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Ma Rosario Arévalo Arévalo Juan M. Lara Pradas
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1.1. La retina de teleósteos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

1.1.1. Células de la retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

1.2. Formación de la retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
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Índice general

3. Material y métodos 35

3.1. Animal de experimentación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.1.1. Danio rerio (Hamilton, 1822) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.1.2. Manipulación de los animales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
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3.7.1. Śıntesis de las ribosondas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.7.2. Diseño de la sonda de nestina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

VI



Índice general

3.7.3. Protocolo de hibridación in situ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
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MLE Membrana limitante externa

MLI Membrana limitante interna

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

NBT Azul de nitrotetrazolio

PCNA Ant́ıgeno nuclear de proliferación ce-
lular

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de
plaquetas

Ptc Patched-Receptor de Shh

SDS Dodecil sulfato de sodio

SF Segmentos de los fotorreceptores

SHH Sonic hedgehog

SNC Sistema Nervioso Central

TBS Tris tamponado salino

TBST Tris tamponado salino con Tween-20

TEMED N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

TGGS Solución tris glicina glicerol

ZMC Zona marginal ciliar

ZPG Zona periférica germinal
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1.1. La retina de teleósteos

1.1. La retina de teleósteos

El ojo es el órgano encargado de la visión (Fig. 1.1). Las capas externas del ojo

son la esclera y la coroides por la parte posterior, y la córnea por la parte delantera.

Dentro del globo ocular se diferencian dos cámaras: la cámara anterior, que contiene

el humor acuoso, y la cámara posterior, con el humor v́ıtreo. Estas dos cámaras

están separadas por el cristalino y el iris.

Figura 1.1: Esquema del globo ocular hu-
mano (Kolb et al., 2000)

La retina es la parte más interna

del globo ocular. Se origina a partir de

una evaginación del prosencéfalo y, por

tanto, forma parte del Sistema Nervio-

so Central (SNC). Sus funciones son las

de recibir y realizar un primer proce-

samiento de la información visual pa-

ra luego enviarla a diversos centros en-

cefálicos superiores por medio del nervio

óptico.

La retina contiene células gliales (astrocitos, microgĺıa, oligodendrocitos y células

de Müller), fotorreceptores (conos y bastones), varios tipos de interneuronas (células

bipolares, horizontales, interplexiformes y amacrinas), y un solo tipo de células de

proyección, las células ganglionares.

La información visual se genera en el segmento externo de los fotorreceptores

tras producirse la fotorrecepción, teniendo que atravesar la luz todo el espesor de

la retina. A partir de aqúı la información sigue una v́ıa vertical de transmisión,

pasando a las células bipolares y de ah́ı a las células ganglionares. Antes de que la

información sea enviada a centros superiores, sufre una modulación por parte de la

v́ıa horizontal, en la que intervienen las células horizontales, las interplexiformes y

las amacrinas.

Los tipos celulares de la retina se encuentran organizados en capas nucleares,

donde se localizan los somas, que alternan con capas plexiformes constituidas por

sus procesos y conexiones. Se distinguen 10 estratos diferentes (Fig. 1.2), que de la

parte escleral a la vitreal son:

3



1. Introducción

Figura 1.2: Esquema de la retina donde se indica la ubicación de las capas y los distintos
tipos celulares

Epitelio pigmentario (EP) que constituye la barrera hematorretiniana.

Capa de los segmentos de los fotorreceptores (SF), formada por los segmentos

internos y externos de los conos y los bastones.

Membrana limitante externa (MLE), formada por las uniones entre los foto-

rreceptores y los pies esclerales de las células de Müller.

Capa nuclear externa (CNE), donde se sitúan los somas de los conos y los

bastones.

Capa plexiforme externa (CPE), donde se localizan las sinapsis entre los foto-

rreceptores y las interneuronas.

Capa nuclear interna (CNI), constituida por los somas de las interneuronas y

de las células de Müller.

Capa plexiforme interna (CPI), formada por los procesos de las células bipo-

lares, interplexiformes, amacrinas y ganglionares.

Capa de las células ganglionares (CCG), compuesta por los somas de las células

ganglionares.
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1.1. La retina de teleósteos

Capa de las fibras del nervio óptico (CFNO), formada por los axones de las

células ganglionares.

Membrana limitante interna (MLI), constituida por los pies vitreales de las

células de Müller.

La estructura de la retina es común a todos los vertebrados, pero hay grandes

diferencias en cuanto a las conexiones que se establecen entre las células, su distribu-

ción y los neurotransmisores que utilizan. Estas propiedades son caracteŕısticas de

grandes grupos de vertebrados, o adaptaciones a distintos nichos ecológicos (Wag-

ner, 1990). En teleósteos es más dif́ıcil que en otros grupos el mostrar un modelo

único, ya que esta familia cuenta con una gran variedad de especies que viven en

hábitats muy diversos.

1.1.1. Células de la retina

Células del epitelio pigmentario

Las células epiteliales que se sitúan entre la coroides y la retina neural forman

una monocapa y poseen por lo general abundantes gránulos de melanina. Su lámina

basal forma parte de la membrana de Bruch, la región más interna de la coroides.

En su cara más apical poseen procesos alargados que se intercalan con los segmentos

externos de los fotorreceptores (Wagner, 1990; Marc, 1998). Dichos procesos pueden

llegar hasta la membrana limitante externa donde se interdigitan con microvellosi-

dades de las células de Müller. Las funciones que realizan las células epiteliales son

múltiples: regulan la concentración de agua e iones en el espacio subretinal, prote-

gen contra radicales libres, y fagocitan los segmentos externos de los fotorreceptores

permitiendo su continua renovación. Además, participan en el proceso de fototrans-

ducción ya que aportan el retinal, imprescindible para dicho proceso (Young y Bok,

1969).

5



1. Introducción

Fotorreceptores

Figura 1.3: Esquema de los movimien-
tos retinomotores en la adaptación a la
luz y a la oscuridad. EP, epitelio pigmen-
tario. B, bastones. C, conos. CH, células
horizontales. CB, células bipolares. CA,
células amacrinas. CG, células ganglio-
nares. CM, células de Müller. Adaptado
de Marc (1998)

Son células que presentan una morfoloǵıa

muy caracteŕıstica. Su cuerpo celular es pe-

queño y se sitúa en la capa nuclear exter-

na. De él parte un axón en dirección vitreal,

que termina en la CPE donde contacta con

células horizontales y bipolares. En dirección

escleral los fotorreceptores poseen un pro-

ceso especializado que se divide en un seg-

mento externo y en un segmento interno. El

segmento externo contiene múltiples discos

membranosos orientados de forma transver-

sal en los que se insertan los pigmentos foto-

sensibles (Kolb et al., 2000). Estos discos su-

fren una renovación continua, sintetizándose

en la parte basal y siendo fagocitados por el

EP en la parte apical (Young, 1971).

En todos los grupos de vertebrados, los

fotorreceptores se dividen según la morfo-

loǵıa de su segmento externo, en dos tipos:

los conos, con el segmento externo corto y

de forma cónica, y los bastones, cuyo seg-

mento es ciĺındrico (Fig. 1.3 B y C). Todos

los somas se encuentran en la CNE, aunque

se distribuyen de manera espećıfica. Los so-

mas de los conos forman una monocapa en

la región más próxima a la MLE, mientras

que los bastones ocupan el resto de la capa

(Kolb et al., 2000).

La morfoloǵıa de conos y bastones es diferente, y su función es también espećıfi-

ca, constituyendo dos sistemas diferentes de recepción de la señal luminosa. Los

bastones, cuyo fotopigmento es la rodopsina, son los responsables de la visión es-

cotópica y son sensibles a la luz de muy baja intensidad. A partir de cierto nivel
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1.1. La retina de teleósteos

de iluminación, los bastones se saturan e intervienen los conos, capaces de registrar

cambios rápidos en la intensidad lumı́nica, y con distintos pigmentos que permiten

la visión en color (Kolb et al., 2000).

En teleósteos, anfibios y aves se producen contracciones y extensiones de los

segmentos de los fotorreceptores que permiten la adaptación a cada uno de los tipos

de visión (Douglas y Wagner, 1982; Burnside et al., 1993; Kolbinger et al., 1996).

Dichos movimientos se denominan retinomotores y van acompañados de la migración

de los gránulos de pigmento en el epitelio pigmentario. Aśı, en una situación de

oscuridad, los gránulos de pigmento se sitúan en la parte basal del epitelio, los

segmentos externos de los conos se alargan y los de los bastones se retraen (Hodel

et al., 2006), justo al contrario de lo que ocurre en presencia de luz (Fig. 1.3).

La proporción de conos y bastones difiere mucho entre especies, aunque, por

lo general, hay mayor cantidad de bastones que de conos. En muchas especies, los

conos se sitúan en zonas especializadas para enfocar la imagen y conseguir una mayor

agudeza visual. El caso más complejo es el de la fóvea de primates y aves raptoras,

que se sitúa en la retina central. Carece de bastones y presenta depresión de todas las

capas vitreales. En algunos peces hay también una fóvea que presenta gran densidad

de todos los tipos neuronales, pero la depresión afecta únicamente a la CFNO. En

otros peces no hay depresión y se denomina ”área de alta densidad celular”. Según

sea el hábito alimentario de los peces, dichas áreas se sitúan en distintas partes de

la retina (Wagner, 1990; Easter, 1992; Beaudet et al., 1997).

Los bastones forman un único grupo desde el punto de vista morfológico y fun-

cional, a diferencia de los conos, que son de diferentes tipos según la opsina que

posean. Aśı, la mayoŕıa de los mamı́feros poseen dos tipos de conos (rojos y azu-

les). Los primates tienen un tercer tipo de conos, los conos verdes que permiten

la visión tricromática (Kolb et al., 2000). Los reptiles y las aves poseen una visión

tetracromática, por la presencia de un cono que es sensible a la luz ultravioleta. Los

hábitats de los teleósteos son muy variados y hay muchos tipos de visión, desde la

monocromática de los peces abisales hasta la tetracromática que poseen otros, al

menos durante algún periodo de su vida (Nag y Bhattacharjee, 1989; Wagner, 1990;

Beaudet et al., 1997; Marc, 1998; Hawryshyn et al., 2003). El pez cebra (Danio re-

rio) posee conos dobles formados por una fracción principal sensible al rojo (doble

cono largo) y un miembro accesorio sensible al verde (doble cono corto). También
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1. Introducción

hay conos simples largos, sensibles al color azul, y conos simples cortos sensibles a la

luz ultravioleta (Branchek y Bremiller, 1984; Robinson et al., 1993; Li et al., 2009).

Los bastones y los distintos tipos de conos no se distribuyen de forma aleatoria, sino

que forman mosaicos tanto en mamı́feros como en otros grupos de animales. En el

pez cebra se organizan en filas de conos azules y ultravioletas alternadas con filas

de conos rojos y verdes (Robinson et al., 1993).

Las prolongaciones vitreales de los conos son de forma triangular y se denominan

ped́ıculos, mientras que las de los bastones son redondeadas y se denominan esférulas.

En esas regiones es donde se establecen las sinapsis con otros tipos celulares. En los

ped́ıculos de los conos hay unas 30 sinapsis, pero sólo son dos en el caso de los

bastones (Ahnelt et al., 1990). A nivel de los ped́ıculos se forman unas estructuras

conocidas como tŕıadas, compuestas por dos procesos laterales correspondientes a

células horizontales y un proceso central de una célula bipolar que se alinea con el

cono. En las esférulas de los bastones se producen sinapsis con un elemento lateral

procedente de una célula horizontal y un elemento central de la célula bipolar de

bastón, denominándose a todo el conjunto como d́ıada (Kolb, 1979; Collin et al.,

1996).

Interneuronas

Células horizontales. Son células de gran tamaño con los núcleos dispuestos ho-

rizontalmente en una sola capa en la parte más escleral de la CNI y expanden sus

dendritas por toda la CPE. En teleósteos se han descrito cuatro tipos de células ho-

rizontales: tres tipos de células horizontales de conos y un tipo de célula horizontal

que contacta con bastones (Song et al., 2008; Li et al., 2009). El campo recepti-

vo de estas células está aumentado por la presencia de uniones gap entre células

horizontales de un mismo tipo (Teranishi et al., 1983; Wolburg y Kurz-Isler, 1985).

Las células horizontales son neuronas inhibitorias que reciben señales de los fo-

torreceptores y modulan la información que pasa de las células fotorreceptoras a

las células bipolares, aunque realizan también sinapsis con células interplexiformes

(Marc y Liu, 1984; Marshak y Dowling, 1987). Son las responsables de que la res-

puesta esté codificada para el color y de que el campo receptivo de la célula bipolar

posea una periferia antagonista a su centro; es decir, que si el centro es OFF (de
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1.1. La retina de teleósteos

respuesta a la oscuridad), la periferia es ON (de respuesta a la luz).

Células bipolares. El soma de estas células se sitúa en la región media de la

CNI desde él parten procesos celulares en dos direcciones opuestas. Las dendritas

se dirigen hacia la CPE donde realizan sinapsis con los fotorreceptores, las células

horizontales y las células interplexiformes. El axón se dirige hacia la CPI, donde se

ramifica y hace contacto con células ganglionares y amacrinas.

Las células bipolares transmiten la información directamente desde los fotorre-

ceptores a las células ganglionares, creando las v́ıas de respuesta ON y OFF, de

respuesta a la luz y a la oscuridad respectivamente. Esta separación de las v́ıas se

produce gracias a la presencia de distintos receptores para el glutamato (neurotrans-

misor liberado por los fotorreceptores) en las células bipolares, que provocan una

hiperpolarización en las células ON y una despolarización en las células OFF (Wer-

blin y Dowling, 1969). Estas diferencias fisiológicas tienen una cierta correspondencia

morfológica, ya que las células bipolares ON presentan los terminales sinápticos en

la mitad vitreal de la CPI mientras que las bipolares OFF presentan sus terminales

en la parte escleral de la misma (Famiglietti y Kolb, 1976; Wu et al., 2000).

La clasificación de las células bipolares se hace también según el tipo de fotorre-

ceptor con el que contactan y con el tamaño del campo dendŕıtico. En los cipŕınidos

se han descrito 12 clases distintas de células bipolares de cono y 5 clases de células

bipolares mixtas, de cono y bastón (Marc y Cameron, 2001; Connaughton et al.,

2004). Los últimos estudios en el pez cebra, que combinan la clasificación del tipo

de fotorreceptor con el que contactan, el tamaño del árbol dendŕıtico y si son células

ON u OFF, describen hasta 33 clases distintas de células bipolares (Li et al., 2012).

Células interplexiformes. Las células interplexiformes tienen el soma en la CNI

y poseen varias prolongaciones muy ramificadas que forman plexos en las dos capas

plexiformes. Reciben aferencias sinápticas desde la CPI y env́ıan eferencias hacia la

CPE. Constituyen una v́ıa centŕıfuga del flujo de información, enviándola desde las

células amacrinas a las células horizontales y bipolares (Dowling y Ehinger, 1978;

Marshak y Dowling, 1987). Además, las celulas interplexiformes se relacionan con la

regulación de los movimientos retinomotores (Wagner y Wulle, 1992; Van Haesen-
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donck et al., 1993) y reciben aferencias del nervio olfato-retinal (o terminal) (Stell

et al., 1984; Zucker y Dowling, 1987; Uchiyama, 1990).

En el carṕın se han descrito dos tipos de células interplexiformes, según el neuro-

transmisor que utilizan: las dopaminérgicas y las glicinérgicas. Las dopaminérgicas

tienen su soma a la altura de las células amacrinas, sus dendritas descienden, se es-

tratifican en la CPI y env́ıan ramificaciones que ascienden a la CPE. El soma de las

células interplexiformes glicinérgicas se encuentra a la altura de las células bipolares,

sus dendritas primarias ascienden hasta la CPE, desde alĺı env́ıan muchos procesos

a la CPI (Kalloniatis y Marc, 1990; Wagner, 1990).

Células amacrinas. El soma de las células amacrinas se sitúa en la zona más

vitreal de la CNI. Hay unas células amacrinas que se denominan desplazadas porque

tienen el soma en la CCG; estas suponen un tercio de las células de la CCG (Hughes

y Wieniawa-Narkiewicz, 1980). Se denominaron aśı debido a la ausencia de axón y

sus dendritas se extienden por la CPI.

Morfológicamente son las células más diversificadas de la retina de vertebrados y,

además, pueden contener distintos neurotransmisores o neuromoduladores. Se han

elaborado múltiples clasificaciones de las células amacrinas en tipos y subtipos, que

vaŕıan ampliamente de una especie a otra.

En teleósteos se distinguen cuatro grupos de células amacrinas según su función:

de respuesta ON (que reciben aferencias de las bipolares ON), de respuesta OFF

(contactan con las bipolares OFF), de respuesta transitoria (que responden al inicio

y al final del est́ımulo luminoso) y de respuesta codificada para el color (Djamgoz

et al., 1990, 2001). Aśı se modula la información que llega a las células ganglionares.

Células ganglionares

Las células ganglionares son las únicas células de proyección de la retina. Su

función es recoger la información visual procedente tanto de la v́ıa vertical (de foto-

rreceptor a célula bipolar y de ésta a la célula ganglionar), como de la v́ıa horizontal

(de fotorreceptor a células horizontales, bipolares, amacrinas y ganglionares) y en-

viarla a centros encefálicos.
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1.1. La retina de teleósteos

Su soma es muy voluminoso y se sitúa en la CCG, aunque hay también célu-

las ganglionares desplazadas en la CNI (Hayes y Holden, 1983; Hitchcock y Easter,

1986). Sus dendritas hacen contacto en la CPI con las proyecciones de las células

amacrinas y bipolares, manteniendo la segregación de las v́ıas ON y OFF. Sus axo-

nes parten en dirección vitreal y discurren paralelamente a la superficie retiniana

formando la CFNO. Al alcanzar la papila óptica, situada aproximadamente en el

centro de la retina, el conjunto de axones atraviesa todas las capas de la retina para

salir del globo ocular formando el nervio óptico. La siguiente estación de relevo de

la información visual es el núcleo geniculado lateral del tálamo en mamı́feros, y el

techo óptico en el caso de los peces (Stuermer, 1988; Burril y Easter, 1994).

Se han descrito más de 20 tipos de células ganglionares según el tamaño del soma

y la forma de las dendritas, aunque el 50 % son de dos tipos: las M (o grandes) y las

P (o pequeñas) (Boycott y Wäsle, 1974; Leventhal et al., 1981).

Células gliales

Figura 1.4: Esquema de una célula
de Müller rodeando a las células de
la retina (Kolb et al., 2000)

Células de Müller. Las células de Müller

(Fig. 1.4) son las células gliales más abundan-

tes en la retina (Turner y Cepko, 1987). Fue-

ron descritas en 1851 por Müller y pertenecen

a un grupo de astrocitos denominado como gĺıa

radial, no sólo por su morfoloǵıa especializada,

sino también por las funciones que realizan en la

retina.

Su soma es poligonal y alargado y se sitúa en

la parte central o vitreal de la CNI. Tienen dos

prolongaciones que se extienden en direcciones

opuestas y cubren casi todo el espesor de la re-

tina, formando la MLE en la región escleral y la

MLI en la región vitreal. En la MLE las prolon-

gaciones de las células de Müller contactan con

los fotorreceptores y con otras células de Müller, y emiten una serie de microvello-

sidades hacia el espacio subretinal (Reichenbach y Robinson, 1995). Los procesos
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que van hacia el v́ıtreo contactan con otras células de Müller y forman una lámina

basal, la MLI, que constituye una barrera entre la retina y la lámina conjuntiva

subyacente. Las abundantes ramificaciones de los procesos de las celulas de Müller

envuelven los somas, las dendritas y las estructuras sinápticas de todas las neuronas

retinianas. Además, organizan en haces los axones de las neuronas ganglionares de

la CFNO (Reichenbach y Wohlrab, 1986; Reichenbach y Robinson, 1995).

Las funciones que realizan las células de Müller son múltiples y fundamenta-

les en el procesamiento de la información visual. Sirven de soporte y constituyen el

principal reservorio de glucógeno de la retina, sosteniendo el metabolismo energético

de las neuronas; acumulan glutation reducido protegiendo aśı a las neuronas de los

radicales libres; participan en la formación de la barrera hematorretiniana; contro-

lan el microambiente neuronal regulando el pH y la concentración de iones potasio;

intervienen en la fagocitosis; retiran y reciclan rápidamente el exceso de neurotrans-

misores de los espacios presinápticos, e incluso, en el pollo, reciclan el retinal de los

fotopigmentos (Newman y Reichenbach, 1996; Matsui et al., 1999; Bringmann et al.,

2000).

Astrocitos. Los astrocitos son células con un soma aplanado y con procesos radia-

les. Se localizan casi exclusivamente en la CFNO, aunque en el mono se han descrito

también en la CCG (Bussow, 1980; Distler et al., 1993). Su morfoloǵıa es variable

según su localización: pasan de ser alargados en la retina central, a estrellados en la

retina más periférica (Schnitzer, 1988).

La función de los astrocitos en la retina está relacionada con el sistema vascular,

pues en el desarrollo inducen y gúıan el crecimiento de los vasos en la misma (Zhang

et al., 1999; Dorrell et al., 2002; Gariano, 2003). La función de los astrocitos en

la retina avascular de teleósteos es la organización axónica en la cabeza del nervio

óptico, interviniendo en los procesos de crecimiento, degeneración y regeneración

axonal (Lillo et al., 1998; Jimeno, 2001; Clemente et al., 2008; Parrilla et al., 2009).

Oligodendrocitos. La función caracteŕıstica de los oligodendrocitos es la mieli-

nización de los axones neuronales. En la retina de mamı́feros, a excepción de los

conejos, no hay ni oligodendrocitos ni axones mielinizados. Los conejos tienen axo-

nes mielinizados pertenecientes a células ganglionares de unas zonas espećıficas de
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la retina (Ehinger et al., 1994; Morcos y Chang-Ling, 1997). En teleósteos hay axo-

nes mielinizados, y por tanto, oligodendrocitos en la CFNO (Wolburg, 1980; Lillo

et al., 1998). Se corresponden tanto con fibras retinópetas procedentes del núcleo

olfacto-retinal (Uchiyama, 1990), como con fibras retinófugas (Lillo et al., 1998). En

el carṕın se ha propuesto que los axones no mielinizados, que son más superficiales,

se corresponden con las células ganglionares jóvenes y los mielinizados con las células

ganglionares más antiguas (Easter et al., 1984).

Microgĺıa. La localización de las células microgliales en la retina es muy variable

en los distintos grupos de vertebrados. En teleósteos se distribuyen principalmente

en las capas plexiformes, en la CFNO, y en menor medida en las capas nucleares.

Su morfoloǵıa es por lo general de tipo ramificado, con un cuerpo celular pequeño

y unos procesos irregulares y cortos, aunque también se puede encontrar microgĺıa

ameboide en la periferia de la retina y en la superficie vitreal asociada a los vasos

sangúıneos (Velasco et al., 1995; Jimeno et al., 1999; Salvador-Silva et al., 2000; Lillo

et al., 2001).

La microgĺıa manifiesta su función principalmente en condiciones patológicas.

Ante cualquier daño o lesión se activa, transformándose en microgĺıa reactiva que

prolifera, adquiere actividad fagoćıtica y expresa moléculas propias de macrófagos.

Además, estas células modulan la respuesta inmune en todo el Sistema Nervioso

y producen tanto sustancias neurotóxicas como factores tróficos (Moore y Thanos,

1996; Stoll y Jander, 1999; Chen et al., 2002).
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1.2. Formación de la retina

1.2.1. Retinogénesis

El desarrollo del ojo en los vertebrados comienza con un proceso de morfogénesis

en el cual se produce una especificación regional de varias estructuras, seguido de la

adquisición del destino y función celular (Pei y Rhodin, 1970).

Al final de la neurulación se produce una expansión bilateral del prosencéfalo, que

se extiende hacia el ectodermo superficial formando la veśıcula óptica, a la vez que la

región medial se estrecha dando lugar al pedúnculo óptico. En ratón comienza en la

fase embrionaria de E8,5 y en pez cebra alrededor de las 11,5 horas postfecundación

(hpf). Las veśıculas ópticas se invaginan en su superficie lateral formando la copa

óptica. A la vez se constituye la placoda del cristalino a partir de un engrosamiento

del ectodermo superficial. La capa más externa de la copa óptica se adelgaza y da

lugar al epitelio pigmentario y la más interna prolifera transformándose en la retina

neuronal (Fig. 1.5) (Geneser, 1993; Chow y Lang, 2001). Las células del margen

forman el epitelio biestratificado del cuerpo ciliar y el iris. Otras estructuras del ojo,

como son los estromas del iris, el cuerpo ciliar y la córnea se originan a partir de

un cúmulo de células, entre la placoda del cristalino y el ectodermo, procedentes

del mesodermo y la cresta neural (Johnston et al., 1979; Thut et al., 2001; Soules y

Link, 2005).

Desde que aparece el primordio óptico, se observa un gran número de células

en mitosis en el mismo, mientras que durante la formación de la copa óptica hay

un aumento en la duración del ciclo celular, lo que conlleva una disminución del

número de figuras mitóticas (Li et al., 2000). Hacia el final de la morfogénesis, la

proliferación desaparece completamente en el estrato externo de la copa óptica, y las

células empiezan a cargarse de melanina. Sin embargo, en la retina neural la división

celular se acelera considerablemente.

En la retina del pez cebra la neurogénesis comienza hacia las 24 hpf (Schmitt y

Dowling, 1994). En un primer momento, las células de las veśıculas ópticas son mul-

tipotentes y expresan marcadores de células altamente indiferenciadas, tales como

rx1, otx2, pax6 y six3 (Zuber et al., 2003). La diferenciación de las células retinia-
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Figura 1.5: Esquema de la morfogénesis del ojo. Modificado de Chow y Lang, 2001

nas es un proceso altamente organizado, en el que las células ganglionares son las

primeras en diferenciarse, entre las 28 y las 32 hpf. Estas células expresan un factor

de transcripción llamado Athonal5 (Ath5), que constituye el primer marcador de

diferenciación de la retina. A partir de las 48 hpf aproximadamente, se produce la

diferenciación de las células amacrinas, bipolares, horizontales y de las células de

Müller, seguido por la diferenciación de los fotorreceptores. Además de una secuen-

cia temporal, se puede observar también una secuencia espacial en la neurogénesis

de la retina. Aśı, la primera zona en diferenciarse es la ventro-nasal y después se

extiende hacia la zona ventro-temporal (revisado en Morris y Fadool (2005)).

1.2.2. Neurogénesis en la retina adulta de teleósteos

La neurogénesis en animales adultos es un proceso que ha sido demostrado en

todas las especies de vertebrados estudiados hasta ahora, aunque con grandes di-

ferencias entre ellas. En mamı́feros se han descrito tres regiones encefálicas donde

se generan neuronas durante toda la vida del animal: el epitelio olfatorio, la zona

subependimal de los ventŕıculos laterales (desde donde las nuevas neuronas migran,

v́ıa la corriente migratoria rostral, hasta el bulbo olfatorio) y el giro dentado del hi-

pocampo (Altman, 1962; Alvarez-Buylla y Garćıa-Verdugo, 2002; Calof et al., 2002;

Taupin y Gage, 2002).

En otros vertebrados como anfibios (Bernocchi et al., 1990; Chetverukhin y Po-

lenov, 1993), reptiles (Font et al., 2001) y teleósteos (Zupanc, 1999; Ekström et al.,

2001) hay varias zonas de proliferación diferentes. De hecho, se ha demostrado que

la tasa de proliferación en el cerebro adulto de teleósteos es uno o dos órdenes de
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Figura 1.6: Localización de
las dos poblaciones de progeni-
tores en la retina de teleósteos,
la zona periférica germinal (A)
y los progenitores de bastón en
la retina central (B). Modifica-
do de Otteson et al. (2001)

magnitud superior a la del cerebro adulto de mamı́feros (Zupanc, 2006). Las zonas

de proliferación en teleósteos incluyen el bulbo olfatorio, las áreas telencefálicas,

el techo óptico, el cerebelo y el tronco del encéfalo. Se podŕıa generalizar que las

zonas de proliferación se localizan en la zona ventricular o en regiones que corres-

ponden a porciones ventriculares embrionarias (Zupanc, 1999; Ekström et al., 2001).

La formación de nuevas células no sólo permite el crecimiento continuo del Sistema

Nervioso a lo largo de toda la vida del animal, sino que posibilita también la regene-

ración tras una lesión (Easter, 1983; Raymond y Hitchcock, 2000). Una de las zonas

proliferativas del Sistema Nervioso Central más estudiadas en teleósteos ha sido el

sistema visual.

Müller, en 1952, realizó el primer estudio sobre el crecimiento postembrionario

de la retina de peces y demostró, junto con otros investigadores posteriores, que

desde la eclosión hasta los estadios adultos, hay un incremento en el número total

de neuronas retinianas y de fibras de la CFNO y del nervio óptico (Müller, 1952;

Lyall, 1957; Johns, 1977; Kock, 1982), además de aumentar el volumen de la misma.

El aumento del número de neuronas es debido a la presencia de un anillo de

células proliferativas situado en la periferia de la retina, denominado zona periférica

germinal o ZPG (Müller, 1952; Johns, 1977; Meyer, 1978) (Fig. 1.6 A).

El crecimiento en volumen se produce principalmente por la expansión del tejido

maduro debido a un aumento del número de procesos celulares. Esta expansión trae
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consigo una disminución de la densidad celular (Lyall, 1957; Johns y Easter, 1977;

Macy y Easter, 1981; Kock, 1982).

Los bastones son las únicas células cuya densidad celular no disminuye, ya que

en la retina madura hay un grupo de células progenitoras que dan lugar a bastones

de manera constante (Fig. 1.6 B).

Zona periférica germinal (ZPG)

La ZPG está formada por un conjunto de células proliferativas, con morfoloǵıa

neuroepitelial t́ıpica (Raymond y Rivlin, 1987) remanentes de la copa óptica, que

forman un ćırculo cont́ınuo en el margen de la retina (Müller, 1952; Grün, 1975;

Johns, 1977). En su extremo central se continúa con la retina neural y por su extremo

periférico se continúa con el estrato no pigmentado del epitelio ciliar (Olson et al.,

1999).

Además de su capacidad de autorrenovación, las células de la ZPG tienen la

capacidad de generar todos los tipos celulares de la retina durante toda la vida del

animal (Müller, 1952; Otteson y Hitchcock, 2003). Las células que se diferencian

forman anillos concéntricos de nueva retina, de modo que las nuevas oleadas quedan

en zonas progresivamente más periféricas (Johns, 1977; Scholes, 1979; Easter, 1992).

Este crecimiento anular crea un orden espacial muy concreto, originándose entre la

ZPG y la retina madura una zona de transición donde la laminación no está todav́ıa

establecida y las células están aún diferenciándose (Olson et al., 1999; Lillo et al.,

2001)(Fig. 1.7). Las distintas capas se van diferenciando progresivamente, siendo la

primera en diferenciarse la CCG seguida de la CNI y la CNE (Olson et al., 1999).

Las únicas células que no se diferencian en la zona de transición ni en la retina

adyacente son los bastones ya que, como hemos señalado anteriormente, hay una

población de progenitores en la retina madura que da lugar a dichas células (Johns,

1982; Raymond, 1985).

Linaje de bastones

La generación de nuevos bastones en teleósteos se caracteriza porque ocurre en

regiones maduras de la retina y se encuentra retrasada con respecto a la generación
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Figura 1.7: Esquema de la retina periférica de teleósteos, donde se muestran los pasos
de las células hasta diferenciarse. Modificado de Hitchcock et al. (2004)

del resto de las células retinianas (Raymond, 1991). De hecho, en el pez cebra, tras

la eclosión, la CNE consiste en una única capa de conos que se están diferenciando,

y no es hasta el final del periodo larvario cuando empiezan a formarse los bastones

(Johns, 1982; Branchek y Bremiller, 1984; Raymond, 1991). Incluso en estadios

adultos, buena parte de la retina periférica carece de bastones (Johns, 1982; Lillo

et al., 2001).

La procedencia de las células progenitoras de bastones ha sido intensamente de-

batida en los últimos años, ya que aunque tradicionalmente se créıa que proveńıan

únicamente de la ZPG (Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003), reciente-

mente se ha demostrado que las células de Müller también participan en el proceso

(Bernardos et al., 2007; Kassen et al., 2008; Stenkamp, 2011). En la retina recién

formada queda un remanente de células inmaduras, que se mantienen indiferencia-

das hasta que se diferencian en bastones (Fig. 1.8 A). Por otro lado, se ha propuesto

que las células de Müller tienen la capacidad de desdiferenciarse y generar nuevas

células progenitoras (Fig. 1.8 B).

En una retina intacta, las células progenitoras de bastón dan lugar únicamente a

bastones, pero tienen la capacidad de generar cualquier tipo retiniano frente a una
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1.2. Formación de la retina

Figura 1.8: Esquema que muestra el origen de los progenitores de bastón, a partir de
la zona periférica germinal (A, modificado de Otteson et al. (2001)) y a partir de la
desdiferenciación de las células de Müller (B, modificado de Bernardos et al. (2007))

lesión (Morris et al., 2008).

Los progenitores de bastón se han estudiado profundamente en el carṕın (Johns,

1982; Raymond, 1985; Cid et al., 2002; Sánchez-González, 2009), pero también en

otras especies de teleósteos como la trucha (Julian et al., 1998), la tenca y el pez cebra

(Cid et al., 2002; Raymond et al., 2006). Estos estudios indican que los progenitores

de bastón pueden ser de tres tipos según su capacidad proliferativa, su localización

y la morfoloǵıa de su núcleo.

Progenitores retinianos de la CNI. Son células prácticamente quiescentes,

redondeadas e indiferenciadas (Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003). Se

localizan en la región más vitreal de la CNI y expresan Pax6 (Otteson et al., 2001;

Otteson y Hitchcock, 2003; Sánchez-González, 2009) y Notch1 (Sánchez-González,

2009). Estas son las únicas células que son lo suficientemente inmaduras como para

producir progenitores que se diferencien a otros tipos celulares en caso de lesión

(Morris et al., 2008), a excepción de las células de Müller que tienen capacidad de

desdiferenciación (Bernardos et al., 2007).
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Progenitores en migración. Cuando los progenitores de la CNI se dividen,

además de renovarse generan otro tipo de células que migran a través de la CNI

y la CPE hasta la CNE (Otteson y Hitchcock, 2003). Dichas células se disponen ais-

ladas o en pequeños grupos de tres o cuatro células asociadas a las células de Müller

(Raymond y Rivlin, 1987). Su morfoloǵıa es alargada, con dos procesos vitreales que

nunca se extienden fuera de la CNI y un proceso escleral que puede penetrar en la

CPE (Raymond y Rivlin, 1987).

Precursores de bastón. Una vez en la CNE, los progenitores se convierten en

el tercer tipo de células, los precursores de bastón (Julian et al., 1998). Se localizan

en posición vitreal dentro de la CNE y poseen uno o dos procesos esclerales que no

sobrepasan la MLE, pero nunca presentan procesos vitreales (Raymond y Rivlin,

1987). Se dividen muy rápidamente y su número es más abundante que el de los

otros dos tipos, por lo que fueron los primeros progenitores de bastón en ser descritos

(Johns, 1982; Raymond, 1985).

Progenitores en la retina de otros vertebrados

Podemos afirmar, en general, que la neurogénesis en el Sistema Nervioso Central

adulto se ha ido reduciendo progresivamente en el transcurso de la evolución de los

vertebrados, no sólo en la capacidad de proliferación, sino también en la capacidad

para formar ciertos tipos celulares. Lo mismo ocurre en la retina, ya que mientras los

progenitores de bastón son exclusivos de peces, se han descrito zonas proliferativas

similares a la ZPG en otros grupos de vertebrados (Fig. 1.9).

Anfibios. Los anfibios, al igual que los teleósteos, tienen una ZPG en la retina que

en este grupo se denomina zona marginal ciliar o ZMC (Hollyfield, 1968; Straznicky

y Gaze, 1971; Umino y Saito, 2002). Ha sido muy estudiada sobre todo en Xenopus,

y en algunos aspectos es mejor conocida que la ZPG de teleósteos. Se ha descrito

que la ZMC se divide en cuatro regiones, según el grado de diferenciación y la capa-

cidad de proliferación que posean las células (Perron et al., 1998). En la región más

periférica se sitúan las células multipotentes, con un ciclo celular lento, seguidas por

retinoblastos multipotentes con una división más activa; a continuación se disponen
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los retinoblastos que se comprometen hacia tipos celulares concretos, y en la zona

más central se encuentran las células que comienzan a diferenciarse (Perron et al.,

1998; Perron y Harris, 2000; Hitchcock et al., 2004).

Aves y mamı́feros. La retina de aves y mamı́feros sigue creciendo tras la eclo-

sión o el nacimiento, aunque por un periodo limitado (Perron y Harris, 2000; Kubota

et al., 2002). Hasta hace relativamente poco se créıa que era debido exclusivamente

a una expansión del tejido; sin embargo, estudios más recientes apuntan que hay

proliferación celular. En algunas especies de aves se ha descrito la presencia de una

zona proliferativa similar a la ZPG de teleósteos y a la ZMC de anfibios, que per-

manece activa hasta los dos meses tras la eclosión (Kubota et al., 2002). Las células

de esa región, a diferencia de los teleósteos o los anfibios, tienen una potencialidad

restringida para dar lugar a ciertos tipos celulares (Fischer y Reh, 2000). En ratones

y ratas la actividad mitótica tras la retinogénesis se reduce a células del epitelio

ciliar (Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Kubota et al., 2002). Además, las

células del estrato pigmentado del epitelio ciliar se comportan como células tronca-

les in vitro aunque in vivo permanezcan quiescentes (Ahmad et al., 2000; Tropepe

et al., 2000; Bhatia et al., 2009).

Figura 1.9: Localización de las poblaciones de progenitores neurales descritas en la retina
adulta de distintos grupos de vertebrados. ZPG, zona periférica germinal; L-B, linaje de
bastones; ECNP, epitelio ciliar no pigmentado; ECP, epitelio ciliar pigmentado. Amato
et al. (2004b)
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1.3. Enfermedades retinianas y terapia celular

La degeneración de los fotorreceptores ocurre en determinadas enfermedades

retinianas como la retinosis pigmentaria, la retinopat́ıa diabética y la degeneración

macular asociada a la edad.

La retinosis pigmentaria es un grupo heterogéneo de enfermedades retinianas

hereditarias, y supone la más común de las enfermedades degenerativas de la retina

a nivel mundial, con una incidencia de aproximadamente un caso por cada 3000

habitantes (Nájera et al., 1995; Hartong et al., 2006; Shintani et al., 2009). Hasta

el momento se han descrito hasta 45 genes afectados, que explican únicamente el

problema del 60 % de los pacientes. La enfermedad se puede heredar de forma au-

tosómica recesiva, autosómica dominante o bien ligada al cromosoma X (Hartong

et al., 2006). La mayor parte de los genes implicados están relacionados con los

bastones, que por tanto son los primeros en degenerar. La muerte de los bastones

induce una muerte posterior de los conos (Hartong et al., 2006).

La retinopat́ıa diabética es una de las complicaciones derivadas tanto de la diabe-

tes tipo 1 como de la de tipo 2. Es la principal causa de ceguera entre los individuos

en edad de trabajar de Estados Unidos. Aunque siempre se ha pensado que ocurre

por un deterioro de los vasos sangúıneos que irrigan la retina, se ha descrito que hay

muerte de las neuronas de la retina previamente a observar dicho deterioro (Seki

et al., 2004; Arden et al., 2005; Gastinger et al., 2006; Kern y Barber, 2008). En

el caso de los bastones puede deberse a hipoxia, que ocurre en la retina normal,

pero aumenta en la retina enferma, ya que la irrigación sangúınea está alterada en

pacientes diabéticos (Arden et al., 2005).

En Occidente, la principal causa de ceguera en las personas mayores de 65 años es

la degeneración macular asociada a la edad (DMAE). Hay dos tipos de DMAE, la no

exudativa o atrófica, caracterizada por la degeneración de los capilares, de la retina

neurosensorial y del epitelio pigmentario, y la exudativa o neovascular. Esta enfer-

medad tiene un componente genético (Ting et al., 2009), pero hay varios factores

ambientales que aumentan el riesgo de sufrirla, como el tabaquismo (Ni Dhubhghaill

et al., 2010) o la infección por Chlamydia pneumoniae (Robman et al., 2005) entre

otros.
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De las tres retinopat́ıas aqúı descritas, en la actualidad únicamente tiene trata-

miento efectivo la DMAE exudativa. Una de las terapias más utilizadas para tratar

dichas enfermedades han sido los trasplantes, y en ese sentido se han realizado tras-

plantes 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. El gra-

do de recuperación obtenido no está muy claro, ya que parece que sólo los trasplantes

tienen un efecto neuroprotector retardando la degeneración de los fotorreceptores.

Una desventaja en este tipo de terapia es que se requiere gran cantidad de tejido, lo

que dificulta la posibilidad de realizar autotrasplantes en humanos.

Sin embargo, al descubrirse la presencia de células progenitoras en la retina adul-

ta de mamı́feros, se abre la posibilidad de analizar nuevas estrategias terapéuticas

orientadas a reponer las células que se han perdido. Estos nuevos hallazgos han hecho

que muchos investigadores se replanteen las terapias celulares utilizadas hasta el mo-

mento, ya que las células progenitoras permitiŕıan realizar trasplantes mas precisos

que repusieran espećıficamente los tipos celulares degenerados. Se ha descrito que el

grado de diferenciación de las células a trasplantar es un factor determinante (Ma-

cLaren et al., 2006), ya que su integración en la retina degenerativa dependerá 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 diferenciación óptimo para el trasplante. Este

nuevo enfoque genera la necesidad de abordar la caracterización de los progenitores

retinianos, ya que los datos obtenidos en los estudios in vivo son insuficientes a la ho-

ra de plantear nuevas terapias celulares. Todo ello ha conducido a que, además de su

caracterización in vivo, los estudios in vitro se hayan convertido en una herramienta

imprescindible para caracterizar los progenitores retinianos.

1.4. Detección y caracterización de las células pro-

genitoras

El primer paso para la caracterización de las células progenitoras en secciones

de tejido es su identificación mediante marcadores de proliferación celular. En la

actualidad hay numerosos productos destinados a este fin: los nucleótidos marcados
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o los análogos de los nucleótidos (la timidina tritiada o la 5-bromo-2-desoxiuridina,

entre otros), las protéınas implicadas en el ciclo celular como la PCNA (Proliferating

Cell Nuclear Antigen) o la histona H3 fosforilada. La PCNA es un cofactor de la

ADN polimerasa delta (Bravo et al., 1987; Prelich et al., 1987), que se expresa

mayoritariamente en la fase S del ciclo celular (Bravo y Macdonald-Bravo, 1987;

Negishi et al., 1990; Bolton et al., 1992). La fosforilación de la histona H3 en una

serina del extremo N-terminal (Prigent y Dimitrov, 2003) está relacionada espacial

y temporalmente con la condensación cromosómica: comienza en la fase G2 del ciclo

celular y se mantiene en la fase M (Hendzel et al., 1997).

Figura 1.10: Estruc-
tura de la 5-bromo-2-
desoxiuridina

El marcador más utilizado en la actualidad para identi-

ficar células en proliferación es la 5-bromo-2-desoxiuridina o

BrdU, que es un nucleótido sintético análogo a la timidina

(Fig. 1.10). En su presencia, las células durante la replicación

incorporan BrdU preferentemente en vez de timidina. De esta

manera, la nueva hebra se puede detectar mediante una in-

munohistoqúımica con anticuerpos espećıficos contra BrdU.

Se ha descrito que la tasa de incorporación de BrdU oscila

entre un 99,8 % y un 100 % en estudios in vitro (Bick y Da-

vidson, 1974). La ventaja de la utilización de BrdU frente a

PCNA o a histona H3 fosforilada es que marca todas las células que se han dividido

desde la primera aplicación, mientras que los otros dos métodos marcan sólo las

células que se encuentran en una fase determinada del ciclo celular.

Una vez detectadas las células progenitoras, el siguiente paso es su caracteriza-

ción, estudiando la expresión de diferentes marcadores moleculares, bien marcadores

de células indiferenciadas o marcadores relacionados con la diferenciación celular de

las células de la retina.

1.4.1. Prox1

El gen Prox1 es un homólogo del gen prospero de Drosophila. Se ha detectado en

varios grupos de vertebrados, sin encontrarse en ningún caso genes parálogos (Oliver

et al., 1993; Tomarev et al., 1996; Glasgow y Tomarev, 1998). La protéına tiene

en el extremo C-terminal una región conservada denominada prospero, que podŕıa
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participar en la unión al ADN o a otras protéınas, además de un homeodominio

(Bürglin, 1994; Tomarev et al., 1996).

Prox1 se expresa en varios tejidos durante el desarrollo y en estadios adultos:

hepatocitos, epitelio del páncreas, endotelio linfático y en diversas estructuras del

SNC y periférico (Oliver et al., 1993; Tomarev et al., 1996; Rodriguez-Niedenführ

et al., 2001). Durante la retinogénesis Prox1 interviene en la diferenciación de las

células horizontales y bipolares (Dyer et al., 2003; Cid et al., 2010). En la retina

madura se encuentra en células horizontales, amacrinas y bipolares (Belecky-Adams

et al., 1997; Dyer et al., 2003; Edqvist y Halböök, 2004; Cid et al., 2010). En carṕın,

la protéına Prox1 se expresa en la ZPG y en progenitores de bastón en migración

(Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010), aśı como en células de Müller (Cid et al.,

2010).

1.4.2. Pax6

Figura 1.11: Estructura terciaria
de Pax6

Los genes de la familia Pax (paired box) co-

difican factores de transcripción fundamentales

para el desarrollo embrionario. Estos factores

poseen un dominio de unión al ADN denomi-

nado paired, y algunos además pueden presen-

tar otro dominio de unión, un homeodominio

con estructura hélice-giro-hélice (Kissinger et al.,

1990; Tremblay y Gruss, 1994). El gen Pax 6

(Fig. 1.11) presenta un alto grado de conserva-

ción en la evolución, con gran homoloǵıa incluso

entre vertebrados e invertebrados (Püschel et al., 1992; Del Rio-Tsonis et al., 1995;

Hirsch y Harris, 1997). En peces se encuentra duplicado (pax6a, pax6b), aunque

ambos cumplen una función similar al gen de mamı́feros (Nornes et al., 1998). Se

trata de un gen de 17 exones situado en el cromosoma 25 (Lakowski et al., 2007).

El gen Pax6 se considera clave en el desarrollo y formación del ojo, ya que muta-

ciones del mismo producen enfermedades en humanos como la aniridia o la anomaĺıa

de Peter (Prosser y van Heyningen, 1998; Hever et al., 2006), y su sobreexpresión

en Drosophila y Xenopus induce la formación ectópica de ojos (Halder et al., 1995;
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Chow et al., 1999). En individuos adultos se expresa en la CCG y en el estrato vitreal

de la CNI (Krauss et al., 1991; Martin et al., 1992; Püschel et al., 1992; Hitchcock

et al., 1996; Hirsch y Harris, 1997; Bhat et al., 1999; Kaneko et al., 1999; Strickler

et al., 2001; Ziman et al., 2001), aśı como en células horizontales (Edqvist et al.,

2006; Fischer et al., 2007). En teleósteos el gen se expresa también en los progenito-

res de la CNI (Otteson et al., 2001; Raymond et al., 2006; Sánchez-González, 2009),

y en la ZPG (Hitchcock et al., 1996; Perron et al., 1998; Kaneko et al., 1999; Faillace

et al., 2002; Sánchez-González, 2009).

1.4.3. Sox2

Figura 1.12: Modo de unión
de Sox2 al ADN. Modificado de
Wilson y Koopman (2002)

La familia de los factores de transcripción Sox

(de “caja de la región determinante sexual del cro-

mosoma Y, SRY-box”) está formada por 9 grupos de

genes que codifican para protéınas que se unen a la

hélice menor del ADN, lo que provoca que el ADN se

curve (Ferrari et al., 1992). Sox2 pertenece al grupo

B1 (Bowles et al., 2000), está situado en el cromo-

soma 22 del pez cebra y al igual que la mayoŕıa de

los otros genes de la familia (Pevny y Lovell-Badge,

1997) carece de intrones. La protéına posee un grupo

de alta movilidad (HMG, de sus siglas en inglés), que

es el encargado de interaccionar con el ADN (Kama-

chi et al., 1999; Wissmüller et al., 2006), aunque debido a su poca estabilidad, esta

unión tiene que darse junto a otras protéınas (Scaffidi y Bianchi, 2001; Wilson y

Koopman, 2002) (Fig. 1.12).

Sox2 se expresa en células troncales multipotentes del neuroepitelio embrionario,

y se encarga de mantener su capacidad proliferativa, compitiendo con los factores

proneurogénicos (Bylund et al., 2003). Es uno de los factores que intervienen en la in-

ducción de células troncales pluripotentes a partir de otros tejidos, tanto en animales

(Takahashi y Yamanaka, 2006) como en humanos (Takahashi et al., 2007; Yu et al.,

2007). Además, interacciona con Pax6 en distintos momentos de la morfogénesis del

ojo (Hever et al., 2006; Inoue et al., 2007; Smith et al., 2009). Está implicado en la

diferenciación de células amacrinas en la retina del pollo (Rouëdec et al., 2002) y de
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ratón (Lin et al., 2009), y se mantiene su expresión en células amacrinas colinérgicas

diferenciadas (Fischer et al., 2010a), también en el pez cebra (Jusuf y Harris, 2009).

Sox2 se expresa en células gliales en la retina, como en astrocitos (Fischer et al.,

2010a) y en células de Müller (Taranova et al., 2006). Su mutación se ha relacionado

con la anoftalmia (Fantes et al., 2003; Hever et al., 2006; Williamson et al., 2006),

y podŕıa estar relacionado también con distintos tipos de cánceres (Pevny y Nicolis,

2010).

1.4.4. Islet1

Islet 1 es un factor de transcripción potenciador del gen de la insulina, y fue

descrito por primera vez por Karlsson et al. (1990) en células pancreáticas. Forma

parte de la familia de homeoprotéınas LIM (Karlsson et al., 1990; Dawid et al., 1995).

Está implicado en la determinación celular en algunos sistemas tisulares, tales como

las motoneuronas (Ericson et al., 1992; Appel et al., 1995) y otras neuronas del SNC

(Thor et al., 1991), y actúa en combinación con factores de transcripción bHLH

(hélice-bucle-hélice básica) como NeuroD (Korzh et al., 1998). Se ha utilizado Islet1

como un marcador de células troncales multipotentes en el corazón de ratón (Moretti

et al., 2006), humano (Bu et al., 2009) y pez cebra (Hami et al., 2011).

En la retina, Islet1 se expresa principalmente en células ganglionares, y de hecho

se utiliza como marcador de dichas células en el pollo (Austin et al., 1995) y en ratón

(Marchena et al., 2011). Se ha descrito que Islet1 está implicado en la diferencia-

ción de células amacrinas colinérgicas de rata (Galli-Resta et al., 1997) y de ratón

(Elshatory et al., 2007b), y en bipolares ON de ratón (Elshatory et al., 2007b) y de

humanos (Haverkamp et al., 2003). Se expresa también en las células horizontales sin

axón en el pollo (Fischer et al., 2007; Edqvist et al., 2008; Suga et al., 2009) y en el

cerdo (Guduric-Fuchs et al., 2009). En el ratón, regula el número de células horizon-

tales, aunque no se expresa en células adultas (Whitney et al., 2011). Los estudios

sobre la expresión de Islet1 en la retina de teleósteos se han hecho principalmente

durante el desarrollo. Aśı, se sabe que en el pez cebra, las primeras células positivas

para Islet1 aparecen a las 24 horas post-fecundación (Korzh et al., 1993) y que a

lo largo del desarrollo se expresa en células ganglionares, horizontales, amacrinas y

bipolares (Shkumatava et al., 2004; Shkumatava y Neumann, 2005). En la retina de
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tenca adulta se encuentra también en los cuatro tipos de células (Bejarano-Escobar

et al., 2009), al igual que en el carṕın (Sánchez-González, 2009).

1.4.5. Sonic Hedgehog (SHH)

Figura 1.13: Ruta de acción de la
protéına Sonic Hedgehog. Modificado de
Weitzman (2002)

La protéına Sonic Hedgehog (SHH) per-

tenece a la familia de proteinas Hedgehog.

Fueron descubiertas por primera vez en Dro-

sophila y su nombre proviene de las púas

que desarrollan los mutantes, similares a las

de un erizo (hedghog en inglés) (Nüsslein-

Volhard y Wieschaus, 1980). Son moléculas

altamente conservadas desde las moscas has-

ta los mamı́feros y funcionan como protéınas

de señalización intercelular. En el pez cebra

hay dos genes que codifican para Shh, Shh

a y Shh b, conocido este último también como Twhh (de las siglas en inglés de

Tiggy-winkle hedgehog). Ambas están implicadas en el establecimiento de patrones

en el desarrollo mediante la unión al receptor Patched (Ptc). Esta unión activa a la

protéına transmembrana Smoothened (Smo) que regula la expresión de factores de

transcripción Gli (Ingham et al., 1991) (Fig. 1.13).

Shh es una protéına clave en la inducción de la formación de los pedúnculos

ópticos. Más adelante en el desarrollo, se encuentra en las células del epitelio pig-

mentario, las celulas ganglionares y las células amacrinas, siendo la encargada de la

salida del ciclo celular de las células en división y su transformación en los distintos

tipos celulares (Stenkamp et al., 2000; Shkumatava et al., 2004; Shkumatava y Neu-

mann, 2005). Es un factor fundamental para el mantenimiento de los fotorreceptores

en peces cebra adultos (Stenkamp et al., 2008); y en cultivos de células de mamı́feros

las dirige hacia bastones (Levine et al., 1997; Osakada et al., 2008).
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1.4.6. Nestina

La nestina es una protéına del citoesqueleto que pertenece a la familia de los

filamentos intermedios de tipo VI (Liem, 1993) y Forma heterod́ımeros con vimentina

y desmina (Sjöberg et al., 1994; Marvin et al., 1998), entre otros. También interviene

en procesos de reorganización celular que facilitan procesos caracteŕısticos de células

indiferenciadas, como son la migración y la mitosis (Palm et al., 2000; Rietze et al.,

2001).

Fue descrita por primera vez en células mitóticamente activas del Sistema Ner-

vioso Central y del Sistema Nervioso Periférico que eran capaces de generar tanto

neuronas como células gliales durante la embriogénesis temprana (Hockfield y Mc-

Kay, 1985), y en células troncales neuroepiteliales (Lendahl et al., 1990). Posterior-

mente se ha descrito en tejido no neural, como el páncreas (Delacour et al., 2004) y

el intestino (Rauch et al., 2006).

Se ha demostrado que la nestina es un marcador de células multipotentes, que

dan lugar a varios linajes neurales en el Sistema Nervioso adulto (Steinert et al.,

1999; Messam et al., 2000; Sahlgren et al., 2001), aunque también se expresa en

gĺıa radial (Hockfield y McKay, 1985) y en astrocitos reactivos (Clarke et al., 1994).

Durante el desarrollo, la presencia de nestina es necesaria para regular la apoptosis,

aunque se desconoce el mecanismo concreto de regulación (Chen et al., 2010).

En la retina humana la nestina se expresa tanto en la CCG como en la CNI

(Mayer et al., 2003). En la retina de los teleósteos, se ha demostrado que se expresa

ampliamente en la CNI tanto en el esturión (Fang et al., 2009) como en el carṕın

(Sánchez-González, 2009).

1.4.7. Calretinina

La calretinina (CR) o calbindina 2, es una protéına ligante de calcio de 29kDa,

descubierta por primera vez en la retina del pollo (Rogers, 1987). Forma parte de

la familia de protéınas mano EF, junto con la parvalbúmina o la calmodulina. Se

expresa principalmente en las neuronas del Sistema Nervioso Central implicadas en

órganos sensoriales (Resibois y Rogers, 1992). En peces hay expresión de calretinina
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en el techo óptico de tenca (Arévalo et al., 1995) y del pez cebra (Castro et al.,

2006; Arenzana et al., 2011), en el área preóptica de la trucha (Castro et al., 2003)

y en las fibras del sistema electrosensorial en peces mormı́ridos (Friedman y Kawa-

saki, 1997). En la retina del pez cebra se empieza a expresar a las 48 horas post

fecundación, con un marcaje correspondiente a células amacrinas (Arenzana et al.,

2011). Posteriormente, se expresa en las células ganglionares y en amacrinas de la

CNI, y esta distribución se mantiene hasta la edad adulta (Yazulla y Studholme,

2001; Garćıa-Crespo y Vecino, 2004; Arenzana et al., 2011; Cederlund et al., 2011).

Se observa un gradiente de expresión, sin marcaje en la ZPG y con un marcaje cada

vez más intenso a medida que nos acercamos a la retina más central (Garćıa-Crespo

y Vecino, 2004; Lima et al., 2007).

La calretinina está implicada en los procesos de diferenciación de las células

progenitoras (Brandt et al., 2003; Kempermann et al., 2004), y se ha utilizado como

marcador de diferenciación en la retina (Fischer et al., 2002b; Karl et al., 2008;

Ferreiro-Galve et al., 2010) y en cultivos de células progenitoras (Yang et al., 2002;

Lawrence et al., 2007)
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Caṕıtulo 2

Justificación, hipótesis y objetivos
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La reciente caracterización de progenitores neurales en la retina adulta de mamı́fe-

ros (Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000), genera perspectivas sobre el trata-

miento de las principales enfermedades retinianas mediante terapias celulares (Bull

y Martin, 2011; Tibbetts et al., 2012). Estos progenitores, sin capacidad de división

in vivo en la retina de mamı́feros adultos, proliferan in vitro. Los datos preliminares

sobre el tratamiento de las enfermedades retinianas indican que el grado de dife-

renciación de las células es determinante para su correcta inserción, integración y

funcionalidad (MacLaren et al., 2006).

Como modelo de estudio, los teleósteos suponen una ventaja en la neurogénesis

adulta en comparación al resto de vertebrados, ya que poseen en el SNC varios ni-

chos en los que tiene lugar proliferación celular durante toda la vida adulta (Hinsch

y Zupanc, 2006; Zupanc, 2008). Esto les permite no sólo generar nuevas neuronas

durante toda la vida del individuo, sino también regenerar lesiones (Jimeno, 2001;

Morris et al., 2008). En el caso de la retina, además de la zona periférica germi-

nal (Müller, 1952), presente también en otros grupos de animales (Hollyfield, 1968;

Hitchcock et al., 2004), hay otro nicho de proliferación en la retina central (Otte-

son et al., 2001; Kassen et al., 2008). Se conoce la existencia de estos nichos desde

los estudios de Johns (1982) y la caracterización de dichas células se ha realizado

básicamente en carṕın (Cid et al., 2002; Sánchez-González, 2009). En el pez cebra

pocos datos sobre estos y su evolución in vivo e in vitro .

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un protocolo para el cultivo de las célu-

las progenitoras del carṕın (Sánchez-González, 2009). Dado el extenso conocimiento

que se posee sobre el genoma del pez cebra, el uso del protocolo anteriormente citado

nos puede aportar más datos sobre el comportamiento de los progenitores retinianos

en los peces teleósteos.

La hipótesis de partida es que los progenitores retinianos del pez cebra adulto,

caracterizados mediante estudios ex vivo con distintos marcadores, permitirán se-

leccionar y cultivar progenitores neurales en medios espećıficos adaptados para el

pez cebra, además de conseguir neuroesferas y condicionar la diferenciación de las

mismas hacia los distintos tipos celulares.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la caracterización de las células

progenitoras neurales de retina adulta de pez cebra tanto ex vivo como in vitro. Los
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objetivos concretos de la misma son:

Establecer un protocolo de administración de BrdU que permita marcar el

mayor número posible de células en proliferación.

Analizar la evolución de las poblaciones de los progenitores retinianos a largo

plazo.

Caracterización morfológica y funcional de dos poblaciones de células progeni-

toras de la retina del pez cebra: los progenitores de la zona periférica germinal

y de los precursores de bastones de las capas nucleares interna y externa de la

retina madura.

Desarrollar un protocolo de cultivo primario para células de retina adulta de

pez cebra, y determinar las caracteŕısticas de viabilidad y proliferación de las

mismas.

Describir la evolución temporal de la expresión de marcadores en neuroesferas

de progenitores neurales de retina adulta del pez cebra.

Analizar la diferenciación de los progenitores neurales de retina de pez cebra

en cultivos de neuroesferas.
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3.1. Animal de experimentación

3.1. Animal de experimentación

3.1.1. Danio rerio (Hamilton, 1822)

Figura 3.1: Ejemplar adulto de pez cebra

El pez cebra, Danio rerio, (Fig. 3.1)

es un pez tropical de agua dulce de la

familia Cyprinidae, subfamilia Ras-

borinae, que está emparentado con

las carpas y los barbos. Es originario

del sudeste asiático y se encuentra en

los ŕıos del norte de India, norte de

Pakistan, Bhutan y Nepal. Es muy

común en acuarios, debido a su fácil

manejo. En 1970 se empezó a utilizar

en los laboratorios (Streisinger et al., 1981), pero su uso para estudios de bioloǵıa

del desarrollo no se generalizó hasta los años 90 (Schilling y Webb, 2007). Es un

organismo diploide que posee 25 pares de cromosomas y tiene un genoma compues-

to por 1700 millones de pares de bases. Tiene un genoma duplicado probablemente

después de la separación de los linajes de tetrápodos y teleósteos (Woods et al.,

2000). Con aproximadamente tres cent́ımetros de largo, este teleósteo ofrece nume-

rosas ventajas en investigación y aśı, por ejemplo su corto tiempo de generación lo

hace ideal para estudios genéticos (Wixon, 2000). Otra de las caracteŕısticas que lo

hacen especialmente interesante en investigación, es la capacidad del cerebro adulto

de producir nuevas neuronas en condiciones normales y de regeneración tras una

lesión (Zupanc, 2008).

3.1.2. Manipulación de los animales

En este trabajo experimental hemos utilizado ejemplares adultos silvestres, su-

ministrados por Hobby Acuarium, Salamanca.

Los animales se mantuvieron en acuarios de tamaño apropiado y en condiciones

adecuadas de aireación y alimentación. Se estableció un fotoperiodo de 14 h de luz y

10 h de oscuridad. La temperatura del agua se mantuvo a 20 ◦C(± 2 ◦C). En todos
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3. Material y métodos

los casos los estudios se realizaron tras un periodo de adaptación mı́nimo de una

semana.

Para su procesamiento, los animales se anestesiaron sumergiéndolos en una solu-

ción de metasulfonato de tricáına (MS-222, Sigma) a una concentración de 0,2 g/L.

El sacrificio se realizó mediante decapitación.

Todos los protocolos de mantenimiento, manipulación y sacrificio de los anima-

les se llevaron a cabo cumpliendo las directrices del Consejo de las Comunidades

Europeas (86/609/EEC, 2003/65/EC y 2010/63/EU) y de la legislación española

(RD 1201/2005 de 10 de octubre, BOE de 21 de octubre de 2005) vigentes para

el uso y cuidado de animales de laboratorio, y bajo la supervisión del Servicio de

Experimentación Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca.

3.1.3. Pinzamiento del nervio óptico

Partiendo del protocolo descrito por Parrilla-Monge (2010) para el pinzamiento

del nervio óptico del carṕın, hemos adaptado los procedimientos para el pez cebra.

Los peces anestesiados se colocaron bajo una lupa y se recortó parte del tejido

conjuntivo que rodea al ojo. Con ayuda de unas pinzas se giró el ojo para tener

acceso al nervio óptico y se pinzó durante unos 3 segundos, teniendo cuidado de no

dañar la arteria central.

3.2. Procesamiento de los ojos para estudio de

secciones

3.2.1. Inyección de BrdU

Una vez anestesiados los animales, se inyectaron en el abdomen 30µL de una

solución de 30mg/mL de BrdU (Sigma) disuelta en suero fisiológico. Esta inyección

fue única para el estudio a largo plazo, o se repitió cuatro veces en d́ıas alternos,

para los estudios de caracterización. Durante el tratamiento los animales fueron
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mantenidos en agua con azul de metileno y cristal violeta, para prevenir infecciones.

El azul de metileno funciona como un bactericida de bajo espectro, mientras que

el cristal violeta o violeta de cresilo actúa como antifúngico y bactericida. El d́ıa

posterior a la última inyección los peces fueron sacrificados y los ojos extráıdos para

ser tratados mediante la técnica inmunohistoqúımica.

3.2.2. Extracción del ojo

Tras el sacrificio de los peces según lo descrito en el apartado anterior (3.2.1),

se procedió a la extracción del globo ocular cortando la musculatura extraocular y

el nervio óptico. Para facilitar el acceso de las soluciones a la retina, se extrajo el

cristalino realizando una incisión en la cornea.

3.2.3. Fijación y corte

Para preservar la estructura y caracteŕısticas del tejido vivo, el globo ocular fue

fijado en una solución de paraformaldehido al 4 % en tampón fosfato 0,1 M pH 7,4,

durante una noche a 4◦C. Después, los ojos se lavaron tres veces, durante 10 minutos

cada vez, en tampón fosfato a fin de eliminar los posibles restos de fijador y evitar

aśı una sobrefijación.

A continuación los ojos se crioprotegieron en una solución de sacarosa al 30 % en

tampón fosfato. Cuando los ojos estaban crioprotegidos, o bien se reservaron en una

solución congeladora a -20◦C hasta su uso, o bien se encastraron en un molde con

agar al 1,5 % y sacarosa, que fue de nuevo crioprotegido en la solución de sacarosa

al 30 % en tampón fosfato.

Los bloques se embebieron en un producto adecuado para la congelación (OCT,

Tissue-Teck, Sakura) y fueron congelados sobre una base metálica enfriada con

nitrógeno ĺıquido. En un criostato (Leica) se realizaron cortes de 12 µm de grosor

siguiendo un plano de orientación naso-temporal (Fig. 3.2). Las secciones se reco-

gieron sobre portaobjetos gelatinizados. Tras secar las secciones, se mantuvieron a

-20◦C hasta su uso.
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Figura 3.2: Proceso de corte esquematizado

3.3. Cultivo de células retinianas

3.3.1. Pretratamiento de los animales

Los peces utilizados para estos experimentos fueron estabulados durante una

semana previa al experimento en agua con azul de metileno y cristal violeta a fin de

reducir al mı́nimo la contaminación.

El d́ıa previo al experimento los peces fueron mantenidos en oscuridad para

facilitar el aislamiento de la retina, ya que, como se ha comentado en la introducción,

en oscuridad los segmentos externos de los bastones se retraen y es más fácil separar

la retina del epitelio pigmentario.

3.3.2. Extracción y disgregación de las retinas

Una vez anestesiados los animales en una solución de metanosulfonato de tricáına

(MS-222, Sigma) a una concentración de 0,3 g/L, se extrajeron los ojos y se realizó el

procedimiento para aislar la retina. Se separan las capas más externas del globo

ocular, la esclera y la coroides por el polo posterior, tras lo cual se extrae la córnea,

el iris y el cristalino. El último paso es separar la retina del epitelio pigmentario y

cortar la porción restante de nervio óptico. El aislamiento se llevó a cabo bajo una

lupa en una sala esteril y en el medio Leibovitz L15 (Invitrogen, CA, EEUU) con

Ciprofloxacino y Fungizona. Las retinas se aislaron de forma individual en placas de

60mm. Todo el material quirúrgico utilizado fue esterilizado previamente.

Las retinas aisladas se lavaron en el medio de extracción y se realizó una digestión
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enzimática en 5mL de una solución denominada PDD en un baño a 37◦C durante

10 minutos, acompañado por la disgregación mecánica con una pipeta serológica.

La solución PDD contiene 0,01 % de papáına (Sigma), 0.1 % de dispasa II (Roche)

y 0.01 % de DNAsa I (Roche) disuelto en solución de Hank’s (Invitrogen).

Después se pasó a centrifugar la muestra obtenida a 1200 rpm durante 5 min y

el pellet se resuspendió en el medio de cultivo. Las células se lavaron dos veces más

repitiendo el mismo procedimiento.

3.3.3. Cultivo de las células

Las células, tras cribarlas con un tamiz celular de 40 µm, se cultivaron en dos

frascos de cultivo con 8 mL de medio de cultivo consistente en medio Neurobasal A

suplementado con B27 (Gibco), estreptomicina, penicilina, heparina, L-Glutamina y

anfotericina C en las concentraciones determinadas (Sánchez-González, 2009) (Cua-

dro 3.1). Antes de utilizar el medio se añadió ciprofloxacino, el factor de crecimiento

epidérmico (EGF, de sus siglas en inglés) y el factor de crecimiento de fibroblastos

básico (bFGF, de sus siglas en inglés).

Medio Neurobasal A suplementado

Factores de crecimiento
EGF 20ng/mL

bEGF 20ng/mL

Antibióticos
Estreptomicina 100U/mL

Penicilina 100U/mL
Ciprofloxacino 1µg/mL

Antifúngico Anfotericina B 100 µg/mL
Suplemento comercial B27 20 µL/mL

L-Glutamina 200mM
Heparina 2 µg/mL

Cuadro 3.1: Composición del medio utilizado para los cultivos

Cada dos d́ıas se añadieron los factores de crecimiento, y cuando se formaban neu-

roesferas suficientemente grandes se procedió a disgregarlas. Para ello se recogió el

medio y se centrifugó a 1200 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recogió y

se filtró con un filtro de 0,22 µm y se reservó para resembrar las células. Sobre el

pellet se añadieron 400 µL de Accutase (Millipore) previamente atemperada a 37◦C.

Se incubaron las células durante 5 minutos a 37◦C y luego se disgregaron las esferas
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mecánicamente con una pipeta. Para parar la reacción enzimática se añadieron 2

mL de medio Neurobasal A y se repitió la centrifugación. El pellet se resuspendió en

medio de cultivo fresco y medio de cultivo reservado anteriormente a partes iguales

en el doble de volumen en el que estaban sembradas anteriormente.

3.3.4. Estudio de la viabilidad del cultivo mediante el ensayo

MTT

Para estudiar la viabilidad de las células del cultivo se realizó la prueba del

MTT (Mosmann, 1983). Este ensayo se basa en la reducción metabólica del Bromu-

ro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), realizada por la enzima

mitocondrial succinato-deshidrogenasa, en un compuesto coloreado de color azul

(formazan) (Fig. 3.3), lo que permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de

las células tratadas. Dado que el formazán se produce en forma de cristales, hay que

añadir al medio un detergente para hacer soluble el formazán y poder medirlo en un

espectrofotómetro.

Según el protocolo, se incubaron los cultivos con MTT disuelto en el medio de

cultivo al 1 % durante 75 minutos. Tras centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos,

se resuspendió el pellet en 400 µL de dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma) y se agitó du-

rante 10 minutos. Después de una segunda centrifugación, se midió la absorbancia

en una placa de Elisa en un fotometro.

Figura 3.3: Reacción de reduccion de la MTT a formazán
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3.4. Inmunohistoqúımica

La técnica inmunohistoqúımica se basa en la unión ant́ıgeno-anticuerpo, y se

utiliza para localizar a nivel tisular y celular una protéına. En este trabajo se ha

utilizado tanto el método avidina-biotina peroxidasa, para estudiar los patrones de

distribución de las protéınas, como la inmunofluorescencia para analizar la colocali-

zación de distintas protéınas.

Una vez descongeladas las secciones a temperatura ambiente durante al menos

30 minutos, se procedió a su rehidratación en tampón fosfato mediante tres lavados

de cinco minutos cada uno en agitación.

Las secciones se incubaron en el anticuerpo primario en la concentración expre-

sada en el cuadro 3.2, durante 48 horas a 4◦C en una solución de tampón fosfato

con 0,2 % Triton X-100 y 5 % de suero del animal en que está hecho el anticuerpo

secundario.

Previamente a la incubación en el anticuerpo primario, las secciones de los ojos

de los animales que hab́ıan sido expuestos a BrdU fueron mantenidas en HCl 2N a

37◦C durante 40 minutos, para facilitar el acceso del anticuerpo a dicho compuesto.

Para neutralizar el ácido clorh́ıdrico las secciones fueron lavadas en tampón borato

9,7 mM pH 8,5.

3.4.1. Método avidina-biotina-peroxidasa

Figura 3.4: Técnica inmunohisto-
qúımica por la técnica ABC

Este método amplifica enormemente la señal

inmunocitoqúımica. Se utiliza un anticuerpo se-

cundario que es detectado por un complejo cons-

tituido por avidina, biotina y peroxidasa. Duran-

te el proceso de revelado, la peroxidasa realiza su

actividad acoplada a la oxidación del cromógeno

DAB, que en estado reducido es soluble y de co-

lor violeta, y al ser oxidado forma precipitados

de color marrón (Fig. 3.4).
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Una vez finalizada la incubación en el anticuerpo primario, las secciones fueron

lavadas tres veces, durante 10 minutos cada una, en tampón fosfato. Una vez fina-

lizados los lavados, se incubaron en el anticuerpo secundario biotinilado apropiado

(Cuadro 3.3) en una concentración 1:250 en una solución de tampón fosfato, 0,2 %

Triton X-100 y 5 % de suero durante una hora a temperatura ambiente.

El exceso de anticuerpo secundario fue eliminado mediante lavados en tampón

fosfato. Posteriormente se realizó una incubación de hora y media a temperatura

ambiente con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (kit ABC, Vector) a una dilu-

ción de 1:250 en el medio de incubación. Tras lavar las secciones en tampón fosfato,

se hizo un último lavado con tampón Tris-clorh́ıdrico 0,1M pH 7,6 y se procedió al

revelado mediante H2O2 al 0,0033 % y el cromógeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB)

(Sigma-Aldrich) en tampón Tris-clorh́ıdrico 0,1M. La reacción se controló bajo el

microscopio y se detuvo lavando las secciones en Tris-clorh́ıdrico 0,1M pH 7,6. Fi-

nalmente, las secciones se deshidrataron en una bateŕıa de alcoholes de gradación

creciente y xilol y se montaron con Entellan (Merck).

3.4.2. Método inmunofluorescente

Para la realización de la técnica se siguió un método indirecto, utilizando un

anticuerpo secundario conjugado con una molécula fluorescente. Este sistema per-

mite analizar dos ant́ıgenos en la misma sección de tejido, combinando anticuerpos

primarios obtenidos en especies diferentes, y los respectivos anticuerpos secundarios

conjugados con moléculas de distintos espectros de absorción y emisión (Fig. 3.5).

Figura 3.5: Esquema del método inmuno-
fluorescente

Tras la incubación en el anticuerpo

primario, las secciones fueron lavadas en

tampón fosfato al que se le añadió 4 %

de gelatina de pez a fin de minimizar

la autofluorescencia de los fotorrecepto-

res. Posteriormente se incubaron en la

misma solución con el anticuerpo secun-

dario unido a un fluorocromo diluido a

1:250 (Cuadro 3.3), durante una hora a

temperatura ambiente y en oscuridad.
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Por último, y tras tres lavados en tampón fosfato se hizo una incubación en 4’,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma) a 1:104 durante 7 minutos a temperatura am-

biente a fin de marcar los núcleos de las células. Para conservar las secciones, se

montaron con un medio protector de la fluorescencia compuesto por Glicina 0,42 %,

NaOH 0,021 %, NaCl 0,51 %, azida sódica 0,03 %, N-propil-galato 5 % y glicerol 70 %,

disuelto en agua destilada.

3.4.3. Controles de la técnica inmunohistoqúımica

Para comprobar la especificidad de la técnica inmunohistoqúımica se realizaron

los siguientes controles:

1. Omisión de los anticuerpos primarios para detectar uniones inespećıficas de

los anticuerpos secundarios.

2. Eliminación del anticuerpo secundario biotinilado, para confirmar que no hab́ıa

unión del complejo ABC al tejido.

3. Ausencia del complejo ABC, para comprobar que el marcaje no se deb́ıa a una

actividad peroxidasa endógena.

4. Omisión del anticuerpo secundario fluorescente, para comprobar que el marcaje

no se deb́ıa a una autofluorescencia del tejido.

5. En el caso de los dobles marcajes, incubación con uno de los dos anticuerpos

primarios y adición del anticuerpo secundario correspondiente al anticuerpo

primario omitido para detectar una posible inmunorreactividad cruzada.

No hubo marcaje en la zona de interes en ninguno de los casos, aunque los fotorre-

ceptores se marcaban inespećıficamente.
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Ant́ıgeno Anticuerpo Dilución Casa Comercial
BrdU IgG de rata monoclonal 1:5000 Abcam
Pax6 IgG de conejo policlonal 1:500 Covance
Prox1 IgG de conejo policlonal 1:500 Covance
Sox2 IgG de conejo policlonal 1:500 Abcam

Calretinina IgG de ratón policlonal 1:10000 Swant

Cuadro 3.2: Anticuerpos primarios utilizados

Método Ant́ıgeno Anticuerpo Conjugado Casa Comercial

ABC
IgG de rata IgG de cabra Biotina Vector

IgG de conejo IgG de cabra Biotina Vector

Fluorescencia

IgG de rata IgG de cabra Cy2 Jackson
IgG de conejo IgG de cabra Cy3 Jackson
IgG de conejo IgG de cabra Cy2 Jackson
IgG de ratón IgG de cabra Cy3 Jackson

Cuadro 3.3: Anticuerpos secundarios utilizados

3.5. Inmunocitoqúımica de cultivos

3.5.1. Fijación de las neuroesferas

A fin de poder analizar las neuroesferas, el primer paso es adherirlas a un cu-

breobjetos. Para ello se recubren los cubreobjetos con Matrigel R© (BD Biosciences),

diluyéndolo en el medio de cultivo a una concentración de 1:50. Se utilizaron 300µL

de la dilución para cada uno de los cubreobjetos, y se incubaron a 37◦C durante al

menos 3 horas.

Una hora antes de adherir las neuroesferas a los cubreobjetos, se incubaron con

una solución con 5µM de BrdU, a fin de que las células que se dividan durante esa

hora, incorporen el producto.

Para adherir las neuroesferas se repartieron 500µL del medio donde han crecido

y que contiene las neuroesferas, en cada uno de los pocillos con un cubreobjetos

pretratado con Matrigel. Tras dejarlo 15 minutos a 37◦C se retiró el medio, y se

fijaron las células con una solución de 4 % de paraformaldehido durante 20 minutos.
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3.6. Western blot

3.5.2. Inmunocitoqúımica

Una vez fijadas las células, se lavan los cubreobjetos y se realiza la técnica in-

munocitoqúımica siguiendo un protocolo similar al descrito anteriormente para la

inmunohistoqúımica. La única diferencia es que el tiempo de incubación con HCl

2N a 37◦C se reduce a 10 minutos. Una vez lavados con tampón borato, los cu-

breobjetos se incuban con el anticuerpo primario (Cuadro 3.2). Tras dejarlos una

noche a temperatura ambiente, se lavan y se procede a la incubación con los anti-

cuerpos secundarios fluorescentes correspondientes (Cuadro 3.3), junto con Topro3

(Invitrogen) (Suzuki et al., 1997) a una concentración de 1:1000 para marcar los

núcleos.

3.6. Western blot

Para estudiar la expresión de determinadas protéınas en los cultivos se realizó una

electroforesis SDS-PAGE. El anticuerpo contra BrdU no fue testado por Western

Blot ya que reconoce un molécula sintética comercial.

Para extraer las protéınas se utilizaron 2 mL de cultivo. El primer paso para la

extracción de las protéınas fue centrifugar las células a 4000 rpm durante 5 minutos.

Una vez retirado el sobrenadante se resuspende el pellet en 50 µL de RIPA R© con

el inhibidor de proteasas a 1:100, y se deja agitando en hielo durante dos horas.

Tras esto, se centrifuga a 14000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4◦C.

Se conserva el sobrenadante en un eppendorf limpio a -80◦C hasta el momento de

realizar el procedimiento.

Antes de realizar la técnica medimos la cantidad de protéınas presentes en cada

una de las muestras mediante el método de Bradford en placas de ELISA. Para ello,

se realiza una recta patrón con distintas concentraciones de albúmina sérica bovina

(BSA), y se calcula la concentración de protéınas midiendo la absorbancia de cada

una de las muestras por duplicado, añadiendo a todas las muestras y a la recta

patrón el reactivo de Bradford (Sigma).

Para la realización de la electroforesis decidimos cargar 30 µg de protéına por

pocillo, a partir de las muestras anteriores. A cada aĺıcuota con los 30 µg de protéına
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le añadimos:

Tampón de carga: compuesto por una solución de β-mercaptoetanol al 5X y

diluido en esta solución hasta el 1,25X.

Agua MiliQ, hasta completar los 40 µL de volumen que se cargaron por pocillo.

Tras la adición de estas cantidades se calentaron las muestras a 90◦C durante

5 min para desnaturalizar las protéınas, e inmediatamente después se pusieron en

hielo para impedir la renaturalización.

Posteriormente se realizó la electroforesis. Para ello se usaron dos geles. El pri-

mero de ellos es el gel separador. Se sitúa en la parte inferior de la electroforesis en

columna y será por el que migren las protéınas separándose en función de su peso

molecular. Usamos un gel al 10 % compuesto por acrilamida-bisacrilamida (30 %-

0,3 %; Applichem), 1:5 solución tris glicina glicerol (TGGS), 20 % de SDS (dode-

cil sulfato de sodio), 1:100 de persulfato amónico (APS) y 1/2000 de N,N,N’,N’-

tetrametiletilendiamina (TEMED), todo ello en agua ultrapura. El segundo gel

es el encargado de acumular todas las protéınas para que migren a la vez. Se si-

tuó en la parte superior de la electroforesis. Hemos usado un gel al 4 % formado por:

acrilamida-bisacrilamida (30-0,3 %), 1:5 de solución tris EDTA glicerol o TEG (0,35

M Tris-HCl a pH 6,7, 20 mM etilendiamina, EDTA y 25 % glicerol), 1/50 de SDS,

20 %, 1:100 de APS (BioRad) y 1:1000 de TEMED en agua ultrapura. Este gel se

añadió sobre el primero una vez que el separador estuvo polimerizado. Añadido el

segundo gel, se dejó polimerizar tras poner el peine que permite la formación de los

diez pocillos.

Se cargaron cada una de las muestras en cada uno de los pocillos del gel, acom-

pañadas de un pocillo con 4 µL de un marcador de pesos moleculares con protéınas

estándar de pesos moleculares conocidos (Precision Plus ProteinTM Standards Dual

Color de BioRad R©). El gel se dispuso en una cubeta mini-PROTEAN R© con una

fuente de alimentación PowerPac Basic R© (BioRad). La cubeta de electroforesis se

llenó con el tampón de migración formado por: TRIS base, 1,5 M de glicina y SDS

en agua ultrapura. Para la migración de las protéınas se usó un voltaje de 90 V

cuando las protéınas estaban en el gel concentrador, y de 120 V cuando estaban en

el gel separador.
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3.6. Western blot

Terminada la migración las protéınas fueron transferidas a una membrana de

transferencia (InmobilonTM de Millipore R©), que deb́ıa ser activada con metanol

antes de su uso. Para llevar a cabo dicha transferencia se dispuso el gel de la elec-

troforesis con las protéınas migradas en el molde del sándwich junto con esponjillas,

papeles de filtro y la membrana de transferencia. El sándwich se introdujo en una

cubeta (Mini Trans-Blot de Bio Rad R©) con el tampón de transferencia formado por:

250 mM de Tris-base a pH 8,3, 1,92 M de glicina, 200 mL de metanol y 700 mL de

agua miliQ. Realizamos la transferencia en cámara fŕıa a 4◦C y con hielo durante

una hora y media a una intensidad constante de 300 mA.

Tras la transferencia teñimos la membrana con Rojo Ponceau al 0,1 % diluido

en ácido acético al 5 %, para comprobar que la transferencia se hab́ıa llevado a cabo

correctamente, y que las protéınas se encontraban en la membrana. A continuación

lavamos con agua destilada para eliminar el colorante.

Posteriormente se realizó sobre esta membrana una inmunodetección. Para ello

se incubó la membrana durante dos horas en una solución que conteńıa leche en

polvo desnatada al 3 % y BSA al 1 % en tris tamponado salino (TBS; 0,05M Tris

Base, 4,5 % NaCl, pH 8.4) con Tween-20 (Sigma-Aldrich) al 1 %, a fin de bloquear

posibles uniones inespećıficas. Tras esto, se utilizaron los anticuerpos anti-Pax6,

anti-Prox1 y anti-Sox2 (Cuadro 3.3) en una solución de BSA y la membrana se

dejó en agitación a 4◦C durante toda la noche. La mañana siguiente, tras limpiar

la membrana con TBST (TBS con Tween-20 al 1 %), se incubó con el anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa de rábano a una concentración de 1:10000

durante dos horas a temperatura ambiente en TBST con BSA al 1 % y leche en

polvo desnatada al 3 %.

Después de lavar de nuevo la membrana (3 x 10 min), revelamos el marcaje,

utilizando un kit de quimioluminiscencia para detectar el anticuerpo secundario

(Western-blotting luminol reagent, Santa Cruz). Este kit posee H2O2 que se reduce

en presencia de la peroxidasa. El luminol presente en la reacción se oxida, dando

lugar a un compuesto que emite luz. Finalmente la membrana se expuso a una

peĺıcula fotográfica que detecta la señal quimioluminiscente. Las peĺıculas se revela-

ron manualmente sumergiéndolas en un medio de revelado, seguido de un medio de

fijación. El tiempo en el que las peĺıculas están en el medio de revelado dependerá de

la intensidad, variando entre un minuto y media hora.
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3.7. Hibridación in situ

La técnica de hibridación in situ (HIS) permite detectar un ARNm mediante la

utilización de una sonda complementaria de 200 a 300 nucleótidos de longitud, cuyos

uracilos llevan unida una part́ıcula de digoxigenina. El revelado puede ser mediante

el uso de anticuerpos asociados a fosfatasa alcalina o anticuerpos fluorescentes.

3.7.1. Śıntesis de las ribosondas

Las ribosondas utilizadas fueron sintetizadas a partir de plásmidos amablemente

cedidos por diversos laboratorios, a excepción de la sonda de nestina que se describe

más adelante.

El primer paso consistió en la amplificación del plásmido circular en bacterias, con

el fin de obtener una mayor cantidad del mismo para la śıntesis de la ribosonda. Para

este fin se utilizaron bacterias termo-competentes One shot R© Top10F’ (Invitrogen) y

se siguió el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, el vial con las bacterias

se descongeló en hielo durante media hora y se añadió 1 µL de plásmido circular

disuelto en agua. A continuación el vial se introdujo 30 segundos en un baño a 42◦C

e inmediatamente después se dispuso otra vez en hielo. Se añadieron al vial 250 µL

de medio SOC precalentado a 37◦C (este medio es suministrado por el fabricante).

El vial se mantuvo en agitación rotacional a 37◦C y 225 rpm durante una hora y

a continuación distintas cantidades del medio con las bacterias se pipetearon en

placas Petri con medio LB Agar (Sigma) suplementado con ampicilina. Todos los

plásmidos portaban el gen de resistencia a ampicilina, de manera que solo aquellas

bacterias transformadas eran capaces de sobrevivir. Las bacterias se hicieron crecer

en una estufa a 37◦C durante una noche. A continuación se seleccionaron colonias

individuales que se hicieron crecer a 37◦C en medio LB Broth ĺıquido (Sigma) en

agitación durante una noche a 225 rpm. De esta manera se obtiene gran cantidad

de bacterias que portan el plásmido que nos interesa.

Para extraer el plásmido de las bacterias se procedió al lisado y purificación del

mismo utilizando el kit QIAprepr R© Spin Miniprep (Qiagen), siguiendo las instruc-

ciones del fabricante. Se midió la concentración del producto final y se realizaron
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las diluciones pertinentes para obtener soluciones de trabajo a una concentración de

0,5 mg/mL.

A partir del plásmido circular se sintetizaron las ribosondas mediante dos pasos.

El primer paso consiste en la linealización del plásmido mediante el uso de una

enzima de restricción situada en el extremo 3’ de la secuencia a sintetizar. Para ello

se incubaron 10 µL de plásmido, 4 µL del tampón correspondiente a la enzima de

restricción, 2 µL de enzima de restricción (Cuadro 3.4) y 4 µL de agua ultrapura,

durante dos horas en un baño a 37◦C. El resultado de la reacción se purificó con

el kit QIAquick R© PCR purification Kit (Qiagen), utilizando las instrucciones del

fabricante. Una pequeña cantidad del producto obtenido se corrió en un gel de

agarosa al 1 % para comprobar la correcta linealización.

Tras la linealización se procedió a la śıntesis de las ribosondas mediante una in-

cubación de 5 µL del plásmido lineal, 2 µL de nucleótidos marcados con digoxigenina

(Roche), 1 µL de inhibidor de RNasas (Promega), 5 µL de tampón (Promega), 1 µL

de DTT (ditiotreitol, Promega), 1 µL de ARN polimerasa (Promega) (Cuadro 3.4)

y 5 µL de agua ultrapura, durante dos horas en un baño a 37◦C. Para eliminar el

ADN lineal que no serv́ıa, el producto resultante de la utilización del kit fue tra-

tado con DNasa [20 µL de mezcla; 1 µL de DNasa I (Roche); 3 µL de tampón]

durante 15 minutos a 37◦C. La reacción se detuvo añadiendo 1 µL de EDTA (Ácido

etilendiaminotetraacético) 0,5 M y calentando la solución 10 minutos a 75◦C.

Por último, para purificar la ribosonda se añadieron 75 µL de agua ultrapura,

200 µL de etanol puro fŕıo y 10 µL de LiCl 4M y la solución se mantuvo a -20oC

durante una noche. Al d́ıa siguiente las soluciones se centrifugaron a 13000 rpm a

4◦C durante 15 minutos. Tras la centrifugación se retira el sobrenadante y el pellet

visible se resuspende en 25 µL de solución de hibridación (ver composición en el

apartado de “protocolo de hibridación in situ”) y se mantiene a –80◦C hasta su uso.

Sonda Enzima restricción RNA polimerasa
Islet1 XbaI T3
Shh HindIII T7

Nestina XhoI T7

Cuadro 3.4: Enzimas de restricción y RNA polimerasas para cada una de las sondas
utilizadas
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3.7.2. Diseño de la sonda de nestina

Para sintetizar la sonda de nestina se extrajo el ARN de embriones de 48 ho-

ras post fecundación, asegurándonos aśı que ese gen estaba activo en ese estadio

(Mahler y Driever, 2007). La extracción se realizó utilizando 60 embriones que se

homogeneizaron mecánicamente en 500 µL de Trizol (Ambion, Life Technology).

Tras incubar durante 10 minutos, se añadieron 100 µL de cloroformo, se agitó y se

dejó reposar 3 minutos. El siguiente paso fue centrifugar el contenido a 12000 rpm

durante 15 minutos a 4 ◦C obteniendo tres fases, de las que nos quedamos única-

mente con la fase acuosa. Añadimos 250 µL de isopropanol y se incubó durante 10

minutos a temperatura ambiente. Luego se volvió a centrifugar a 12000 rpm durante

10 minutos a 4 ◦C, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 500

µL de etanol al 70 %. Se procedió a realizar una última centrifugación a 7000 rpm

durante 5 minutos a 4 ◦C, eliminando el sobrenadante y dejando secar los tubos

completamente. El pellet seco se resuspendió en 20 µL de agua MilliQ autoclavada.

La concentración del ARN se midió en el NanoPhotometer (Bionova).

Con el ARN obtenido se realizó una retrotranscripción para sintetizar una co-

pia de ADN. Este paso se realizó según las instrucciones del kit Applied Byo-

sistems High-capacity cDNA Archive. Una vez obtenido el ADN se realizó una

transcripción con el kit GO-Tag Polymerase y los primers diseñados según Mah-

ler y Driever (2007) (5’-GTACCAGATGCTAGAGCTGAACCACCGCCTTG y 3’-

GCATCTGCCTCTTGATCCTCGTGCTCTCCAG). Se realizó un protocolo de 2

minutos a 95 ◦C, 35 ciclos de un minuto a 95 ◦C, un minuto a 65 ◦C y un minuto a

72 ◦C, terminando con siete minutos a 72 ◦C.

Posteriormente, tras comprobar el peso molecular de las copias obtenidas co-

rriendo un gel de agarosa al 1,5 % y extraer de nuevo el ADN con el kit QuiaQuick

Gel Extraction Kit (Quiagen), se subclonó el producto en el plásmido pCR R©2.1-

TOPO (Invitrogen) incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente 4,5 µL

de ADN, 0,5 µL del vector y 1 µL de la solución salina que acompaña al vector.

El plásmido se amplificó y se purificó según lo indicado anteriormente para el res-

to de plásmidos. Para comprobar que la sonda se hab́ıa subclonado correctamente,

en vez de pasar directamente a la śıntesis de las ribosondas, se realizó un procedi-

miento con las enzimas de transcripción EcoRI para comprobar la inserción y con
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XhoI para comprobar la orientación. Una vez seleccionadas las bacterias que teńıan

el plásmido en la orientación correcta (tanto las antisentido como las sentido para

los controles), se procedió a la śıntesis tal y como se ha especificado para el resto de

sondas.

3.7.3. Protocolo de hibridación in situ

Dado que se trabaja con ARN, para eliminar en la medida de lo posible las AR-

Nasas todos los ĺıquidos fueron autoclavados, y los materiales de vidrios horneados

toda la noche a 200◦C. Las secciones destinadas a la realización de esta técnica se re-

cogieron en portaobjetos Superfrost Ultra Plus (Thermo Scientific) y se conservaron

a -80◦C.

Para rehidratar el tejido se utilizó una bateŕıa de alcoholes de concentración

decreciente (100 %, 95 %, 70 %, 50 %), incubando por último el tejido dos veces

durante un minuto en tampón citrato sódico salino (SSC 2x). Para eliminar las

protéınas unidas a los ácidos nucleicos se realizó un tratamiento con Proteinasa

K (Sigma) a 37◦C durante 5 minutos, tras lo cual se lavaron las secciones en agua

destilada. El siguiente paso consistió en una acetilación preincubando las secciones en

tampón trietanolamina 0,1M a pH 8 durante 3 minutos seguido por una incubación

de 10 minutos en el mismo tampón con anh́ıdrido acético 2,5 % (Panreac). Después

los tejidos se deshidrataron en una bateŕıa de alcohol de concentración creciente, y

se dejaron secar a temperatura ambiente durante una hora. El medio de hibridación

se tomó de Barthel y Raymond (1993) y se compone de 1 % tampón Tris-HCl pH

7,5; 6 % de NaCl 5M; 0,2 % de EDTA 0,5M; 50 % de formamida (Sigma); 20 % de

sulfato de dextrano (Sigma) y 0,01 % de solución de bloqueo (Roche). La sonda, a

una concentración de 1:100, se preincubó con dicho medio durante 5 minutos a 68◦C

tras lo cual se incubaron los portaobjetos con esta solución durante toda la noche a

68◦C en una cámara húmeda con un cubreobjetos (Fig. 3.6).

Al d́ıa siguiente las secciones de lavaron dos veces durante 30 minutos en SSC 2x

para retirar los cubreobjetos y otra media hora a 65◦C en una solución de formamida

al 50 %. Para eliminar los restos de formamida se lavaron dos veces con SSC 2x a

37◦C. Posteriormente se trataron las secciones con ARNasa A (0,02mg/mL) en un

tampón formado por 10 % de NaCl 5M, 1 % de tampón TrisHCl pH 7,5 y 0,2 % de
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EDTA 0,5M durante 30 minutos a 37◦C, seguido de otra incubación de media hora

a 65◦C en el tampón sin ARNasa. Las secciones se lavaron durante 2-3 horas en SSC

2X, 0,05 % Triton X-100 y 0,002 % de solución de bloqueo y luego dos veces durante

5 minutos en tampón málico (ácido maléico 0,1M pH 7,5; NaCl 0,1M). Antes de

incubar con el anticuerpo primario se preincubaron las secciones con un 0,01 % de

solución de bloqueo y 0,003 % de Triton X-100 en tampón málico. El anticuerpo

anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina se diluyó a 1:3000 y se incubaron

las secciones durante toda la noche a 4◦C (Fig. 3.6).

Figura 3.6: Esquema de la técnica de la hibridación in situ revelada con fosfatasa alcalina

Para el revelado, los portaobjetos se lavaron en tampón málico tres veces y dos

en la solución de revelado (Tris HCL pH 9,5 0,1M; MgCl2 50mM; NaCl 0,1M; Triton

X-100 0,1 %). Las secciones se incubaron con un mililitro de la solución al que se

añaden 3,5 µL de BCIP (5-bromo-4 cloro-3 indol fosfato) y 1 µL de NBT (azul

de nitrotetrazolio) (Fig. 3.6). La reacción se controló bajo la lupa y se lavaron las

secciones en tampón fosfato. Para su conservación los portaobjetos se deshidrataron

en una bateŕıa creciente de alcoholes y xilol, y se montaron con Entellan (Merck).

3.7.4. Controles de la técnica de hibridación in situ

Para comprobar la especificidad de dicha técnica realizamos los siguientes con-

troles negativos:

1. Omisión de la ribosonda correspondiente, para comprobar que el anticuerpo

anti-digoxigenina se une espećıficamente.

2. Eliminación del anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina.
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3. Realización de la técnica utilizando sondas sentido.

En ninguno de los casos se obtuvo marcaje, excepto un ligero marcaje de los foto-

rreceptores con la sonda de Shh.

3.8. Análisis de imagen

Se obtuvieron imágenes de las distintas preparaciones utilizando un fotomicros-

copio (Olympus Provis AX70, Japón) equipado con campo claro y epifluorescencia,

conectado a una cámara digital (Olympus DP70). Las imágenes fueron capturadas

con el programa MicroCCD.

Para obtener las imágenes de los cultivos primarios se utilizó un microscopio

invertido Leica DMI3000 B, equipado con una cámara DFC300 FX. Las imágenes

de las técnicas inmunocitoqúımicas sobre cultivos se tomaron en un microscopio

confocal (Leica) capturadas con el programa Leica Confocal Software. La medición

del diámetro de las esferas se realizó con el programa Image J (Java).

Para la elaboración de la iconograf́ıa las imágenes fueron optimizadas mediante

el programa informático Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Inc., San Jose, CA,

EE.UU.), con la ayuda del programa Image J (Java) para las imágenes tomadas con

el confocal.

3.9. Análisis estad́ıstico

Para realizar los diferentes análisis estad́ısticos utilizamos el programa Microsoft

Office Excel 2007. El primer análisis fue un test de ANOVA de un factor, comparando

todos los grupos entre śı. Si el nivel de significación era menor de 0,05, se hicieron

pruebas por pares de grupos, con un test t de Student para datos apareados.
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4.1. Detección de células mitóticamente activas

4.1. Detección de células mitóticamente activas

Para la detección de células progenitoras de retina adulta hemos utilizado la

bromo-desoxi-uridina (BrdU) inyectada intraperitonealmente. La BrdU es un análo-

go de la timidina que se incorpora al ADN en la fase S del ciclo celular, marcando

aśı todas las células que se han dividido durante el tiempo de exposición. Con el fin

de marcar todos los progenitores del linaje de bastones, se realiza un tratamiento

que marca también las células con menor tasa proliferativa.

Las diferentes formas de administración en peces teleósteos incluyen desde la

disolución del producto en el agua del acuario (Otteson et al., 2001; Hitchcock y

Kakuk-Atkins, 2004), la inyección intraocular (Stenkamp et al., 1997; Wu et al.,

2001) o la inyección intraperitoneal (Santamaria et al., 1996; Mack et al., 2003; Ta-

keda et al., 2008; Sánchez-González, 2009). De los tres métodos, hemos elegido el de

la inyección intraperitoneal, principalmente porque permite controlar la concentra-

ción de BrdU inyectada y evita posibles daños en la retina.

Partiendo del protocolo puesto a punto en nuestro laboratorio para carpines

(Sánchez-González, 2009), hemos hecho las adaptaciones oportunas para su utiliza-

ción en peces cebra. Aśı, se inyectaron cuatro dosis de 0,03 mL de una solución de

30mg/mL de BrdU en d́ıas alternos. Al octavo d́ıa, se extrajeron los ojos y se prepa-

raron para su estudio histológico. Para el estudio a largo plazo de los progenitores

retinianos se realizó una única inyección y se dejó pasar el tiempo previsto para cada

uno de los grupos experimentales (30 minutos, 2 y 4 horas, 1, 7, 14, 21 y 28 d́ıas).

4.1.1. Localización de células en división

Una vez obtenidas las secciones, se realizaron técnicas inmunohistoqúımicas me-

diante el método de la avidina-biotina-peroxidasa (ABC) y el método inmunofluo-

rescente. Las células positivas para BrdU, que hubieran incorporado este marcador

a su ADN mientras duró el tratamiento, se encuentran tanto en la zona periférica

germinal como en la retina central. Debido a que el procesamiento para la detec-

ción de BrdU incluye una inmersión en HCl, en las imágenes, muchos de los núcleos

aparecen dañados.
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Figura 4.1: Inmunohistoqúımica para BrdU con los métodos ABC (A y C)
e inmunofluorescencia (B y D). Las células que se han dividido y por tanto han
incorporado BrdU se encuentran en la retina central (A y B), donde hay células en todas
las capas, tanto en las nucleares, como en las plexiformes. En la ZPG (C y D) se observa
un grupo de células positivas para BrdU. Barra de escala: 20 µm.

En la retina central se observan células positivas a BrdU en todas las capas, pero

se encuentran mayoritariamente en la CNE, en la CPE y en la CNI, siendo en esta

última donde hay menor número de células positivas (Fig. 4.1 A y B). El número

de células positivas para BrdU es mucho menor en la CPI y en la CCG, aunque se

pueden encontrar en ellas algunos núcleos positivos. También encontramos algunas

células que se han dividido en la CFNO. Las células positivas en la CNE y la CPE

suelen aparecer en grupos, probablemente porque migran conjuntamente (Fig. 4.1

A y B).

En la región periférica de la retina del pez cebra es dif́ıcil diferenciar la zona de

transición y la ZPG (Fig. 4.1 C y D), que śı se diferencia con relativa facilidad en

otras especies de teleósteos como la trucha (Olson et al., 1999) o el carṕın (Sánchez-
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González, 2009), donde la ZPG es más extensa. En dicha zona observamos un grupo

de células fusiformes, de número y tamaño variado, marcadas con BrdU.

4.1.2. Estudio de los progenitores a largo plazo

Hemos realizado un estudio cuantitativo de los progenitores retinianos en el pez

cebra adulto a lo largo del tiempo. Para ello, tras inyectar BrdU una única vez

a los peces, extrajimos sus ojos a distintos tiempos post-inyección (30 minutos, 2

y 4 horas, 1, 7, 14, 21 y 28 d́ıas). Para cada uno de los tiempos analizamos al

menos tres ejemplares, y tras realizar la técnica inmunohistoqúımica revelada con el

método ABC (Fig. 4.2, fig. 4.3 y fig. 4.4), contamos el número de células positivas

para BrdU (Fig. 4.5). Dado que las células positivas a BrdU que se consideran

progenitores retinianos se encuentran en la ZPG, la CNI y la CNE, excluimos del

conteo las células que se localizan en otras capas de la retina.

En la retina central, teniendo en cuenta la suma de las células positivas a BrdU

de la CNI y la CNE (Fig. 4.5 A), hay un aumento en el número de células hasta un

d́ıa post inyección. A partir de ese momento se observa un descenso del número. Tan

sólo 30 minutos tras la inyección ya vemos células marcadas con BrdU, y éstas se

detectan al menos hasta el d́ıa 28. Teniendo en cuenta que el tiempo del metabolismo

de la BrdU son dos horas, podemos deducir que el aumento que se produce hasta el

d́ıa 1, es debido a la incorporación de BrdU en las células que se dividen durante ese

peŕıodo. El descenso que se observa en los d́ıas posteriores se debe a que las sucesivas

divisiones celulares llevan consigo una dilución del producto y una reducción del

número de células con una cantidad detectable de marcaje.

En la ZPG (Fig. 4.5 B) el resultado es similar. Se observa marcaje en todos los

grupos experimentales, y el mayor número de células positivas se ve un d́ıa tras la

inyección. En esta región hay menor diferencia en el número de células marcadas

entre las 2 y 4 horas y entre los 14 y 21 d́ıas con respecto a la retina central.

En la capa nuclear interna (Fig. 4.5 C), en general, el número de células positivas

es menor que en otras capas, probablemente porque las células en la CNI se dividen

más lentamente. A los 28 d́ıas no hemos encontrado ninguna célula positiva para

BrdU. Las células positivas a BrdU que observamos en la retina central son células
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que se han dividido en la CNI en un tiempo anterior y que han migrado a la CNE,

donde se han vuelto a dividir.

En la figura 4.5 D se muestra un resumen de la evolución de las células proge-

nitoras a lo largo del tiempo. Es de destacar la relación entre las células que han

incorporado BrdU en la retina central y en la ZPG. En los tiempos postinyección

más bajos analizados hay más células positivas en la ZPG que en la retina central.

A las 4 horas la diferencia es mı́nima, y un d́ıa tras la inyección hay más células po-

sitivas en la retina central que en la ZPG. Esto se invierte a los 7 d́ıas y se estabiliza

a partir de ese periodo. Las diferencias entre ambas poblaciones están relacionadas

con la tasa de división de cada una.
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4.1. Detección de células mitóticamente activas

Figura 4.2: Inmunohistoqúımica para BrdU revelada con el método ABC a
distintos tiempos tras una única inyección de 30 mg/mL. Los distintos tiempos
estudiados son 30 minutos (A y B), 2 horas (C y D) y 4 horas (E y F). Para cada uno
de los tiempos se han tomado fotos de la retina central (A, C y E) y la ZPG (B, D y F).
Barra de escala: 20 µm.
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Figura 4.3: Inmunohistoqúımica para BrdU revelada con el método ABC a
distintos tiempos tras una única inyección de 30 mg/mL. Los distintos tiempos
estudiados son 1 d́ıa (A y B), 7 d́ıas (C y D) y 14 d́ıas (E y F). Para cada uno de los
tiempos se han tomado fotos de la retina central (A, C y E) y la ZPG (B, D y F). Barra
de escala: 20 µm.
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Figura 4.4: Inmunohistoqúımica para BrdU revelada con el método ABC, a
distintos tiempos tras una única inyección de 30 mg/mL de BrdU. Los distintos
tiempos estudiados son 21 d́ıas (A y B) y 28 d́ıas (C y D). Para cada uno de los tiempos
se han tomado fotos de la retina central (A y C) y la ZPG (B y D). Barra de escala: 20
µm.
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4.2. Inmunorreactividad para marcadores neurales en la retina madura

4.2. Inmunorreactividad para marcadores neura-

les en la retina madura

Con el fin de analizar las propiedades neuroqúımicas de las células progenitoras

de la retina, hemos estudiado los patrones de expresión de tres marcadores neurales

mediante técnicas inmunohistoqúımicas (Prox1, Pax6 y Sox2) en la retina central

y en la ZPG, tanto por el método ABC como por inmunofluorescencia, y su colo-

calización con BrdU. En todas las imágenes obtenidas por inmunofluorescencia, el

marcador neural aparece en rojo, la BrdU en verde, y DAPI, como marcador nuclear,

en azul.

4.2.1. Prox1

Localización de células positivas a Prox1 en la retina

El factor de transcripción Prox1 se expresa en células de la CNI y de la CCG de

la retina del pez cebra (Fig. 4.6). En la CNI, se distingue marcaje para Prox1 en las

células horizontales con los somas ovalados o alargados (Fig. 4.6 A y C). En la CNI

vemos mayor número de células positivas en la zona más vitreal, aunque hay células

positivas en todo el grosor de la capa. Las células más intensamente marcadas son las

localizadas en la CCG, son células grandes y redondeadas que forman una única fila

(Fig. 4.6). Esporádicamente vemos células positivas para Prox1 en la CPI (Fig. 4.6

A y D).

En la ZPG hay células positivas a Prox1, observándose tanto células redondeadas

como fusiformes (Fig. 4.6 B y E). En esta región periférica de la retina se ven células

positivas incluso en la CNE, en lo que seŕıa la zona de transición (Fig. 4.6 E).

Colocalización de Prox1 con BrdU

Algunas células que han incorporado BrdU en la retina adulta del pez cebra

expresan también Prox1. Observamos colocalización de Prox1 y BrdU tanto en la

retina central como en la ZPG (Fig. 4.7).
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Figura 4.6: Localización de las células Prox1 positivas en la retina del pez
cebra marcadas con el método ABC (A y B) y con inmunofluorescencia (C,
D y E). Hay células Prox1 positivas en la retina central (A, C y D) y en la ZPG (B y
E). En la retina central hay células marcadas en la CNI y la CCG. En A y C se observan
células horizontales positivas para Prox1 (cabezas de flecha). Hay también algunas células
positivas en la CPI (flecha en A y D). En la ZPG las células positivas para Prox1 son
principalmente redondeadas (B y E). En esta zona hay también células marcadas en la
CNE (E, flecha blanca). Barra de escala: 20 µm.
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Figura 4.7: Colocalización de Prox1 con BrdU en la retina central (A y B)
y en la ZPG (C). Hay células que colocalizan ambos marcadores tanto en la CNI (A)
como en la CCG (B). En la ZPG las células que expresan ambos marcadores se encuentran
en la zona más externa (C). En todos los casos, a la derecha, marcadas con una flecha
se muestran en detalle las células positivas para BrdU (A’, B’ y C’) y Prox1 (A”, B”
y C”) separando los dos canales y en escala de grises. El marcaje de fotorreceptores es
inespećıfico, ya que también aparece en controles negativos. Barra de escala: 20 µm.
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Las células de la retina central doblemente marcadas para Prox1 y BrdU se

encuentran principalmente en la CNI (Fig. 4.7 A). Se localizan prácticamente en todo

el grosor de la capa y se trata principalmente de células redondeadas. Se observan

también, esporádicamente, células positivas para BrdU y para Prox1 en la CCG

(Fig. 4.7 B). Son células redondeadas y de gran tamaño.

En la zona periférica se ven también células marcadas para Prox1 y para BrdU

(Fig. 4.7 C). Se trata de células con núcleos de morfoloǵıa principalmente fusiforme,

situadas en la zona más externa de la ZPG.

4.2.2. Pax6

Localización de células positivas a Pax6 en la retina

En la retina del pez cebra encontramos células marcadas para Pax6 tanto en la

retina central como en la ZPG (Figs. 4.8 y 4.9). En la retina madura hay marcaje

en la CNI y en la CCG (Fig. 4.9 A y C). En la CNI las células Pax6 positivas se ven

en la zona más próxima a la CPI. Unas son células redondeadas y otras son células

más fusiformes. En la CCG las células positivas forman una única capa de células

grandes y redondeadas. En ambas capas hay células que presentan gran intensidad

de marcaje y otras que tienen un marcaje débil.

En la ZPG observamos células fusiformes y redondeadas marcadas para Pax6,

y que presentan diferente intensidad de marcaje (Fig. 4.9 B y D). Estas células se

sitúan en la zona más periférica de la ZPG.

70



4.2. Inmunorreactividad para marcadores neurales en la retina madura

Figura 4.8: Reconstrucción de una retina marcada con Pax6 mediante la técni-
ca de la avidina-biotina peroxidasa. Barra de escala: 30 µm.
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Figura 4.9: Detección de células Pax6 positivas mediante las técnicas inmu-
nohistoqúımicas de ABC (A, B) e inmunofluorescencia (C, D). En la retina
central el marcaje se encuentra principalmente en la CNI (A y C), aunque se observan
también algunas células marcadas en la CCG (flechas). En la ZPG hay también células
marcadas con ambas técnicas (B y D). Barra de escala: 20 µm.

72



4.2. Inmunorreactividad para marcadores neurales en la retina madura

Figura 4.10: Colocalización de Pax6 y BrdU tanto en la retina central (A),
como en la ZPG (B). En la retina central Pax6 y BrdU colocalizan en la zona más
vitreal de la CNI (A, A’ y A”). Las células que expresan ambos marcadores en la ZPG
son principalmente alargadas (B, B’ y B”). En todos los casos a la derecha marcadas con
una flecha se muestran en detalle las células que expresan Pax6 y BrdU separando los dos
canales y en escala de grises. Barra de escala: 20 µm.

Colocalización de Pax6 y BrdU

En la retina central hay un escaso número de células que colocalizan Pax6 y

BrdU (Fig. 4.10 A). Son células de la región más vitreal de la CNI y se correspon-

den con células redondeadas. En los experimentos realizados no hemos encontrado
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colocalización de ambos marcadores en ninguna otra capa de la retina central.

En la zona periférica encontramos numerosas células positivas para Pax6 que

han incorporado BrdU (Fig. 4.10 B). Éstas son de morfoloǵıa tanto alargada como

redondeada.

4.2.3. Sox2

Localización de células positivas a Sox2 en la retina

En el pez cebra adulto, Sox2 se expresa tanto en la retina central como en la

ZPG (Fig. 4.11). Al igual que para Pax6, encontramos células positivas a Sox2 tanto

en la CCG como en la CNI (Fig. 4.11 A y C). En la CCG hay células positivas a

Sox2 intercaladas con otras que no lo expresan. Son células con núcleos redondeados

,y probablemente, se trata de células amacrinas desplazadas. En la CNI la mayoŕıa

de los núcleos marcados son también redondeados y se encuentran en la zona más

vitreal. Además, algunas de las células Sox2 positivas tienen un núcleo alargado

y están situadas en una zona más central de la CNI. Por su morfoloǵıa, podŕıan

corresponder a células de Müller. En la ZPG las células positivas para Sox2 tienen

núcleos alargados o redondeados (Fig. 4.11 B y D). Se encuentran distribuidas en

toda la extensión de la ZPG.

Colocalización de Sox2 y BrdU

Algunas células positivas a Sox2 lo son también para BrdU tanto en la retina

central (Fig. 4.12 A) como en la ZPG (Fig. 4.12 B). En la CNI de la retina central la

colocalización de ambos marcadores no es muy frecuente, y cuando se observa es en

una fila de células localizadas en la zona media de la CNI. En la ZPG la mayoŕıa de

las células expresan ambos marcadores, aunque se observan también algunas células

marcadas para cada uno de los dos marcadores por separado.
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Figura 4.11: Inmunohistoqúımica contra Sox2 según el método ABC (A y B)
y el método fluorescente (C y D). En la retina central (A y C) hay células marcadas
en la CCG (puntas de flecha) y en la zona más vitreal de la CNI (flechas). En la ZPG hay
también células positivas para Sox2 (B y D). Barra de escala: 20 µm.
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Figura 4.12: Colocalización de Sox2 y BrdU en la retina central (A) y en la
ZPG (B). Hay colocalización de Sox2 y BrdU en la zona vitreal de la CNI (A, A’ y A”),
aunque nunca en la capa de células más próxima a la CPI. En la ZPG hay varias células
donde se observa colocalización (B, B’ y B”). En todos los casos a la derecha marcadas
con una flecha se muestran en detalle las células que expresan Sox2 y BrdU separando los
dos canales y en escala de grises. Barra de escala: 20 µm.
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4.3. Detección de ARNm mediante la técnica de

hibridación in situ

Para caracterizar las celulas progenitoras de la retina neural y ampliar el estudio

realizado mediante la técnica inmunohistoqúımica, hemos estudiado la localización

del ARN mensajero de distintos genes (Islet, Shh, nestina) y su colocalización con

BrdU. Se ha combinado la técnica de hibridación in situ para las distintas sondas

revelada con NBT/BCIP (color azul), y la técnica inmunohistoqúımica contra BrdU

revelada con el método ABC (color marrón).

4.3.1. Islet1

Expresión de Islet1 en la retina adulta del pez cebra

Islet1 se expresa en la retina adulta del pez cebra, tanto en la retina central

(Fig. 4.13 A y B) como en la ZPG (Fig. 4.13 C y D).

En la retina central hay células marcadas en la CNI y en la CCG. Las células son

redondeadas, de tamaño mediano y se distribuyen homogéneamente por toda la CNI

(Fig. 4.13 B). La intensidad del marcaje de estas células es variable, encontrándose

células fuertemente marcadas, junto a otras marcadas débilmente. En la CCG las

celulas marcadas son de mayor tamaño que las de la CNI, y el marcaje es intenso.

En la ZPG las células marcadas son de diverso tamaño y de distinta forma,

observándose células alargadas y otras más redondeadas (Fig. 4.13 D). En esta zona

se encuentra también algo de marcaje en el inicio de la CNE en la zona de transición,

que no se ve en la retina central.

Colocalización de Islet1 y BrdU

Tanto en la ZPG como en la retina central encontramos colocalización de Islet1

y BrdU (Fig. 4.14). En la retina central la colocalización es poco frecuente y se da en

la capa más vitreal de la CNI (Fig. 4.14 A y B). Las células doblemente marcadas
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Figura 4.13: Detección del ARNm de Islet1 mediante la técnica de hibridación
in situ . En la retina central hay expresión de Islet1 en la CNI y la CCG (A y B). En la
ZPG se detecta el ARNm de Islet1 en células de distinto tamaño (C y D). Las imágenes
B y D son una ampliación de las zonas marcadas en A y C, respectivamente. Barras de
escala: A y C 20 µm; B y D 10 µm.
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Figura 4.14: Colocalización del ARNm de Islet1 y BrdU, en la CNI de la retina
central (A y ampliación en B) y en la ZPG (C y ampliación en D). En B y D
aparecen marcadas con una flecha las células donde hay colocalización. Las imágenes B y
D son una ampliación de las zonas marcadas en A y C, respectivamente. Barras de escala:
A y C 20 µm; B y D 10 µm.

son redondeadas. En la ZPG hay colocalización de Islet1 y BrdU en la zona de

transición hacia la retina central (Fig. 4.14 C y D). No se aprecia colocalización de

estos marcadores en la zona más externa de la ZPG.

4.3.2. Shh

Expresión de Shh en la retina adulta del pez cebra

Tras realizar la técnica de hibridación in situ con la sonda de sonic hedgehog

(Shh) observamos marcaje principalmente en la CNI y en la CCG (Fig. 4.15 A y B).

Hay un marcaje más débil en la capa de los fotorreceptores, pero no es espećıfico,
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Figura 4.15: Hibridación in situ con la sonda para Shh en la retina central (A
y ampliación en B) y en la ZPG (C y ampliación en D). En la retina central Shh
se expresa en la CCG (punta de flecha en A) y en todo el grosor de la CNI (B). No se
detecta el ARNm de Shh en la ZPG, aunque śı en la zona de transición (flecha en D). Las
imágenes B y D son una ampliación de las zonas marcadas en A y C, respectivamente.
Barras de escala: A y C 20 µm; B y D 10 µm.

ya que aparece también en los controles negativos. En la CNI las células marcadas

tienen un núcleo redondeado (Fig. 4.15 A y B) y hay células con distinta intensidad

de marcaje. Por lo general, las células más intensamente marcadas se localizan en

la zona más vitreal (Fig. 4.15 A y B).

No se observa marcaje de Shh en la ZPG (Fig. 4.15 C y D), aunque śı en la zona

de transición.
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Figura 4.16: Colocalización del ARNm de Shh y BrdU combinando las técnicas
de hibridación in situ e inmunohistoqúımica. Hay colocalización en la CNI de la
retina central (A y flecha en B), y en la zona de transición (C y flecha en D). El marcaje de
la hibridación es menor tras la aplicación de HCl, necesario para la inmunohistoqúımica
contra BrdU. Las imágenes B y D son una ampliación de las zonas marcadas en A y C,
respectivamente. Barras de escala: A, C y E 20 µm; B, D y F 10 µm.

Colocalización de Shh y BrdU

Combinando las técnicas de hibridación in situ e inmunohistoqúımica, estudia-

mos la colocalización de Shh y BrdU en la retina central y en la ZPG (Fig. 4.16).

Aunque parte del marcaje de la hibridación se pierde al incubar las secciones con

BrdU, observamos colocalización en la capa más vitreal de la CNI (Fig. 4.16 A y

B). Hay también células que expresan ambos marcadores en la zona de transición

junto a la ZPG (Fig. 4.16 C y D).
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Figura 4.17: Electroforesis de la di-
gestión de dos plásmidos que contie-
nen distintos insertos. Cada uno de los
plásmidos ha sido digerido con EcoRI para
demostrar que se hab́ıa insertado correcta-
mente la sonda, y con XhoI para estudiar la
orientación. La sonda 1 (flecha blanca) pro-
duce una banda de 372 pares de bases (pb)
y la sonda 2 (flecha amarilla) una de 412
pb.

4.3.3. Nestina

Diseño y generación de la sonda de Nestina

Dado el interés que genera la nestina para estudiar los progenitores neurales y

ante la ausencia de un anticuerpo de marcaje espećıfico y fiable y de una sonda

apropiada, procedimos al diseño y generación de una sonda espećıfica contra el

ARNm de la nestina. Para ello, tal como se ha señalado en el apartado de material

y métodos, a partir del ARN obtenido de embriones de 48 horas se diseñó una sonda

de nestina. Tras insertarlo en un plásmido adecuado se comprobó tanto la inserción

como la orientación por medio de la digestión con distintas enzimas de restricción. La

orientación es fundamental dado que se necesita una sonda sentido, complementaria

del ARNm de nestina, y una sonda antisentido, copia del ARNm, que utilizamos

como control negativo. Aśı, obtuvimos dos sondas, una con orientación 3’→5’ de 372

pares de bases que utilizamos como sonda sentido (Fig. 4.17, Sonda 1) y la sonda

antisentido con orientación 5’→3’, de 412 pares de bases (Fig. 4.17, Sonda 2).
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Expresión de Nestina en la retina adulta del pez cebra

Con las sondas sintetizadas, se realizó la técnica de hibridación in situ, tanto con

la sonda sentido (Fig. 4.18 A, C y E), como con la sonda antisentido (Fig. 4.18, B,

D y F) como control negativo.

La nestina se expresa tanto en la retina central (Fig. 4.19, A- D) como en la ZPG

(Fig. 4.19, E y ampliación en F). En la retina central se ve marcaje practicamente

en toda la CNI y en la CCG (Fig. 4.19 A, C). Se observa en células redondeadas,

sin diferencias apreciables en la intensidad de marcaje entre ellas. Hemos observado

marcaje en los fotorreceptores, pero consideramos que es debido al tiempo excesivo

de revelado, ya que con un tiempo menor permanece el marcaje en las células de la

CNI pero no en los fotorreceptores (Fig. 4.19 C y D).

En la ZPG las células marcadas son principalmente alargadas y están intensa-

mente marcadas (Fig. 4.19, E y F).

Cuando realizamos la técnica de hibridación in situ con la sonda antisentido no

se observa ningún tipo de marcaje (Fig. 4.18, B, D y F).

Colocalización de Nestina y BrdU

Tras realizar la técnica de hibridación in situ seguida de la técnica inmunohis-

toqúımica contra BrdU, se ha estudiado donde hay células que expresan ambos

marcadores (Fig. 4.20). En la retina central se ha encontrado colocalización de am-

bos marcadores en la capa más vitreal de la CNI (Fig. 4.20 A y B) y en la CCG

(Fig. 4.20 C y D). Son células de morfoloǵıa redondeada en ambos casos, aunque

los núcleos de las células de la CCG son más grandes. Hay también colocalización

de nestina y BrdU en la ZPG (Fig. 4.20 E y F), en células alargadas y de pequeño

tamaño.
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Figura 4.18: Hibridación in situ con la sonda para detectar el ARNm de nes-
tina. Se muestran resultados de la sonda sentido (A, C y E) y la sonda antisentido (B,
D y F). Para cada una se ha seleccionado una imagen general (A y B), y una imagen en
detalle de la retina central (C y D) y de la ZPG (E y F). Barras de escala: A y B 200 µm;
C-F 50 µm.
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Figura 4.19: Imágenes de la técnica de hibridación in situ para la sonda de
nestina. Hay marcaje tanto en la retina central (A-D) como en la ZPG (E y ampliación
en F). Variando el tiempo de revelado, se observa un cambio en la intensidad general de
marcaje, siendo este fuerte tras 2 horas de revelado (A y ampliacion en B), y débil si el
revelado es de media hora (C y ampliacion en D). Barra de escala: A, C y E 20 µm; B, D
y F 10 µm.

85



4. Resultados

Figura 4.20: Colocalización del ARNm de Nestina y BrdU en la CNI (A y am-
pliación en B), en la CCG (C y ampliación en D) y en la ZPG (E y ampliación
en F). Las células que colocalizan están marcadas con una flecha en B, D y F. Barras de
escala: A, C y E 20 µm; B, D y F 10 µm.
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4.4. Estudio in vitro de las células progenitoras

4.4.1. Adaptación del protocolo de cultivo de las células pro-

genitoras de retina de pez cebra

El cultivo de células progenitoras de la retina de peces cebra se realizó basándo-

nos en el protocolo puesto a punto en nuestro laboratorio para células de la retina

del carṕın (Sánchez-González, 2009). Al tratarse de dos especies cuyo hábitat es di-

ferente, en particular las condiciones térmicas, ha sido necesario adaptar el protocolo

al pez cebra. Dicho protocolo consiste, en resumen, en la extracción de las retinas,

su disgregación mecánica y enzimática mediante una mezcla de papáına, DNAsa y

dispasa y el posterior cultivo a 20◦C en un medio Neurobasal A suplementado (Cua-

dro 4.1). Cada dos d́ıas se centrifugan las células y se cambia de medio. Mientras

que la temperatura funcional del carṕın es de 20◦C, la del pez cebra es de 28,5◦C.

Por ello hemos cambiado la temperatura del cultivo a 28,5◦C, tras comprobar que el

medio se manteńıa estable. Las condiciones de CO2, pH y disgregación se han man-

tenido similares a las del cultivo de células del carṕın. Hemos ensayado variaciones

en la concentración de los componentes del medio de cultivo para adecuar éste a

la nueva temperatura (Cuadro 4.1). Además se ha modificado el procedimiento de

cambio de cultivo, ya que se han añadido factores de crecimiento cada dos d́ıas, y a

los 7 d́ıas se procede a una disgregación enzimática acompañada de un cambio de

medio, conservando parte del medio anterior (Haslinger et al., 2009).

Medio Neurobasal A suplementado
Componentes Sánchez-González, 2009 Adaptación

Factores de crecimiento
EGF 20 ng/mL 20 ng/mL

bEGF 20 ng/mL 20 ng/mL

Antibióticos
Estreptomicina 100 U/mL 100 U/mL

Penicilina 100 U/mL 100 U/mL
Ciprofloxacino 4 µg/mL 1 µg/mL

Antifúngico Anfotericina B 100 µg/mL 100 µg/mL
Suplemento comercial B27 20 µL/mL 20 µL/mL

L-Glutamina 200 mM 200 mM
Heparina 2 µg/mL 2 µg/mL

Cuadro 4.1: Comparación de los medios utilizados en Sánchez-González (2009) y el
utilizado en este trabajo
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Glutamina/Glutamax

En estudios anteriores se ha descrito que la glutamina libera amonio en diluciones

acuosas, pudiendo este subproducto ser tóxico para las células (Tritsh y Moore, 1962;

Schneider et al., 1996). Se ha postulado que utilizando un dipéptido se reduce la li-

beración de amonio, mejorando la calidad del cultivo. Debido a esto, hemos probado

a utilizar un producto denominado Glutamax, que está compuesto por el dipépti-

do L-alanina-L-glutamina, a la misma concentración que se utiliza la L-Glutamina

(200 mM). Para evitar que los resultados dependieran de otros parámetros, se cul-

tivó simultáneamente uno de los pocillos con L-Glutamina, y el otro con Glutamax.

El experimento se repitió cuatro veces. No se observaron diferencias colorimétricas

entre ambos pocillos. Ello significa que no hay variación en el pH, por lo que su-

ponemos que tampoco hay liberación de amonio. Por todo ello, decidimos utilizar

L-Glutamina.

Concentración de antibióticos

La temperatura a la que los antibióticos convencionales funcionan con más efec-

tividad es a la temperatura corporal humana. En el protocolo del que part́ıamos la

concentración de antibióticos utilizada era de 4 µg/mL de ciprofloxacino y de 100

U/mL de penicilina y estreptomicina. Hemos ensayado distintas concentraciones de

antibióticos, tanto del ciprofloxacino como de la penicilina y la estreptomicina. Las

concentraciones ensayadas para el ciprofloxacino fueron de 4, 2, 1 y 0,5 µg/mL. Las

concentraciones probadas para la penicilina y la estreptomicina fueron de 100 U/mL

a 50, 25 y 10 U/mL.

Primero se probó a variar la concentración de ciprofloxacino. No observamos

contaminación en ninguno de los pocillos, lo que supone que una concentración me-

nor era suficiente para detener el crecimiento bacteriano. De hecho, a los 7 d́ıas

en cultivo, la diferencia tanto en el número de neuroesferas, como en el tamaño de

éstas es considerable (Fig. 4.21). Para corroborar estos datos contamos el número de

neuroesferas a los 7 d́ıas en cultivo para realizar un análisis estad́ıstico (Fig. 4.22).

Consideramos neuroesferas un grupo de al menos 8 células. Los resultados indican

una diferencia significativa en el número de neuroesferas en cultivo entre la concen-

tración de 4 µg/mL de ciprofloxacino y el resto de las concentraciones. La mayor
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Figura 4.21: Efecto de la concentración de ciprofloxacino sobre la producción
de neuroesferas en cultivo a los 7 d́ıas. Con la concentración mayor, 4µg/mL (A),
no se observan grupos de células. A medida que descendemos la concentración (B, C y D)
se aprecian más grupos de células (flechas blancas). Barra de escala: 10 µm.
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Figura 4.22: Histograma comparativo del número de neuroesferas en relación
a la concentración de ciprofloxacino. El número de neuroesferas obtenidas con una
concentración de 4µg/mL es significativamente diferente del obtenido con las otras tres
concentraciones (p < 0,05). Entre los otros tres grupos no hay diferencias significativas-
Barras correspondientes a la desviación estándar.

diferencia se da entre la concentración de 4 µg/mL y la de 1 µg/mL (p=0,005). Con

estos resultados, decidimos elegir una concentración de 1 µg/mL de ciprofloxacino

para realizar los siguientes cultivos.

Realizamos los mismos estudios variando la concentración de penicilina/estrep-

tomicina. No observamos diferencias, por lo que mantuvimos la concentración inicial

de 100 U/mL de penicilina/estreptomicina.

Concentración inicial de células

La concentración inicial de células es un dato determinante, ya que una con-

centración demasiado alta puede condicionar el acceso de las células a los factores

del medio, asi como una concentración demasiado baja puede complicar la división

de las células, ya que la comunicación intercelular es necesaria. Con la finalidad

de determinar cual es la mejor concentración inicial de células para obtener el ma-

yor número de neuroesferas, se ensayaron dos concentraciones: 100.000 y 200.000

células/8mL de cultivo (Fig. 4.23). Al igual que para estimar la concentración de

ciprofloxacino, contamos a los 7 d́ıas el número de neuroesferas obtenido. Los resul-
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Figura 4.23: Efecto de la concentración inicial de células sobre el número de
neuroesferas en cultivo a los 7 d́ıas. Utilizando 200.000 células por cada 8 mL de
medio de cultivo se obtiene una diferencia significativa en comparación con la utilización
de 100.000 células (p < 0,05). Barras correspondientes a la desviación estándar.

tados indican que se obtiene mayor número de neuroesferas con una concentración

inicial de 200.000 células por 8mL de medio de cultivo.

Pinzamiento del nervio óptico

Con la idea de aumentar el número de células con capacidad de división a la hora

de hacer el cultivo, probamos a realizar un pinzamiento previo del nervio óptico en

los peces 8 d́ıas antes de realizar el cultivo. Antes de llevarlo a cabo en cultivos,

realizamos una prueba en secciones, con tres animales control y tres pinzados a los

que inyectamos BrdU 4 veces siguiendo el protocolo descrito en Material y Métodos.

Los resultados indicaron que hab́ıa un mayor número de células positivas a BrdU en

los animales pinzados (p < 0,001) (Fig. 4.24).

Tras comprobar en secciones el aumento del número de células en división, rea-

lizamos el cultivo. Al igual que en los ensayos anteriores comparamos el número de
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Figura 4.24: Efecto del pinzamiento del nervio óptico sobre el número de célu-
las positivas a BrdU en la retina tras 8 d́ıas post-lesión. Los animales pinzados
presentan un número significativamente mayor de células marcadas (p < 0,001). Barras
correspondientes a la desviación estándar.

Figura 4.25: Número de neuroesferas a los 7 d́ıas en cultivo iniciado con células
de peces control y de peces con el nervio pinzado 8 d́ıas antes del cultivo. No
hay diferencias entre ambos grupos (p = 0,505). Barras correspondientes a la desviación
estándar.

neuroesferas que se obteńıan a los 7 d́ıas en cultivo. En este caso no hab́ıa diferencias

entre los cultivos realizados a partir de peces control y los de los animales pinzados

(p = 0.50) (Fig. 4.25). Por ello decidimos no realizar el pinzamiento, ya que supone

un daño a los animales y que no aporta ninguna ventaja al cultivo.

92



4.4. Estudio in vitro de las células progenitoras

4.4.2. Evolución de las células progenitoras en cultivo

Tras adaptar el protocolo de cultivo para el pez cebra, realizamos cultivos ce-

lulares utilizando 20 retinas para cada cultivo. Las células se sembraron bajo las

condiciones óptimas, y cada dos d́ıas se les añadió factores de crecimiento. A la

semana se disgregaron los cultivos con Accutase y se cambió el medio.

El primer d́ıa, después de sembrar las células, se aprecian grupos de células que

no se han disgregado correctamente. Junto a ellas encontramos tanto células aisladas

como grupos de dos o tres células. En este momento, además, encontramos células

alargadas con prolongaciones, que por su aspecto parecen fotorreceptores (Fig. 4.26,

A). Encontramos también gránulos de pigmento de color marrón procedentes de los

restos de epitelio pigmentario, que siguen viéndose a lo largo de todos los periodos

analizados.

Durante de la primera semana observamos células que se están muriendo de color

grisáceo, y contaminación bacteriana que va desapareciendo con el tiempo. También

hay pequeños grupos de dos o tres células, que a lo largo de los d́ıas van creciendo

(Fig. 4.26, B).

A los siete d́ıas ya se aprecia un número muy considerable de grupos de células,

de tamaño mayor (Fig. 4.26, C). En este d́ıa disgregamos el cultivo, por lo que

en el d́ıa 8, sólo se observan pequeños grupos (Fig. 4.26, D). Durante la segunda

semana las neuroesferas van creciendo (Fig. 4.26, E) y el d́ıa 14 ya hay en el cultivo

neuroesferas de un tamaño considerable (Fig. 4.26, F).

Para analizar la evolución de los cultivos hemos medido el área de los grupos

celulares a partir de micrograf́ıas de los mismos (Fig. 4.27). Se ha medido el área de

los grupos celulares de al menos 4 cultivos independientes para cada uno de los d́ıas.

A lo largo de los 14 d́ıas analizados, se observa un aumento en el área de los grupos

celulares, excepto en el d́ıa 8, donde hay un descenso. Ello puede ser debido a que el

d́ıa anterior se produce un cambio de medio acompañado de la disgregación de las

esferas. La disgregación no es completa, ya que quedan algunos grupos celulares. A

lo largo de la segunda semana el aumento del área de los grupos celulares es mayor.

Consideramos que es debido a que en el cambio de medio se seleccionan las células

progenitoras y , además, el medio de cultivo se mezcla con la mitad de medio de
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Figura 4.26: Imágenes de los cultivos de neuroesferas obtenidas a partir de
células retinianas de pez cebra. A d́ıa 0 (A) se observan pequeños grupos celulares de
dos o tres células, asi como posibles fotorreceptores o restos de células de Müller (flecha).
Se ven también restos de epitelio pigmentario de color marrón que aparecen también en
otros tiempos (ćırculo rojo en A, B y D). 3 d́ıas tras el cultivo (B) hay grupos de un tamaño
mayor que a d́ıa 0 y restos celulares de color grisáceo (punta de flecha). Las neuroesferas
se detectan en los tiempos mayores: 7 (C), 8(D), 12 (E) y 14 (F) d́ıas. Barra de escala: 50
µm.
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Figura 4.27: Evolución del área de las neuroesferas a lo largo de 14 d́ıas en
cultivo. Las áreas vaŕıan entre las 79 µm2 medidas el mismo d́ıa que se realiza el cultivo
y las 2132 µm2 después de catorce d́ıas en cultivo. Se contaron grupos celulares de, al
menos, cuatro cultivos independientes, considerando 48 neuroesferas para cada uno.

cultivo enriquecido donde ya han crecido previamente las esferas, lo que facilita el

crecimiento.

4.4.3. Viabilidad celular del cultivo

Para comprobar la viabilidad y proliferación de las células en cultivo se ha rea-

lizado un ensayo MTT a tres cultivos independientes tras 1, 7 y 14 d́ıas en cultivo

(Fig. 4.28). Como se puede observar en la gráfica, la viabilidad aumenta a lo largo

de los d́ıas, aunque entre los 7 y 14 d́ıas el aumento es menor. Este cambio puede

ser debido a que a los 7 d́ıas se realiza el cambio de medio, y las células se cultivan

en el doble de volumen.

95



4. Resultados

Figura 4.28: Ensayo MTT para estudiar la viabilidad de las células a los 1, 7
y 14 d́ıas en cultivo. Se han estudiado tres cultivos independientes en cada uno de los
puntos.

4.5. Inmunocitoqúımica sobre neuroesferas

Para poder realizar la técnica inmunocitoqúımica sobre neurosferas, hay que

adherir estas a cubreobjetos. Para ello utilizamos una dilución de Matrigel (ver 3.5).

La concentración de partida de 1:100 la tomamos de González-Curto (2010) que la

utiliza para adherir neuroesferas de cerebro de ratón. Dado que el número de células

que observábamos era muy reducido, hicimos una prueba con tres cultivos distintos

y cuatro concentraciones de Matrigel diferentes (Fig. 4.29). La concentración final

elegida fue de 1:50, ya que ofrećıa un número mayor de células fijadas que el de 1:100

y la diferencia con las otras dos concentraciones era despreciable.

4.5.1. Detección de división celular mediante BrdU

Al igual que para las secciones, se ha detectado la división de las células mediante

el uso de BrdU. Una vez fijadas las neuroesferas a los cubreobjetos, las neuroesferas

se incubaron con BrdU a una concentracion de 5 µM durante dos horas, para pos-

teriormente realizar una técnica inmunocitoqúımica. Como ya se ha señalado en la

sección de Material y Métodos, como marcaje de núcleos se ha utilizado Topro3, da-

do que es un marcaje nuclear que se puede estudiar usando el microscopio confocal.
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Tanto a los 7 d́ıas como a los 14 d́ıas de cultivo hay células de una misma neuroesfera

que han incorporado BrdU en esas dos horas, y por tanto, se han dividido, y otras

células que no incorporan BrdU (Fig. 4.30 A y B).

Este experimento nos permite demostrar que el aumento en el diámetro de las

neuroesferas medido anteriormente (Fig. 4.27) se debe a que hay división celular y

no únicamente a adhesión entre neuroesferas.

Figura 4.29: Histograma de la relacion del número de células con la concentra-
ción de Matrigel. Entre la concentración de 1:100 y la de 1:50 la diferencia es significativa
(p<0,05). Entre el resto de concentraciones no hay diferencias. Barras correspondientes a
la desviación estándar.
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Figura 4.30: Imagen de microscoṕıa confocal de una neuroesfera marcada con
BrdU y Topro3 a los 7 d́ıas en cultivo (A, A’ y A”) y a los 14 d́ıas (B, B’ y
B”). A’, A”, B’ y B” son ampliaciones de los dos canales por separado. Barra de escala:
20 µm.
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4.5.2. Expresión de Prox1

Prox1 se expresa en un grupo de células dentro de las neuroesferas obtenidas en

cultivo a los 7 d́ıas (Fig. 4.31 A) y a los 14 d́ıas (Fig. 4.31 B). A los 7 d́ıas es más

complicado encontrar células positivas para Prox1 que a los 14 d́ıas. En este último

tiempo de cultivo, Prox1 se expresa tanto en el núcleo de algunas células (Fig. 4.31

B, flecha amarilla) como en el citoplasma (Fig. 4.31 B, punta de flecha).

Para comprobar si se hab́ıa producido alguna modificación en la protéına, reali-

zamos la técnica de Western Blot y sólo observamos una banda correspondiente al

peso normal de la protéına, 83kDa (Fig. 4.32 A).

4.5.3. Expresión de Pax6

Algunas células de las neuroesferas de 7 d́ıas en cultivo (Fig. 4.33 A) y de las de

14 d́ıas (Fig. 4.33 B) expresan Pax6. No todas las células expresan el marcador, y

este se encuentra principalmente en el citoplasma.

Se realizó la técnica de Western Blot con el anticuerpo anti-Pax6 para demostrar

su especificidad. Obtuvimos dos bandas de dos pesos moleculares distintos, que se

corresponden con distintas formas de la protéına, siendo la más pequeña la forma

citoplasmática (Fig. 4.32 B).

4.5.4. Expresión de Sox2

El factor de transcripción Sox2 se expresa en las neuroesferas obtenidas tras 7 y

14 d́ıas en cultivo (Fig. 4.34). Mientras que a los 7 d́ıas, la localización se restringe

al citoplasma (Fig. 4.34 A), en las neuroesferas de 14 d́ıas (Fig. 4.34 B) hay Sox2

tanto en el núcleo como en el citoplasma.

Se comprobó mediante Western Blot la especificidad del anticuerpo y se obtu-

vieron dos bandas de dos pesos moleculares distintos. La banda con menor peso

molecular se corresponde con la protéına en condiciones normales (34kDa), y la de

mayor peso con la forma sumoilizada (55kDa) (Fig. 4.32 C).
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Figura 4.31: Neuroesferas marcadas con Prox1 y Topro3 como marcador nu-
clear, a los 7 (A, A’ y A”) y 14 d́ıas (B, B’ y B”) en cultivo. A 14 d́ıas observamos
tanto marcaje nuclear (flecha amarilla) como marcaje citoplasmático (punta de flecha).
A’, A”, B’ y B” son ampliaciones de los dos canales por separado. Barra de escala: 20 µm.
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Figura 4.32: Western Blot con los anticuerpos Prox1 (A), Pax6 (B) y Sox2 (C).
En el Western Blot de Prox1 (A) se detecta una única banda de unos 80 kDa, mientras
que para los otros dos anticuerpos se observan dos bandas (B y C). En Pax6 vemos una
banda de alrededor de 48 kDa y otra de unos 33 kDa (B). En Sox2 las bandas pesan 34 y
55 kDa (C).
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Figura 4.33: Neuroesferas marcadas por la técnica inmunocitoqúımica para
Pax6, tanto a los 7 d́ıas (A, A’, A”), como a los 14 d́ıas (B, B’, B”) en cultivo.
A los 14 d́ıas hay células marcadas con Pax6 en el núcleo (flecha amarilla), y células que
expresan Pax6 en el citoplasma (punta de flecha). A’, A”, B’ y B” son ampliaciones de los
dos canales por separado. Barra de escala: 20 µm.
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Figura 4.34: Inmunocitoqúımica para Sox2 en neuroesferas de 7 d́ıas (A, A’,
A”) y 14 d́ıas (B, B’, B”) in vitro. A los 14 d́ıas hay células que expresan Sox2
en el citoplasma (punta de flecha) y en el núcleo (flecha amarilla). A’, A”, B’ y B” son
ampliaciones de los dos canales por separado. Barra de escala: 20 µm.
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4.6. Diferenciación de las neuroesferas

El estudio de diferenciación de las neuroesferas se realizó retirando los factores

de crecimiento (EGF y FGF) del medio de cultivo a los 7 d́ıas, y manteniéndolos

aśı durante 7 d́ıas más. Para comprobar la diferenciación realizamos una técnica

inmunocitoqúımica utilizando Sox2, como marcador de las células indiferenciadas,

y calretinina (CR) como marcador de diferenciación. Tras 7 d́ıas sin factores de cre-

cimiento hay expresión de CR en alguna de las células de las neuroesferas (Fig. 4.35

A), sin observarse dicho marcaje en los controles realizados a partir de cultivos con

factores de crecimiento (Fig. 4.35 B). En ningún caso hay colocalización entre ambos

marcadores.
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Figura 4.35: Doble immunocitoqúımica para Sox2 y CR en esferas en diferen-
ciación (A y detalle de cada uno de los canales en A’, A” y A”’) y en situación
control (B). Hay expresión de CR sólo en la condición de diferenciación (flecha amarilla),
pero nunca colocaliza con Sox2 (cabeza de flecha). Barra de escala: 200 µm.
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5.1. Estudio de la proliferación celular

Mediante la inyección de BrdU y un posterior revelado con la técnica inmunohis-

toqúımica, hemos determinado las zonas proliferativas en la retina del pez cebra

(Fig. 4.1) y la tasa de proliferación de dichas células (Fig. 4.4).

En el pez cebra se describen dos poblaciones distintas de células proliferativas,

la zona periférica germinal (ZPG) y la retina central, donde se encuentra el linaje

de bastones.

En la retina central hay células que incorporan BrdU prácticamente en todas

las capas, aunque con una mayor proporción en las capas nucleares interna y ex-

terna (Fig. 4.1 A y B). Estudios anteriores indican que las células con capacidad

proliferativa en la región de la retina central, conforman una población de células

que dan lugar exclusivamente a bastones (Johns y Fernald, 1981; Johns, 1982; Ray-

mond, 1985), aunque esta población es también capaz de regenerar todas las capas

celulares ante una lesión (Otteson et al., 2001; Wu et al., 2001; Yurco y Cameron,

2005; Thummel et al., 2008). Los progenitores de bastón se pueden dividir en tres

subtipos de células según su localización y su morfoloǵıa (Hoke y Fernald, 1997;

Mack et al., 2003; Hitchcock et al., 2004). Aśı, se puede diferenciar entre las células

de la capa vitreal de la CNI, correspondientes a lo que se denominan progenitores

de la CNI, las células de la zona escleral de la CNI y de la CPE, que son los progeni-

tores en migración, y por último las células de la CNE, que se corresponden con los

precursores de bastón. La morfoloǵıa vaŕıa entre las células pequeñas y redondeadas

en la CNI, las alargadas que conforman el grupo de las células en migracion y las

redondeadas de mayor tamaño en la CNE. Se ha descrito que las células migran

desde la CNI hasta la CNE utilizando los procesos de las células de Müller (Julian

et al., 1998; Mack et al., 2003). Estas distintas subpoblaciones coinciden con las

descritas en otros trabajos desarrollados anteriormente en el pez cebra (Raymond

et al., 2006) y en otras especies como el carṕın (Otteson et al., 2001; Wu et al.,

2001; Sánchez-González, 2009) o los salmónidos (Julian et al., 1998; Candal et al.,

2005). El único pez teleósteo estudiado en el que no se han encontrado progenitores

en la CNI es el ćıclido Haplochromis burtoni (Mack et al., 2003). Se ha discutido

la procedencia de los progenitores de bastón, ya que tradicionalmente se conside-

raba que proveńıan de la ZPG (Otteson et al., 2001; Otteson y Hitchcock, 2003),
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pero trabajos recientes proponen que se trata de células de Müller con capacidad de

desdiferenciarse (Bernardos et al., 2007; Kassen et al., 2008; Craig et al., 2010).

En la periferia de la retina, las células marcadas con BrdU son células de la ZPG

con morfoloǵıa alargada (Fig. 4.1 C y D). Estas células, similares al neuroepitelio

embrionario, dan lugar a todas las neuronas de la retina a excepción de los bastones

(Hitchcock et al., 2004). A partir de esta población celular la retina de los peces

crece durante toda la vida del animal. Los resultados obtenidos son comparables

con observaciones anteriores en el pez cebra(Marcus et al., 1999; Raymond et al.,

2006) aśı como en otras especies de teleósteos como la trucha (Lyall, 1957; Schmitt

y Kunz, 1989); el carṕın (Johns, 1977; Meyer, 1978; Sánchez-González, 2009) y la

carpa (Kock, 1982; Negishi et al., 1985). Esta región es también similar a la existente

en anfibios (Hollyfield, 1968; Perron et al., 1998; Hitchcock et al., 2004) y en pollos

(Fischer y Reh, 2000; Kubota et al., 2002). Tal y como se describe en la Introducción

(ver 1.2.2), en mamı́feros hay una zona similar a la ZPG aunque más reducida que

tendŕıa células progenitoras, si bien hasta ahora sólo se ha demostrado su existencia

y potencialidad en experimentos in vitro (Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000;

Coles et al., 2004; Mayer et al., 2005; Mart́ınez-Navarrete et al., 2008).

Dado que en la ZPG se generan todos los tipos neuronales excepto los bastones, la

zona más externa de la retina está formada sólo por conos como células fotorrecepto-

ras. Sorprendentemente, se sabe que estos conos no expresan las opsinas funcionales

hasta no encontrarse con los bastones en una zona más central (Stenkamp et al.,

1997; Stenkamp, 2007)

Tal y como se ha mencionado anteriormente en la sección de Resultados, encon-

tramos también células que incorporan BrdU en la CPI y en la CCG (Fig. 4.1).

Consideramos que éstas son células gliales, ya que en estas capas son las únicas

células que se han descrito con capacidad de división (Salvador-Silva et al., 2000).

La división de las células para dar lugar a nuevas neuronas plantea una cuestión

importante relativa al mantenimiento de la función visual y la retinotoṕıa. Se sabe

que no sólo la retina genera nuevas neuronas a lo largo de la vida, sino que también

hay progenitores en el techo óptico (Raymond y Easter, 1983; Marcus et al., 1999;

Ito et al., 2010). La localización de las nuevas células en cada una de las zonas no

concuerda exactamente con las conexiones que se forman entre ellas. Mientras que
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en la retina las nuevas neuronas se forman en ćırculos concéntricos en la periferia, el

techo óptico crece por adición de nuevas neuronas en la zona mediocaudal (Raymond

y Easter, 1983; Cerveny et al., 2012). Se ha propuesto que los terminales de las

células ganglionares se mueven por la superficie del techo óptico para mantener la

retinotoṕıa, a la vez que aumenta el campo receptivo de las neuronas (Easter et al.,

1977; Easter y Stuermer, 1984; Cerveny et al., 2012). Además, la tasa de producción

de nuevas neuronas está regulada por el aumento del tamaño general del animal,

especificado a su vez por el eje de la hormona de crecimiento (GH, de sus siglas en

inglés) y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF, de sus siglas en inglés)

(Mack y Fernald, 1993; Boucher y Hitchcock, 1998; Otteson et al., 2002; Stenkamp,

2007).

5.1.1. Estudio cuantitativo de la tasa de división de los pro-

genitores

Para contabilizar el número de células que se dividen a lo largo del tiempo, hemos

realizado una única inyección intraperitoneal de BrdU, y estudiado las células que

han incorporado el compuesto tras distintos tiempos de supervivencia (Fig. 4.4).

Los estudios que se han realizado hasta el momento en el que se contabilizan las

células en división se han hecho teniendo en cuenta la respuesta a distintos factores:

adición de IGF-I (factor de crecimiento insuĺınico I): (Mack y Fernald, 1993; Boucher

y Hitchcock, 1998; Otteson et al., 2002); variación de temperatura: (Velasco et al.,

2001); distintas condiciones de luz/oscuridad: (Chiu et al., 1995; Kwan et al., 1996;

Julian et al., 1998). Además, se han contabilizado las células que se dividen en

distintas especies de teleósteos (Cid et al., 2002). En todos estos estudios, se han

marcado las células en división utilizando timidina tritiada, PCNA o por inmersión

en BrdU durante al menos 16 horas.

Hinsch y Zupanc (2006) han utilizado un procedimiento similar al empleado por

nosotros, inyectando BrdU intraperitonealmente. Sabiendo que el metabolismo de la

BrdU es de 30 minutos (Packard et al., 1973; Böswald et al., 1990), podemos afirmar

que cualquier aumento en el número de células positivas para BrdU es debido a

sucesivas divisiones de las que incorporaron la BrdU durante ese periodo. En nuestro

desarrollo experimental, en cualquier periodo de 30 minutos hay una media de 2,28
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células en división en la ZPG, 1,17 células en la CNE y 0,04 células en la CNI por

cada sección de retina de 10 µm. De esto se deduce que la tasa de división de las

células de la ZPG es superior a la del resto de las zonas, tomada en cualquier periodo

de 30 minutos. Por el contrario, hemos comprobado que tras periodos post-inyección

de 4 horas y de 1 d́ıa, el número de células positivas a BrdU es superior en la retina

central. Consideramos que este cambio es debido a la alta tasa de división en la

ZPG, que hace que cierto número de células que se han dividido pierdan el marcaje;

además ha de considerarse el paso cont́ınuo de células a la zona de transición y

posteriormente a la zona central de la retina. En la retina central la división es más

lenta y por tanto la pérdida de marcaje debido a las sucesivas divisiones no se da con

tanta intensidad como en la ZPG. Se conoce por estudios anteriores que se produce

un pico de división en la capa nuclear externa hacia la mitad de la fase oscura en

un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas (Chiu et al., 1995; Kwan et al., 1996; Julian

et al., 1998; Stenkamp, 2007). Esto estaŕıa asociado con el gran número de células

en la retina central el primer d́ıa tras la inyección (Fig. 4.4 A).

Hemos estudiado la evolución de las células progenitoras hasta los 28 d́ıas post

inyección, y en el resto de zonas, con excepción de la CNI, hay células marcadas.

Dado que no observamos células marcadas en la CNI, muchas de las células de

la retina central se dividieron anteriormente en la CNI y tras migrar a la CNE

se vuelven a dividir. Hinsch y Zupanc (2006) demuestran la presencia de células

positivas a BrdU en el cerebro del pez cebra hasta 1010 d́ıas post inyección. Aunque

en el cerebro hay más nichos de división, se puede suponer que en la retina se podŕıan

detectar células marcadas en tiempos posteriores a los considerados en este estudio,

ya que una vez que las células de la retina se diferencian, el marcaje se mantiene.

La esperanza de vida media de un pez es de unos 4,3 años (Gerhard et al., 2002),

aśı que es posible que se puedan observar células hasta el final de la vida del animal.
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5.2. Caracterización de los progenitores retinia-

nos

5.2.1. Prox1

Expresión de Prox1 en la retina adulta

El gen Prox1 es fundamental para el correcto desarrollo del ojo (Dyer et al.,

2003; Cid et al., 2010). En este trabajo hemos descrito que Prox1 se expresa en

la CNI y la CCG de animales adultos, además de en la ZPG (Fig. 4.6). Para la

localización inmunohistoqúımica de este factor de transcripción, al igual que para

todos los marcadores inmunocitoqúımicos utilizados en este trabajo, las secciones se

revelaron por el método ABC, además de con distintos fluorocromos. La razón para

la utilización de ambos métodos es que las secciones reveladas mediante la técnica

de ABC tienen por lo general una mayor intensidad de marcaje, dado que se ampĺıa

la señal mediante el complejo avidina-biotina-peroxidasa, mientras que el marcaje

con fluorescencia permite realizar dobles marcajes.

Se han realizado numerosos estudios de expresión de Prox1 en retina de an-

fibios (Del Rio-Tsonis et al., 1999; Makariev et al., 2002), aves (Tomarev et al.,

1996; Belecky-Adams et al., 1997; Edqvist y Halböök, 2004) y diferentes especies de

mamı́feros (Tomarev et al., 1998; Dyer et al., 2003); pero los estudios en la retina de

peces adultos son escasos (Cid, 2006; Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010). Los

estudios realizados en teleósteos se limitan generalmente a la expresión del factor de

transcripción durante la retinogénesis del pez cebra (Vihtelic et al., 2001; Godinho

et al., 2007; Cid et al., 2010), del pez de cueva Astyanax mexicanus (Jeffery et al.,

2000) y del medaka Oryzias latipes (Deguchi et al., 2009).

Por su situación y su morfoloǵıa consideramos que las células positivas a Prox1

situadas en la zona más escleral de la CNI son células horizontales (Fig. 4.6 A y

C), hecho que concuerda con estudios realizados en el carṕın y la tenca (Cid, 2006;

Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010), durante la retinogénesis del pez cebra

(Vihtelic et al., 2001) y en la retina de otros grupos animales como los anfibios

(Del Rio-Tsonis et al., 1999; Makariev et al., 2002), las aves (Tomarev et al., 1996;

Belecky-Adams et al., 1997; Edqvist y Halböök, 2004; Edqvist et al., 2006; Fischer
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et al., 2007) y los mamı́feros (Tomarev et al., 1998; Dyer et al., 2003; Cid et al.,

2010). Las otras células de la CNI que expresan Prox1, que se sitúan en la zona

central, podŕıan ser células bipolares, y las de la zona más vitreal células amacrinas

(Fig. 4.6 A, C y D). Esto es congruente con los estudios que indican que Prox1

influye en la diferenciación de ambos tipos de células (Dyer et al., 2003). Además,

se ha demostrado que también las células de Müller expresan Prox1 (Cid et al.,

2010). Como hemos señalado, hay expresión de Prox1 en la CCG. La descripción de

células de la CCG positivas para Prox1, se realizó por primera vez en tritones (Del

Rio-Tsonis et al., 1999; Markitantova et al., 2003); pero actualmente hay datos que

sugieren la presencia de dicho marcador también en células de la CCG del pez de

cueva (Jeffery et al., 2000), del carṕın (Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010), de

la tenca (Cid, 2006) e incluso del ratón (Cid et al., 2010). Teniendo en cuenta que no

se ha descrito la expresión de Prox1 en la generación de células ganglionares, y que

el número de células amacrinas desplazadas en la CCG es considerable, sugerimos

que las células positivas a Prox1 en la CCG son amacrinas desplazadas. Del mismo

modo, las células Prox1 positivas de la CPI pueden corresponder también a células

amacrinas desplazadas.

Hasta donde sabemos, los estudios relacionados con la expresión de Prox1 en

la ZPG se reducen a un trabajo realizado en el tritón (Markitantova et al., 2003),

donde por hibridación in situ de describe una expresión intensa de Prox1 en la

ZPG, y otros dos en el carṕın (Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010) realizados

en nuestro laboratorio. Dichos resultados coinciden con los de este trabajo. Dado

que Prox1 está implicado en la diferenciación de distintos tipos celulares de la retina,

no sorprende que al menos alguna de las células de la ZPG expresen el marcador. El

número de células marcadas con Prox1 en la ZPG de la retina adulta del pez cebra

no es muy numeroso, coincidiendo con los resultados del carṕın (Cid et al., 2010) y

con el hecho de que, durante la retinogénesis, en ratones tan sólo un 3-8 % de los

retinoblastos expresan Prox1 (Dyer et al., 2003).

Colocalización de Prox1 con BrdU

Con respecto a la colocalización de las células Prox1 positivas con BrdU, nuestros

resultados muestran células positivas para ambos marcadores tanto en la ZPG como

en la retina central (Fig. 4.7). En la retina central observamos células progenitoras
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que expresan Prox1 situadas principalmente en la capa más vitreal de la CNI. Los

estudios que han demostrado que Prox1 puede estar implicado en la generación

de bastones son escasos (Cid, 2006; Sánchez-González, 2009; Cid et al., 2010). De

hecho, esos resultados no concuerdan con lo descrito en la retina de ratón, donde los

progenitores retinianos postnatales no expresan Prox1 (Dyer et al., 2003). Hemos

observado también células positivas para Prox1 y BrdU en la CCG. Es posible que

estas células, descritas también en el carṕın (Sánchez-González, 2009), sean gliales,

ya que son el único grupo celular con capacidad de división que se sitúa en dicha

capa. En apoyo de lo anterior, conviene resaltar que ya se ha descrito la expresión

de Prox1 tanto en células gliales en el cerebro de Drosophila melanogaster (Hidalgo

y Griffiths, 2004) como en el giro dentado del ratón (Lavado y Oliver, 2007).

El número de células que son positivas para Prox1 y BrdU es escaso en la ZPG.

Esto concuerda con otros estudios realizados en el carṕın (Sánchez-González, 2009;

Cid et al., 2010) y la tenca (Cid, 2006). Teniendo en cuenta la implicación de Prox1

en la retinogénesis y en particular el proceso de diferenciación de tipos neuronales

concretos (Cook et al., 2003; Dyer et al., 2003; Edqvist y Halböök, 2004), podemos

postular que se trata de progenitores de células horizontales, amacrinas o bipolares,

tanto en división como en proceso de diferenciación.

5.2.2. Pax6

Pax6 juega un papel fundamental en la salida del ciclo celular, y por tanto en la

proliferación de las células progenitoras retinianas (Hsieh y Yang, 2009). Es nece-

saria la expresión de Pax6 en los progenitores para mantener su multipotencialidad

(Marquardt et al., 2001) y la capacidad de proliferación (Xu et al., 2007b), aunque

cuando las células comienzan a diferenciarse, Pax6 ya no es necesario para el man-

tenimiento de la estirpe celular (Marquardt et al., 2001). Pax6 es responsable de

activar los genes bHLH encargados de la determinación de distintos tipos celulares

retinianos (Hirsch y Harris, 1997). Cuando una célula troncal se divide asimétrica-

mente genera por un lado un progenitor negativo a Pax6, que migrará y dará lugar a

una célula madura, y por otro a una célula Pax6 positiva que mantiene la población

de células troncales inmaduras (Weissman, 2000).
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Expresion de Pax6 en la retina adulta

En el pez cebra, el factor de transcripción Pax6 se localiza en la CNI y la CCG

de la retina adulta, además de en la ZPG (Fig. 4.9). Esta protéına es imprescindible

para el desarrollo correcto del ojo, habiéndose realizado numerosos estudios tanto

durante la retinogénesis (Del 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; Bäumer

et al., 2003; Alunni et al., 2007; Ferreiro-Galve et al., 2012), como en la retina

adulta (Hitchcock et al., 1996; Otteson et al., 2001; Faillace et al., 2002; Cid, 2006;

Ferreiro-Galve et al., 2012). Se ha postulado que una de las funciones de Pax6

durante la retinogénesis es la diferenciación tard́ıa de células amacrinas, horizontales

y ganglionares (Kawakami et al., 1997). Además, en células en cultivo, Pax6 se

expresa en células ganglionares y amacrinas diferenciadas (Amirpour et al., 2012).

En diversos estudios se describe la presencia de células Pax6 positivas en la

CNI de la retina de teleósteos y de otros grupos animales, incluidos los humanos

(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; Cid, 2006; Alunni et al., 2007; Sánchez-González, 2009;

Ferreiro-Galve et al., 2012), al igual que observamos nosotros en el pez cebra . Por su

localización y su expresión conjunta con marcadores espećıficos se ha propuesto que

se trata de células amacrinas (Hitchcock et al., 1996; Fischer et al., 2006; Ferreiro-

Galve et al., 2012).

Pax6 se expresa en las células ganglionares durante la retinogénesis, tanto de

tiburones (Ferreiro-Galve et al., 2012) y de peces teleósteos (Krauss et al., 1991;

Püschel et al., 1992; Hitchcock et al., 1996; Strickler et al., 2001), como de anfi-

bios (Hirsch y Harris, 1997) y de aves (Edqvist et al., 2006; Hsieh y Yang, 2009).

Está también presente en la CCG de animales adultos, coincidiendo los datos aporta-

dos en nuestro trabajo con estudios anteriores en animales desde los teleósteos a los

mamı́feros (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; Cid, 2006; Alunni et al., 2007; Sánchez-González,

2009; Ferreiro-Galve et al., 2012). Los núcleos de las células marcadas tienen dife-

rente intensidad de marcaje, y se ha postulado que puede tratarse tanto de células

ganglionares como de células amacrinas desplazadas (Hirsch y Harris, 1997).
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Colocalización de Pax6 con BrdU

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que hay colocalización de

Pax6 con BrdU tanto en la ZPG como en la CNI de la retina central (Fig. 4.10).

En la ZPG observamos células fusiformes positivas a Pax6 y BrdU. Estas células

se han descrito también en otras especies de teleósteos y anfibios (Hitchcock et al.,

1996; Perron et al., 1998; Kaneko et al., 1999; Fischer y Reh, 2000; Faillace et al.,

2002; Kubota et al., 2002; Cid, 2006; Sánchez-González, 2009). La colocalización de

ambos marcadores en células de la ZPG no es muy sorprendente ya que son células

muy indiferenciadas.

La colocalización en las células de la CNI se produce únicamente en la capa más

vitreal. Estos resultados son congruentes con otros estudios realizados anteriormente

en el carṕın (Otteson et al., 2001; Sánchez-González, 2009), la trucha (Faillace et al.,

2002) y el pez cebra (Raymond et al., 2006). Se trata de células redondeadas positivas

a Pax6 y BrdU que forman una fila, tienen una baja tasa proliferativa, y se las ha

descrito como los progenitores del linaje de bastones de la CNI. Nosotros no hemos

observado colocalización en ninguna otra célula, coincidiendo con lo descrito por

otros autores (Hitchcock et al., 1996; Otteson et al., 2001; Faillace et al., 2002;

Raymond et al., 2006).

5.2.3. Sox2

Sox2 es un factor de transcripción implicado en el mantenimiento del estado

indiferenciado de las células progenitoras. Según estudios precedentes, esta función

se realiza mediante la interferencia en la función de los genes bHLH, que son los

implicados en la diferenciación celular (Bylund et al., 2003). A su vez, los genes

bHLH regulan negativamente a Sox2 para que se pueda dar la salida del ciclo celu-

lar y se proceda a la diferenciación neuronal (Fig. 5.1). Se conoce, además, que la

combinación de Sox2 con Oct4 es esencial para el mantenimiento de la forma indi-

ferenciada, mediante la activación de genes ligados a la pluripotencialidad (Avilion

et al., 2003). A pesar de esto, Sox2 no es capaz de promover la proliferación por

śı mismo (Bylund et al., 2003; Agathocleous et al., 2009). En las células retinianas,

los niveles de Sox2 regulan la elección entre el mantenimiento de la identidad de
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las células progenitoras y la diferenciación, mediante la interacción con el factor de

transcripción Notch1 (Taranova et al., 2006).

Sox2 está regulado positivamente entre otras protéınas por Prox1 y Pax6 (Lengler

et al., 2005), posiblemente mediante la unión al promotor N3 de Sox2 (Inoue et al.,

2007) (Fig. 5.1). Por su parte, Sox2 activa la transcripción de Pax6 (Lin et al., 2009).

Además, cabe destacar que tanto Pax6 como Sox2 son necesarios para la producción

de las señales iniciadoras de la morfogénesis del ojo (Smith et al., 2009). Entre estos

dos marcadores, como es lógico por su interacción, se ha observado colocalización

en células de la retina de ratones, tanto en desarrollo (Hever et al., 2006; Lin et al.,

2009; Matsushima et al., 2011) como en el adulto (Freeman et al., 2011)

Figura 5.1: Esquema de la función de Sox2 para regular la diferenciación neuronal

Expresión de Sox2 en la retina adulta

Según nuestros resultados, Sox2 se localiza tanto en la CNI y la CCG de la retina

central, como en la ZPG del pez cebra (Fig. 4.11).

Se ha postulado que las células positivas de la CNI pueden ser células amacrinas

(Fischer et al., 2010a; Jusuf y Harris, 2009) o células de Müller (Taranova et al.,

2006). Sox2 es un factor de transcripción determinante para la diferenciacion de célu-

las amacrinas (Rouëdec et al., 2002; Sakagami et al., 2003; Taranova et al., 2006;

Lin et al., 2009; Jusuf y Harris, 2009; Fischer et al., 2010a), y se expresa también en

este tipo celular en estadios maduros y animales adultos (Rouëdec et al., 2002; Ellis

et al., 2004; Taranova et al., 2006; Lin et al., 2009; Fischer et al., 2010a). Se sabe

que son células amacrinas ya que colocalizan con distintos marcadores espećıficos co-

mo Islet1, neuropéptido Y o calretinina entre otros (Rouëdec et al., 2002; Taranova

et al., 2006). Las otras células de la CNI que expresan Sox2 son las células de Müller,
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como se ha demostrado en aves (Boije et al., 2010; Fischer et al., 2010b), ratones

(Taranova et al., 2006; Lin et al., 2009; Fischer et al., 2010a) y humanos (Bhatia

et al., 2009). También se localiza Sox2 en células de Müller en cultivo (Lawrence

et al., 2007) donde es necesario para su mantenimiento, al menos en células proce-

dentes de humanos (Bhatia et al., 2011). En ratones también se han descrito células

positivas a Sox2 en la CCG, que se corresponden con células amacrinas desplazadas

(Taranova et al., 2006; Lin et al., 2009).

Los estudios de expresión de Sox2 en la ZPG se reducen a la zona marginal de

Xenopus (Agathocleous et al., 2009), y del epitelio ciliar no pigmentado de huma-

nos (Bhatia et al., 2009, 2011; Johnsen et al., 2012). Hasta el momento no hemos

encontrado estudios relativos a la retina adulta de teleósteos, pero es lógico pensar

que como hemos descrito en la presente Tesis Doctoral la ZPG aparecerá marcada

también en otras especies, ya que Sox2 es un marcador de células indiferenciadas.

Colocalización de Sox2 con BrdU

Sox2 colocaliza con BrdU no sólo en la retina del pez cebra como se ha demostra-

do en este trabajo (Fig. 4.12), sino que también hay colocalización en otros modelos

animales y en otras regiones proliferativas. Sox2 se expresa en varios modelos ani-

males en células progenitoras durante la embriogénesis: pez cebra (Jusuf y Harris,

2009), Xenopus (Raay et al., 2005), aves (Rouëdec et al., 2002; Bylund et al., 2003;

Graham et al., 2003) y ratones (Zappone et al., 2000; D’Amour y Gage, 2003; Ellis

et al., 2004; Miyagi et al., 2006; Favaro et al., 2009). En animales adultos se conoce

la colocalización de Sox2 con BrdU en progenitores del cerebro del pez cebra (Adolf

et al., 2006; Kaslin et al., 2009; März et al., 2010), en el cerebro de ratones (Zap-

pone et al., 2000; Ferri et al., 2004) y ratas (Komitova y Eriksson, 2004) y en la

médula espinal de humanos (Mothe et al., 2011). Sox2 se expresa junto con Ki67,

un ant́ıgeno asociado a proliferación, en explantes de retina de ratón embrionario

(Lin et al., 2009). Es de suponer que debido a su influencia en el mantenimiento del

estado indiferenciado de las células, aparezca colocalizacion de BrdU o de cualquier

otro marcador de división celular con Sox2 en todas las células progenitoras con

capacidad de división en la retina, como hemos visto en este estudio.
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5.2.4. Islet1

Se conoce la implicación del factor de transcripción Islet1 en la diferenciación de

células ganglionares, amacrinas, horizontales y bipolares, pero no de fotorreceptores

(Galli-Resta et al., 1997; Haverkamp et al., 2003; Shkumatava et al., 2004; Elshatory

et al., 2007a; Guduric-Fuchs et al., 2009), aunque el modo de actuación no se conoce

con exactitud. Se ha postulado que Islet1 interviene en la división final que dará lugar

a una célula positiva para Islet1, que sera la que se diferencie, y una célula negativa

para Islet1, que mantendrá su capacidad de división (Pan et al., 2008). Los mutantes

para Islet1 generan el número de células correcto pero éstas no se terminan de

diferenciar correctamente y mueren por apoptosis (Elshatory et al., 2007a; Pan et al.,

2008). Se conoce, además, que Islet1 está implicado en el correcto crecimiento de

los axones, aunque los estudios se han centrado principalmente en las motoneuronas

(Thor y Thomas, 1997).

Con respecto a la coexpresión con otros marcadores, se dan dos situaciones con-

tradictorias. Se ha descrito colocalización de Islet1 con Sox2, aunque éste sea un

marcador de células indiferenciadas (Neves et al., 2007), y con Pax6 en células

amacrinas (Elshatory et al., 2007b). Además, Islet1 colocaliza con Prox1 en células

horizontales, en los primeros estadios de diferenciación (Edqvist et al., 2008; Suga

et al., 2009).

Expresión de Islet1 en la retina adulta

Según nuestro estudio, Islet1 se expresa en la retina central y en la ZPG del pez

cebra (Fig. 4.13).

Islet1 se expresa en células ganglionares maduras de pez cebra (Sherpa et al.,

2008), carṕın (Sánchez-González, 2009), tenca (Bejarano-Escobar et al., 2009), pollo

(Austin et al., 1995), rata (Thor et al., 1991; Galli-Resta et al., 1997); ratón (Els-

hatory et al., 2007a; Marchena et al., 2011) y cerdo (Guduric-Fuchs et al., 2009).

Islet1 se empieza a detectar en las células ganglionares de la retina desde las prime-

ras etapas del desarrollo, y es un gen clave en la diferenciación de dichas células en

pez cebra (Masai et al., 2000; Shkumatava y Neumann, 2005; Huang et al., 2009),

tortuga (Francisco-Morcillo et al., 2006), pollo (Dı́az et al., 2000; Sakagami et al.,
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2003; Boije et al., 2008), ratón (Elshatory et al., 2007a; Pan et al., 2008; Sun et al.,

2009; Prasov y Glaser, 2012) y cerdo (Guduric-Fuchs et al., 2009).

Además de en células ganglionares Islet1 se expresa, tanto en desarrollo como en

adultos, en células amacrinas (Galli-Resta et al., 1997; Elshatory et al., 2007a; Boije

et al., 2008; Stanke et al., 2008; Bejarano-Escobar et al., 2009; Guduric-Fuchs et al.,

2009; Sánchez-González, 2009), horizontales (Edqvist et al., 2006; Fischer et al.,

2007; Bejarano-Escobar et al., 2009; Sánchez-González, 2009; Suga et al., 2009) y

bipolares (Shkumatava y Neumann, 2005; Edqvist et al., 2006; Guduric-Fuchs et al.,

2009; Sánchez-González, 2009). Todo ello es coincidente con nuestros resultados, ya

que hay expresión de Islet1 en casi toda la extensión de la CNI.

Las referencias a Islet1 en la ZPG de teleósteos se reduce al estudio en el carṕın

(Sánchez-González, 2009), donde no se describe la localización de esta protéına en

la ZPG. La diferencia observada en estos resultados puede deberse a que en el

presente trabajo se estudia la expresión del ARNm y en Sánchez-González (2009)

se detectaba la protéına. En la ZPG de pollos, tras una inyección de insulina que

estimula la división de las células, también se ha demostrado expresión de Islet1

(Fischer et al., 2002a; Fischer y Reh, 2003).

Colocalizacion de Islet1 con BrdU

Islet1 y BrdU colocalizan en la retina central del pez cebra y en la ZPG (Fig. 4.14).

Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en el carṕın (Sánchez-González,

2009). La presencia en estas células parece contraria a la función de Islet1, ya que

éste está implicado en la diferenciación siendo un marcador inicial de la misma. Una

de las explicaciones posibles es que estas células se hayan dividido durante el pro-

ceso de inyección de BrdU, y que en el momento del sacrificio hayan comenzado su

diferenciación. Por otro lado, en las primeras etapas de la retinogénesis en ratones

hay colocalización de EdU, un análogo de la BrdU, con Islet1 tras un pulso único y

realizando el análisis tras una hora (Prasov y Glaser, 2012). En este trabajo se indica

la posibilidad de que Islet1 se exprese en las células progenitoras antes de que estas

salgan del ciclo celular. Se han obtenido resultados similares en el desarrollo del oido

del pollo, donde Islet1 se expresa en células con capacidad de división (Neves et al.,

2007). Habrá que realizar otros experimentos orientados a dilucidar la interaccion
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de Islet1 con BrdU en los progenitores retinianos del pez cebra adulto.

5.2.5. Shh

La protéına Shh está implicada en la salida del ciclo celular en el desarrollo de

la retina del pez cebra (Shkumatava et al., 2004; Masai et al., 2005), y de ratones

(Dakubo et al., 2008; Agatholeous y Harris, 2009; Cwinn et al., 2011); aunque en

otros contextos estimula la proliferación (Roy y Ingham, 2002). Es posible que en

peces adultos promueva la proliferación, ya que se han propuesto distintas funciones

para Shh en desarrollo y en el adulto (Takabatake et al., 1997). En pollos, se ha

descrito que Shh está implicado en la regeneración de la retina (Spence et al., 2004).

Shh actúa mediante la unión a su receptor Patched. Ésto activa a la protéına

transmembrana Smoothened que regula la expresión de factores de transcripción Gli

(Ingham et al., 1991; Weitzman, 2002).

En cuanto a la regulación de Shh, se sabe que Sox2 activa a elementos reguladores

del gen Shh (Favaro et al., 2009). Además, se ha descrito colocalización de ambos

marcadores tanto en el desarrollo como en neuroesferas de ratón en cultivo (Favaro

et al., 2009). Los genes SoxE son activados a su vez por la cascada de señalización de

Shh y entre ambos influyen en el desarrollo de las células de Müller (McNeill et al.,

2012). Otro de los genes relacionados con Shh es Pax6. Shh es un regulador negativo

de Pax6 (Ericson et al., 1997; Briscoe et al., 2000; Zhang y Yang, 2001; Fuccillo

et al., 2006; Cwinn et al., 2011) en el desarrollo, pero en adultos ambos tienen un

patrón de expresión similar en la retina (Takabatake et al., 1997; Moshiri et al.,

2005) y en la médula espinal de ratones (Rowitch et al., 1999). La expresión de Shh

y de Islet1 en distintas células de la retina permite dividir las células en distintos

grupos (Shkumatava et al., 2004). Aśı, podemos clasificar las células ganglionares

en cuatro tipos: las que no expresan ninguna de las dos protéınas, las que expresan

ambas y las que expresan una sola de las dos. La relación funcional entre ambas

protéınas requerirá futuros estudios.
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Expresión de Shh en la retina adulta

Sonic hedgehog (Shh) es una protéına secretable clave en la retinogénesis y según

nuestros resultados, se expresa en la retina central pero no en la ZPG en el pez cebra

adulto (Fig. 4.15).

En la retina adulta del ratón, la protéına Shh se expresa en la CCG y en células de

la porción vitreal de la CNI (Jensen y Wallace, 1997; Takabatake et al., 1997) al igual

que en nuestro estudio, donde Shh se expresa en la CCG y en toda la extensión de la

CNI, con células intensamente marcadas en la parte más vitreal (Fig. 4.15). También

hay expresión de Shh en la retina adulta de anfibios (Takabatake et al., 1997) y en

la de rata (Levine et al., 1997; Jian et al., 2009). Estos datos concuerdan con lo que

sucede en la retinogénesis, porque aunque Shh se empieza a sintetizar en el epitelio

pigmentario (Stenkamp et al., 2000) también lo expresan las células ganglionares

(Neumann y Nüsslein-Volhard, 2000; Amato et al., 2004a; Wang et al., 2005) y las

células amacrinas (Shkumatava et al., 2004). Durante el desarrollo la diferenciación

de los tipos celulares en la CNI y la CNE, aśı como la laminación de la retina

depende de la actividad de Shh (Shkumatava et al., 2004). Tanto en peces teleósteos

(Stenkamp et al., 2000) como en Drosophila, hedgehog controla la diferenciación

de los fotorreceptores (Heberlein et al., 1995). Además, en células de mamı́fero en

cultivo, Shh dirige la diferenciación de los progenitores hacia fotorreceptores (Levine

et al., 1997; Osakada et al., 2008).

No hemos detectado expresión de Shh en la ZPG del pez cebra adulto (Fig. 4.15),

aunque se conoce que Shh promueve la proliferación de los progenitores retinianos

localizados en la ZPG de pollos (Moshiri et al., 2005; Wallace, 2008). Como esta

protéına se difunde, es posible que en el pez cebra tenga el mismo efecto sobre la

ZPG, ya que hemos descrito su presencia en células de la zona de transición adja-

cente a la ZPG. Seŕıa interesante estudiar la expresión del receptor de Shh, Patched,

en las células de la ZPG. Además, cabe resaltar que mediante la técnica de hibrida-

ción in situ se localiza el ARNm, con lo que la protéına, aunque se sintetice en las

células marcadas, puede realizar su efecto en otras células adyacentes. Se sabe que

en la ZPG de Xenopus hay expresión de la protéına transmembrana Smoothened y

de los factores de transcripción Gli (Perron et al., 2003). Como dato adicional, es

interesante constatar que en la zona subventricular del ratón se expresa la protéına

transmembrana Smoothened, mientras que Shh se expresa únicamente en neuronas
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maduras adyacentes (Ihrie et al., 2011). Los efectos de Shh en la laminación de la

retina estan mediados por señales célula a célula (Shkumatava et al., 2004), mientras

que en la proliferación de progenitores y el desarrollo de células de Müller y foto-

rreceptores los efectos son dependientes de la concentración de la protéına (Levine

et al., 1997; Moshiri et al., 2005).

Colocalizacion de Shh con BrdU

Según nuestros resultados hay colocalización de Shh y BrdU en las células de

la CNI y en la zona de transición adyacente a la ZPG (Fig. 4.16). En la retina de

Xenopus hay colocalización de BrdU con elementos de la cascada de Shh (Perron

et al., 2003), pero hay muchos ejemplos que indican que Shh es un elemento principal

en las células troncales adultas (Fuccillo et al., 2006; Wallace, 2008). La expresión

de Shh es importante para la generación inicial y la proliferación de las células

neurales adultas de la zona subventricular y el giro dentado (Lai et al., 2003; Han

et al., 2008), y la cascada de señalización de Shh tiene una función cŕıtica en la

especificación regional de las células troncales del cerebro adulto (Ihrie et al., 2011).

Según estos datos es posible que la colocalización que observamos en la retina sea,

en parte debida a que las células progenitoras expresen Shh, como seŕıa el caso de

la CNI, o debida a la expresión de Shh en algunas células postmitóticas. Tambien,

las células positivas para ambos marcadores en la zona de transición podŕıan ser

células postmitóticas, que han incorporado BrdU durante el tratamiento, y que

posteriormente expresan Shh que ayudará a la correcta función de las células de la

ZPG.

5.2.6. Nestina

El filamento intermedio nestina ha sido descrito como un marcador de células

troncales y células progenitoras en el SNC de vertebrados (Hockfield y McKay, 1985;

Lendahl et al., 1990), aunque varios autores critican este uso, ya que se expresa

también en células postmitóticas (Dahlstrand et al., 1995; Gu et al., 2002; Gilyarov,

2008).
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Las funciones concretas de la nestina no se conocen con exactitud, pero se sa-

be que controla la supervivencia de las células progenitoras neurales mediante la

regulación de la apoptosis (Chen et al., 2010), y se postula que interviene en el

posicionamiento y funcionamiento de los orgánulos celulares y que sirve como anda-

miaje de quinasas que regulan diversas funciones celulares como la supervivencia, la

proliferación y la diferenciación (Shen et al., 2002; Bieberich et al., 2003; Sahlgren

et al., 2003).

Expresión de Nestina en la retina adulta

La expresión de nestina en la retina es muy variable según las especies. Nuestros

resultados indican que la nestina se expresa tanto en células de la CNI y de la CCG

como en la ZPG (Fig. 4.19).

En la retina central de humanos se ha descrito la expresión de nestina en la

CNI y la CCG (Mayer et al., 2003; Hu et al., 2007; Bhatia et al., 2009), pero no

se ha descrito su expresión en la retina de los modelos murinos (Xue et al., 2006;

Nickerson et al., 2007). Los trabajos sobre la distribución de la nestina en peces, se

reducen a estudios en el carṕın (Sánchez-González, 2009), donde la nestina aparece

en la CNI y la CCG; en el esturión (Fang et al., 2009), donde hay nestina en los

segmentos externos de los fotorreceptores y justo encima de las células horizontales;

y en la retinogénesis del pez cebra (Mahler y Driever, 2007), en el que se describe

que a los 4 d́ıas post-fecundación la expresión de nestina se restringe a la ZPG.

En este último trabajo no se estudia la retina adulta, pero se describe en estadios

anteriores la expresión de nestina en las células de la CCG. Mediante el estudio

de los progenitores adultos del pez cebra, se sabe que la expresión de diferentes

marcadores vaŕıa entre la etapa embrionaria y la adulta (Wehman et al., 2005;

Adolf et al., 2006). Se ha descrito que los elementos positivos a nestina de la CCG

son células ganglionares (Mayer et al., 2003; Fischer y Omar, 2005), al igual que

durante la retinogénesis del pez cebra (Mahler y Driever, 2007), del pollo (Fischer

y Omar, 2005), del ratón (Yang et al., 2000) y de la rata (Lee et al., 2012), aunque

no podemos descartar que sean células gliales, ya que se ha descrito la expresión

de nestina en astrocitos localizados en la CCG en la retina de la rata (Wan et al.,

2008). Actualmente no hay ninguna descripción concreta para las células positivas

para nestina de la CNI. Las únicas células de la CNI que se sabe que expresan nestina,
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son las células de Müller (Walcott y Provis, 2003; Fischer y Omar, 2005; Xue et al.,

2006). La expresión de nestina en estas células puede ser en situaciones control, o

estar inducida por un daño (Luna et al., 2010; Xue et al., 2010), revertiendo las

células diferenciadas a indiferenciadas. La nestina se expresa tambien en células de

Müller en cultivo (Bhatia et al., 2011; Hollborn et al., 2011). Vista la gran profusión

de células marcadas en la CNI en nuestros resultados, no podemos descartar que

haya también otros tipos celulares marcados, para lo que habŕıa que realizar dobles

marcajes con nestina y con protéınas espećıficas de cada tipo celular.

Como ya hemos comentado, en este trabajo describimos la presencia de células

positivas para nestina en la ZPG. Los resultados son coincidentes con los descritos

anteriormente en el carṕın (Sánchez-González, 2009), en el pez cebra (Mahler y

Driever, 2007) y en el pollo (Fischer y Omar, 2005).

Colocalizacion de Nestina con BrdU

Según nuestros resultados, las células positivas a nestina que colocalizan con

BrdU en la retina central se sitúan en la capa más vitreal de la CNI y en la ZPG

(Fig. 4.20), donde se sitúan las células con capacidad proliferativa más indiferen-

ciadas. Esta colocalización se observa también en células progenitoras de carṕın

(Sánchez-González, 2009). De manera similar, en otros estudios hay colocalización

de PCNA y nestina en zonas proliferativas del cerebro del pez cebra (Mahler y

Driever, 2007; März et al., 2010), o de BrdU y nestina en la zona periférica de la

retina de pollos (Fischer y Omar, 2005). Además, se ha descrito expresión de nestina

en células positivas a BrdU en cultivos procedentes del epitelio ciliar de mamı́feros

(Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Gu et al., 2007).

Según nuestros resultados, la nestina aparece en progenitores retinianos pero

también en otras células de la retina del pez cebra. Se supone que la célula que

expresa nestina comienza a cambiar esta protéına de filamento intermedio por otro

tipo de protéınas, como vimentina o desmina, en cuanto la célula comienza a dife-

renciarse (Lendahl et al., 1990; Dahlstrand et al., 1995). La caracterización de las

células positivas a nestina que no colocalizan con BrdU necesitará estudios com-

plementarios. Se ha detectado expresión de nestina que colocaliza con marcadores

neurales de diferenciación en células progenitoras de la retina de ratón, al menos en
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condiciones de cultivo (Qiu et al., 2007).

5.3. Cultivo primario de células progenitoras re-

tinianas

A pesar de que se han realizado múltiples estudios sobre la capacidad de división

de las células del encéfalo y de la retina adulta de los peces teleósteos (Müller,

1952; Zupanc, 1999; Raymond y Hitchcock, 2000; Ekström et al., 2001; Otteson

y Hitchcock, 2003), únicamente disponemos de tres estudios en los que se realiza

un cultivo primario de dichas células (Hinsch y Zupanc, 2006; Wen et al., 2008;

Servili et al., 2009), además del trabajo inicial llevado a cabo en nuestro laboratorio

(Sánchez-González, 2009). En estos trabajos se realiza un cultivo primario de células

neurales adultas del pez cuchillo, Apteronotus leptorhynchus, (Hinsch y Zupanc,

2006), de la tilapia Oreochromis sp, (Wen et al., 2008) y de la lubina, Dicentrarchus

labrax, (Servili et al., 2009) mediante diferentes procedimientos y distintos medios

de cultivo. En el estudio de Wen et al. (2008) las células se cultivan en monocapa,

y en los otros dos mediante la obtención de neuroesferas. El único trabajo donde se

cultivan las células progenitoras de la retina de un teleósteo es en Sánchez-González

(2009), realizado en nuestro laboratorio y cuyos resultados han servido de base para

la realización de esta Tesis Doctoral. El reducido número de referencias relativas al

cultivo de células progenitoras contrastan con el alto número de estudios de cultivo

de células progenitoras de mamı́feros, tanto cerebrales -ratón: Reynolds y Weiss

(1992); Kukekov et al. (1997); Doetsch et al. (1999); rata: Xu et al. (2003); Xiong

et al. (2011); cerdo: Liard et al. (2009); Yang et al. (2012); primates: Oka et al.

(2004); humanos: Kukekov et al. (1999); Akiyama et al. (2001)- como retinianos

-ratón: Giordano et al. (2007); Xu et al. (2007a); Coles y van der Kooy (2010);

De Marzo et al. (2010); rata: Ahmad et al. (1999); Yang et al. (2002); Engelhardt

et al. (2004); Monnin et al. (2007); Qiu et al. (2007); Xu et al. (2007a); cerdo:

Gu et al. (2007); MacNeil et al. (2007); humanos: Mayer et al. (2005); Xu et al.

(2007a); Vossmerbaeumer et al. (2008); Moe et al. (2009); Bhatia et al. (2011)-, lo

que sorprende dado el contraste en la capacidad proliferativa y potencialidad de los

progenitores neurales y retinianos de teleósteos comparados con los mamı́feros.
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La abundante bibliograf́ıa existente ha posibilitado realizar trasplantes e im-

plantes de progenitores retinianos. Aśı, se han realizado trasplantes en animales

con distintos tipos de lesión (fotolesión, retinosis pigmentaria, retinas distróficas,

retinas control o degeneración de fotorreceptores), distintos tipos de tejido (adul-

to/embrionario) y distintas procedencias (capa de fotorreceptores, explantes de reti-

na, células progenitoras retinianas, progenitores de bastón, células progenitoras del

hipocampo o células troncales). Tan sólo en los últimos dos años se han publicado

más de 100 art́ıculos relativos a distintos tipos de trasplantes (revisado en Bull y

Martin (2011); Singh y MacLaren (2011); Stern y Temple (2011); Schmeer et al.

(2012); Tibbetts et al. (2012)). Un avance relevante ha sido la utilización de células

pluripotentes inducidas, dada la facilidad de obtención de dichas células y la ausencia

de los problemas éticos derivados de la utilización de células troncales embrionarias

(Lamba et al., 2010; Meyer et al., 2011; Okamoto y Takahashi, 2011; Tucker et al.,

2011; Zhou et al., 2011). Es también interesante destacar que recientemente se ha

publicado un protocolo en el que partiendo de células troncales embrionarias se for-

ma una estructura tridimensional similar a una retina (Eiraku y Sasai, 2011; Nakano

et al., 2012).

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que el protocolo desarrollado

en este trabajo es útil para cultivar los progenitores retinianos del pez cebra adulto.

Para su realización la concentración inicial de células utilizada es de 200.000 células

por 8 mL (25000 células/mL) de medio de cultivo (Fig. 4.23). Esta densidad es

muy inferior a la utilizada para otros cultivos, como los del cerebro del pez cuchillo

(Hinsch y Zupanc, 2006), donde la concentración inicial es de 2x106 células/mL. En

cambio, en otros estudios utilizan una densidad celular similar (Stafford et al., 2007;

Xu et al., 2007a; Liard et al., 2009; McLenachan et al., 2009).

Desde 1989 se sabe que una lesión del nervio óptico produce un aumento de

las células que se dividen en la retina (Henken y Yoon, 1989; Bähr, 1991; Owusu-

Yaw et al., 1992; Panagis et al., 2005; Wohl et al., 2009), aunque no hay ninguna

información sobre el efecto en el pez cebra anterior a nuestros resultados (Fig. 4.24).

Tampoco hay estudios sobre el efecto del pinzamiento del nervio óptico en cultivos

de células retinianas, excepto un estudio sobre explantes de retina (Bähr, 1991).

En nuestro caso los resultados no han sido los inicialmente previstos, ya que el

pinzamiento del nervio óptico no tiene prácticamente ningún efecto en el número de

neuroesferas obtenidas a los 7 d́ıas en cultivo (Fig. 4.25). Como se ha comentado en
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la sección de resultados, es posible que ello se deba a una inadecuada elección del

periodo entre la lesión y el cultivo, aunque otra posibilidad es que gran parte de las

células en división que se observan en las secciones sean células gliales, que no son

capaces de proliferar en el medio Neurobasal A utilizado (Brewer et al., 1993).

En el trabajo de Sánchez-González (2009) se realiza una disgregación de las

neuroesferas cada 2-3 d́ıas, mediante un procedimiento mecánico. Para suavizar este

tratamiento, y dada la importancia que tiene el tamaño de las neuroesferas para que

el pase sea efectivo (Xiong et al., 2011), hemos preferido realizar un cambio de medio

a los 7 d́ıas, disgregando las neuroesferas con Accutase R©, una mezcla enzimática más

suave que la tripsina (Wachs et al., 2003; Zheng et al., 2006; Monnin et al., 2007).

Además, al realizar el cambio de cultivo, se cambia la mitad del medio, añadiéndo

los factores de crecimiento cada dos d́ıas. Esta modificación, junto con la adaptación

de la concentración de antibióticos (Fig. 4.22), nos ha permitido obtener un mayor

número de neuroesferas en un tiempo menor.

A lo largo de las primeras dos semanas se observa un aumento del tamaño de las

neuroesferas, tanto si consideramos la primera apreciación visual (Fig. 4.26) como

si medimos el área de las mismas (Fig. 4.27). Las neuroesferas obtenidas a partir

de progenitores del carṕın (Sánchez-González, 2009) tienen una tasa de crecimiento

similar. También las neuroesferas obtenidas a partir del cerebro del pez cuchillo

(Hinsch y Zupanc, 2006) tienen un crecimiento y un tamaño similar al que obtenemos

al medir el área en nuestro trabajo. Si lo comparamos con los resultados obtenidos

a partir de retinas de ratón, rata o humano (Xu et al., 2007a), las neuroesferas

obtenidas en este trabajo son de menor tamaño. Según nuestros resultados, las

neuroesferas a los 7 d́ıas in vitro miden 732 µm2, mientras que las obtenidas a partir

de células del epitelio ciliar de rata, ratón o humano son de aproximadamente 15175

µm2 (Xu et al., 2007a).

El ensayo de MTT es utilizado principalmente para estudiar la toxicidad de

distintas moléculas (Kaneko et al., 2007; Boeckel et al., 2012), aunque también se

utiliza para comprobar la viabilidad del cultivo, lo que está en relación directa con la

proliferación de las células (Roisen et al., 2001; Hinsch y Zupanc, 2006; Zheng et al.,

2007; McLenachan et al., 2009; Xiong et al., 2011). Nuestros resultados confirman

un aumento de la proliferación a lo largo de las dos primeras semanas de cultivo

(Fig. 4.28). Como ya se ha comentado en la sección de resultados, la dilución de las
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células en el doble de medio al realizar el pase, explicaŕıa que la diferencia entre los

7 y los 14 d́ıas en cultivo sea menor que entre 1 y 7 d́ıas.

5.4. Caracterización de las neuroesferas

Cuando se trata de caracterizar las neuroesferas en cultivo, el primer paso es

adherir las esferas a cubreobjetos a fin de poder realizar el protocolo de inmuno-

citoqúımica. El procedimiento más comunmente utilizado es el tratamiento de la

superficie donde se van a sembrar las células con poliaminoácidos (poliornitina o po-

lilisina) o con protéınas de la matriz extracelular (laminina o fibronectina) (revisado

en Sun et al. (2012)). Todos estos métodos requieren de una incubación a 37,5◦C,

temperatura inadecuada para el cultivo de progenitores retinianos de animales poi-

quilotermos con nicho de 28,5◦C. Por ello, preferimos utilizar el Matrigel R©, un gel

derivado de protéınas del sarcoma del ratón, utilizado para fijar esferas al sustrato

(Katakowski et al., 2005; Braun et al., 2006; Durbec et al., 2008; González-Curto,

2010; Koutsopoulos y Zhang, 2013). La concentración de Matrigel que originó los

mejores resultados fue la de 1:50 (Fig. 4.29). La concentración a la que se utiliza

en otros casos vaŕıa desde poner Matrigel R© puro, hasta diluciones de 1:100 (Kata-

kowski et al., 2005; Braun et al., 2006; Durbec et al., 2008; González-Curto, 2010;

Koutsopoulos y Zhang, 2013).

5.4.1. Incorporación de BrdU

La BrdU es un análogo de la timidina que se integra en la fase S de las célu-

las en division, y en consecuencia es utilizado para marcar células progenitoras. Al

igual que se utiliza en ensayos ex vivo, como los realizados mediante inyección intra-

peritoneal en este trabajo, se utiliza también para estudios in vitro. En esta Tesis

Doctoral hemos incubado las neuroesferas con BrdU durante dos horas a una con-

centración final de 5µM. Esta incubación, modificada de González-Curto (2010), ha

permitido observar que tanto a los 7 d́ıas como a los 14 d́ıas in vitro hay células

que se dividen durante las dos horas de incubación con BrdU (Fig. 4.30). Son ne-

cesarios estudios futuros de determinación del porcentaje de células marcadas. Es

importante destacar que este marcador se ha utilizado en otros estudios en distintas
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concentraciones y distintos tiempos de incubación, lo que puede variar los resultados

obtenidos (Cuadro 5.1).

Referencia Concentración BrdU Tiempo de incubación Especie
Shetty y Turner (1998) 1 µM 7 horas ratón

Ahmad et al. (1999) 10 µM Una noche rata
Yang et al. (2002) 10 µM Una noche / 5 d́ıas rata

Wachs et al. (2003) 1 µM 48 horas rata
Mayer et al. (2005) 10 µM 1 semana humano
Zheng et al. (2006) 30 µg/mL 24 horas ratón

MacNeil et al. (2007) 0,5 µM 4 horas cerdo
Zheng et al. (2007) 30 µg/mL 40 minutos rata

González-Curto (2010) 5 µM 1 hora ratón
Merlo et al. (2011) 1 µM 24 horas ratón

Cuadro 5.1: Concentraciones y tiempos de incubación de BrdU utilizados en otros estu-
dios

Aunque la BrdU ha sido utilizada para marcar proliferación, hay que tener en

cuenta también que tiene diversos efectos sobre las células progenitoras neurales.

Aunque tiene baja toxicidad (Taupin, 2007), a dosis superiores a 0,2 µM puede

afectar a la supervivencia de progenitores neuronales pero no de progenitores gliales

(Caldwell et al., 2005; Lehner et al., 2011). Aśımismo, la BrdU altera la metilación

del ADN e induce la diferenciación hacia células gliales, principalmente astrocitos

(Schneider y d’Adda di Fagagna, 2012), interfiriendo con la capacidad proliferativa

de las células progenitoras (Ross et al., 2008; Lehner et al., 2011). Por ésto seŕıa

necesario utilizar otra forma de marcar las células en división, sobre todo para

futuros estudios de diferenciación. En esta Tesis Doctoral no hemos realizado dobles

marcajes con BrdU y otros marcadores para asegurarnos de que el marcaje no se

véıa influido por la incubacion con BrdU.

5.4.2. Prox1

Para comprobar si además de en secciones, Prox1 se expresa también en neuro-

esferas en cultivo, realizamos una técnica inmunocitoqúımica sobre las neuroesferas.

Aśı pudimos comprobar que Prox1 se expresa tanto a los 7 como a los 14 d́ıas en

cultivo (Fig. 4.31), siendo más abundante su expresión a los 14 d́ıas. No se han

encontrado estudios precedentes donde se describa la expresión de Prox1 en cultivo
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de neuroesferas, excepto tras la inducción de la diferenciación (Lavado et al., 2010)

o en células trasplantadas (Chen et al., 2011). Como ya se ha comentado anterior-

mente, Prox1 es un factor de transcripción implicado en la diferenciación, por lo

que es lógico que el mayor número de células marcadas se obtenga a los 14 d́ıas, ya

que de manera espontánea, algunas células de las neuroesferas pueden comenzar a

diferenciarse.

A los 14 d́ıas encontramos expresión de Prox1 tanto en el citoplasma como en el

núcleo, y en ensayos de Western Blot se obtiene una única banda (Fig. 4.32 A). Este

dato nos hace descartar que Prox1 sufra una sumoilización, ya que dicha modificación

post-traduccional se asocia a una variación en el peso de la protéına. La sumoilización

de Prox1 se da en células en cultivo, probablemente con el fin de regular la actividad

corepresora de la protéına (Shan et al., 2008). El gen Prox1 es homólogo al gen

Prospero de Drosophila, que contiene una región de localización nuclear, y una región

denominada dominio prospero que actúa como una señal de exportación nuclear, y

se regula mediante la actividad de la exportina y la protéına Miranda (que la retiene

en el citoplasma) (Demidenko et al., 2001). Prospero se expresa en el citoplasma de

células indiferenciadas con capacidad proliferativa, mientras que la expresión nuclear

se da en células postmitóticas en diferenciación (Manning y Doe, 1999; Li et al.,

2000). De manera similar, Prox1 se expresa tanto en el citoplasma como en el núcleo a

lo largo del desarrollo del cristalino en ratones, ratas y pollos (Duncan et al., 2002).

Con todos estos datos los resultados del marcaje con Prox1 en las neuroesferas,

indican la presencia de células en proceso de diferenciación, que expresan Prox1 en el

núcleo, y otras células que expresan Prox1 en el citoplasma y mantienen la capacidad

de división. Dentro de una neuroesfera no todas las células expresan Prox1, con lo

cual es posible que aquellas células que tienen Prox1 en el citoplasma, estén, en

cierto modo, predeterminadas a diferenciarse hacia algún tipo celular concreto. Para

comprobar esta hipótesis seŕıan necesarios estudios de colocalización de Prox1 con

marcadores espećıficos de los distintos tipos celulares de la retina.

5.4.3. Pax6

Las neuroesferas formadas a partir de progenitores retinianos expresan Pax6

tanto a los 7 como a los 14 d́ıas (Fig. 4.33). Teniendo en cuenta la función de

Pax6, podemos decir que las células de las neuroesferas marcadas son células con
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capacidad de proliferación. Este es un marcador utilizado para identificar células

indiferenciadas en las neuroesferas derivadas de cultivos de cerebro (Kukekov et al.,

1999; Hack et al., 2004; Duparc et al., 2007; von Holst et al., 2007; Remboutsika

et al., 2011; Schneider y d’Adda di Fagagna, 2012) y de cultivos de progenitores

retinianos (Lawrence et al., 2007; MacNeil et al., 2007; Qiu et al., 2007; Xu et al.,

2007b).

La expresión de Pax6 es tanto citoplasmática como nuclear, y en el Western

Blot obtenemos dos bandas, una de alrededor de 48 kDa y otra de unos 33 kDa

(Fig. 4.32 B). Pax6 es una protéına que tiene varias isoformas. Se descubrió por

primera vez en la codorniz, donde hay 5 isoformas caracterizadas por los diferentes

pesos moleculares (32, 33, 43, 46 y 48 kDa) (Carrière et al., 1993). Se sabe que

Pax6 tiene tres promotores y seis potenciadores o enhancers (Ferreiro-Galve et al.,

2012), y dentro de su estructura hay dos señales de localización nuclear, una en el

dominio “paired” y la otra en el homeodominio (Carrière et al., 1995). De todas las

isoformas, las que pesan 32 y 33 se encuentran en el citoplasma, y el resto en el núcleo

(Carrière et al., 1995). En el pez cebra el gen Pax6a tiene dos isoformas, una con el

dominio “paired” y otra sin él, siendo esta última la que se localiza en el citoplasma

(Lakowski et al., 2007). Nuestros resultados de Western Blot (Fig. 4.32 B) muestran

dos bandas con estos pesos moleculares de 33 kDa (correspondiente a la protéına

sin el dominio “paired” situada en el citoplasma) y de 48 kDa (correspondiente a la

isoforma nuclear con el dominio “paired”). Además estas isoformas de Pax6 pueden

sufrir modificaciones como pueden ser la sumoilización temporal (Yan et al., 2010)

o la desfosforilación por la protéına fosfatasa 1 que inhibe su actividad (Yan et al.,

2007). No podemos descartar que estas modificaciones se produzcan en las células

positivas a Pax6 en las neuroesferas en cultivo.

5.4.4. Sox2

Sox2 es un marcador de células proliferativas utilizado para localizar las células

indiferenciadas en neuroesferas de diferentes organismos como lubina (Servili et al.,

2009), ratón (Miyagi et al., 2006; Favaro et al., 2009; Remboutsika et al., 2011),

rata (Yan et al., 2012), cerdo (MacNeil et al., 2007; Liard et al., 2009; Yang et al.,

2012), perro (Lim et al., 2012), mono (Homman-Ludiye et al., 2012) o humano (Moe

et al., 2009). Junto con la nestina es el marcador más utilizado para detectar células
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troncales. En nuestro caso, dado que no hay un anticuerpo para nestina eficiente en

nuestro modelo, y que no es posible realizar la técnica de hibridación in situ sobre

los cubreobjetos utilizados para fijar las neuroesferas, hemos decidido utilizar este

marcador. Sox2 se expresa en algunas células de las neuroesferas tanto a los 7 como

a los 14 d́ıas (Fig. 4.34).

Dado que la expresión a los 14 d́ıas en cultivo se produce en el citoplasma y

en el núcleo realizamos la técnica de Western Blot, obteniendo dos bandas, una de

alrededor de 34 kDa y la otra de 55 kDa (Fig. 4.32 C). La expresión de Sox2 en el

citoplasma es un hecho descrito anteriormente: en las células del cristalino (Kama-

chi et al., 1998; Hever et al., 2006), y en las células de Müller de la retina humana,

donde Sox2 se expresa tanto en el citoplasma como en el núcleo (Bhatia et al., 2009).

Durante la embriogénesis temprana Sox2 se transloca entre el citoplasma y el núcleo

sugiriendo que la actividad de dicho factor de transcripción está sujeta a la localiza-

ción subcelular (Avilion et al., 2003). La señal de localización nuclear se encuentra

en el dominio HMG (grupo de alta movilidad, en sus siglas en inglés) (Poulat et al.,

1995). En nuestro caso, dados los pesos moleculares, podemos decir que la protéına

con un peso de 55 kDa se encuentra sumoilizada, como ya se ha descrito en dis-

tintas ĺıneas celulares (Tsuruzoe et al., 2006). Hay que tener en consideración, que

la forma sumoilizada, localizada en el citoplasma es una forma inactiva (Tsuruzoe

et al., 2006), por lo que las células marcadas aśı pueden ser células en proceso de

diferenciación.

Tal y como se ha descrito anteriormente, dada la relación entre los tres marcado-

res aqúı descritos (Prox1, Pax6 y Sox2) (Fig. 5.1), es posible que haya colocalización

de las tres protéınas en las mismas células. La combinación de los marcadores, aśı co-

mo el marcaje con otras protéınas implicadas o en la regulación del mantenimiento

de la potencialidad o en la diferenciación, completará la caracterización de las células

progenitoras retinanas en cultivo.

5.5. Diferenciación de las neuroesferas en cultivo

Para completar los estudios de caracterización de las neuroesferas en cultivo, he-

mos comenzado a desarrollar los estudios de diferenciación de las neuroesferas. Las
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neuroesferas, después de haber crecido durante una semana en condiciones norma-

lizadas, se transfieren a un medio sin factores de crecimiento durante otros 7 d́ıas.

Para comprobar cómo se comportaban las neuroesferas en ausencia de los factores

de crecimiento, hemos realizado una doble inmunocitoqúımica con Sox2 como mar-

cador de células indiferenciadas y calretinina (CR) como marcador de diferenciación.

Tanto CR como Sox2 son dos marcadores comúnmente utilizados para distinguir las

células que se han diferenciado de las que siguen en un estadio indiferenciado (Yang

et al., 2002; Fischer et al., 2004; Lawrence et al., 2007; Mart́ınez-Monedero et al.,

2008; Monzo et al., 2012).

En las neuroesferas a las que no se les ha añadido factores de crecimiento hay

células que expresan CR, además de células que expresan Sox2 (Fig. 4.35 A), sin

colocalizar en ninguno de los casos. La expresión de Sox2 se detecta también en

neuroesferas en la situación de control, pero en ningún caso hemos visto expresión

de CR en estos cultivos (Fig. 4.35 B). Ni en las neuroesferas control ni en las di-

ferenciadas, hemos detectado expresión de Sox2 en el citoplasma. La calretinina se

expresa tan solo en unas pocas células de cada neuroesfera diferenciada. Es posible

que el reducido número de células se deba a que el tiempo que están en el medio sin

factores de crecimiento no sea suficiente para diferenciar las células, o puede que,

además de los factores de crecimiento, haya que retirar del cultivo el suplemento

B27, ya que este suplemento aumenta la proliferación celular (Svendsen et al., 1995;

Wachs et al., 2003).

La retirada de los factores de crecimiento es uno de los primeros ensayos que

se realizan para estudiar la diferenciación de las neuroesferas (Chiang et al., 1996;

Duittoz y Hevor, 2001; Yang et al., 2002; Jori et al., 2003; Singh et al., 2009; Yang

et al., 2012). Los factores FGF y EGF, junto con otros como el PDGF (factor de

crecimiento derivado de plaquetas) o el CNTF (factor neurotrófico ciliar), inducen

la división e inhiben la diferenciación de las células (Bögler et al., 1990; Kuhn et al.,

1997; Raballo et al., 2000; Caldwell et al., 2001; Shi et al., 2008). Se encuentran

tanto durante el desarrollo (Birecree et al., 1991; Tucker et al., 1993; Kalyani et al.,

1999; Gómez et al., 2004; Laisney et al., 2010), como en el cerebro adulto (Plata-

Salamán, 1991; Tucker et al., 1993; Seroogy et al., 1995; Kalyani et al., 1999; Gómez

et al., 2004; Laisney et al., 2010). Realizan su actividad uniéndose a sus receptores,

aśı la unión de EGF a su receptor activa las cascadas de señalización de las qui-

nasas MAPK, Akt y JNK, que activan factores de transcripción que controlan la
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proliferación celular e inhiben la apoptosis (Herbst, 2004; Oda et al., 2005); FGF

tiene una familia de receptores, que tienen distintas funciones (Coutts y Gallagher,

1995; Ornitz et al., 1996). En este sentido se ha descrito que aunque el FGF es un

factor mitogénico (Haynes, 1988; Stachowiak et al., 1997; Sütterlin et al., 2013), si

se añade únicamente FGF a un medio sin ningún otro factor, en cultivos de retina

de rata (Hicks y Courtois, 1992), de células de la retina de humanos (Carwile et al.,

1998) y de células embrionarias de ratón, mono y humano (Osakada et al., 2008), se

puede producir la diferenciación de las células hacia fotorreceptores .

Además de la retirada de los factores de crecimiento, se han realizado diversos

ensayos añadiendo distintas moléculas para dirigir la diferenciación celular. Entre

ellas, además del FGF ya mencionado, se ha testado el suero fetal bobino (Yang

et al., 2002; Liu et al., 2005; MacNeil et al., 2007; Kokkinopoulos et al., 2008), el

ácido retinóico (Stenkamp et al., 1993; Kelley et al., 1999; Lawrence et al., 2007;

Mart́ınez-Monedero et al., 2008; Osakada et al., 2008; Safari et al., 2009; Wu et al.,

2012), la protéına Shh (Mart́ınez-Monedero et al., 2008; Zeng et al., 2007; Osakada

et al., 2008; Osterberg y Roussa, 2009; Wu et al., 2012) o un medio condicionado

derivado del epitelio pigmentario (Gaur et al., 1992; Kholodenko et al., 2006; Sheedlo

et al., 2007; Gamm et al., 2008).

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral en relación con la diferenciación

de los progenitores neurales de retina adulta del pez cebra sugieren nuevos ensayos

que incluyan la adición de determinadas moléculas al cultivo, y el marcaje con

distintas protéınas espećıficas de cada uno de los tipos celulares de la retina.
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Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral son:

1. El protocolo de inyección intraperitoneal de BrdU desarrollado en este trabajo

permite marcar las distintas poblaciones de progenitores en la retina adulta

del pez cebra, tanto en la zona periférica germinal como en la retina central,

y en ésta, tanto en la capa nuclear interna como en la capa nuclear externa.

2. Una única inyección de BrdU permite detectar las primeras células marcadas

a los 30 minutos, la señal se mantiene, al menos, hasta los 28 d́ıas y la mayor

tasa de proliferación se detecta 1 d́ıa después de la inyección.

3. Los progenitores neurales, tanto en la ZPG como en la retina central, expresan

marcadores acordes con su estadio de diferenciación (Prox1, Pax6, Sox2, Islet1,

Shh, Nestina).

4. El protocolo desarrollado en esta Tesis Doctoral permite cultivar las células

progenitoras de la retina del pez cebra, manteniendo tanto la viabilidad como

la capacidad proliferativa y de diferenciación de las mismas.

5. Las neuroesferas derivadas de las células progenitoras de la retina adulta con-

tienen células que expresan Prox1, Pax6 y/o Sox2, en el citoplasma o en el

núcleo, por lo que estas neuroesferas contienen células en distintas fases del

ciclo celular y en diferentes estadios de diferenciación.

6. La supresión de los factores de crecimiento del cultivo de neuroesferas induce

la diferenciación de algunas células, asociada a la expresión de calretinina, al

tiempo que otras células de la misma neuroesfera se mantienen indiferenciadas

y expresan Sox2.

139



6. Conclusiones

140
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lo, R. (2011). Characterisation of neuronal and glial
populations of the visual system during zebrafish li-
fespan. Int J Dev Neurosci 29, 441–449.
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y Schäfer, K. H. (2006). Expression of interme-
diate filament proteins and neuronal markers in the
human fetal gut. J Histochem Cytochem 54, 39–46.

Raymond, P. A. y Easter, S. J. (1983). Postembryo-
nic growth of the optic tectum in goldfish II. Modu-
lation of cell proliferation by retinal fiber input. J
Neurosci 3, 1092–1099.

Raymond, P. A. (1985). Cytodifferentiation of pho-
toreceptors in larval goldfish: delayed maturation of
rods. J Comp Neurol 236, 90–105.

Raymond, P. A. y Rivlin, P. K. (1987). Germinal
cells in the goldfish retina that produce rod photore-
ceptors. Dev Biol 122, 120–138.

Raymond, P. A. (1991). Development of the Visual
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Santamaria, J. L., Maŕı-Beffa, M., Santos-Ruiz,
L. y Becerra, J. (1996). Incorporation of bromo-
deoxyuridine in regenerating fin tissue of the goldfish
carassius auratus. J Exp Zool 275, 300–307.

Scaffidi, P. y Bianchi, M. E. (2001). Spatially pre-
cise DNA bending is an essential activity of the sox2
transcription factor. J Biol Chem 276, 47296–47302.

Schilling, T. y Webb, J. (2007). Considering the ze-
brafish in a comparative context. J Exp Zool B Mol
Dev Evol 308, 515–522.

Schmeer, C. W., Wohl, S. G. y Isenmann, S.
(2012). Cell-replacement therapy and neural repair
in the retina. Cell Tissue Res 349, 363–374.

Schmitt, E. y Kunz, Y. W. (1989). Retinal morpho-
genesis in the rainbow trout, Salmo gairdneri. Brain
Behav Evol 34, 48–64.

Schmitt, E. A. y Dowling, J. E. (1994). Early eye
morphogenesis in the zebrafish, Brachydanio rerio. J
Comp Neurol 344, 532–542.

Schneider, L. y d’Adda di Fagagna, F. (2012). Neu-
ral stem cells exposed to BrdU lose their global DNA
methylation and undergo astrocytic differentiation.
Nucleic Acids Res 40, 5332–5342.

Schneider, M., Marison, I. W. y von Stockar, U.
(1996). The importance of ammonia in mammalian
cell culture. J Biotech 46, 161–185.

Schnitzer, J. (1988). Astrocytes in the guinea pig, horse
and monkey retina: their occurrence coincides with
the presence of blood vessels. Glia 1, 74–89.

Scholes, J. H. (1979). Nerve fibre topography in the
retinal projection to the tectum. Nature 278, 620–
624.

Seki, M., Tanaka, T., Nawa, H., Usui, T., Fu-
kuchi, T., Ikeda, K., Abe, H. y Takei, N.
(2004). Involvement of brain-derived neurotrophic
factor in early retinal neuropathy of streptozotocin-
induced diabetes in rats: therapeutic potential of
brain-derived neurotrophic factor for dopaminergic
amacrine cells. Diabetes 53, 2412–2419.

Seroogy, K. B., Gall, C. M., Lee, D. C. y Korn-
blum, H. I. (1995). Proliferative zones of postna-
tal rat brain express epidermal growth factor receptor
mRNA. Brain Res 670, 157–164.

Servili, A., Bufalino, M. R., Nishikawa, R., San-
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No has de esperar que Ítaca te
enriquezca:

Ítaca te ha concedido ya un hermoso
viaje.

Sin ella, jamás habŕıas partido;
mas no tiene otra cosa que ofrecerte.

Konstant́ınos Kaváfis
Itaca
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