactian y las moléculas a las
que estan expuestos cambian. Estas variaciones en el microambiente generan cambios en la
expresion de los marcadores, que a su vez modifican la pluripotencialidad y la tasa de
proliferacion de las células progenitoras.

En el presente trabajo hemos descrito la expresion de diferentes factores de
transcripcion y proteinas que estan involucrados con la génesis, migracion o diferenciacion
de bastones en la retina adulta del carpin. Ademas, hemos propuesto un modelo sobre el
comportamiento de las células progenitoras en la retina madura. Aunque todavia faltan
muchas respuestas para comprender la regulacion completa de este proceso, las técnicas
disefiadas en el presente Trabajo Doctoral permiten aportar nuevos datos para esclarecer la

regulacion del linaje de bastones.

5.4 Caracterizacion in vitro de progenitores

neurales

La degeneracion de los fotorreceptores es una de las principales causas de ceguera en
humanos, por ello se han realizado numerosos estudios para intentar reponer las células que
ya se han perdido. La terapia mas utilizada es el trasplante, ya sea de explantes retinianos
(Tabla 11) 0 de progenitores aislados (Tabla 12). Sin embargo, los resultados no han sido
demasiado prometedores, ya que las células no se integran en la retina en degeneracion y en
el mejor de los casos sélo retrasan la degeneracion. Los mejores resultados fueron obtenidos
por MacLaren y cols. (2006) al trasplantar progenitores de bastdn en una retina en
degeneracion. Estas células eran capaces de migrar hasta la CNE, de integrarse y de
diferenciarse a bastones maduros, mejorando asi la funcién visual. Ademas, este estudio
demostro que para que un trasplante de progenitores retinianos tenga exito hay que tener en
cuenta el grado de diferenciacion de las células, ya que células muy inmaduras o muy
diferenciadas son incapaces de integrarse en la retina en degeneracion y reponer los
fotorreceptores dafiados. Esto implica que es necesario conocer con gran precision el proceso
de diferenciacion y la potencialidad de las células a trasplantar.

En mamiferos los progenitores de baston se generan en la retina embrionaria durante
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un periodo muy corto de tiempo, lo que dificulta enormemente su obtencion y
procesamiento, y por tanto su caracterizacion. Por ello, es necesario utilizar de nuevos
modelos animales que faciliten la caracterizacion tanto in vivo como in vitro de los
progenitores de bastdn para su posible uso en terapia celular. La retina de teledsteos es un
modelo ideal para caracterizar estas células, ya que en una retina control podemos estudiar
tanto el proceso de proliferacion y migracion, como el de diferenciacion. Sin embargo,
aunqgue la caracterizacion in vivo no presenta grandes inconvenientes, el estudio in vitro es
muy complicado por la ausencia de datos en la literatura y por la falta de productos

especificos para el cultivo de células de pez.

Especie Lesion Adulto/embrionario Tipo de tejido Recuperacion Referencia
i Capa de fotorre- . . (Silverman y
Fotolesion Adulto ceptores Se integra en la retina Hughes, 1989)
Rata Retinosis pia- Recuperacion visual (Sagdullaev et
Pig Embrionario Explante de retina | solo donde se integra el g
mentaria tejido al., 2003)
Raton Ret|n05|s_p|g- Embrionario Explante de retina Baja recuperacion vi- (Arai et al.,
mentaria sual 2004)
T El transplante sobrevive
Retinosis pig- - - . o - (Radtke et al.,
Humano mentaria Embrionario Explante de retina hasta 1 afio. Mejora 2004)
continuada.

Tabla 11: Resumen de los trasplantes de explantes realizados en mamiferos y su grado de recuperacion.

Especie Lesion Adulto/embrionario Tipo de tejido Recuperacion Referencia
Retinosis pig- Embrionario Células progenitoras Se integran mayorita- (Canolaetal.,
mentaria retinianas riamente en la GCL 2007)
Raton Varios tipos de Formaci6n de nuevos
. . . . . o (MacLaren et
degeneraciones Embrionario Progenitores de baston bastones. Recuperacién al., 2006)
retinianas de la funcién visual "
Rata Retlna_ls distro- Adulto Celulas_progenltoras de Las células no se inte- (Young etal.,
ficas hipocampo gran en la retina 2000)
Rata RCS Embrionario Células madre Retrasan I_a 'degenera- (Schraermeyer
cion et al., 2001)
Rata Retina control Embrionario/Adulto Células pr_ogenltoras Las células no se inte- (Chacko et al.,
retinianas gran en la retina 2003)
Degeneracion . . . .
Rata de fotorrecepto- Embrionario Celulas pr_ogenltoras Las células no se inte- (Qiuetal.,
res retinianas gran en la retina. 2004)
Cerdo Retina control Embrionario Células progenitoras Baja tasa de integracion | (Klassen etal.,
retinianas en laretina 2007)
Donador: Ratén: las células se
humano Células progenitoras diferencian a bastones (Coles et al
Receptor: Retina control Adulto retFniagnas Pollo: las células se 2004) "
ratén y diferencian a células de
pollo estirpe neuronal
Donador: Se integran en la retina .
humano . . . . (Banin et al.
. Retina control Embrionario Célula madre y expresan marcadores
Receptor: 2006)
de fotorreceptores
Rata
Tabla 12: Trasplante de retinoblastos en mamiferos y su grado de recuperacion.
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Los progenitores retinianos de mamiferos han sido caracterizados tanto in vivo como in
vitro. Estas células poseen una potencialidad restringida (Fischer y Reh, 2000) y aunque no
sean capaces de regenerar ante una lesion, in vitro se comportan como células madre
(Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Kubota et al., 2002). Ello ha provocado que la
aproximacion mas utilizada para caracterizar estas células haya sido el cultivo celular (Tabla
12). Se han realizado cultivos primarios de progenitores retinianos de ratén (Giordano et al.,
2007; Xu et al., 2007a,b), de rata (Ahmad et al., 1999; Yang et al., 2002b; Engelhardt et al.,
2004; Qiu et al., 2004; Yang et al., 2006; Yao et al., 2006; Qiu et al., 2007; Xu et al.,
2007a), de cerdo (MacNeil et al., 2007; Gu et al., 2007) y humanos (Yang et al., 2002a;
Aleksydrova et al., 2006; Gamm et al., 2005; Vossmerbaeumer et al., 2008; Xu et al 2007a;
Carter et al., 2009).

A pesar de que los peces teledsteos constituyen un modelo de experimentacion cada
vez mas utilizado, al demostrarse que son capaces de regenerar la retina ante una lesion,
apenas hay estudios in vitro sobre los progenitores retinianos. Solo se han realizado cultivos
primarios de progenitores neurales del encéfalo en el pez cuchillo (Hinsch y Zupanc, 2006),
por lo que hay muy pocos datos sobre las condiciones de cultivo necesarias para crecer
retinoblastos de retina madura. Para la puesta a punto de nuestro protocolo, hemos analizado
las condiciones y medios de cultivo que se han utilizado en retinoblastos de mamiferos y
comprobamos aquellos que podrian funcionar en teledsteos.

El primer problema que nos planteamos fue la temperatura a la que realizar los cultivos
celulares ya que estos peces tienen una temperatura corporal de 20°C. En la literatura no
hemos encontrado que se hayan realizado cultivos celulares a 20°C, la temperatura mas baja
utilizada es de 25°C (Hinsch y Zupanc, 2006). Esto nos planteaba un problema porque
ninguno de los medios de cultivo o suplementos han sido probados a estas temperaturas. Por
ello, inicialmente comprobamos si los medios de cultivo mantenian un pH estable a esa
temperatura o era necesario afiadirle otros productos que ayudasen a tamponar la solucién.
Tras realizar diferentes pruebas comprobamos que todos los medios de cultivo utilizados en
el presente trabajo se mantenian estables a 20°C y con 5% de CO..

El siguiente paso fue seleccionar la disgregacion mas efectiva para obtener células
aisladas de retina madura. Descartamos los protocolos utilizados en cerdo y en humano, ya
que la retina de estos mamiferos contiene la membrana de Bruch, lo que obliga a utilizar
tratamientos enzimaticos especificos que no son necesarios en nuestro caso. Tras repasar los

protocolos de digestion enzimatica utilizados en cultivos primarios de rata y raton,
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utilizamos el descrito por Engelhardt y cols. (2004), ya que no es un tratamiento muy

agresivo y por ello conseguimos una alta viabilidad celular.

. . . . Duracién :
Especie Origen Medio de cultivo | Suplementos T2 cultivo Referencia
Cuerpo ciliar adulto DMEM/F12 FGF/EGFIN, | 37°C 7 dias (G'Ordz%%‘;e‘ al,
Ratén Cuerpo C|I_|ar a(_julto y Medio sin suero FGF/Heparina 37°C 7 dias (Xu et al., 2007a)
embrionario
Cuerpo ciliar adulto Medio sin suero FGF/EGF/ 37°C 7-10 dias (Xu et al., 2007a)
Heparina
Retina embrionaria DMEM/F12 EGFIN, 37°C 7 dias (Ah”;ggge)t al.
Retina embrionaria DMEM/F12 FGF/N, 37°C 7 dias (Y;g%;tt))al.,
Retina adulta Neurobasal A FGF/EGF/B27 37°C 1 mes (Engelzhéi(;i; etal,
Rat Retina embrionaria Medio sin suero 37°C Pase 10 (Qiu et al., 2004)
ata
Retina embrionaria DMEM/F12 FGF/EGF/N,/LIF 37°C 4 dias (Yang et al., 2006)
Retina embrionaria DMEM/F12 FGF/EGF/B27IN, | 37°C Pase 4 (Yao et al., 2006)
Retina embrionaria Medio sin suero FGF/EGF 37°C Pase 6 (Qiu et al., 2007)
Cuerpo ciliar adulto Medio sin suero FGF/E.GF/ 37°C 7-10 dias (Xu et al., 2007a)
Heparina
Retina embrionaria DMEM/F12 FGF/EGF 37°C 3 semanas (Klaszs(;e(r;?e)zt al,
Cerdo Iris, Pars_ planay DMEM/E12 FGF/EGF/NZI 37C 2 semanas (MacNeil et al.,
cuerpo ciliar adulto Heparina 2007)
Retina embrionaria Medio sin suero FGF/EGF 37°C 7 dias (Gu et al., 2007)
Retina embrionaira DMEM/F12 FGFIN, 37°C 8 dias (Ygg%ze;)a"'
Cuerpo ciliar adulto Medio sin suero Flfe';/frﬁ';/ 37°C 7-10 dias (Xu et al., 2007a)
Humano
Limbo adulto DMEM/F12 FGF/EGF 37rec 9 meses (Vossmerbaeurmer
et al., 2008)
Retina adulta DMEM/F12 FGF/NJLIF | 37°C |  3semanas (Carztggg; al.

Tabla 13: Cultivos primarios de progenitores retinianos en mamiferos

Mayor complejidad presentd la eleccion de los medios de cultivo y de los suplementos
a utilizar en nuestros cultivos. Como puede comprobarse en la Tabla 13, la mayoria de los
estudios realizados utilizan DMEM/F12 como medio de cultivo suplementado con EGF y
FGF. Por ello, las primeras pruebas se realizaron con el medio DMEM/F12 suplementado.
Sin embargo, al observar que la tasa de crecimiento no era dptima, tuvimos que buscar un
medio de cultivo alternativo. El Gnico estudio que utilizaba un medio de cultivo diferente al
DMEM/F12 era el realizado en retina de rata por Engelhardt y colaboradores (2004). El
medio Neurobasal A es un medio neurogénico que permite cultivos a largo plazo de
neuronas postnatales, y se recomienda suplementarlo con B27 o N,. EI medio Neurobasal A

suplementado fue el que nos proporciono los mejores resultados.
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En nuestros ensayos las primeras neuroesferas se forman durante la primera semana de
cultivo. Dichas neuroesferas son de pequefio tamafio y en algunos casos irregulares, por lo
que en esta etapa del cultivo no podemos afirmar que todas las neuroesferas que observamos
se hayan formado unicamente por divisién y no por adhesion celular. En los sucesivos
cambios de medio realizamos disgregaciones mecanicas con una pipeta para disociar las
neuroesferas y favorecer asi la proliferacion celular. A la tercera semana de cultivo y tras
cuatro cambios de medio, el nimero de neuroesferas aumenta considerablemente y no
observamos formas irregulares o signos de adhesion celular. En el caso de que las
neuroesferas se formasen por adhesion y no por division celular al realizar varias
disgregaciones observariamos una disminucién de las neuroesferas, y no un aumento.

En el pez cuchillo (Hinsch y Zupanc, 2006) se ha descrito una evolucion similar en
cultivos de células progenitoras neurales. Las primeras neuroesferas se observan a los 3-4
dias de realizar el cultivo y la tasa de crecimiento se mantiene estable hasta la tercera
semana. Sin embargo, a partir de los 21 dias la tasa de proliferacion comienza a disminuir.
Esto no ocurrid en nuestro estudio, ya que hemos conseguido mantener los cultivos celulares
estables hasta un mes y medio.

Tras obtener un cultivo estable de progenitores de baston, el siguiente paso era
caracterizarlos. Para ello, las células se siembran sobre cubreobjetos tratados con sustancias
adherentes para forzar que las células se adhieran al sustrato y se diferencien. Los
progenitores disgregados no se adherian al sustrato independientemente del tratamiento que
utilizdsemos. Debido a que durante los primeros dias de cultivos observamos células
diferenciadas pegadas a la placa, pensamos que la no adherencia de los progenitores se debe
a que los productos utilizados no funcionan correctamente a 20°C. Tanto la poliornitina,
como la laminina y la fibronectina necesitan incubaciones a 37°C durante un par de horas,
por lo que la temperatura debe de ser un factor limitante. La no adherencia de nuestras
células a un sustrato nos ha impedido caracterizarlas mediante inmunocitoquimica e
hibridacién in situ. En futuros experimentos tendremos que probar nuevas sustancias
adherentes e intentar modificar los protocolos para adaptarlos a 20°C.

En el presente trabajo hemos puesto a punto un protocolo de cultivo primario de
células progenitoras de baston en teledsteos. Esta técnica nos dard las herramientas
necesarias para estudiar y caracterizar los progenitores retinianos in vitro. Aunque se conoce
que bajo determinados estimulos los progenitores de baston son capaces de generar todos los

tipos celulares de la retina in vivo, no se sabe cuales son los mecanismos que regulan este
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proceso. El cultivo de los progenitores nos permitira estudiar qué factores estan implicados
en la diferenciacion de los distintos tipos celulares retinianos y qué moléculas regulan este
proceso. Con estos datos se podrén realizar terapias celulares méas precisas que permitan
reponer las células perdidas.

Los teledsteos se han convertido en un modelo animal muy utilizado en todos los
campos de la neurociencia, desde el analisis del desarrollo embrionario hasta el estudio de
enfermedades neurodegenerativas. Aunque la mayoria de las técnicas experimentales
empleadas en mamiferos se pueden extrapolar a teledsteos, no ocurre lo mismo con los
cultivos celulares, ya que apenas existen datos sobre el comportamiento in vitro de los
progenitores neurales. Por tanto, el protocolo de cultivo primario disefiado en el presente

trabajo permitira realizar ensayos in vitro ampliando los estudios in vivo y ex vivo existentes.
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Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral y como
consecuencia de los resultados obtenidos y su discusion, hemos llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Las inyecciones intraperitoneales de BrdU nos permiten marcar e identificar las
poblaciones de retinoblastos de la retina madura del carpin. Hemos descrito células
inmaduras en la retina periférica y tres tipos de progenitores pertenecientes al linaje de
baston: células madre de la CNI (las mas dificiles de localizar debido a su baja tasa

proliferativa), progenitores en migracion y precursores de baston.

2. La presencia de diferentes marcadores neurales en los progenitores de baston esta
relacionada con su localizacién en las diferentes capas de la retina y con el proceso de
migracion que realizan. Mientras que los progenitores en migracion son positivos para casi
la totalidad de los marcadores estudiados (Isletl, Prox1, NeuroD, Notchl, CD133 y Nestina),
las células madre de la CNI (Pax6y Notchl) y los precursores de baston (NeuroD y Notchl)

presentan una expresion mucho mas restringida.

3. Los procesos de diferenciacion y migracion de los progenitores retinianos estan
intimamente relacionados. Los cambios en el patrén de expresion de los marcadores neurales
durante la migracion de las células progenitoras provocan una paulatina determinacién de
dichas celulas hacia bastones. ElI marcaje observado en los progenitores en migracion parece
indicar que éstas células conservan la capacidad de generar otros tipos celulares, mientras
que cuando se transforman en precursores de baston estarian determinados para diferenciarse

exclusivamente a bastones.

4. El protocolo de cultivo primario disefiado en el presente trabajo permite aislar y
cultivar los progenitores de baston de la retina adulta de carpin. La obtencion de un cultivo
primario de neuroesferas nos permite obtener, tras una serie de cambios de medio, un cultivo

puro y estable de progenitores de baston.
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