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LA RETINA

La retina, considerada como la primera estacion neural del sistema visual, posee
los elementos funcionales y estructurales necesarios para proporcionar la funcion
visual. Esta estructura sensible a la luz se localiza en el drea posterior del globo ocular,
encargandose de transformar la energia luminosa, que llega en forma de fotones, a
sefiales quimicasy eléctricas, para eventualmente atravesar el nervio optico hasta llegar
a la corteza visual en los centros superiores del cerebro, lugar donde la informacion sera
pertinentemente procesada, almacenada e interpretada, en un proceso que recibe el

nombre de fototransduccién (Fu y Yau, 2007).

La retina se considera parte del Sistema Nervioso Central (SNC) por dos razones
concretas: desde un punto de visto embrionario, pues se origina a partir del
prosencéfalo del tubo neural en desarrollo, que puede dar lugar a las vesiculas opticas,
desde las que surgen las retinas, o a futuras estructuras cerebrales, como los
hemisferios, el talamo o el hipotdlamo (Davis y Dyer, 2010); y desde una perspectiva
funcional, ya que se trata de una estructura capaz de integrar estimulos sensoriales

concretos para, posteriormente, procesarlos (Masland, 2012).

En mamiferos, la retina presenta una estructura histoldgica altamente conservada
y un gran namero de elementos celulares, llegando a postularse la presencia de mas de
medio centenar de subtipos celulares en ella, en relacidn a sus diferencias morfologicas
y funcionales (Masland, 2001). Sus somas se encuentran ubicados en capas nucleares
concretas, en funcidn del tipo celular, conectdndose por medio de prolongaciones que
atraviesan las capas plexiformes para asi desarrollar una serie de circuitos especificos
capaces de actuar simultaneamente con objeto de asegurar el fenéomeno de la
fototransduccion (Kolb et al., 2000). Si bien tres de estos tipos celulares (los conos,
bastones y algunas células ganglionares) pueden ser catalogados como las neuronas
fotosensitivas que residen en la retina, debe existir una precisa regulaciéon funcional,
estructural y homeostatica entre todos los elementos retinianos para desarrollar una

transmision de la seial exitosa (Foster, 2009).



Al realizar un corte transversal de este 6rgano se pueden apreciar una serie de capas

que pueden ser clasificadas, desde la parte mas interna, o vitreal, hasta la mas externa,

o escleral, en (Figura 1):
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(CCG): capa nuclear donde residen los cuerpos celulares de las células
ganglionares, asi como el de algunas células amacrinas desplazadas (Miiller et
al., 2007; Raza et al., 2011). A partir de los axones de las primeras se puede dar
lugar al nervio éptico (que conecta la retina al cerebro), quiasma 6ptico (donde
se entrecruzan los nervios épticos) y tracto optico (que finaliza en la base del
nucleo geniculado lateral, la siguiente estacion de relevo del sistema visual)

(Springer y Mednick, 1986).

Capa Plexiforme Interna (CPI): capa de neuropilo constituida por las
conexiones sindpticas entre los axones de células bipolares y las células
amacrinas, por un lado, y dendritas de las células ganglionares por el otro
(Euler et al., 2014). Es notable destacar como, dentro de la CPI, las conexiones
sindpticas pueden dar lugar a dos subdivisiones dentro de ésta, una mas interna
(constituida por sinapsis producidas entre las células bipolares-ON vy las
ganglionares o amacrinas) y otra mas externa (entre las células bipolares-OFF y

las ganglionares y amacrinas).

Capa Nuclear Interna (CNI): En esta capa se localizan los somas de un gran

numero de células retinianas, como el de las células bipolares (transmitiendo la



sefial desde los fotorreceptores hasta las células ganglionares), células
horizontales, células amacrinas, células interplexiformes, o los elementos gliales

mds abundantes de la retina, las células de Miiller (Remington, 2012).

Capa Plexiforme Externa (CPE): capa donde se estan realizando las sinapsis
entre algunos de los elementos localizados en la CNI, como las dendritas
pertenecientes a células bipolares o células horizontales, y los terminales de los
fotorreceptores (denominados pediculos en el caso de los conos; y esférulas para

los bastones) (Remington, 2012).

Capa Nuclear Externa (CNE): en esta capa se localizan los somas de las neuronas
de primer orden, las células fotorreceptoras, los conos y los bastones,
presentando estos ultimos un cuerpo celular de menor tamafio (Remington,

2012).

Membrana Limitante Externa (MLE): Localizada en la parte apical de la CNE,
constituye una delimitacion estructural formada por una serie de uniones
adherentes entre los procesos mads apicales de las células de Miiller y los
fotorreceptores que determina los correctos mecanismos de polaridad apico-
basal; cumple ademads un papel clave al prevenir la difusidon de algunas proteinas
mas alla del espacio extracelular que engloba los segmentos internos y externos

de los fotorreceptores (Omri et al., 2010).

Capa de los Segmentos de los Fotorreceptores (CF): Compuesta por segmentos
externos e internos de los fotorreceptores. Los segmentos externos se
caracterizan por presentar discos membranosos donde se concentra una gran
cantidad de fotopigmentos, como la rodopsina. Por su parte, es en los
segmentos internos donde se localizan los orgdnulos responsables de mantener
las altas demandas metabolicas de estas células. Entre ambos tipos de
segmentos, y conectandolos, se dispone el cilio de conexion (Goldberg et al.,

2016).

Epitelio Pigmentario (EP): Si bien no forma parte de la retina neural, esta
estructura es esencial para el correcto funcionamiento retiniano. Dispuesta

como una monocapa de células epiteliales, su lado apical permite el contacto
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con los segmentos externos de los fotorreceptores, permitiendo un permanente
reciclaje de pigmentos y fagocitosis de estos segmentos, asi como la liberacion

de diversos factores tréficos esenciales en su mantenimiento (Strauss, 2005).

TIPOS CELULARES DE LA RETINA

De manera general, en la retina se pueden encontrar 5 tipos celulares neuronales
(células fotorreceptoras, células bipolares, células amacrinas, células horizontales y
células ganglionares) y 3 tipos de elementos gliales (astrocitos, microglia y células de

Miiller) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema simplificado que muestra la diversidad y conectividad de los distintos
tipos celulares, tanto nerviosos como gliales, en la retina de raton adulta. SE: Segmentos
externos de los fotorreceptores. SI: Segmentos internos. CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa
plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna. CCG: Capa de las

células ganglionares. CFNO: Capa de las fibras del nervio dptico. Modificado de Roche et al., 2016.




Células fotorreceptoras

Son los principales elementos retinianos encargados de responder al estimulo
luminico. Si bien su funcién radica en llevar a cabo el fendmeno de la fototransduccion,

presentan una serie de diferencias, tanto

Discos estructurales como anatémicas o

funcionales, que ponen de manifiesto

Segmento .
externo como cada uno de estos tipos celulares

Segmento
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Figura 3: Representacion grafica de la morfologia y capacidad de detectar hasta un unico

tes de los fot t . Modifi . . ,.
componentes de los fotorreceptores odificado de fotén en condiciones luminicas pObI‘ES

GeneticsHomeReference . com

(Rieke, 2000), siendo los responsables
de actuar durante la visidn escotopica, aunque a expensas de una baja resolucion
espacial y nula capacidad de distinguir colores (Mustafi et al., 2009) (Figura 3).

La proporcién entre ambos tipos celulares al comparar distintas especies animales
es muy variable. En el ser humano, los conos apenas constituyen un 5% del total de
células fotorreceptoras, con una estimaciéon de aproximadamente 4 millones y medio
de conos, aunque su elevada distribucion en el centro de la macula, la fovea central
(que presenta la mayor densidad de conos en todo el 0jo), permite la vision mds precisa
y detallada (Volland et al., 2015). Por su parte, el numero de bastones asciende hasta
los 91 millones, con una mayor densidad de éstos respecto a los conos a lo largo de toda
la retina exceptuando, como ya se ha referenciado, en la fovea central.

La percepcidn visual se inicia cuando los fotopigmentos, localizados en los
segmentos externos de los fotorreceptores, absorben un fotéon y cambian su
conformacion (Terakita, 2005); esto conduce a una cascada de sefializacion, que
resulta en el cierre de canales catidénicos y una hiperpolarizaciéon de la membrana

celular. La transmision de la sefal es dirigida a células de la CNI, como las células



bipolares, mediante sinapsis en la CPE. A su vez, estas células envian sefales a las
células ganglionares, en la CCG, mediante sinapsis localizadas en la CPI. Los axones de
las células ganglionares constituyen el nervio optico, que atraviesa la capa de las fibras
del nervio optico, y transmitiendo asi la sefial nerviosa hacia los centros superiores de

control visual, en el encéfalo.

Células bipolares

Consideradas como neuronas de segundo orden, se encargan de transmitir el
impulso nervioso desde las células fotorreceptoras hasta las células amacrinas y
ganglionares; presentan su cuerpo celular en la CNI, realizando sinapsis con los conos
y los bastones en la CPE gracias a sus dendritas, para posteriormente propagar la
informacion, por medio de sus axones, a la CPI (Strettoi et al., 2010). Dentro de los
vertebrados, se pueden dividir en células bipolares ON (que se despolarizan en
respuesta a la iluminacion central de sus campos receptivos) y OFF (cuando sufren una
hiperpolarizacion) (Shiells, 1995). Las sefiales que surgen de cada uno de los
fotorreceptores llegan a células bipolares especificas; de esta forma, la totalidad de las
sefales que surgen de los bastones tienen como destino unas tipo muy concreto, las
células bipolares de baston, que son unicamente del tipo ON, y que son responsables
de propagar la sefial en condiciones luminicas pobres, realizando contacto con las
células amacrinas. Las células bipolares restantes pueden ser de tipo ON u OFF, y en su
mayor parte recibirdn las sefiales directamente de los conos, para posteriormente
contactar con las células ganglionares (Ghosh et al., 2004; Pignatelli y Strettoi,

2004).

Células horizontales

Se engloban dentro de las células interneuronales de la retina ubicadas en la CNI.
Son responsables de modular la sefalizacion existente entre los fotorreceptores y las
células bipolares (Poché y Reese, 2009). En mamiferos, pueden dividirse en células
horizontales de tipo A, las cuales carecen de prolongaciones axonicas y solo contactan
con los conos; y las de tipo B, cuyos terminales dendriticos hacen contacto con los
pediculos de los conos y sus largos axones, con las esférulas de bastones (Kolb, 1974),
en la CPE. Son éstos dltimos el unico tipo de célula horizontal en ratones (Peichl y

Gonzalez-Soriano, 1994).



Células amacrinas

Si bien algunas de estas células presentan su nucleo en la CCG, recibiendo el
nombre de amacrinas desplazadas, la mayor parte de ellas localizan su cuerpo celular
en la CNI, con sus prolongaciones posicionadas en la CPI (Kolb et al., 2000). Recibiran
sefiales de bastones, o de conos y bastones, bien a través de las células bipolares o
indirectamente a través de las uniones GAP entre los dos tipos de receptores (Fain y
Sampath, 2018), y serdn las encargadas de regular la informacién que llegara hasta las

células ganglionares (Marc et al., 2018).

Células ganglionares

Representan la culminacién de todos los mecanismos, tanto excitatorios como
inhibitorios, que han experimentado las sefiales eléctricas hasta llegar a estas células
dentro de la retina, pues representan la ultima estacion de relevo de la informacion visual
en este érgano. Su cuerpo celular ocupa la CCG, caracterizandose por presentar el mayor
tamafio de todos los elementos interneuronales (Nelson, 2007). Sus dendritas se
extienden hasta la CPI para realizar sinapsis con las células bipolares y las amacrinas,
mientras que sus axones dan lugar a la capa de las fibras del nervio éptico (CFNO), donde
se organizan estos axones para dirigirse al nervio optico, que llegara al nticleo geniculado
lateral, situado en el tdlamo (Brooks et al., 1999). Su relacion con los astrocitos durante
el proceso de vascularizacion de la retina es clave, pues los axones de las células
ganglionares emiten sefales capaces de orientar a los astrocitos en migracion

(O’Sullivan et al., 2017).

Astrocitos

Junto con las células de Miiller y oligodendrocitos, los astrocitos se encuadran
dentro de los elementos macrogliales de la retina (de Hoz et al., 2016). Son
componentes gliales que se encuentran restringidos, casi exclusivamente, a las capas
mads internas de la retina, especificamente en la CFNO y en la CCG (Fernandez-
Sanchez et al., 2015; Cajal, 1893). En contraposicion a las células de Miiller, su origen

no deriva del epitelio retiniano embrionario, ya que se piensa que sufren mas bien un



proceso de migracion desde el cerebro y se introducen a través del nervio 6ptico hasta

llegar a la retina junto con los vasos sanguineos (Tao y Zhang, 2014).

Es notorio destacar, por un lado, la ausencia de este tipo celular en aquellas areas
que carecen de vasos sanguineos retinianos; y codmo su presencia y distribucion estan
reducidas a d&reas vascularizadas (Stone y Dreher, 1987). Su morfologia varia en
funcion de la especie analizada: en humanos se diferencia un tipo celular alargado,
localizado en la CFNO, y otro mads estrellado, que reside en la CCG (Ramirez et al.,
1996), mientras que en los ratones y ratas se visualizan en una tnica disposicion

estrellada (Ramirez et al., 2010).

Una de las funciones mas ampliamente estudiadas de los astrocitos es su papel en
el desarrollo y funcién de la vasculatura retiniana, torrente sanguineo y barrera
hematoencefdlica (Kur et al., 2012). De este modo, estas células tienden a compactarse
alrededor de los vasos sanguineos en retinas de ratones en situaciones control,
pudiendo transportar una serie de moléculas de pequefio tamafio (como la glucosa)
desde el torrente sanguineo hasta las neuronas en las arterias, por un lado, y llevar
desechos metabolicos desde las neuronas de vuelta al torrente sanguineo, en las venas

(Jammalamadaka et al., 2015).

La relacion entre los astrocitos y los vasos sanguineos no es la tinica existente en la
retina; en la CFNO, al fin y al cabo, coexisten estos dos tipos celulares junto con los
axones de las células ganglionares. Los astrocitos se disponen sobre la superficie
axonica de las células ganglionares, delimitando asi una estructura tubular sobre la que
discurren los axones a lo largo del nervio optico (Kolb et al., 2000), ejerciendo una
funcion estructural sobre estas células nerviosas, aunque también pueden proporcionar
una serie de factores tréficos, esenciales para su supervivencia (Gao et al., 2017; Kolb,
2000), con el objeto de limitar los procesos oxidativos que puedan causar dafios

potenciales en la retina.

Como células macrogliales, muchas de sus funciones se comparten con las
realizadas por las células de Miiller; asi, son capaces de controlar la homeostasis de
iones extracelulares (como los niveles de potasio), pero también del agua o pH (de Hoz
et al., 2016); regular el metabolismo de neurotransmisores como el GABA, ademas de
presentar abundantes niveles de glucégeno para nutrir con glucosa a las neuronas

(Kolb, 2000).
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Células de la microglia

Son consideradas los macrofagos residentes de la retina, viéndose involucradas
ante procesos degenerativos, inflamatorios o lesivos que puedan ocurrir (Rio Hortega
y Penfield, 1927; Zhang et al., 2018). Su distribucion en la retina madura y sana es
relativamente heterogénea, situandose en la CCG, CPI, CNI y CPE. Bajo condiciones
patologicas, las células microgliales pueden sufrir procesos migratorios hacia las zonas
mas externas de la retina, localizdndose, de manera temporal, en la CNE y en el espacio
subretinal (Chen et al., 2002; Ma et al., 2012). Aun hoy en dia hay controversia a la
hora de definir el origen de este tipo celular, aunque se acepta que un subtipo de
precursores microgliales se introduce en la retina antes del proceso de vascularizacion
(desde el margen ciliar) (Provis et al., 1996) y otro subtipo, que presenta marcadores
tipicos de macrdfagos, lo hacen durante el comienzo de la vascularizaciéon
acompanando a los vasos sanguineos que atraviesan la cabeza del nervio 6ptico (Santos

et al., 2008).

Existe correlacidon entre la morfologia de estas células y sus funciones; de este
. « . ”» . ’

modo, las consideradas como “residentes” se caracterizan por presentar una morfologia
ramificada, ayuddndose de sus prolongaciones para escanear permanentemente sus
inmediaciones y poder asi detectar perturbaciones relacionadas con posibles
mecanismos degenerativos pero que, bajo condiciones patoldgicas, pueden sufrir un
cambio fenotipico, retrayendo esas extensiones y mostrando una apariencia mads
redondeada, siendo catalogadas como microglia “reactiva” (Fischer et al., 2011;

Noailles et al., 2014; Ramirez et al., 2017) (Figura 4).

e
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Figura 4: Cambios morfologicos de las células
microgliales. La microglia es una célula dindmica, y ante

posibles dafios en el SNC, puede alterar su forma y funciones.

Modificado de Karperien et al., 2013.
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Las funciones que realizan estos elementos gliales son muy diversas, recayendo sobre
ellos el peso de los mecanismos fagociticos en la retina, tanto durante el desarrollo
retiniano como bajo condiciones patolégicas, cuando la retina debe ser liberada de
restos metabdlicos y celulares (Egensperger et al., 1996; Murinello et al., 2016;
Silverman y Wong, 2018; Zhao et al.,, 2015b); actuando bajo condiciones
inflamatorias, mediante la liberaciéon de citoquinas que desencadenan una cascada de
sefalizacion para facilitar la llegada de leucocitos en la retina (Ibrahim et al., 2011;
Rashid et al., 2018); o durante la angiogénesis, debido a la estrecha influencia que
ejercen sobre la vasculatura en desarrollo, pudiendo modular la extension de las células
endoteliales a medida que progresa el frente vascular (Arnold y Betsholtz, 2013; Rymo

et al., 2011).

Células de Miiller

Catalogadas como glia radial, son los elementos gliales predominantes en la retina
(Cajal, 1893; Miiller, 1851; Kumar et al., 2013). A diferencia de los astrocitos y las
células microgliales, las células de Miiller se localizan exclusivamente en la retina, y
derivan directamente de los progenitores retinianos, diferenciandose en una etapa
tardia (Hamon et al., 2016). Su cuerpo celular se ancla en la CNI, del cual surgen
procesos capaces de atravesar toda la extension de la retina neural madura,
proporcionando asi un soporte arquitectonico (Goldman, 2014). Es esta capacidad
expansiva la que delimita la retina neural ya que establece la MLE, en la parte mas
escleral de la retina, cuando las prolongaciones mas apicales de las células de Miiller se
unen entre si y con los segmentos de los fotorreceptores delimitando el espacio
subretinal; y la MLI, en las capas mas internas de la retina y humor vitreo, mediante los
contactos de los pies de este tipo celular, que establece una barrera entre la retina
neural y el humor vitreo (Omri et al., 2010; Ramirez et al., 1996). Varios tipos
celulares son capaces de migrar entre capas vitreales y esclerales de la retina, en
columna, aprovechando esta disposicion radial de las células de Miiller, destacando los
bastones, las células bipolares y algunas células amacrinas (Reichenbach et al., 1993);
y es esta disposicion radial la que permite guiar la luz desde las capas mas internas hasta
los fotorreceptores, previniendo una posible dispersion de los fotones (Agte et al.,
20m1). Cada célula de Miiller constituye el nucleo de una columna de neuronas

retinianas, donde se dispone un cono por célula de Miiller, y un nimero variable de
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bastones y células ganglionares (Bringmann y Wiedemann, 2012). Son estas
caracteristicas anatomicas las que condicionan muchas de las funciones que estan

destinadas a ejercer.

Al igual que ocurre con el resto de componentes gliales, las células de Miiller estan
relacionadas con las células endoteliales, contactando y envolviendo los vasos
sanguineos (Vecino et al., 2016); mientras que los astrocitos se encargan de interactuar
con la capa mas superficial de la vasculatura, las células de Miiller pueden también
encargarse de capas mas profundas, gracias al correcto equilibrio en la liberaciéon de
factores pro y anti-angiogénicos; la alteracion de este tipo celular puede dar lugar a un
desbalance que produzca una ruptura de la barrera hemato-encefdlica (Le, 2017).
Paralelamente a este proceso, la glia radial presenta la capacidad de transportar
nutrientes, iones o agua desde las neuronas hasta los vasos sanguineos, actuando como

un intermediario entre ambos tipos celulares (Bringmann et al., 2006).

Como responsables de preservar la supervivencia de las células nerviosas, las
células de Miiller poseen una serie de transportadores claves para el correcto
funcionamiento de la retina. De este modo, la presencia de transportadores de glucosa
permite introducir este elemento en las células, que puede ser almacenada en forma de
glucdgeno o aportado a las neuronas para su correcto metabolismo. Ademads, también
actian como receptoras de una serie de sustancias que liberan los fotorreceptores y
otras neuronas durante su funcionamiento normal, como glutamato, amonio o iones

de potasio (Ishii et al., 1997; Poitry et al., 2000; Sarthy et al., 2005).

Siendo el neurotransmisor excitatorio mas abundante del SNC, incluyendo la
retina, el L-glutamato es un elemento clave para la correcta transmision del impulso
nervioso durante la transmision de la sefial en la via vertical, donde participan las
células fotorreceptoras, bipolares y ganglionares, presentando inmunoreactividad para
este neurotransmisor estos tres tipos de elementos nerviosos (Connaughton, 2005).
Puede presentar un perfil neurotoxico cuando sus niveles extracelulares son elevados,
caracteristica comun en determinadas patologias oculares, como la retinopatia
diabética o el glaucoma, conduciendo a una muerte progresiva de las células
ganglionares. Hasta la fecha, se ha descrito la presencia de 5 transportadores
dependientes de sodio, bautizados como transportadores de aminodcidos excitatorios,
0 EAATSs. De ellos, 4 se expresan en la retina: EAAT-1 (0o GLAST) se expresa en las células

de Miiller; EAAT-2 se encuentra en fotorreceptores y células bipolares; EAAT-3 en

13



células horizontales, ganglionares y algunas amacrinas; y por ultimo, EAAT-5 en

fotorreceptores y células bipolares (Harada et al., 1998; Schneider et al., 2014).

GLAST es considerado un transportador clave en la regulacion homeostatica
retiniana, permitiendo por un lado finalizar el proceso de transmisién de la sefal
nerviosa y previniendo, por otro lado, tanto la difusiéon glutamatérgica mas alla de la
hendidura sindptica, como su acumulacion, que conduciria a un escenario neurotoxico
(Ishikawa, 20m1). La enzima glutamina sintetasa, exclusiva de este tipo celular, se
encarga de crear L-glutamina a partir del glutamato y amonio, que llegara a las células
nerviosas para dar lugar a los neurotransmisores glutamatérgicos y GABAérgicos
(Bringmann et al., 2013). En el caso del potasio extracelular, los canales Kir y la bomba
Na*/K*-ATPasa son responsables de tomar el exceso idnico extracelular para
depositarlo en el espacio subretinal, el cuerpo vitreo o el torrente sanguineo; el papel
homeostatico de las células de Miiller depende de su potencial de membrana negativo,
en torno a los -8o mV, llevado a cabo gracias a la abundante expresion del canal Kir 4.1

(Bringmann et al., 2006).

Las células de Miiller expresan un transportador de agua, la acuaporina-4, que
puede verse asociada con el canal Kir 4.1. Esta expresion conjunta hace que ambos
canales estén potencialmente involucrados en la regulacion homeostatica del agua en
la retina, y ya que los iones deben ser rapidamente modulados durante el proceso de
sefializacion, especialmente en las capas plexiformes, que presentan una alta resistencia
al movimiento de fluidos, el papel de la acuaporina-4 se antoja clave, tanto como para
permitir un aporte de agua a partir de esta glia radial como para regular su circulacion

hasta el torrente sanguineo (Bringmann et al., 2013; Lassiale et al., 2016).

La reactividad glial de las células de Miiller ante un dafio en la retina conduce a
una serie de alteraciones. Entre las mas caracteristicas, se encuentra un incremento en
la expresion de la proteina acido fibrilar y de vimentina, que son los filamentos
intermedios mas abundantes en este tipo glial (Luna et al., 2010). Si bien en
condiciones basales, sin lesion alguna, la expresion de GFAP queda restringida
practicamente a los astrocitos, en condiciones lesivas, las células de Miiller sobre-
expresan esta proteina pudiendo extenderse hasta capas mas externas (Roche et al.,
2018). La regulacién del transportador de glutamato GLAST también se ve alterada,

pudiendo sufrir una disminucion en su expresion en modelos para retinopatia diabética
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o glaucoma, o de la enzima glutamina sintetasa, involucrada en el reciclaje del

glutamato (Bringmann y Wiedemann, 2012).

Gracias a los procesos apicales de las células de Miiller que forman la MLE, se
permite una conexion con los segmentos internos de los fotorreceptores resultando en
una estructura densa en uniones con acimulos de filamentos de actina, semejante a las
zonula adherens. El papel de las células de Miiller a la hora de establecer este limite es
necesario para mantener una correcta disposicion de las células fotorreceptoras y poder
limitar el paso de sustancias al espacio subretinal debido a su capacidad semipermeable

(Omri et al., 2010; Bunt-Milam et al., 1985).

VASCULARIZACION DE LA RETINA

La vascularizacion retiniana comprende una serie de procesos altamente
coordinados, en los que participan diversos tipos celulares para dar lugar al surgimiento
y desarrollo de la vasculatura. El término vasculogénesis hace referencia a la formacion
de vasos sanguineos a partir de los angioblastos, o progenitores endoteliales, mientras
que durante la angiogénesis se crean nuevos vasos a partir de pre-existentes, éstos ya
presentes. Ambos procesos son requisitos indispensables para el correcto desarrollo de

la retina.

Si bien en el momento de su nacimiento el ser humano posee una retina con una
vasculatura ya desarrollada, no ocurre lo mismo en los modelos de roedores, que no es
hasta el final de su tercera semana post-natal cuando se completa la maduracion de la
red vascular (Stahl et al., 2010). Esta progresion temporal y espacial proporciona una
excelente plataforma a la hora de analizar la correcta progresion, o posible alteracion,
de los elementos vasculares tanto durante el desarrollo de la retina como bajo la

influencia degenerativa en una serie de distrofias retinianas.

Durante el desarrollo embrionario, la vasculatura en la retina del raton se sustenta
a través de sistemas coroideos e hialoideos que, en el momento de su nacimiento,
experimentan una progresiva regresion (Edwards y Lefebvre, 2013). Es a partir de esta
edad cuando, a través del disco 6ptico (DO), irdn migrando las células endoteliales que
delimitaran los plexos vasculares. De este modo, durante la primera semana post-natal

se producira el establecimiento del plexo superficial a lo largo de la CFNO, cuando los

15



vasos sanguineos se extienden de modo progresivo desde el centro hasta la periferia
retiniana; a partir de ellos se crearan los plexos profundos e intermedios (localizados
en las capas plexiformes) durante la segunda y tercera semana post-natal,
respectivamente, por medio de la internalizacion vertical de los capilares superficiales
(Uemura et al., 2006) (Figura 5). El balance entre factores pro- y anti-angiogénicos
permite regular de un modo dindmico la angiogénesis (Stahl et al., 2010); el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) es considerado el mayor determinante pro-
angiogénico, promoviendo procesos de migracion de las células endoteliales, y en la
retina puede ser liberado por células del epitelio pigmentario (Miller et al., 1997),
células endoteliales (Robbins et al., 1997), células ganglionares (Shen et al., 2018),
células de Miiller (Wang et al., 2015) o astrocitos (Scott et al., 2010), siendo estos dos

ultimos componentes gliales los mayores productores (Penn et al., 2008).
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Figura 5: La vasculatura retiniana. El plexo superficial
se dispone sobre la CFNO, mientras que los plexos
CNE intermedios y profundo se disponen a cada lado de la CNI;

todos se encuentran conectados entre si. CFNO: Capa de

4] Profundo fibras del nervio Ooptico. CCG: Capa de células
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g CNI ganglionares. CNI: Capa nuclear interna. CNE: Capa
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LAS PROTEINAS CRB

Al igual que para el resto de tipos celulares presentes en la retina, el establecimiento y
mantenimiento de una correcta polaridad apico-basal y mecanismos de adhesion
celular son requisitos necesarios para el correcto funcionamiento de los fotorreceptores
(van de Pavert et al., 2004). No en vano, alteraciones en las proteinas involucradas en
estos procesos, que dan lugar a los complejos de polaridad celular, pueden acarrear
graves consecuencias en la estructura y funcionalidad retinianas (Alves et al., 2013;
Park et al., 2011; Pellissier et al., 2013). Hasta la fecha, se han descrito tres complejos
proteicos que actuan sobre la polaridad celular: el complejo Scrib (que determina la

zona basal de la célula), que se compone de las proteinas Scribble, DIg y Lgl y los
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complejos Par y Crb (involucrados en la determinacion de la zona apical), compuestos
por las proteinas Par6, Par 3 y PKC atipica en el caso del primero, y por CRB, PALS-1y

Patj, en el caso del segundo (Su et al., 2012).

El complejo Crb se encuentra altamente conservado a lo largo de la escala
evolutiva, pudiendo encontrarse desde en esponjas hasta en mamiferos (Bazellieres et
al., 2009). En la retina adulta de estos ultimos, las proteinas que forman el complejo
Crb se localizan en la region subapical (RSA), que se encuentra adyacente a las uniones
adherentes formadas entre las células fotorreceptoras y las células de Miiller (Pellissier
et al., 2013) . Esta ubicacion concreta define su importancia en el mantenimiento de la
correcta continuidad de la MLE en la retina, y como las alteraciones en los componentes

del complejo podrian estar condicionando su estructura.

La proteina CRB fue identificada por primera vez en Drosophila (donde se
denomina Crumbs), que presenta un unico gen que codifica para esta proteina (Tepass
et al., 1990). En mamiferos, la familia de las proteinas CRB est4 a su vez compuesta por
tres miembros: CRBi, CRB2 y CRB3 (Paniagua et al., 2015). Son proteinas
caracterizadas por su naturaleza transmembranaria, con un gran dominio extracelular
en el caso de las dos primeras, un dominio transmembrana y un dominio intracelular

(Djuric et al., 2016; Makarova et al., 2003) (Figura 6).

cre1 I N | 1406 aa

cre2 I N | 1285 aa

cre3 [ 120aa
B signai peptide ] cHEGF-like domain [ laminin A G-like domain [] cytoplasmic domain
l EGF-iike domain [J] partial EGF-like domain . transmembrane domain

Figura 6: Las proteinas CRB1, CRB2 y CRB3: Tanto CRB1 como CRB2
presentan un gran dominio extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular. La proteina CRB3, por su parte, carece del dominio
extracelular, aunque su dominio intracelular es muy similar al de las dos

proteinas anteriores. Tomado de van den Hurk et al., 2005.
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Es interesante destacar que en el dominio intracelular, altamente conservado y
compuesto por 37 aminodcidos, se halla un sitio FERM que interactta con la proteina
EPB4.1L5, y que es clave en la transicion epitelio-mesénquima durante el proceso de
gastrulacion; y un sitio PDZ en su extremo C-terminal, critico para la interaccién con
otras proteinas pertenecientes al complejo Crb, como PALS-1 (Lemmers et al., 2004;
Quinn et al., 2017). Es esta unidén la que a su vez provoca la incorporaciéon de otras
proteinas del complejo Crb, como PAT] y MUPP1 para dar lugar al ensamblaje del
complejo CRB (Bulgakova y Knust, 2009). Ademds, otros elementos que se anclan al
dominio intracelular son la proteina PAR6, perteneciente al complejo Par, que lo hace
al sitio PDZ y que conduce a su vez a la incorporacion de otro tipo de proteinas, como
PAR3, aPKC y CDC42, dando lugar al otro complejo de polaridad apical, el conocido
como complejo PAR (Hurd et al., 2003) (Figura 7).

Célula de Miller Figura 7: Localizacion y composicion de
poeees '°... los complejos de polaridad Crb y Par en la

vu;;’) '.. o retina de raton. Ambos complejos se sittian

"‘r}g:y .5 en la region subapical (RSA), de forma apical

PK .
\/ 9 . %‘_‘:7 a las uniones adherentes (UAs) de la

RSA

e membrana limitante externa, entre las células

I | - de Miiller y los fotorreceptores. La proteina
| CRB1 estd unicamente presente en los

Célula de
Maller

elementos gliales. Modificado de Alves et al.,

Las proteinas CRB presentan una expresion variable en funcion del tejido donde
se expresa. De este modo, la proteina CRB1 se expresa de forma abundante en retina y
cerebro (den Hollander et al., 1999); CRB2 lo hace en retina, epitelio pigmentario,
cerebro y rifion (van den Hurk et al., 2005); y por dltimo, la proteina CRB3 se expresa
en todos los tipos celulares epiteliales, asi como sus derivados (Lemmers et al., 2004).
Es importante destacar, que se ha encontrado una diferencia importante en cuanto a la
expresion de las proteinas CRB1 y CRB2 entre la retina del ser humano y el raton. Asi,
CRB1 se localiza en la retina humana tanto en las células de Miiller como en los
fotorreceptores, mientras que CRB2 lo hace exclusivamente en la regidn subapical de
las células de Miiller; por su parte, el patron de expresion de estas proteinas en la retina
del raton se invierte, de modo que CRB1 se encuentra principalmente en la glia radial
(Van Rossum et al., 2006). En la retina de este animal, CRB3 se localiza en la regiéon
subapical, tanto en células de Miiller como en fotorreceptores, ademdas de en los

segmentos internos de los fotorreceptores, en sus
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terminales sinapticos, y en subpoblaciones de células amacrinas y bipolares en la CPI

(Herranz-Martin et al., 2012).

CRB Y LOS MECANISMOS DE SENALIZACION CELULAR

En la correcta regulaciéon de los mecanismos proliferativos y de diferenciacion
celular de progenitores retinianos participan una serie de rutas de sefializacion
esenciales que actuan tanto durante el desarrollo embrionario como post-natal, como

son la ruta Notch, la ruta Wnt y la ruta Hippo (Figura 8).

A grandes rasgos, la ruta Notch esta compuesta de 5 ligandos (DIl 1, 3, 4 y Jagged 1
y 2), 4 receptores (Notch 1-4) y un factor de transcripcidon, RBP-J, que es capaz de regular
la expresiéon génica de los miembros de la familia Hes. Al producirse la union entre
ligando y receptor, éstos ultimos sufren la accion de la proteasa gamma-secretasa,
liberdndose el dominio intracelular Notch (NICD) y provocando su translocaciéon
nuclear, donde interactia con el factor de transcripcion RBP-] para activar la
transcripcion génica (Bray, 2006). Modificaciones en algunos de estos componentes
durante el proceso de retinogénesis puede ocasionar alteraciones en los subtipos
celulares; un menor numero de progenitores retinianos y mayor nimero de células
ganglionares se origina como consecuencia de la supresion del ligando DI, por ejemplo
(Rocha et al., 2009). En Drosophila melanogaster, se ha comprobado que Notch
promueve la expresion de Crumbs, quien a su vez reprime la actividad de Notch durante
la formacion de los discos epiteliales de sus alas (Herranz et al., 2006) y durante el
proceso de formacion de sus ojos, la pérdida de Crumbs acarrea una hiperplasia de los
mismos (Richardson y Pichaud, 2010) . Crumbs podria estar, por un lado, inhibiendo
la endocitosis de Notch y, por el otro, limitando la actividad de la gamma-secretasa a

través de sus dominios transmembrana.

Dentro de la ruta Wnt, las proteinas Wnt acttian como los verdaderos factores de
sefializacion celular. La interaccidn de sus ligandos con los receptores transmembrana
Fzd puede dar lugar a la activacion de hasta 3 rutas distintas; la mas estudiada se
corresponde con la ruta candnica, que requiere de la activaciéon de los ligandos tanto
con el receptor Fzd como con los co-receptores LRP5y LRP6. Esto provoca la activacion

de la proteina Dsh y la posterior desfosforilacion de beta-catenina, induciendo su
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translocacion nuclear para asi regular la expresiéon de genes involucrados en la
proliferacién celular (He et al., 2004). Es interesante destacar como la unién del
ligando Norrin con el receptor Fzd es requisito indispensable para el correcto desarrollo
y mantenimiento de la vasculatura retiniana (Zhang et al. 2017). Ya que las proteinas
CRB estan involucradas en la formacion de uniones adherentes y en la dptima
localizacion de beta- y p120- cateninas, su papel en esta ruta parece ser el de regulador
de su localizacion o funcion en la membrana. El ratéon mutante que carece de CRB1 y
CRB2 presenta una pérdida de estas cateninas en las uniones adherentes, aunque un
andlisis génico temprano mostrase un incremento en los niveles de pi2o-catenina

(Pellissier et al., 2013).

La ruta de sefializacion Hippo actta en varios procesos bioldgicos, como durante
el control del tamafio de 6rganos mediante mecanismos de proliferacion y muerte
celular o en la diferenciacion de progenitores de varios tejidos, incluyendo la retina. En
mamiferos, consta de las quinasas MST1 y MST2, LATS 1 y LATS 2, y los cofactores
transcripcionales YAP y TAZ, cuya fosforilacién provoca una localizacion restringida al
citoplasma celular; pero cuando la ruta no esta regulada, los cofactores YAP y TAZ
pueden translocarse al nticleo, interactuar con el dominio del factor de transcripcion
TEAD vy regular genes implicados en proliferacion celular. La regulacion de la cascada
de sefalizacion se produce en respuesta a multiples estimulos, como ocurre ante
sefiales mecanicas, estrés oxidativo o durante mecanismos de polaridad apico-basal,
donde las proteinas CRB presentan un papel clave en esta ruta, actuando como
reguladores del crecimiento tisular en Drosophila (Chen et al., 2010). Recientemente,
se ha demostrado que el cofactor YAP y el factor de transcripcion TEAD estan
involucrados en los mecanismos degenerativos de la retina del modelo de ratén rdio,

presentando ambos una sobre-expresion en células de Miiller reactivas tras la muerte

de los fotorreceptores (Hamon et al., 2017).
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Figura 8: El papel del complejo CRB como regulador. Los miembros del complejo CRB actian como reguladores en
determinadas rutas de sefalizacion, como en la ruta Notchi (izquierda), Wnt (centro) e Hippo (derecha). Modificado de Alves

et al., 2014; Zhao et al., 2011.




DISTROFIAS RETINIANAS

Se denominan distrofias retinianas a los mecanismos degenerativos que afectan a
la retina, causados en su mayor parte por mutaciones en genes propios de las células
fotorreceptoras o de las células del epitelio pigmentario, y que presenta una alta
variabilidad en sus manifestaciones clinicas (Nash et al., 2015; Thompson et al.,
2000). Estas complicaciones retinianas condicionan la calidad de vida del paciente,
quien ve mermada su agudeza visual. Los patrones de herencia para estos desdrdenes
pueden encuadrarse en un patron autosdmico recesivo, autosomico dominante,
herencia ligada al sexo o una apariciéon espontdnea (Nash et al., 2015); todas ellas
tienen una caracteristica comun, pues eventualmente provocard una alteracién en los
mecanismos funcionales y morfolégicos de la retina (Bujakowska et al., 2012). A
grandes rasgos, se pueden encuadrar en 3 grupos en funcién de la célula fotorreceptora
que se encuentre alterada al inicio de la enfermedad: distrofias de tipo bastén y baston-

cono; distrofias de tipo cono y cono-bastdn; y distrofias generalizadas.

Dentro de las distrofias baston y bastén-cono, la retinosis pigmentaria (RP) es el
grupo de enfermedades mas caracteristico. Posee una prevalencia de 1/4000 personas,
y puede ser heredada segtin un patrén autosomico dominante, autosémico recesivo, o
ligado al sexo (Ferrari et al., 2011). Si bien existe una alta heterogeneidad génica para
esta enfermedad, con mas de 60 genes asociados a la RP hoy en dia (Anasagasti et al.,
2012), los rasgos clinicos tienden a ser muy similares, presentando una dificultad para
ver bajo condiciones luminicas pobres que resulta en ceguera nocturna, o nictalopia, y
una pérdida progresiva del campo visual mas periférico, que puede conducir a una
vision en tunel (Hamel, 2006). Ambos procesos estan directamente relacionados con
la pérdida progresiva de los bastones, aunque en algunos subtipos los conos pueden
también sufrir de manera secundaria procesos apoptoticos, si bien de un modo mas
lento, conduciendo asi a una ceguera total (Campochiaro y Mir, 2018). Otros
elementos retinianos también se ven alterados, como la activacion de las células
microgliales y de las células de Miiller, caracterizadas por un estado de gliosis reactiva
(Gupta et al., 2003; Jones et al., 2016). Mutaciones en el gen CRB1 estan asociadas con
distrofias baston-cono tempranas, como la RP de tipo autosémica recesiva. Los
individuos con este gen mutado presentan sefiales nulas en los registros de bastones en
electrorretinogramas (ERGs) o valores bajos para su agudeza visual, entre otros

(Aleman et al., 20m1).
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En el caso de las distrofias cono y cono-baston, se caracteriza por la alteracion
primaria de los conos, lo que compromete la percepcion normal de los colores o los
procesos que requieren de alta agudeza visual. Son patologias con una tasa de
prevalencia mas baja al ser comparada con la RP, de 1/40000 individuos. Hasta la fecha
se han descrito mutaciones en hasta 30 genes diferentes que pueden cursar con este
tipo de distrofia, relacionados con diversas funciones especificas de los conos (Hamel,

20006).

La ultima clase de distrofia retiniana cursa con los mecanismos degenerativos mds
severos, debido a la alteracion simultdnea en ambos tipos de fotorreceptores. La
distrofia de este tipo mds comun es la Amaurosis Congénita de Leber (ACL), que en su
mayor parte se corresponde con un patréon autosdémico recesivo y presenta una
incidencia de aproximadamente 1/50000 individuos. En claro contraste con las
alteraciones progresivas propias de las enfermedades descritas previamente, la ACL
condiciona de un modo abrupto la funcion visual, careciendo de cualquier tipo de
respuesta ante los estimulos visuales una vez superada la infancia. Han sido descritas
mutaciones en hasta 24 genes que pueden provocar esta enfermedad, entre los que se
incluye el gen CRBi; la ausencia de una relacion directa entre el genotipo y fenotipo
para las mutaciones en el gen CRB1 sugiere como otros componentes adicionales del
complejo CRB podrian estar condicionando las alteraciones durante estas

enfermedades (den Hollander et al., 2008).

MODELOS ANIMALES PARA MUTACIONES EN CRB

Debido a la importante funcién bioldgica que realizan los distintos componentes
de los complejos de polaridad, existen en la actualidad varios modelos animales que
presentan mutaciones, naturales o condicionadas, destinados a elucidar la influencia
de estas proteinas ante su fallo o ausencia. Cabe destacar entre ellos los modelos en
ratén que presentan mutaciones en los genes Crb1 y Crb2, y que resultan vélidos para
analizar y comparar las alteraciones fenotipicas frente a las que ocurren en pacientes

afectados por la mutacién de CRB1.

Actualmente existen tres modelos de ratén que presentan mutaciones en el gen

Crbi, entre los que se incluye el utilizado en la presente tesis doctoral, el modelo Crb1"®,
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unico modelo donde la mutacion se ha producido de manera espontanea. La primera
descripcidn de las alteraciones retinianas en este raton se remonta a 2003 (Mehalow
et al., 2003). Como consecuencia de la delecién de un par de bases de una citosina en
el exon g en Crbi, se produce un desplazamiento del marco de lectura, dando lugar a
un codon de parada prematuro, resultando en un truncamiento de los dominios
transmembrana e intracelulares de la proteina CRBi, la cual preserva inicamente su
dominio extracelular. Se han descrito las primeras modificaciones en estas retinas a una
edad tan temprana como 14 dias post-natal (P14), cuando la MLE presenta una serie de
discontinuidades, que condicionara eventualmente el mantenimiento de las uniones
adherentesy que resultard en la aparicion de unas estructuras caracteristicas, las rosetas
de fotorreceptores, consecuencia de la pérdida de polaridad, asi como la pérdida de
fotorreceptores y degeneracidon principalmente en sus areas inferiores; este fenotipo
solo estd presente en ratones homocigotos para cada alelo mutado, desarrollandose por
tanto de un modo similar en los pacientes de RP y ACL, quienes presentan un patron

de herencia autosémico recesivo para esta mutacion (Mehalow et al., 2003).

La inactivacion de ambos alelos del gen Crb1 (CRB1 -/-) en el modelo animal
mediante la eliminacién de la regién de promotor y el primer exon codificante para el
N-terminal suprime su expresion proteica y la retina también se ve condicionada,
presentando una serie de alteraciones degenerativas en su region inferior, aunque con
menor frecuencia comparada con el modelo de mutaciéon espontdnea, siendo estas
alteraciones mas evidentes a partir de los 3 meses de edad (van de Pavert et al., 2004).
Por su parte, el modelo knock-in presenta la sustitucion de un aminodcido cisteina por
un triptofano en el dominio extracelular de la proteina CRB1, presentando igualmente
la pérdida de fotorreceptores, si bien en etapas incluso mas tardias que en el caso del
modelo knock-out (van de Pavert et al., 2007b). Aunque el modelo condicional Crb1~/~
también presenta alteraciones degenerativas en su region inferior, éstas son menos
frecuentes que en el caso de la mutacion espontdnea, presentdndose de manera

constante a partir de los 3 meses de edad.

En el caso de la proteina CRB2, hay un modelo knockout, CRB2 -/-, que presenta
una letalidad embrionaria en el estadio E 12.5, consecuencia de disfunciones
importantes en la polaridad apico-basal del epiblasto durante la gastrulacion tardia
(Xiao et al, 2011); y un modelo condicional (Crbz cKo) donde tnicamente los
progenitores retinianos carecen de su expresion, provocando alteraciones en los

procesos de laminacidon de la capa de fotorreceptores durante el desarrollo y una
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posterior degeneracion que afecta a todos los cuadrantes de la retina, contrastando con
las lesiones restringidas a las areas inferiores en las mutaciones para CRB1 (Alves et al,
2013). Por su parte, el modelo condicional para CRB1y CRB2 (Crb1 Crbz cKo) carece de
ambas proteinas en los progenitores retinianos tempranos, cursando con un fenotipo
muy severo donde destaca la presencia de unicamente dos capas nucleares separadas
por una unica capa plexiforme, numerosos nticleos ectopicos y una considerable
reduccion en las amplitudes del electrorretinograma desde el primer mes de vida

(Pellissier et al, 2013).
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En la literatura relacionada con los complejos de polaridad celular en modelos animales
se ha descrito que, en la retina del ratdn, la proteina CRB1 se expresa tnicamente (o
mayoritariamente) en las células de Miiller (van Rossum et al., 2006). En el modelo

S la mutaciéon en el gen Crbi provoca la

de degeneracion de retina Crbi
desestructuracion de la membrana limitante externa, produciéndose una pérdida de
polaridad celular y condicionando la viabilidad de las células fotorreceptoras,
reflejandose en la aparicion de rosetas especialmente concentradas en el cuadrante
inferior de la retina. Si bien la bibliografia actual sobre este modelo describe que las
primeras alteraciones en este modelo se producen en el estadio P14 (Mehalow et al.,
2003), estudios previos realizados en nuestro laboratorio mediante andlisis a
microscopia electronica evidenciaron que ya en la primera semana de vida,
concretamente en el estadio postnatal P7, se producia una pérdida puntual de las

uniones adherentes entre fotorreceptores y células de Miiller en las retinas del ratén

Crbr"® (Herranz-Martin, 2013).

A pesar de que las células de Miiller expresan la proteina CRB1, las descripciones
relacionadas con este tipo celular han estado restringidas a los mecanismos de gliosis
que pueden experimentar ante los mecanismos degenerativos en el modelo Crbr"®, Sin
embargo, no se han estudiado las alteraciones que pudieran producirse en proteinas
relacionadas con los procesos homeostaticos de la retina en los que estan involucradoas
las células de Miiller, ni las posibles alteraciones que esta mutacion puede provocar
sobre otros tipos celulares, tanto neurales como microgliales, durante el inicio y la

progresion de la degeneracion.

Dado el predominio en el namero de células de Miiller frente a otros elementos
gliales retinianos y su funcion tanto en la citoarquitectura de la retina como en el
control y papel fundamental en los mecanismos homeostaticos de la retina, nos
planteamos la hipodtesis de que la mutacidn en el gen Crb1 induce alteraciones tanto
estructurales como funcionales en algunas de las proteinas esenciales para el correcto
desempeno de las células de Miiller, que en consecuencia afecta al normal
funcionamiento de otros tipos celulares de la retina y que en definitiva podrian iniciar
y/o acelerar los mecanismos degenerativos de la retina en el modelo experimental de

Retinosis Pigmentaria, Crbr®,
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Para comprobar esta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1)

2)

3)

4)

5)

Analizar el estado de la retina del modelo Crb1r?

en el estadio temprano P7,
mediante el andlisis de componentes de los complejos de polaridad y su
desarrollo angiogénico.

Caracterizar el estado de las células de Miiller mediante el andlisis de la
distribucion y expresion de transportadores de membrana plasmatica que son
esenciales para su funcidn, asi como de proteinas involucradas en determinadas
rutas de sefalizacion.

Analizar el estado de la poblacion de células microgliales durante el desarrollo

de la degeneracion en la retina del modelo Crbr'®

para investigar la influencia
que la mutacion en la proteina CRB1 puede provocar sobre este tipo celular.
Analizar el estado de los elementos neurales, asi como de sus sinapsis, en las
retinas afectadas por la mutacién en CRB1.

Estudiar en cultivos primarios la expresion de proteinas relacionadas con
diversas funciones de las células de Miiller, asi como el estado de las uniones
que se establecen entre ellas, para poder dilucidar si las alteraciones observadas
en las células de Miiller in vivo se deben a la mutacion intrinseca del gen Crbi

en las propias células, o es necesaria la influencia del entorno y los

contactos/funciones celulares que se establecen en las retinas in vivo.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para esta tesis doctoral se han empleado ratones (Mus Musculus), de la estirpe

C57BL/6J, tanto silvestres como portadores de la mutacién CRB1™®

en homocigosis
(C57BL/6] Crb1™®/Crb1"®), con edades comprendidas entre los 3 dias postnatales a los 3
meses de edad. El mantenimiento y manejo se ha realizado conforme a la normativa
europea 2010/63/UE y espafiola RD 53/2013 vigentes. La eutanasia de estos animales se
ha realizado mediante decapitacion para los animales de 3y 7 dias de edad; y mediante

la administracién de CO, para los animales de 21 (P21) y 90 (P9o) dias de edad.

CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS DE MULLER

Para la obtencion de los cultivos de células de Miiller se ha seguido el protocolo
establecido por Hicks y Courtois (Hicks y Courtois, 1990), incluyendo algunas

modificaciones. Los pasos seguidos han sido:

1) Los ratones de edad postnatal 7 se sacrificaron por decapitacion; se extrajeron
los globos oculares y se incubaron en viales de 2 ml con una solucién compuesta
de DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”), Fi2 Glutamax (Lonza®)
suplementada con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS, “fetal bovine serum”,
Gibco®) y1 % (v/v) de antibidtico penicilina/estreptomicina (Gibco®) durante 12
horas a 372 C en oscuridad. Este medio se denomina a partir de ahora, medio

DMEM+FBS+Ab.

2) Las placas y pocillos sobre los que se cultivaron las células de Miiller fueron
tratados al menos 1 hora antes del sembrado de las células con una solucién
conteniendo 0,1 mg/ml (p/v) de Poli-lisina (Poli-L) en tampon fosfato salino
(PBS) a 372 C, para facilitar la adhesiéon de las células al sustrato. Antes de
sembrar las células en las placas, se retira la Poli-L y se realizan 3 lavados con

PBS.

3) Los globos oculares, después de la incubacién de 12 horas en el medio
DMEM+FBS+Ab se transfieren a una solucion compuesta de DMEM vy las
enzimas colagenasa (Sigma-Aldrich®) (70 U/ml) y tripsina (Sigma-Aldrich®) al
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5)

6)

7)

0,1 % (p/v), donde se mantienen durante 30 min. en un incubador con
temperatura constante de 37° Cy con el 5 % de CO2.

Para detener la reaccion enzimatica se afiadioé de nuevo medio DMEM+FBS+Ab
y bajo campana se procedié al paso de las retinas a placas Petri de 35 mm donde
se realizo una disgregacion mecdnica mediante pipeteo, tras lo cual, las retinas
disgregadas se transfirieron a placas de 6 pocillos, si son destinadas a obtener
lisados proteicos para western-blot o de 12 pocillos con cubreobjetos en su base,
si su destino es la fijacion y el andlisis por inmunofluorescencia. En el primer
caso se siembra el equivalente a una retina por pocillo en un volumen de 2 ml
de DMEM+FBS+Ab, mientras que en el segundo, se destina el equivalente a la

mitad de una retina en un volumen de 1 ml.

Los disgregados de retina se incubaron en el medio DMEM+FBS+Ab con
temperatura constante de 372 C y 5 % de COz2 durante 3 dias. A partir de
entonces, se realizo el primer cambio de medio de cultivo, retirando el medio
original junto con los restos celulares que no se han adherido a la base del
pocillo, y anadiendo 2 6 1 ml de DMEM+FBS+Ab en funcion de la placa,

realizando previamente 3 lavados con el mismo medio.

El cambio de medio se realizé cada dos dias empleando para ello una bomba de
vacio (KNFLab, Laboport) y afiadiendo posteriormente el volumen de medio

DMEM+FBS+Ab correspondiente, en funcién del tipo de placa.

En el dia de cultivo 15 (DIC 15), la confluencia de las células en la placa era de
aproximadamente un 75 % mientras que, en el dia de cultivo 21 (DIC 21) era
proxima al 100 %. Para los andlisis de inmunofluorescencia (detallado en el
apartado de “Inmunofluorescencia”) se fijaron células de ambos dias de cultivo
y para los anadlisis de expresion proteica (detallado en el apartado de “western-
blot”), también se utilizaron lisados proteicos de cultivos primarios de ambos

periodos, DIC 15y DIC 21.
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Para generar anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina CRB2 de raton se
empled la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para seleccionar una
secuencia antigénica unica de esta proteina, usando la herramienta Antigenicity Plot
de la pagina web www.bioinformatics.org. La secuencia correspondiente a los
aminodcidos 1243 a 1256 con una cisteina en su extremo terminal N-terminal fue
enviada a la empresa GenScript Corporation™ para la generacion del péptido y

antisuero purificado de conejo.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se han realizado andlisis mediante inmunofluorescencia en criosecciones de globos
oculares, en preparaciones flat-mount de retinas, y en cultivos primarios de células de
Miiller. En cada uno de los casos, la obtencién y preparacion del material se realizé de

acuerdo al siguiente protocolo:
1. Criosecciones

Tras el sacrificio de animales control y mutantes en los estadios Py, P21y Pgo (al
menos 5 animales de cada edad), se extrajeron sus globos oculares y se realizd una
incision en la cédrnea con una cuchilla para permitir la entrada del fijador. Los ojos se
fijaron durante 2 horas, con paraformaldehido (PFA) al 4 % (p/v) diluido en tampo6n
fosfato 0,1 M pH 6,9, a 4°C en agitacion tras lo cual se efectuaron varios lavados durante
1 hora con tampon fosfato o,1 M pH 7,4 para eliminar el exceso de fijador. Bajo lupa se
procedio a la diseccion de la cornea y los globos oculares se crioprotegieron en
soluciones crecientes de sacarosa (p/v) de 10, 20 y 30 % en tampon fosfato 0,1M pH 7,4
durante 12 horas a 4°C en agitacion. Posteriormente, se incluyeron en Tissue-Tek®
O.C.T.™ (Sakura) y se congelaron en nitrégeno liquido, siendo almacenados a -20°C
hasta el momento de su utilizacion. Para la obtencion de secciones de 14 pm de grosor
se utilizo el criostato Microm HMs60 de Thermo Scientific. Las secciones fueron
recogidas en portaobjetos Superfrost Ultra Plus ® (ThermoFisher Scientific), y

conservadas a -202C hasta el momento de su utilizacién.
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2. Obtencion de preparaciones flat-mount de retina

Con objeto de analizar el desarrollo vascular y disposicion microglial en las retinas
de animales control y mutante, se obtuvieron retinas flat-mount mediante la
decapitacion de animales en el estadio P3 y P7. Seguidamente, se realizé una marca
sobre la porcidon dorsal del globo ocular con una aguja incandescente, que sirvio de
referencia de la orientacion de la retina a lo largo del proceso de extracciéon. Los globos
oculares se fijaron y lavaron del mismo modo que el descrito para las criosecciones.
Posteriormente se procede a la extraccion de la retina neural con pinzas y tijeras
oftalmologicas, realizando un pequefio corte en su drea dorsal para poder extenderla
en plano. Sobre la retina flat-mount se realizo la técnica imunofluorescente
correspondiente y una vez finalizada, se hicieron cuatro cortes perpendiculares dos a
dos en la retina para extenderla en un portaobjetos donde se afiadié el medio de
montaje Prolong® Gold antifading reagent (ThermoFisher Scientific) y se coloca el

cubreobjetos.
3. Cultivos

La fijacion de los cultivos primarios de células de Miiller a los 15 y 21 dias de cultivo,
se realiz6 tras la retirada del medio de cultivo, tras lo cual se afiadié PFA al 4 % diluido

en tampon fosfato 0,1 M pH 6,9 a temperatura ambiente durante 10 minutos.

A continuacion, y para todos los casos, se ha procedido al siguiente protocolo de

inmunofluorescencia:
Lavados y permeabilizacion

En todos los casos (criosecciones, preparaciones flat-mount y cultivos celulares), en
primer lugar se realizé un lavado con de 10 min. con PBS pH 7,4 a temperatura
ambiente, seguido de dos lavados con PBS con Triton™ Xioo (Sigma-Aldrich®) (PBS-
Tx) a una concentraciéon de 0,02 % (v/v) para las criosecciones, 0,5 % para las retinas
flat-mount y 0,2 % para los cultivos primarios de células de Miiller. En aquellos pasos
que requieren permeabilizacion, se utiliza la misma concentracion de detergente

Triton™ Xi0o0.
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Pre-incubaciéon

Para bloquear los sitios inespecificos en el tejido o células y evitar el marcaje de
fondo, las muestras incubaron en una solucién de PBS-Tx con BSA al 1 % (p/v) y suero
al 5% (v/v) del animal en el cual estd hecho el anticuerpo secundario a utilizar, durante

1 hora, a temperatura ambiente.
Incubacion con el anticuerpo primario

Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario
correspondiente (marcaje simple), o mezcla de anticuerpos primarios (doble marcaje)
(indicados en la Tabla 1) en PBS-Tx, 1% de BSA y 2 % de suero del animal en el cual esté
hecho el anticuerpo secundario a utilizar durante una noche a 42 C. Tras la incubacion

se realizaron 3 lavados con PBS-Tx de 10 min. cada uno.

Incubacion con el anticuerpo secundario y marcadores nucleares

Las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario (marcaje simple), o mezcla de anticuerpos secundarios (doble marcaje)
AlexaFluor® 488, AlexaFluor s555° (ThermoFisher Scientific), CY2 o CY3 (Sigma-
Aldrich®) dirigidos contra la fraccién constante del anticuerpo primario a una
concentracion de 1:750 (v/v) en el caso de los anticuerpos Alexa, y a una de
concentracion de 1:250 en el caso de los anticuerpos CYs, en una solucion de PBS-Tx,
1% de BSA y 2% de suero del animal en el que esta hecho el anticuerpo secundario.
Ademas se afiadio el marcador nuclear DAPI. Tras varios lavados con PBS-Tx de 10 min.
cada uno, se realizé un tultimo lavado con PBS tras lo cual se afiadié el medio de montaje
Prolong® Gold antifading reagent (ThermoFisher Scientific) y se colocé un

cubreobjetos.
Control de especificidad
Se han utilizado dos tipos de controles negativos:

- Eliminacion del anticuerpo primario en la primera incubacion, para determinar
posibles uniones inespecificas entre los anticuerpos secundarios y el tejido.
- Eliminacidn de la incubacion con el anticuerpo secundario, para determinar la

presencia de autofluorescencia en el tejido.
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WESTERN-BLOT

Preparacion de muestras

Para la obtencion de todos los lisados proteicos se ha empleado tampodn de lisis RIPA
(150 mM cloruro sédico, 1 % Triton X-100 (v/v), 0,5 % deoxicolato sddico (p/v), 0,1 %
dodecil sulfato sodico (SDS) (p/v), 50 mM Tris, pH 8) al que se afiadié inhibidor de
proteasas (1:1000 (v/v), Sigma-Aldrich™). En el caso de las retinas, se extrajeron los
globos oculares, diseccionado la retina neural bajo lupa con tijeras oftalmologicas y
pinzas en el tampdn anterior, para posteriormente ser disgregadas mecdnicamente
mediante el uso de homogeneizadores de vidrio. Las retinas asi procesadas se incubaron
en el mismo tampdn de lisis durante 2 horas a 4° C en agitacion y se centrifugaron a
12.000 g durante 20 minutos a 4° C con objeto de obtener el sobrenadante y desechar el
precipitado. Para la obtencion de las proteinas a partir de los cultivos primarios de
células de Miiller, primero se retir6 el medio de cultivo, se afnadié el tampdn de lisis y
se empled un raspador de células para obtener las muestras. La concentracién de
proteinas se cuantific6 mediante el método de Bradford (Bio-Rad Laboratories),
utlizando el espectrofotometro LT 400 microplate reader (Labtech). A posteriori se
afnadié tampdn de carga Laemmli pH 6,8 a una concentracion final de 2 % SDS (v/v), 5
% 2-mercaptoetanol (v/v), 10% glicerol (v/v), 0,002 % bromophenol blue (p/v), 62,5 mM

Tris HCL.
FElectroforesis

Para la electroforesis de las proteinas extraidas se utilizaron geles de poliacrilamida
(AMRESCO®) bajo condiciones desnaturalizantes, compuestos por un gel de separacion
(a un porcentaje que varia del 10 al 14%, en funcion del peso molecular de la proteina
analizada) y un gel de concentracion (4%). Para ello se calentaron las muestras a 70° C
durante 10 minutos para conseguir su desnaturalizacion y se mantuvieron en hielo
hasta ser cargadas en el gel. Junto con las proteinas se carga el marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Standard (Bio-Rad Laboratories). La electroforesis
se realizo a un voltaje constante de entre 9o a 150 voltios en tampdn de migracion,
compuesto de 25 mM de TRIS base, 190 mM de glicina y SDS al 0,1 %, pH 8,3 en agua,
en una cubeta mini-PROTEAN™ (Bio-Rad Laboratories) hasta el momento en el que las

proteinas de menor peso molecular alcanzan el extremo inferior del gel.
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Transferencia

Para la transferencia se emplearon membranas de PVDF Immobilon™ (Millipore®)
que previamente fueron activadas con metanol. Se aplicé un amperaje constante de 300
mili-amperios durante 3 horas a 42 C en tampdn de transferencia, compuesto de 25 mM
de TRIS base, 190 mM de glicina y 20 % metanol (v/v), pH 8,3 en agua, en un sistema

Mini Trans-Blot (Bio Rad®).
Preincubacion

Previo a la incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se incubd en
tampon Tris Base Salino con 0,01 % de Tween (v/v) (TBST) y 2 % de BSA (p/v) durante

1 hora a temperatura ambiente, en agitacion.
Incubacion con el anticuerpo primario

Las membranas con las proteinas se incubaron en una solucidn con los anticuerpos
primarios correspondientes (Tabla 2) diluidos en tampdn TBST-BSA 2 % durante una

noche a 4° C.
Lavados e incubacion con el anticuerpo secundario

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno a temperatura
ambiente con TBST, tras lo cual, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado a la enzima peroxidasa de rdbano (HRP) (Jackson
InmunoResearch™) a una concentracion de 1:5000 (v/v) en TBST-BSA 2 % y leche en
polvo desnatada al 5 % (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la incubaciéon

se realizaron 3 lavados con TBST de 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.
Revelado

Para el revelado de las membranas se emple¢ el kit de quimioluminiscencia Clarity™
Western ECL Blotting Substrate (Bio Rad Laboratories) que, debido a la presencia de la
peroxidasa de rdbano hace que se produzca una sefial quimioluminiscente que es
expuesta a una pelicula fotografica Super RX (Fyjifilm). La sefial se revelo con el kit RP

X-OMAT EX I y LO (Kodak).
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Tratamiento y cuantificacion de imagenes

Las peliculas fotograficas fueron escaneadas y las bandas proteicas cuantificadas con
el programa informatico Image], comparando la intensidad de cada banda respecto a

su correspondiente control de carga.

MEDICIONES DE RESISTENCIA ELECTRICA EN CULTIVOS CELULARES

Para conocer el estado de las uniones celulares que se establecen entre las células de
Miiller en cultivo se llevaron a cabo mediciones de resistencia eléctrica trans-epitelial

(TEER), empleando para ello el siguiente protocolo:

A los 10 dias de cultivo (DIC 10), las células de Miiller se resembraron en placas con
cestas Transwell®. Para ello, cada pocillo fue tratado con 1 ml de Tripsina-EDTA 1X
(Sigma-Aldrich®) durante 5 minutos a 37 ¢ C, previa retirada del medio DMEM+FBS+Ab.
La accidn de la tripsina fue bloqueada con la adicidon de 2 ml de FBS, y el volumen final
se recogio en un vial de 15 mililitros, que fue centrifugado a 250 rpm durante 5 minutos.
Tras desechar el sobrenadante, las células de Miiller se resuspendieron en 1 mililitro del
medio DMEM+FBS+Ab. En los nuevos pocillos Transwell® se sembraron
aproximadamente 50.000 células por pocillo. Para ello, las células se cuantificaron
empleando Tripan Blue (Sigma-Aldrich ®) para visualizarlas en una cdmara Thoma. Una
vez conocido el numero de células, se llevd la dilucién celular a la concentracion
deseada y se sembraron 100 pl en la cdmara del Transwell, y 600 pl de medio

DMEM+FBS+AD en su camara inferior (Figura Mi).

Para registrar la medida de resistencia de las células, se ha utilizado un voltimetro
(EVOM2, Epithelial Voltohmeter, World Precision Instruments), con electrodos STX2
(World Precision Instruments) que se sumergen en cada una de las cdmaras de las
cestas Transwell®. El valor de la resistencia se expresa en ) cm? y se ha calculado
sustrayendo el valor de un blanco (medido en una camara que carece de células), y
normalizada respecto al rea del filtro del cultivo. Las células se mantuvieron en cultivo
durante 21 dias y las mediciones realizadas en tres estadios diferentes, DIC7, DICi4 y

DIC21.
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Camara superior

Pocillo b Figura M1: Esquema representativo de las
placas de cultivo con cestas Transwell,
Membrana YT ,|'|‘_|-| donde también pueden apreciarse las
cdmaras superior e inferior. Modificado de
Camara inferior > Zhu et al., 201

ANALISIS DE LA VASCULARIZACION RETINIANA

Para el analisis del area que ocupa la vasculatura de la retina, las preparaciones flat-
mount procedentes de animales silvestres y el modelo mutante Crbr'® de los estadios
P3 y P7 se tifieron con el marcador isolectina B4, y se tomaron imdgenes con el objetivo
10X de todo la retina flat-mount, procediendo a su posterior reconstruccién utilizando
para ello la herramienta Photomerge del programa informatico Adobe® Photoshop® CS6
Extended (Figura M2). Posteriormente, se midio la cantidad de area ocupada por la
vasculatura, delimitando cuadrantes con la misma drea y realizando 8 mediciones en
cada una de las regiones en las que se dividieron las retinas: dorsonasal (DN),
dorsotemporal (DT), ventronasal (VN) y ventrotemporal (VT), utilizando para ello el

programa informatico Image].

Para evaluar el namero de vasos sanguineos, asi como el calibre de los mismos,
se adquirieron 4 imagenes por cada region con el objetivo 40X, se trazo una linea
perpendicular a la orientacion del plexo vascular y se cuantificé el numero de
ocasiones en los que los vasos atravesaban la linea. Para medir su grosor, se trazaron
lineas desde un lado del vaso al otro y se midio la longitud de esa linea. Las
mediciones se realizaron sobre 4 imagenes aleatorias de cada region y sobre 10 vasos

sanguineos aleatorios por imagen obtenida.
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Figura M2:
Reconstruccion
representativa de retina
flat-mount, dividida en
cuadrante dorsonasal
(DN), dorsotemporal
(DT), ventronasal (VN)
y ventrotemporal (VT).

ANALISIS DE LA POBLACION MICROGLIAL

Para el analisis de las células microgliales en el estadio P7, las preparaciones
flat-mount y criosecciones procedentes de animales silvestres y el modelo mutante
Crbr® se identificaron con el anticuerpo IBA-1. Para ello, se obtuvieron imagenes con
el objetivo 10X de la totalidad de las retinas flat-mount y a lo largo de toda la
extension de las criosecciones y se reconstruyeron con la herramienta Photomerge del
programa informatico Adobe® Photoshop® CS6 Extended. El recuento del namero de
células positivas para IBA-1 se ha realizado a partir de esas reconstrucciones
utilizando para ello la herramienta “Recuento” del programa informatico Photoshop®
CS6 Extended. En las reconstrucciones obtenidas a partir de las criosecciones se
contabilizaron todos los elementos microgliales que se disponen sobre la retina
neural, a lo largo de toda la extension de las secciones. Para cada n, se ha obtenido el
promedio de hasta tres reconstrucciones representativas procedentes del mismo

animal.

OBTENCION Y ANALISIS DE IMAGENES

Las imdgenes de fluorescencia empleadas en este trabajo fueron obtenidas con el
microscopio de epifluorescencia Olympus PROVIS AX70 mediante una camara digital
DP Olympus© acoplada a éste, o el microscopio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss
Microscopy, UC, USA, Zeiss®) acoplado a una cdmara Axio MRm Zeiss®. Las imagenes
fueron capturadas con el programa informatico Micro CDD en el caso del primero, y
con el programa informatico ZEN 2011, en el caso del segundo. Los distintos

fluorocromos utilizados (AlexaFluor® 488 o CY2 Sigma-Aldrich®, AlexaFluor® 555 0 CY3

40



Sigma-Aldrich®) fueron excitados con laseres de 488 nm y 543 nm respectivamente. La
captura de imagenes de todos los canales se realizo de modo secuencial. Para cada
anticuerpo, las imdagenes obtenidas se realizaron con las mismas condiciones de
exposicion. Los ajustes de brillo y contraste han sido realizados con el programa

informatico Adobe® Photoshop® CS6 Extended.

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos realizados en la presente tesis doctoral se han basado en el

programa informatico IBM® SPSS® Statistics 20.0.

Como primer paso, y para comprobar si las variables a estudiar siguen una
distribucion normal de sus datos, se ha utilizado el test de Kolmogorov-Smirnof,
cuando la n es mayor de 50; y el test de Shapiro-Wilk para muestras con una n menor
de 50. Para aquellas muestras que presentan una distribucién paramétrica, se ha
comprobado la homogeneidad en sus varianzas, es decir, si son o no son
homocedasticas. Para tal fin, se ha utilizado la prueba de Levenne. Las muestras
paramétricas y homocedasticas han sido sometidas a tests paramétricos, mientras que
en las muestras que presentan una distribucién no paramétrica o con varianzas

distintas, han sido sometidas a tests no paramétricos.

Para determinar si existen diferencias en muestras con una distribucion paramétrica
y varianzas iguales, se ha realizado la prueba de T de Student, para comparaciones entre

dos grupos, o el test ANOVA para comparaciones de mas de dos grupos.

Para las muestras que no tienen una distribucién paramétrica, o con varianzas
distintas, se ha determinado si existen diferencias entre las muestras mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para comparar dos muestras independientes, o la de

Kruskal-Wallis para comparar mds de dos muestras independientes.

Se ha considerado que existen diferencias significativas cuando el p-valor obtenido
ha sido menor de 0,05 (abreviado como *), y diferencias altamente significativas cuando

el p-valor ha sido menor de 0,01 (abreviado como **).
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ANTICUERPOS Y

MOLECULAS

CASA
COMERCIAL

REFERENCIA

CONCENTRACION

FLUORESCENTES
Acuaporina 4 Alomone Labs 249 - 323 1/ 500
aPKC { Santa Cruz Sc-216 1/ 200
Biotechnologies
Bassoon Santa Cruz sc - 216 1/ 5000
Technologies
B - catenina Santa Cruz sC - 1496 1/ 250
Technologies
Catenina - p12o | BD Biosciences 610134 1/ 200
CD -68 Abserotec MCA341R 1/ 250
CRB2 ThermoFisher PAs5 - 25628 1/ 200
scientific
DAPI Sigma - Aldrich Dogs542 1 /10000
F-actina - FITC | Sigma - Aldrich P5282 1/ 500
FosfoYAP Cell Signaling 491S 1/ 200
GFAP Sigma - Aldrich G6171 1/ 500
Glast LSBio LS-Co4136 1/ 400
Glutamina - Millipore MAB302 1/ 500
Sintetasa
IBA -1 Wako 019-19741 1/ 750
Industries
Islet -1 Hibridoma 402D 1/ 500
Bank
Isolectina B4 Vector FL - 1201 1 /100
Laboratories
Kir 4.1 Alomone Labs APC - 035 1/ 400
Na -K - ATPasa abcam ab7671 1/200
PALS -1 Abnova Ho0064398 - 1/ 250
Ao1
PAR 3 Millipore 07 - 330 1/ 100
PAT] Abcam Ab102113 1/ 250
PKC « Sigma - Aldrich P4334 1/ 5000
PNA - FITC Sigma Aldrich L7381 1/ 500
YAP Santa Cruz SC-101199 1/ 100
Biotechnologies
70 -1 ThermoFisher 33 - 9100 1/ 100
scientific

utilizada.

Tabla 1. Tabla en la que se muestran los anticuerpos y moléculas
fluorescentes utilizadas para analisis inmunofluorescentes, la casa
comercial donde se han adquirido, su referencia de venta y la concentracion
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ANTICUERPOS CASA REFERENCIA CONCENTRACION
COMERCIAL
Acuaporina 4 Alomone Labs 249 - 323 1/ 500
B - catenina Santa Cruz scC - 1496 1/ 250
Technologies
CD-1uB Abcam Ab75476 1/ 500
CRB2 Disefo propio 2,25 pg / ml
GAPDH Sigma - G8795 1/ 10000
Aldrich
Kir 4.1 Alomone Labs APC - 035 1/ 400
Na -K - ATPasa Abcam Ab7671 1/ 200
PALS -1 Abnova Ho00064398 — Ao1 1/ 1000
PAT] Abcam Ab102113 1/ 500
VEGF Bioss BS - 0279R 1/ 500
B - actina Millipore MAB302 1/ 5000
B - tubulina Sigma - T2200 1/ 10000
Aldrich

Tabla 2. Tabla en la que se muestran los anticuerpos usados para los
analisis de Western-blot, la casa comercial donde se han adquirido, su
referencia de venta y la concentracion utilizada.
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RESULTADOS






ESTADO DE LA MLE Y RSA EN EL ESTADIO POSTNATAL P7 EN RETINAS
CONTROL Y MUTANTE PARA CRB1

Por los estudios realizados en modelos mutantes para CRBi1, se conoce que las

primeras alteraciones observadas en la retina del modelo mutante Crbr"®

se producen
a las dos semanas de edad (Mehalow et al., 2003); sin embargo, estudios previos en
nuestro grupo de investigacion pusieron de manifiesto, gracias a experimentos
realizados a microscopia electrénica, que a una edad tan temprana como P7 ya se
producian una serie de modificaciones en las uniones entre las células de Miiller y los
fotorreceptores en la MLE (Herranz-Martin, 2013). Ya que el complejo de polaridad
Crb, y la proteina CRB1 en particular, tienen un papel indispensable en el
mantenimiento de la polaridad celular y en el correcto establecimiento de las uniones

celulares, nos propusimos comprobar el estado de la MLE en las retinas control y

mutantes mediante el empleo de distintos anticuerpos en este estadio tan temprano.

En primer lugar, quisimos analizar la expresion de dos elementos que forman parte
del complejo de polaridad Crb, las proteinas CRB2 y PALS-1, y su posible alteracion
estructural debido a la disfuncién de CRB1 en el modelo Crbr®® (Figura Ri: A-D). En
retinas control, estas proteinas se disponen en la RSA de la MLE de un modo continuo,
sin apreciarse discontinuidades a lo largo de toda esta estructura (Figura Ri: Ay C). Por
el contrario, en la retina del modelo mutante encontramos alteraciones a lo largo de
toda su extension, caracterizadas principalmente porque el marcaje de la RSA de la MLE
era mas estrecho, no abarcaba todo el grosor de este drea como ocurre en las retinas
control, e incluso por la ausencia de este marcaje en zonas puntuales (asteriscos en
Figura Ri: By D). Estas alteraciones en el marcaje son mds notorias en zonas en las que
se esta produciendo una desestructuracion de la CNE, reflejo de los primeros signos de
la formacion de una roseta de fotorreceptores en desarrollo en el modelo mutante
(Figura Ri: D), que podria deberse a que la disfuncion de la proteina CRB1 condiciona

el correcto ensamblaje de otros miembros del complejo Crb en un estadio temprano.

Para analizar si la desestructuracion del complejo Crb también influye en la

localizacion del otro complejo de polaridad apical, el complejo Par, se analizoé la
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distribucion de dos de sus componentes, concretamente PAR-3 y aPKC {

Imdgenes representativas de inmunofluorescencia de retinas silvestres (A, C, E, G, e I) y del modelo
mutante Crbr® (B, D, F, Hy J) mostrando la expresién de los miembros del complejo Crb, CRB2 (A 'y B)
y PALS-1(Cy D), de los componentes del complejo Par, PAR-3 (E y F) y aPKC { (G y H) y de F-actina como
marcador del estado de la MLE (Iy]J). En las retinas mutantes, existen discontinuidades en algunos puntos
de la RSA y MLE, provocando la ausencia de marcaje de estos anticuerpos (asteriscos). CNE: Capa nuclear
externa. MLE: Membrana limitante externa. Barras de escala: 20 pm.
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(Figura Ri: E-H). De un modo similar a lo observado en las retinas silvestres con la
distribucion de las proteinas del complejo Crb, tanto PAR-3 como aPKC { muestran una
localizacion continuada a lo largo de la RSA de la MLE del genotipo control (Figura Ru:
E y G). Sin embargo, también como ocurria con las proteinas del complejo Crb, existe
una discontinuidad en el marcaje para PAR-3 y aPKC { en las retinas mutantes
especialmente vinculado a las primeras evidencias de rosetas en formacion en este
estadio temprano (Figura Ri: F y H, asteriscos). De este modo, al igual que ocurre con
alguno de los miembros del complejo Crb, la localizacion de estos miembros del
complejo Par también se veria condicionada, desde un estadio temprano, por el
truncamiento de la proteina CRB1, aunque en este modelo, estas alteraciones tengan

lugar en dreas puntuales de la retina.

Para confirmar el estado de las uniones adherentes de la MLE en las retinas de ambos
genotipos se ha empleado el marcador F-actina, ya que la actina es uno de los
componentes que se asocia directamente a este tipo de uniones celulares. En las retinas
de los animales control a P7 se observa un marcaje continuo a lo largo de la estructura
que forma la MLE (Figura Ri: ), y esta localizacion estd comprometida en las retinas
procedentes del genotipo mutante, donde hay zonas que carecen de esa continuidad,
asi como una menor intensidad en el marcaje para esta proteina (Figura Rui: ], asterisco).
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos a partir del marcaje para algunos
miembros de los complejos de polaridad apical Crb (CRB2 y PALS-1) y Par (PAR3 y aPKC
(), asi como de F-actina, marcador de la integridad de la MLE, refleja alteraciones de la
RSA y MLE de las retinas del modelo mutante Crb1'® en el estadio temprano P7,
evidenciando la importancia e influencia de la proteina CRB1 en el correcto ensamblaje

de las proteinas de polaridad y de las uniones adherentes.

De manera adicional, para conocer si existen variaciones en la expresion de las
proteinas del complejo Crb, CRB2 y PALS-1, y del marcador de uniones adherentes [3-
catenina. Para ello se realizaron andlisis de western-blot de lisados proteicos de retinas
procedentes de ambos genotipos (n=3 para cada genotipo) a P7 (Figura R2), donde el
analisis cuantitativo mostré que no existen diferencias significativas entre ambos
genotipos en la cantidad de proteina CRB-2 (p-valor=0,85) (Figura R2: A), PALS-1 (p-

valor=0,39) (Figura R2: B) o B-catenina (p-valor=0,21) (Figura R2: C).
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la cantidad de CRB2 (150 kDa) frente a su control de carga, B-actina (42 kDa) (A), de PALS-1 (78 kDa) (B)
y de B-catenina (92 kDa) (C) frente a su control de carga, B-tubulina (55 kDa) no mostré diferencias
significativas entre retinas de ambos genotipos. Los datos se representan como la media + s.e.m. n.s.: No

significativo.
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EL PROCESO ANGIOGENICO EN EL MODELO MUTANTE Crb1

Tal y como se describid en la introduccion, la angiogénesis en la retina de roedores
se produce durante las tres primeras semanas del desarrollo post-natal gracias a la
accién conjunta de varios elementos, como los astrocitos, células de Miiller y las células
microgliales. Las perturbaciones estructurales observadas por microscopia electronica,
asi como el incremento de la proteina GFAP en las células de Miiller ya habian sido
previamente descritas en nuestro grupo de investigacion para el estadio temprano P7
(Herranz-Martin, 2013). Esos datos, junto con los resultados obtenidos en la presente
tesis doctoral en relacidn con el estado de la RSA y la MLE, que sugieren alteraciones
tempranas de las células de Miiller en este modelo mutante ya a P7, nos indujeron a
analizar si estas alteraciones gliales podrian influir también en el correcto desarrollo

angiogénico de estas retinas.

Para ello se ha realizado el andlisis del plexo superficial angiogénico durante la
primera semana de vida de los ratones, concretamente, a P3 y P7, tanto en animales
control como mutantes para CRB1, utilizando para ello el marcador de vasos sanguineos
Isolectina-B4 en preparaciones de retina en Flat-mount (Figura R3). Esta técnica ha
permitido dividir las retinas en distintos cuadrantes: dorsal, ventral, nasal y temporal.
A P3, los vasos sanguineos ya han invadido la retina a partir del disco optico, pero sin
alcanzar sus limites periféricos (Figura R3: A y B), mientras que a P7 se disponen
ocupando la totalidad del plexo superficial (Figura R3: Ey F). Para analizar el porcentaje
de area ocupada por los capilares en el estadio P3 se empled el programa informatico
Image] (el procedimiento ha sido detallado previamente en el apartado de material y
métodos), no encontrando diferencias significativas entre las retinas control y mutantes
(n=3 retinas por cada genotipo), ni en la totalidad del 4rea de la retina (p-valor=o0,56),
ni en ninguna de las areas por separado (DN: p-valor=0,29; DT: p-valor=0,17; VN: p-
valor=0,81; VT: p-valor=0,50) (Figura R3: I y ], detalle de la region ventronasal en C vy
D). Por el contrario, los datos indican que el area ocupada por los vasos sanguineos en
las retinas mutantes en el estadio P7 (n=5 retinas por cada genotipo) experimenta un
incremento significativo en comparacion con las retinas silvestres (p-valor=0,037) y
que es especifico de las regiones ventro-nasales y ventro-temporales (DN: p-valor=0,66;
DT: p-valor=0,47; VN: p-valor=0,002; VT: p-valor=o,0n) (Figura R3: Ky L, detalle de la

region ventronasal en G y H).
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Figura R3: Ocupacion vascular en las retinas control y mutantes. Imagenes representativas
tomadas de preparaciones Flat-mounts de retinas silvestres y mutantes, en el estadio P3 (A-D) y P7 (E-H)
para la tincion de vasos sanguineos mediante el marcador Isolectina B4 (en negro). El porcentaje de area
ocupada por los vasos no muestra diferencias significativas en el estadio P3, ni en la totalidad de la retina,
ni en las distintas dreas, al comparar ambos genotipos (I y]). En el estadio P7 hay un incremento significativo
del drea ocupada por los vasos en el genotipo mutante (K), especificamente en las dreas ventro-nasales y
ventro-temporales (L). D, dorsal; N, nasal; V, ventral; T, temporal; DN, dorsonasal; DT, dorsotemporal; VN,
ventronasal; VT, ventrotemporal. Barras de escala: 500 um.

52




Debido a las diferencias encontradas en el drea ocupada por los vasos sanguineos en el
estadio P7 entre genotipos, se analizé con mas detalle el estado de la vascularizaciéon
en estas retinas, midiendo su calibre y realizando una aproximacién del nimero de
vasos presentes en las retinas de cada genotipo (n=5 retinas por cada genotipo) (Figura
R4). Para ello se utilizo el programa informatico ImageJ (los procedimientos han sido
detallados previamente en la seccion de material y métodos). Para calcular el niimero
de vasos se establecié una linea perpendicular a la orientaciéon del frente angiogénico
(similar a lo mostrado en Figura R4: B), y se cuantificé el numero de intersecciones de
los vasos sobre la linea, no encontrando diferencias significativas entre las retinas de
ambos genotipos (p-valor=0,62) (Figura R4: C). La medicion del calibre de los vasos,
sin embargo, mostré un mayor grosor global de los elementos vasculares en el modelo
mutante (p-valor=0,036), aunque las diferencias mas significativas se correspondian
con las zonas mas ventrales (DN: p-valor=0,51; DT: p-valor=0,15; VN: p-valor=0,008;

VT: p-valor=0,026) (Figura R4: D y E).

Para explorar qué factores podrian estar influyendo en este mayor grosor de los vasos
sanguineos de las dreas ventrales se analizd la expresion proteica de uno de los factores
claves durante el desarrollo angiogénico de la retina, el factor pro-angiogénico VEGF.
Para ello se realizaron experimentos de western-blot (Figura R4: F y G) a partir de
lisados proteicos de retinas del estadio P7 procedentes de ambos genotipos (n=3 para
cada genotipo). Los datos muestran que en las retinas mutantes hay un incremento
significativo en la cantidad de VEGF respecto al control (p-valor=0,019). Tomados en
conjunto, estos resultados sugieren que las primeras alteraciones sufridas por las
células de Miiller como consecuencia de la disfuncion de la proteina CRB1 parecen estar

condicionando el correcto desarrollo angiogénico en las retinas mutantes.
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Figura R4: Medicion del calibre y numero de vasos sanguineos en las retinas control

y mutantes para CRB1. Imagenes de vasos sanguineos procedentes de retinas control y mutantes en el
estadio P7 tefiidas con el marcador Isolectina B4 (en verde) (A y B). No existen diferencias significativas en el
numero de intersecciones del plexo vascular sobre la linea marcada entre ambos genotipos (C). El calibre de
los vasos muestra mayor grosor en las retinas mutantes (D), concretamente en los de la zona ventral (E) y
esta diferencia con las retinas control es significativa. Western-blot y cuantificaciéon de los niveles relativos de
VEGF frente a GAPDH (control de carga), de retinas P7 de ambos genotipos mostrando un incremento
significativo en las retinas mutantes respecto al control (F y G). Barras de escala: 20 pm.
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LA POBLACION MICROGLIAL EN EL ESTADIO P7

Debido a las alteraciones morfolégicas observadas en el estadio P7 en retinas
mutantes para CRBy, tanto a nivel de la MLE, como en los vasos sanguineos durante la
angiogénesis, nos propusimos evaluar el comportamiento de las células microgliales en
este estadio, ya que, al fin y al cabo, este tipo celular presenta una alta sensibilidad a
cualquier tipo de perturbacion que suceda en el SNC y su posible activacidon podria estar
condicionando los mecanismos angiogénicos, un proceso que, como ya se ha descrito

previamente, estd regulado por distintos elementos celulares, entre ellos la microglia.

Con este proposito se realizo una primera aproximacion mediante reconstrucciones
de criosecciones de retinas de ambos genotipos, y se analizé la distribucion de estas
células mediante el marcaje mediante inmunofluorescencia para la proteina especifica
de células microgliales IBA-1 (Figura R5: A y B). En este estadio temprano, la
distribucion microglial se concentra principalmente en las capas mas internas de la
retina, especialmente en las retinas procedentes de los animales control, donde no se
disponen mas alla de la CPE (Figura Rs5: A), que concuerda con lo que ya se conoce de
estas condiciones y tipo celular. De manera puntual, por el contrario, es posible
encontrar elementos microgliales en zonas mads externas en las retinas mutantes,
asociados principalmente a dreas de la CNE que presentan alteraciones y que se
corresponden con los primeros signos de desarrollo de rosetas (Figura R5: B, inserto en
B). Tras el recuento de este tipo celular a lo largo de toda la extensidn retiniana
(procedimiento detallado en el apartado material y métodos), y su posterior analisis
estadistico, no se encontraron diferencias significativas en el numero total de células

de microglia entre ambos genotipos (n=3 para genotipo, p-valor=0,21) (Figura R5: F).

Adicionalmente, y para analizar con mas detalle el nimero y naturaleza de este
tipo celular durante la ocupacion vascular del plexo retiniano superficial, se realizo la
reconstruccion y cuantificacion de células de microglia marcadas para IBA-1 en Flat-
mount de retina del estadio P7 (Figura R5: C y D). La obtencion de imagenes con el
objetivo de 20x permitio, por un lado, diferenciar entre elementos ramificados de
ameboides en base a sus caracteristicas morfoldgicas (Figura Rs: E; flecha, microglia
ramificada; punta de flecha, microglia ameboide) y, por el otro, cuantificar y comparar
el numero de ambos tipos celulares. Los andlisis estadisticos (n=3 para cada genotipo)

no arrojaron diferencias significativas entre el numero de elementos ramificados (p-
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valor=0,68), ameboides (p-valor=o,11) o total (p-valor=0,98) entre ambos genotipos

(Figura Rs: G).

Por todo ello, y en relacion con los andlisis de las células microgliales en este estadio
temprano P7, se puede inferir que la formacion de las primeras rosetas parece estar
atrayendo a un restringido numero de elementos microgliales hacia las capas mas
externas de las retinas mutantes, aunque esas lesiones, todavia tempranas y limitadas,

no parecen estar provocando un incremento significativo en el numero de tipo celular.

P7 WT

F G
50
n.s.
~ = 40
ws n.s. 35 n.s.
w= -
iz % 3k
= an 30
3% a0 8z
8z I 235
23 = o
o 30 Suw
2u s: 20 n.s.
wz 20 23
12 35
38 10 a8 10
&8 ch .
P7WT P7 RD8 i
RAMIFICADA AMEBOIDE TOTAL

Figura R5: La microglia en el estadio temprano P7. A y B: Imagenes representativas de
reconstrucciones de criosecciones de retina control y mutante para CRB1 con inmunofluorescencia para
IBA-1 mostrando la distribuciéon de células microgliales. Inserto en B: célula microglial en las capas mas
externas de la retina. C y D: Imdgenes representativas de reconstrucciones de Flat-mounts de retina
control y mutante para CRB1 con marcaje inmunofluorescente para IBA-1. E: Imagen representativa a
20X de células marcadas para IBA-1. Flecha: microglia ramificada, cabeza de flecha: microglia ameboide.
F: Grafica de la cuantificacion del numero de células de microglia total en retinas control y mutantes
para CRB1 mostrando que no hay diferencias significativas en el numero de células entre genotipos. G:
Grafica de la cuantificacion del nimero de células microgliales diferenciando entre el fenotipo ameboide
y ramificado. No se encontraron diferencias significativas entre genotipos. CNE: Capa nuclear externa.
CNI: Capa nuclear interna. Barras de escala: 100 pm en Ay B. 500 pm en C y D. 20 pm en E.




ESTADO DE LA MLE Y RSA EN LOS ESTADIOS P21 Y P90

Una vez se analizaron las posibles alteraciones en la retina del modelo mutante a un
estadio temprano como es a P7, se investigaron los procesos que podrian estar
relacionados con la mutacion de CRB1 en las células de Miiller y la influencia que esta
mutacion podria estar ocasionando sobre la funcionalidad y estructura retiniana en
edades mds avanzadas. Para ello se seleccionaron dos estadios, uno considerado
intermedio, P21, y un tardio, Pgo, cuando los mecanismos degenerativos se encuentran

mas avanzados. Para ello, se analizaron:

- Elestado dela RSAy MLE y la localizacidn y expresion de varias de las proteinas
involucradas en polaridad celular y en uniones celulares.

- Marcadores especificos de las células de Miiller que puedan aportar informacion
del comportamiento de este tipo celular y si su alteracion puede condicionar
determinados mecanismos homeostaticos y de gliosis en la retina.

- La poblacién microglial y cdmo el progresivo dafio en la retina puede estar
modulando su proliferacién o activacion.

- El estado de elementos neurales en estas retinas en ambos estadios, como las
células fotorreceptoras y sus sinapsis, células bipolares y células ganglionares.

De la misma forma que el analisis realizado a P7, el estadio mas temprano empleado
en el presente estudio, se ha comparado la expresion de determinadas proteinas de
polaridad y de uniones adherentes entre las retinas de los genotipos control y mutante
para CRB1 a P21y P9o, los estadios intermedio y mas tardio analizados. De este modo,
en las retinas del genotipo control, la proteina del complejo Crb, CRBz, y el componente
del complejo Par, PAR-3, muestran una localizacién homogénea y continua a lo largo
de la RSA en ambos estadios (Figura R6 y R7: A y C), que es lo esperable en aquellas
retinas que no sufran alteraciones en los complejos de polaridad o sin degeneracion.
Para analizar la organizacion de las uniones adherentes de la MLE, de la misma forma
que los estudios a P7, se empled el marcador F-actina y en el genotipo silvestre esta
estructura muestra un marcaje continuado y lineal, que es un indicativo del correcto
establecimiento de las adhesiones celulares en este estrato (Figura R6 y R7: E). En el
caso de las retinas del modelo mutante, la tincién con estos mismos marcadores revela
diferencias en comparacion con el modelo silvestre, de forma similar a lo mostrado en
las retinas mutantes mas jovenes (estadio P7). Para todos los marcadores se evidencia

una deslocalizacion de las proteinas, especialmente llamativa en aquellas dreas que
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presentan translocacion de nucleos de la CNE al espacio subretinal, cuando existe una
desorganizacion de la CNE, o cuando se ha formado una roseta ya consolidada. En estas
mismas dreas también se evidencia una notoria pérdida de tincién para la proteina
CRB2 en la RSA de la MLE (Figura R6 y R7: B). De la misma forma, la pérdida de
polaridad provocada por la disfuncion de CRB1 podria estar condicionando asimismo
la localizacion de los miembros del complejo Par, como ocurre con la proteina PAR-3
(Figura R6 y R7: D). La tincion frente a F-actina muestra que esta proteina no se dispone
de manera continuada en el modelo mutante, demostrando una pérdida de uniones
adherentes en ambas edades, incluso en dreas sin signos de rosetas (Figura R6 y R7: F).
Ademas, al analizar la integridad de las uniones adherentes por el marcaje para -
catenina, una de las proteinas relevantes en este tipo de unidn, se hace evidente que en
las retinas silvestres la MLE presenta una continuidad a lo largo de toda su extensién y
que en las retinas mutantes se produce pérdida de adhesion de forma puntual en
aquellas porciones con presencia de rosetas de fotorreceptores. Pero ademas, este
marcaje es mas intenso en las prolongaciones de las células de Miiller y en sus somas a

lo largo de estas estructuras aberrantes que rodean a las rosetas (Figura R7: G y H).

Por todo ello, al igual que ocurria en el estadio temprano (P7), en los estadios
intermedio y tardio analizados en este trabajo, la mutacién en la proteina CRB1 parece
estar condicionando la integridad de los correctos mecanismos de polaridad celular,
reflejado por la ausencia en determinados puntos en la RSA de componentes de
complejos de polaridad apical Crb, caso de CRB2, y del complejo Par, como PAR-3;y
del mismo modo, en el modelo mutante también se ven comprometidas las uniones

adherentes que se disponen a lo largo de la MLE.
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Figura R6: Estado de la RSA y MLE en retinas control y mutante para CRB1 a P21:
Imdgenes representativas de secciones de criostato con marcaje inmunofluorescente en retinas
silvestres (A, Cy E) y mutantes (B, D y F) para la proteina CRB-2 (A y B), PAR-3 (C y D) y F-actina (E
y F). Los asteriscos denotan pérdida de marcaje en el modelo mutante. MLE: Membrana limitante
externa. CNE: Capa nuclear externa. Barras de escala: 20 pm.
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Figura R7: Estado de la RSA y MLE en retinas control y mutante para CRB1 a Pgo:
Imdgenes representativas de secciones de criostato con marcaje inmunofluorescente en retinas silvestres
(A, C, Ey G) y mutantes (B, D, F y H) para la proteina CRB-2 (A y B), PAR-3 (Cy D), F-actina (Ey F) y
B-catenina (G y H). Los asteriscos reflejan pérdida de tincién en el modelo mutante. MLE: Membrana
limitante externa. CNE: Capa nuclear externa. CNI: Capa nuclear interna. CCG: Capa de las células
ganglionares. Barras de escala: 20 um.
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Finalmente, para conocer si en el modelo mutante para CRBi, ademas de
alteraciones en la localizacion de estas proteinas, también estan afectados sus niveles
de expresion, se hicieron andlisis mediante western-blot de la expresion de las proteinas
del complejo de polaridad apical Crb, CRB2 y PALS-1, y de la proteina de uniones
adherentes B-catenina, en ambos estadios P21y Pgo. A P21 (n=4 para cada genotipo), a
pesar de que se aprecia un aumento en la expresion de todas las proteinas analizadas
en las retinas mutantes para CRBi, al realizar el andlisis estadistico se demuestra que
no existen diferencias significativas entre el control y el mutante para CRB2 (p-
valor=0,78), PALS-1 (p-valor=0,80) o B-catenina (p-valor=0,47) (Figura R8: A-C). En el
estadio mas tardio analizado, Pgo, las diferencias en la expresion de PALS-1 entre ambos
genotipos no son significativas (p-valor=0,43), pero si las hay en la cantidad de dos de
las proteinas analizadas, CRB2 (p-valor=0,039) y B-catenina (p-valor=0,001), donde se
ha detectado un incremento de expresidon en los lisados proteicos procedentes del

modelo mutante (Figura R8: D-F).
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Figura R8: Western-blot y graficas con el analisis estadistico de la expresion de
CRB2, PALS-1 y B -catenina en las retinas control y mutante en los estadios
intermedio (P21) y tardio (Pgo). A-C: La cuantificacién de la cantidad de CRB2, PALS-1y
[-catenina frente a su control de carga, B-tubulina, en retinas de ambos genotipos no arroja
diferencias significativas entre ellos a P21. D-F: A Pgo, la cuantificacion de PALS-1 frente a
su control de carga no result6 en diferencias significativas entre ambos genotipos (E), pero
si hay un aumento significativos para la cantidad de CRB2 (D) y muy significativo para [3-
catenina (F) en las retinas mutantes frente al control. Los datos se representan como la
media + s.e.m. n.s.: No significativo (p > 0,05). *: p< 0,05. **: p< 0,01




EXPRESION DE LOS TRANSPORTADORES KIR 4.1 Y GLAST EN LA GLIA
RADIAL

Tal y como se describioé en la introduccion, las células de Miiller son reguladoras
clave en el correcto mantenimiento homeostatico retiniano; por este motivo, nos
propusimos analizar la expresion de Kir 4.1, un canal esencial en la regulaciéon del
equilibrio iénico en la retina y del principal transportador de glutamato en estas células,
el transportador GLAST-1, en retinas procedentes de ambos genotipos a P21y Pgo. De
este modo, el marcaje inmunofluorescente para la proteina Kir 4.1 (Figura Rg: A-D)
muestra que ésta se localiza rodeando a los vasos sanguineos, (Figura Rg, puntas de
flecha), y que este marcaje es especialmente intenso en las capas CPE y CCG, ademas
de concentrarse en los somas de las células de Miiller dispuestos en la CNI y sus
proyecciones. Este marcaje es similar en las retinas de ambos genotipos, en todos los
estadios analizados. Sin embargo, cabe destacar que la glia radial de las retinas
mutantes presenta una mayor intensidad de marcaje, tanto en el estadio intermedio
(P21) como en el tardio (P9o), especialmente en las prolongaciones que atraviesan tanto
la CPI como la CPE, fendmeno que puede apreciarse tanto en dreas donde existe
desorganizacion de la CNE debido a la formacion de rosetas de fotorreceptores (Figura

R9: B) como en areas carentes de ellas (Figura Rg: D).

El marcaje para el transportador GLAST-1 (Figura Rg: E-H) muestra que, en las
retinas procedentes de animales control, esta proteina se expresa abundantemente en
ambas capas plexiformes (CPE y CPI), asi como rodeando el perimetro de los somas de
las células de Miiller en la CNI y en las proyecciones mas externas, que delimitan la
MLE, siendo especialmente intenso en el estadio mds tardio analizado (Pgo) (Figura
Rg: E y G). Por su parte, en las retinas mutantes, la intensidad del marcaje para esta
proteina esta notablemente reducida, tanto el encontrado en las capas plexiformes
como en los somas de las células de Miiller, y, si bien esta observacion es evidente en
areas donde no existe desorganizacion de la CNE, es especialmente llamativa en areas

donde pueden apreciarse rosetas de fotorreceptores (Figura Rg: Fy H).
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Figura Rg: Anadlisis de la distribucion de las proteinas Kir 4.1 y GLAST-1 en retinas
control y mutante para CRB1 en los estadios P21y Pgo. (A-D): Imagenes representativas
de marcaje por inmunofluorescencia para el canal transportador de potasio Kir 4.1 en retinas
de animales control y mutante. Esta proteina se localiza en las células de Miiller y se asocia
a vasos sanguineos (puntas de flecha) (E-H): Imdgenes representativas de marcaje por
inmunofluorescencia para el transportador de glutamato GLAST-1 en retinas control y
mutante. Esta proteina se dispone en las células de Miiller y adicionalmente, en capas
plexiformes. CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear
interna. CPI: Capa plexiforme interna. CCG: Capa de las células ganglionares. Barras de
escala: 20 um.
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EXPRESION DE LA GLUTAMINA SINTETASA Y LA BOMBA

NA*/K*-ATPASA EN LA GLIA RADIAL

Debido a las alteraciones encontradas en la expresion del transportador
glutamatérgico GLAST-1en las retinas mutantes para CRB1 (Figura Rg), nos propusimos
analizar la expresion de la enzima glutamina sintetasa (GS) en las células de Miiller de
estas retinas, ya que es la encargada de transformar el glutamato extracelular a
glutamina, previa captacion por el transportador GLAST-1. Este es un mecanismo
altamente regulado que controla de una forma muy eficiente la cantidad de
neurotransmisor que se encuentra en el ambiente extracelular para poder modular la
transmision sinaptica en la retina. De hecho, las células de Miiller son el tnico tipo
celular retiniano que expresa GS y una posible disfuncion seria indicativo del estado de

la glia radial y de su consecuencia en la correcta transmision sindptica.

El marcaje frente a GS en retinas control en los estadios P21y Pgo permite delimitar
de forma precisa los somas de las células de Miiller en la CNI y sus prolongaciones,
tanto apicales como basales, donde delinean por completo la MLE en la parte externa
de la retina y la MLI con los procesos que llegan hasta la porciéon mas vitreal, por lo que
la tincién delimita por completo toda la extension de la glia radial, ocupando todas las

capas de la retina neural (Figura Rio: A-D).

Es importante destacar que en las retinas procedentes de animales control en ambos
estadios analizados, las prolongaciones que atraviesan la CNE presentan una apariencia
ordenada y lineal (Figura Rio: A y C). Sin embargo, en las retinas del modelo mutante
CRB1'%, las prolongaciones de las células de Miiller marcadas para GS estan mucho mas
desorganizadas (Figura Rio: B y D, puntas de flecha), mostrando un aspecto -
hipertréfico. De manera adicional, las prolongaciones celulares localizadas en las zonas
mas vitreales de la retina presentan un aspecto menos robusto en el modelo mutante,
en comparacion con las retinas control (Figura Rio: B y D, asteriscos). Ademas, los
nucleos de la glia radial aparecen desorganizados y en general, el marcaje parece menos
intenso que en las retinas control. Por ultimo, destacar que las alteraciones previamente
descritas se observan en el modelo mutante desde P21, considerado el estadio
intermedio en este trabajo. Tomando en conjunto estos resultados, parece factible que
la diferencia en la expresién y distribucion de la enzima GS en la glia radial en la retina

del modelo mutante respecto al control pueda estar condicionando la eficiencia en la
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transformacion de glutamato a glutamina en las células de Miiller del animal mutante

para CRB1.

Como se aprecia en los datos mostrados en la figura Rg, el andlisis mediante
inmunofluorescencia del transportador de potasio Kir 4.1 reveld que habia alteraciones
en la expresion de este transportador en los procesos de las células de Miiller del
modelo mutante a partir de P21, ya que parece haber una mayor concentracion de
procesos marcados para este tipo de canal. Otros transportadores que estan
involucrados en el control de la homeostasis idnica en la retina son las bombas Na*/K*-
ATPasa, que en la retina neural se expresan a lo largo de la membrana plasmatica de las
células de Miiller y su funcion principal es controlar los niveles de iones de sodio y
potasio, por lo que son consideradas elementos clave en el mantenimiento del potencial
de membrana. Por tanto, decidimos analizar la expresion de la subunidad o-1, que en
retina adulta se expresa en las células de Miiller para comprobar si, al igual que ocurre
con el transportador Kir 4.1, estos canales también estan alterados en este modelo

mutante para CRB1.

El andlisis de la distribucion de esta proteina en el estadio P21 de retinas control
revela un marcaje distribuido a lo largo de la retina neural, especialmente concentrado
en la MLE, aunque también se encuentra, con menor intensidad de marcaje, en ambas
capas plexiformes, especialmente en la CPE, donde se aprecia mayoritariamente
tapizando los vasos sanguineos localizados en esta capa (Figura Rio: E). La tincion en
el genotipo mutante a esta edad muestra una mayor concentracion de marcaje en la
MLE en comparacion con la retina silvestre, y por el contrario, la intensidad del marcaje
en la CPI es mas débil (Figura Rio: F). A Pgo, el estadio mas tardio analizado, el marcaje
en las retinas control es mds intenso en las capas plexiformes que a P21, asi como en las
prolongaciones que cruzan la CNE (Figura Rio: G, punta de flecha). Las retinas
mutantes, por su parte, presentan mas intensidad de marcaje en general en toda la
extension de la retina, respecto al estadio previo, siendo este incremento especialmente
notable en el marcaje asociado a las rosetas de fotorreceptores (Figura Rio: H, asterisco)
y a la MLE, pudiendo apreciarse, cualitativamente, una mayor abundancia de
prolongaciones, o prolongaciones mas gruesas, que atraviesan la CNE en las retinas del
modelo mutante (Figura Rio: H, punta de flecha). Asi, la expresion de la bomba Na*/K*-
ATPasa parece estar incrementada o focalizada en las zonas mas esclerales de las retinas

mutantes, donde parece acumularse en las dreas donde la CNE estd mas desorganizada.
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Figura Rio: Expresion de las proteinas glutamina sintetasa y Na*/K*-ATPasa en

retinas controles y mutantes para CRB1 en los estadios P21 y Pgo. (A-D). Imagenes
representativas de secciones de criostato de retinas de animales control y mutante con marcaje
inmunofluorescente para la enzima glutamina sintetasa, presente en las células de Miiller. En el modelo
mutante se observa desorganizacién de las prolongaciones gliales en la CNE (puntas de flecha en By D), y
una menor tincion en los procesos mds vitreales (asteriscos en B y D). (E-H) Imdgenes representativas de
secciones de criostato de retinas de animales control y mutante con marcaje inmunofluorescente para la
bomba Na+/K+-ATPasa. A P21 se aprecia tincion de la MLE y capas plexiformes (E y F). En el mutante a Pgo,
las prolongaciones gliales (puntas de flecha en H) son especialmente abundantes y presentan mayor tincién
rodeando a las rosetas de fotorreceptores (asterisco en H). MLE: Membrana limitante externa. CNE: Capa
nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna.
CCG: Capa de las células ganglionares. Barras de escala: 20 pm.
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EL TRANSPORTADOR DE AGUA ACUAPORINA-4 EN LAS CELULAS DE
MULLER

Debido a que se detectaron alteraciones en la expresion del transportador de potasio
Kir 4.1 y de glutamato GLAST-1 en las retinas mutantes para CRB1, nos propusimos
investigar si otro de los reguladores clave en la homeostasis, el transportador de agua
Acuaporina-4 (AQP-4), podria experimentar modificaciones en el modelo mutante. Se
ha descrito que Kir 4.1 y AQP-4 colocalizan en diversos tipos celulares, entre los que se
incluye las células de Miiller, sugiriendo que ambos transportadores actuan de manera
conjunta en la regulacion homeostatica retiniana, pues los flujos de agua mediados por

AQP-4 podrian ayudar a modular los niveles de potasio extracelular.

El andlisis del marcaje en retinas silvestres muestra que en ambos estadios, la
expresion se localiza principalmente en las capas mas internas, destacando la MLI y
ambas capas plexiformes, aunque también puede apreciarse tincidon sobre los somas de
las células de Miiller ubicados en la CNI Por su parte, el marcaje
para esta proteina parece ser mas intenso en las retinas mutantes para CRB1, donde, a
diferencia de lo observado en las retinas control, su expresion se expande a zonas mds
esclerales, siendo notable el marcaje de las prolongaciones gliales que cruzan la
totalidad de la CNE . Ademads, en dreas degenerativas, donde son
evidentes las rosetas de fotorreceptores, se observa un aumento notable en la expresion
para AQP4 especialmente rodeando a las rosetas. Ademas, el doble marcaje para AQP4
y GFAP permitio corroborar la colocalizaciéon entre AQP4 y GFAP, sobre todo en los
pies mas vitreales de las células de Miiller que rodean estas rosetas de fotorreceptores,
que permite inferir que las prolongaciones donde AQP4 es especialmente abundante

se corresponden con las prolongaciones de las células de Miiller reactivas
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Figura Ri1: Analisis de la expresion de la proteina ACUAPORINA-4 en retinas

controles y mutantes en los estadios P21y Pgo. (A-D). Imagen representativa de criosecciones
de retinas de animales control y mutante de los estadios P21 y Pgo con marcaje inmunofluorescente para
AQP-4. En retinas control, la expresion se concentra en las capas plexiformes, CCG y somas de células de
Miiller, mientras que en el genotipo mutante el marcaje es especialmente intenso en las prolongaciones que
atraviesan la CNE y en la MLE. (E). En las rosetas de dreas
degenerativas hay colocalizacion entre AQP-4 y el marcador de gliosis reactiva GFAP. CNE: Capa nuclear
externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna. CCG: Capa
de las células ganglionares. Barras de escala: 20 um.
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EXPRESION PROTEICA DE MARCADORES HOMEOSTATICOS

Para completar el andlisis de los marcadores homeostaticos de las células de Miiller
también se analiz6 mediante western-blot la expresion de varias de las proteinas
implicadas en estos procesos en lisados proteicos de retinas a P21y Pgo procedentes de
ambos genotipos, control y mutante para CRB1. En el estadio intermedio, P21 (n=4 para
cada genotipo) no se encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos para
la cantidad de proteina Kir 4.1 (p-valor=0,31), para Na*-K*-ATPasa (p-valor=0,48) ni
para Acuaporina-4 (p-valor=0,38), aunque si se aprecid una tendencia a incrementar la
expresion de estas proteinas en los lisados del genotipo mutante (Figura Ri2: A-C). El
analisis realizado en los lisados de retina del estadio mas tardio, Pgo (n=4 para cada
genotipo) tampoco arroja diferencias significativas entre los dos genotipos para la
cantidad de proteina Kir 4.1 (p-valor=0,14), Na*-K*-ATPasa (p-valor=0,18) o Acuaporina-
4 (p-valor=0,32), aunque en este estadio, la tendencia en el incremento en la expresion
de estas proteinas en el modelo mutante CRB1"*® parece mas acusado que en la edad

previa (Figura Ri2: D-F).

A D .,
< -y z
z ns. 6“‘ & z5
kDa P21 WT P21 RD8 z3 1 kDa & FER n.s.
F21WTr  R21RDE S R F
° 1]
<ho JEEE g v [ommanet  Eem
o4& o5 & & o5
e [
9 o E (]
¥ P21 WT P21 RD8 PO WT P90 RD8
-
& < s
B S .? z n.s. E & 5
kD q - & 2 n.s.
3 0.75] kDa & 22 1 -
110 NAt.K«.ATPASA g F_’ 0,5 — o : 0,75
55 Eln.-rusuum\ g o 2 § 0,26
gk ag P90 WT P90 RD8
c & 8§ 2 F z
v < n.s
wa & & s & & 22
z3 n-s- e . g3
[ @@ E2 e o R scre ge"
& 1 ad
ok E ©~05
55 Elp-rusuum\ 52 o5 55 p-'runuunn gy
£ g °FaowT  Fao0 RDS
g P21 WT P21 RD8

Figura Ri2: western-blot y graficas con el andlisis comparativo de la expresion de
KIR 4.1, Na*-K*-ATPasa y Acuaporina-4 en los estadios P21 y Pgo de las retinas

control y mutante para CRB1. A-C: La cuantificacién de la cantidad de las tres proteinas frente al
control de carga, B-tubulina, en las retinas de ambos genotipos a P21 muestra un incremento en la
expresion de las proteinas del genotipo mutante, aunque las diferencias no son significativas. D-F: A Pgo
el incremento en la expresion proteica de las tres proteinas en las retinas mutantes es mas acusado que a
P21, aunque tampoco se encontraron diferencias significativas. Los datos se representan como la media +
s.e.m. n.s.: No significativo (p > 0,05).
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EXPRESION DE LA PROTEINA YAP EN LAS CELULAS DE MULLER

Tal y como se indicé en la introduccion, las proteinas CRB parecen presentar un
papel regulador en la ruta de sefializacién Hippo, donde la proteina YAP actia como
un co-activador clave. Debido a que por un lado, variaciones en los niveles de CRB
pueden estar ocasionando alteraciones en esta ruta, condicionando los correctos
mecanismos de polaridad y proliferativos y que, por otro lado, ante procesos
degenerativos retinianos como el que ocurre en el modelo rdio la ruta Hippo no se
encuentra regulada (Hamon et al., 2017), nos propusimos explorar la posibilidad de
que esta ruta también estuviese alterada en el modelo mutante para CRB1. Para ello se
analizd la expresion de la proteina YAP mediante marcaje inmunofluorescente en

secciones de criostato.

El marcaje para YAP muestra que esta proteina se expresa de manera selectiva en las
células de Muller , Y se detectaron diferencias notables entre el
marcaje en ambos genotipos. En la retina de animales silvestres el marcaje se localiza
preferentemente en el nacleo de las células, en los dos estadios analizados, aunque
también puede apreciarse tincion en los limites de la retina neural, concretamente en
la MLl y MLE, presentando un patrén de expresion similar en las dos edades estudiadas

. Sin embargo, frente a la aparicion de areas en degeneracion en las
retinas de los animales mutantes para CRB1, ademds del marcaje nuclear y las
membranas limitantes observado en las retinas control, este marcaje se extiende y es
abundante en las prolongaciones que se proyectan hacia los limites de la retina neural.
Ademas, algunos nucleos de células de Miiller positivos para YAP estdn translocados de
la CNI y en zonas en degeneracidn se sitiian rodeando las rosetas de fotorreceptores.
También encontramos un marcaje discontinuo de la MLE, asi como un incremento en

la intensidad en la MLI

Por ultimo, reconstrucciones globales de retinas control y mutante ponen de
manifiesto las diferencias de expresion para YAP entre los dos genotipos, ya que se
aprecia una mayor intensidad en el marcaje para YAP en aquellas dreas que presentan
rosetas de fotorreceptores, por lo que parece haber una mayor expresion de esta

proteina en células de Miiller bajo condiciones de gliosis reactiva
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Figura Ri2: Andlisis de la expresion de la proteina YAP en retinas control y mutante

para CRB1 en los estadios P21y Pgo. (A-D): Imagenes representativas de retinas control y mutante
en ambos estadios mostrando la inmunorreactividad para YAP, que se presenta en las células de Miiller. (E
y F): Marcaje para la proteina YAP en reconstrucciones globales de retinas adultas procedentes de animales
control (E) y mutantes (F). CNE: Capa nuclear externa. CNI: Capa nuclear interna. CCG: Capa de las células
ganglionares. Barras de escala: 20 ym en A, B, C, D e insertos de Ey F; 100 pm en Ey F.
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LA POBLACION MICROGLIAL EN LOS ESTADIOS P21 Y P90

Tal y como se ha descrito previamente, el analisis de la poblacion microglial a P7, el
estadio mdas temprano analizado en esta tesis doctoral, no arrojo diferencias
significativas en el namero de elementos microgliales comparando ambos genotipos,
aunque en el genotipo mutante, y de manera ocasional, podian observarse células
microgliales en las capas mads externas, asociadas a las dreas que presentaban la
aparicion de rosetas en formacién (Figura R4). Sin embargo, debido a que determinados
marcadores homeostaticos macrogliales se encontraban alterados en las retinas
mutantes a P21 y Pgo, nos propusimos analizar y comparar la poblacion de células
microgliales en estas edades, en las que a priori las condiciones de la retina mutante se
ven altamente comprometidas, para intentar dilucidar si esas perturbaciones
estructurales y funcionales podrian estar condicionando el estado de los elementos

microgliales.

De la misma manera que para los analisis realizados a P7, se llevaron a cabo
reconstrucciones completas de secciones de retina en el estadio P21 (n=4 para cada
genotipo) que permitieron cuantificar y analizar la distribucion microglial en las
distintas capas de la retina neural (Figura Ri4: A y B). El analisis permitié determinar
que en las retinas del genotipo mutante aparecen elementos microgliales en las capas
mas externas, pudiendo verse asociados a aquellas dreas que estan sufriendo una
progresiva degeneracion y a las rosetas que estan totalmente desarrolladas. Este
fendmeno no se observa en las retinas procedentes del genotipo control, donde las
células microgliales no se extienden mas alla de la CPE. Si bien ya se habia descrito este
fendmeno de forma puntual a P7, el estadio temprano, en el estadio P21 aparece de
manera mas evidente y de forma mdas abundante. Ademas, para conocer la relacion
existente entre la macro y microgliosis, se realizaron analisis de doble
inmunofluorescencia para IBA-1 y GFAP. Estos experimentos pusieron de manifiesto
que en las retinas del genotipo mutante, sobre todo en las dreas mas afectadas por la
lesién donde hay sobreexpresion de GFAP, correspondiente a los procesos reactivos de
las células de Miiller que se extienden hasta la CNE, envolviendo las rosetas, hay una
clara presencia de células de la microglia, que no aparecen en las retinas control
sugiriendo una relacion entre ambos tipos celulares. Por tltimo, el analisis estadistico
realizado a P21 para comparar el nimero de elementos microgliales totales entre ambos

genotipos demostré que habia diferencias significativas entre ambos genotipos,
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encontrando un incremento en el namero de este tipo celular en las retinas del modelo

mutante (n=4 para cada genotipo, p-valor=0,028) (Figura Ri4-C).

En el estadio mas tardio analizado, a Pgo, y con objeto de discernir la naturaleza de
las células microgliales que se encuentran en la retina mutante con este nivel de lesion,
se realizaron marcajes dobles para las proteinas IBA-1 y CD68, siendo esta ultima una
proteina que se expresa de forma especifica en células de microglia activada o reactiva,
y asi poder correlacionar el estado microglial con los mecanismos degenerativos mas
notorios en un estadio mas avanzado (Lee et al., 2010; Zabel et al., 2016). Los
resultados ponen de manifiesto que en las retinas control, las células microgliales
siguen presentando la misma distribucidon descrita para el estadio P21, ya que la
localizacion mas escleral de este tipo celular es CPE, aunque no hay colocalizaciéon de
ambas proteinas en estas células (Figura Ri4: D y E). Sin embargo, en las retinas
mutantes se pueden encontrar elementos microgliales en los que colocalizan ambas
proteinas y ademas no estan tinicamente restringidos a las dreas que presentan rosetas
de fotorreceptores, encontrandose de manera adicional en la CCG, la CPI o en la CNE
de zonas alejadas de las 4reas donde la desorganizacion de las capas debido a la
degeneracion es obvia (Figura Ri4: D-G). Por tltimo, y para confirmar estos resultados,
se analizd la expresion de proteinas relacionadas con la activacion microglial en lisados
proteicos de retinas procedentes de animales control y mutante para CRB1, por lo que
se realizaron andlisis de western-blot para la proteina CDuB, que es otro marcador
especifico para detectar activacion microglial (Roy et al., 2006). Los datos muestran
que la expresion de CDuB aumenta de manera significativa en las retinas del genotipo
mutante en comparacién con las retinas control (n=4 para cada genotipo, p-
valor=0,018) (Figura Ri4 H), lo cual sugiere que hay activacion de los componentes
microgliales como consecuencia de las mayores perturbaciones presentes en las retinas

mutantes en estadios avanzados.
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Figura Ri4: La poblacion microglial en los estadios P21y Pgo en retinas control y

mutante para CRB1. (A y B): Reconstrucciones globales de criosecciones de retina control y mutante
a P21 con marcaje inmunofluorescente para IBA-1 mostrando la distribucion de células microgliales. En las
retinas control, la capa mds escleral donde se disponen las células microgliales es la CPE, pero en las retinas
mutantes traspasan esta capa. Los insertos muestran la doble inmunofluorescencia para el andlisis de
elementos microgliales (IBA-1) y células de Miiller reactivas (GFAP) en el estadio P21. (C): Analisis
estadistico mostrando un mayor nimero (estadisticamente significativo) de células microgliales en retinas
mutantes respecto al control. (D-G): Doble inmunofluorescencia para IBA-1y CD68 en el estadio Pgo. No
hay colocalizacién entre ambas proteinas en las retinas control (D y E), pero si en las mutantes (Fy G).
(H): Western-blot para CDuB en el estadio Pgo. Los niveles de CDuB son mas elevados en el modelo
mutante con respecto al control, con diferencias estadisticamente significativas. CNE: Capa nuclear
externa. CNI: Capa nuclear interna. CCG: Capa de las células ganglionares. Barras de escala: 100 pm en A
y B; 20 pm en insertos de Ay B,yen D, E, Fy G.
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LAS CELULAS NEURALES EN LOS ESTADIOS P21 Y P90

Tras comprobar que los cambios que experimentan las células de Miiller en el
modelo Crbr'® debido a la mutacién para CRB1 influye en la expresién y distribucion
de distintas proteinas presentes en este tipo celular a lo largo de su desarrollo post-
natal, nos propusimos conocer el estado de otras células de la retina que, aunque no
estén afectadas directamente por la alteracion génica debido a que no expresan la
proteina CRBj, si podrian ver comprometido su correcto funcionamiento debido a las
alteraciones de las células de Miiller descritas en el presente trabajo, como es el caso de

las células bipolares, células ganglionares o las células fotorreceptoras y sus sinapsis.

La regulacion de la ruta de sefalizacién Hippo depende del equilibrio en la
fosforilaciéon de la proteina YAP, promoviendo su degradacion y evitando una
translocacion nuclear permanente que pueda conducir a mecanismos proliferativos
incontrolados (Hamon et al., 2017). Las variaciones en la expresién de la proteina YAP
descritas en nuestro modelo de estudio (Figura Ri2) parecian sugerir una posible
desregulacion de la ruta Hippo, teniendo en cuenta, por un lado, la mayor expresion
observada para esta proteina en dreas degenerativas y por el otro, lo que ya se conocia
sobre la regulacidon que el complejo CRB ejerce sobre esta ruta de sefializacién concreta
(Alves et al., 2014). Por ello, nos propusimos analizar la expresion de la forma

fosforilada de YAP, fosfoYAP en las células de Miiller del genotipo control y mutante.

De este modo, se aprecio que, ademds de que su expresidon era mas abundante en las

células de Miiller en 4reas degenerativas en el modelo Crbr'®®

, el marcaje también se
concentraba especialmente en estructuras que, por su localizacion, podian
corresponderse con los segmentos de los fotorreceptores (Figuras Ri5: A-C y 16: Ay B).
Ademads, aparentemente, habria menos de estas estructuras positivas para YAP en las
retinas del modelo mutante, especialmente en las dreas en degeneracion, tanto en el
estadio P21 (Figura Ri5: A-C) como a Pgo (Figura Ri6: A y B). Para comprobar esta
hipotesis se realizaron dobles inmunotinciones para fosfoYAP junto con el marcador
PNA, que tife los segmentos de los conos. El doble marcaje puso de manifiesto que

efectivamente, la forma fosforilada de la proteina YAP se localiza también en los

segmentos externos de los conos (Figura 15: B).

Por otro lado, para investigar la posible alteracion y disfuncion de las células
fotorreceptoras en el modelo mutante para CRB1 se realizaron experimentos para

analizar algunos componentes de sus sinapsis, como la expresiéon de la proteina
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Bassoon, que se localiza en los terminales pre-sinapticos de los fotorreceptores en la
CPE y de las células bipolares en la CPIL. En el genotipo control, en ambas edades
analizadas, se encontré un marcaje punteado muy intenso en ambas capas plexiformes
(CPE y CPI), que es especialmente abundante en la CPI. Por el contrario, se encontré
una pérdida aparente de intensidad en el genotipo mutante, especialmente en la CPE,
en aquellas zonas donde los procesos degenerativos estan mas avanzados (asteriscos en
Figuras 15: D-F y 16: A-C), que sugiere una posible pérdida de funcidn sindptica en los

elementos fotorreceptores en las zonas dafiadas de la retina mutada.

Para analizar como podian verse afectados otros elementos neurales retinianos
involucrados en la correcta transmision del impulso nervioso, como las células
bipolares o células ganglionares, se emplearon marcadores especificos de estos tipos
celulares. Asi, el marcaje para PKC-a permite discernir los cuerpos celulares de las
células bipolares de baston en la CNI, con sus penachos dendriticos localizados en la
CPE y sus terminales axénicos en la CPI, mostrando un patrén de expresion tipico en
las retinas silvestres, en ambos estadios estudiados (Figuras 15: G y 16: D). En las retinas
procedentes del genotipo mutante se han encontrado alteraciones celulares utilizando
este marcador, ya que en el estadio P21 se aprecian expansiones de los penachos
dendriticos mas alld de la CPE, ocupando la CNE, y que se hacen mas evidentes a Pgo,
el estadio mas tardio analizado (Figuras 15: H e I; y 16: E y F). Del mismo modo, se
aprecia una notable deslocalizacion de este tipo celular ante la aparicion de las rosetas
de fotorreceptores, donde parecen ser desplazadas hacia los focos de lesion (Figura 16:

F).

Por ultimo, y para analizar el comportamiento de la poblacion de células
ganglionares en las retinas mutantes para CRB1 se empled el anticuerpo Islet-1 que,
ademads de marcar este tipo celular, también identifica una subpoblacién de células en
la CNI, concretamente algunas células amacrinas y bipolares. En el estadio intermedio,
a P21, la tinciéon en la CCG no muestra diferencias entre ambos genotipos al comparar
el marcaje en las células ganglionares (Figura 15: J-L), aunque si se aprecian alteraciones
en algunas de las células de la CNI en las retinas mutantes, ya que su organizacion estd
evidentemente condicionada por la presencia de rosetas; al igual que ocurre en el
estadio mas tardio, donde ademads, se aprecia una aparente reduccion en la cantidad de
células en la CNI en las zonas mas afectadas por la degeneracion, aunque esta reduccion
no parece ser tan severa en la CCG (Figura 16: G-I). Tomando en conjunto estos

resultados, la mutacion en CRB1 parece estar afectando, desde el estadio P21, la
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integridad y funcionalidad de células fotorreceptoras, condicionando a las células
bipolares; pero los elementos mas vitreales analizados, las células ganglionares, no

parecen verse tan comprometidos, al menos en estas edades.
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P21 RD8
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ISLET1
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Figura Ris: Andlisis del estado de la retina neural en el estadio P21. (A-C): Secciones de criostato
con marcaje inmunofluorescente para la proteina Fosfo-Yap y tincion con PNA (verde en B). Fosfo-YAP se localiza en
las prolongaciones de las células de Miiller y los segmentos externos de los conos, marcados en verde en B. (D-F):
Marcaje inmunofluorescente para bassoon, proteina localizada en los terminales pre-sindpticos en la CPE y la CPI. En
areas con rosetas de fotorreceptores de la CPE, el marcaje para Bassoon disminuye considerablemente (asterisco en F).
(G-I): Inmunofluorescencia para PKC-o. que muestra la distribucion de las células bipolares de bastén. En retinas
mutantes (H-I), hay penachos dendriticos que se extienden hacia la CNE (flechas en H). (J-L): Marcaje
inmunofluorescente para Islet-1 que tifie células ganglionares en la CCG, asi como amacrinas y bipolares en la CNI.
CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna.
CCG: Capa de las células ganglionares. Barras de escala: 20 pm.
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Figura R16: Analisis del estado de la retina neural en el estadio Pgo. (A-C): Secciones
de criostato con doble marcaje inmunofluorescente para Fosfo-Yap y Bassoon (en A y B). En la retina
mutante (B), la cantidad de segmentos de conos tefiidos con Fosfo-Yap disminuye considerablemente. En
la CPE, disminuye el marcaje frente a Bassoon (asterisco en C). (D-F): Inmunofluorescencia frente al
anticuerpo PKC-a.. La expansion de los penachos dendriticos de las células bipolares es evidente en las
retinas mutantes (flechas en E). (G-I): Inmunofluorescencia para Islet-1 que marca células ganglionares
en la CCG, asi como amacrinas y bipolares en la CNI. CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme
externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna. CCG: Capa de las células ganglionares.
Barras de escala: 20 pm.
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LAS CELULAS DE MULLER EN CULTIVO

Debido a que se encontraron alteraciones en las proteinas relacionadas con las
uniones celulares que conforman la MLE en las retinas de ratones mutantes para CRB1,
asi como modificaciones en algunas de las proteinas necesarias para el correcto
funcionamiento de la glia radial analizadas en criosecciones de retina y western-blot,
nos propusimos conocer la expresion de alguno de estos marcadores en los cultivos
celulares primarios de células de Miiller procedentes de ambos genotipos, control y

mutante para CRB1, y cuya obtencion se describe en el apartado “Material y métodos”.

Como primer paso, y para confirmar la pureza de los cultivos, se realizé una
caracterizacion de los cultivos primarios de células de Miiller mediante la
identificacion, gracias al marcaje inmunofluorescente, de varias de las proteinas
relacionadas con funciones especificas de la glia radial de la retina (Figura Ri17). Este
andlisis permitio determinar que la totalidad de las células presentes en cultivo eran
positivas para proteinas caracteristicas de este tipo celular, como el marcador de
filamentos intermedios Vimentina (Figura Ri7: A), el transportador de agua
Acuaporina-4 (Figura Ri7: B), la enzima glutamina sintetasa (Figura Ri7: C) y el
transportador de glutamato GLAST (Figura Ri7: D). El marcaje de estas proteinas
permite discernir su expresion en toda la extensidon de las células gliales en estos
cultivos, confirmando la especificidad, asi como la pureza de los cultivos primarios

empleados en este estudio.

Para comprobar si, por un lado, la disfuncion de la proteina CRB1 en las células de
Miiller mutantes puede estar condicionando la expresion de otros miembros del
complejo Crb, y, por el otro, el patron de expresion las proteinas del complejo en este
tipo celular in vitro, realizamos el andlisis comparativo de su expresion entre los cultivos
primarios de células de Miiller procedentes de animales silvestres y mutantes para CRB1

a DIC 15 y DIC 21 (DIC: dias en cultivo).
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GLAST

Figura R17: Caracterizacion de los cultivos primarios de células de Miiller. Marcaje
inmunofluorescente en el estadio DIC15 para proteinas especificas de células de Miiller, como vimentina
(A), Acuaporina-4 (B), glutamina sintetasa (C) y GLAST (D). Todas las células de los cultivos primarios
son positivas para estos marcadores. Barras de escala: 20 um.

De este modo se analiz6 la expresion de las proteinas CRB2, PALS-1y PAT] en los
cultivos primarios. En el estadio DIC 15, el marcaje para la proteina CRB2 aparece
distribuido por toda la extension de célula de Miiller en los cultivos de ambos
genotipos, tanto en su cuerpo celular como en las prolongaciones (Figura Ri8: A y B),
aunque en ambos tipos de cultivo parece haber una acumulacion predominantemente
en la region perinuclear (insertos en Figura Ri8: A y B). En el caso de PALS-1 (Figura
Ri8: C, E, F y H), esta proteina también se distribuye por todo elemento glial,
presentando una mayor concentracion en la periferia celular; aprecidandose de manera
adicional el marcaje de lo que parece ser el aparato de Golgi (insertos en Figura Ri8: C
y F), siendo este patron de expresion similar en las células obtenidas de ambos
genotipos. El marcaje para PATJ (Figura Ri8: D, E, G y H), es predominante en las
regiones cercanas al ntcleo, aunque permite delimitar los elementos celulares al
completo (insertos en Figura Ri8: D y G). Ademads, hay colocalizacion entre estas dos

proteinas, especialmente abundante en las regiones perinucleares (Figura Ri8: E y H).
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Figura Ri8: El complejo Crb en células de Miiller en cultivo del estadio DICis.

Marcaje inmunofluorescente para algunos de los componentes del complejo de polaridad apical Crb en
células de Miiller control y mutantes Crbr"#, como la proteina CRB2 (A y B), PALS-1 (C-E) y PATJ (F-
H), en el estadio DIC15. Barras de escala: 20 pm.
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En el estadio DIC 21, el marcaje para CRB2 es diferente entre las células procedentes
de las retinas silvestres y mutantes. En el caso de las primeras (Figura R19: A), el marcaje
frente a CRB2 permite discernir la totalidad del cuerpo celular, y sus prolongaciones,
de un modo mas definido de lo que ocurre con su contrapartida mutante, donde se
aprecia una tincion mas difusa, y predominantemente acumulada en areas
perinucleares (Figura Rig: B). En el caso de las células de Miiller silvestres, la tincion
frente a PALS-1 se asemeja a lo observado en el estadio DIC 15, ya que este marcaje es
predominante en la periferia de la célula (Figura Rig: C y E), al contrario de lo que
ocurre en las células del genotipo mutante, donde, de la misma forma que lo observado
con el marcaje para CRB2, parece estar mas restringida a las zonas cercanas al nticleo
(Figura Rig: F y H). De la misma forma, el marcaje para PATJ, que delimita la periferia
celular en el genotipo silvestre (Figura Rig: D y E), en el caso de las células mutantes,
este marcaje se muestra mas difuminado con preferencia a acumularse en las zonas
perinucleares (Figura Rig: G y H). De manera similar a lo que ocurria en el estadio
DICis, las proteinas PALS-1y PATJ colocalizan en las zonas cercanas al nucleo (Figura
Rig: E y H). De hecho, debido a que en las células del genotipo mutante, PALS-1 se
localiza preferentemente en regiones perinucleares, estas dos proteinas colocalizan de
forma mas abundante en los cultivos de células de Miiller del modelo Crbr®® (Figura

Rig: F-G).

Debido a que, como se ha descrito anteriormente, la proteina CRB1, que estd mutada
en el modelo Crb1"®, forma parte del complejo de polaridad celular Crb, ubicado en la
RSA de las células de Miiller, encargdndose del establecimiento y mantenimiento de
uniones celulares que definen la integridad de la MLE, nos propusimos analizar y
comparar la expresidon de proteinas de union celulares, como [-catenina, catenina p
120, 0 ZO-1, en cultivos primarios de células de Miiller control y mutantes para CRB1

para investigar su posible alteracion tras la mutaciéon de CRBa.

En el estadio DIC 15, el marcaje para la proteina catenina P120 permite determinar
que esta proteina, en cultivos de células de Miiller control ya se localiza en su
membrana plasmadtica mostrando una tincion relativamente constante que delimita
perfectamente toda la periferia celular (Figura R20: A). Sin embargo, en las células del
genotipo mutante se encontraron diferencias, ya que en las células gliales mutantes el
marcaje se muestra de un modo desorganizado y mas punteado, incluso aprecidandose

zonas donde el marcaje desaparece por completo (Figura R20: B, asteriscos).
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Figura Rig: Distribucion de las proteinas del complejo Crb en el estadio DIC2x.
Analisis mediante inmunofluorescencia de varios componentes del complejo de polaridad apical, como
CRB2 (A 'y B), PALS-1 (C-E) y PATJ (F-H) en el estadio DIC21 en células de Miiller procedentes tanto de
retinas control como mutantes Crbr'. Barras de escala: 20 um.
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El andlisis del marcaje de otra proteina involucrada en las uniones adherentes, (-
catenina, en células de ambos estadios muestra que ésta se dispone a lo largo de la
periferia celular en las células control (Figura R20: C y G). Sin embargo, en el caso de
las células mutantes se aprecian areas en el contorno celular donde el marcaje periférico
presenta una menor intensidad (Figura R20: D y H, asteriscos) y zonas puntuales en las
que el marcaje muestra una apariencia desestructurada (Figura Rzo: D, puntas de

flecha), contrastando con lo observado en las células del genotipo control.

Por ultimo, el estudio de la proteina de uniones celulares ZO-1, también arroja
diferencias entre las células control y mutantes para CRB1. El marcaje también se
encuentra dispuesto en la membrana plasmadtica de las células, de manera mas regular
en el caso de la glia control (Figura R20: E, 1), apareciendo fragmentado en el caso de
las células mutantes, lo que sugiere que se producen alteraciones puntuales en los

mecanismos de adhesion celular (Figura R2o0: F y ], asteriscos).

Debido a que la expresidon de algunas proteinas relacionadas con la homeostasis
celular, tales como Acuaporina-4, Kir 4.1y GLAST, mostraron diferencias en las retinas
del modelo experimental mutante para CRB1 respecto al control, nos propusimos
analizar su expresion en las células de Miiller en cultivo para investigar si estas
alteraciones también se producian en las células aisladas del entorno de la retina, y
poder conocer si estas alteraciones eran inherentes a las propias células de Miiller

debido a la mutacion.

A DIC 15, el marcaje para Acuaporina-4 permite delimitar la totalidad del contorno
y contenido de las células de Miiller, tanto controles como mutantes, disponiéndose
también por todo su citoplasma, aunque mostrando una tincién mas intensa en las
regiones perinucleares y sus prolongaciones, y no se observan diferencias evidentes en
su expresion entre células control y mutantes para CRB1 (Figura R21: A y D). El marcaje
para el canal de potasio Kir 4.1 tifie por completo el citoplasma celular, y tiende a
concentrarse en las dreas proximas a los nticleos y tampoco parece haber diferencias
entre ambos genotipos (Figura R21: B y E). En el caso de la proteina GLAST, la tincion
permite delimitar el contorno celular, concentrandose en las regiones perinucleares y
en algunos de los filopodios de las células de Miiller. En este caso, el marcaje para este
transportador aparece menos intenso en las células de Miiller del genotipo mutante

(Figura R21: Cy F).
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DIC15 WT DIC15 RD8

B - CATENINA

DIC21 WT | DIC21 RD8

B - CATENINA

Figura R20: Uniones celulares de las células de Miiller control y mutantes Crb1"®,

Marcaje inmunofluorescente para las proteinas catenina P120 (A 'y B), B-catenina (Cy D) y ZO-1 (Ey F) en
células de Miiller procedentes de retinas silvestre y mutantes Crb1"#, en el estadio DIC15, y de B-catenina (G
y H) y ZO-1 (I yJ) en estadio DIC 21. Los asteriscos indican discontinuidades en la tincion y las puntas de
flecha, areas en las que la distribucién de la proteina es anormal. Barras de escala: 20 pm.
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ACUAPORINA-4 KIR 4.1 GLAST-1

Figura R21: Expresion de marcadores homeostaticos de las células de Miiller en el

DIC15 WT

DIC15 RD8

estadio DIC15. Analisis mediante inmunofluorescencia del transportador de agua Acuaporina-4 (Ay D),

el canal de potasio Kir 4.1 (B y E) y el transportador de glutamato GLAST (C y F), en células de Miiller de
ambos genotipos, en el estadio DIC15. Barras de escala: 20 um.

En el estadio DIC 21, el marcaje frente a Acuaporina-4 permite la visualizacién de
todo el contorno celular en las células procedentes de las retinas control (Figura R22:
A), que parece menos definido en el caso de las células mutadas (Figura R22: D), con
una mayor concentracion en las regiones perinucleares. En este estadio, el marcaje
para Kir 4.1 parece concentrarse en las prolongaciones de las células de Miiller en
ambos genotipos (Figura R22: By E). Por altimo, la proteina GLAST aparece mas
concentrada en las 4reas proximas al nucleo de las células mutantes en comparacion
con las células silvestres, y ademads muestra un marcaje mas difuso y punteado (Figura

R22: Cy F).



ACUAPORINA-4 KIR 4.1 GLAST-1

Figura R22: Expresion de marcadores homeostaticos de las células de Miiller en el

DIC21 WT

DIC21 RD8

estadio DIC21. Marcaje mediante inmunofluorescencia de las proteinas Acuaporina-4 (A y D), Kir 4.1 (B
y E) y GLAST (C y F) en las células de Miiller silvestres y mutantes Crbr'?, en el estadio DIC 21. Barras de
escala: 20 pm.

Por otro lado, debido a que el andlisis de la expresion de la proteina YAP, cofactor
de la ruta Hippo en preparaciones de secciones retina mostrd un incremento en la
células de Miiller del modelo mutante, mas notorio en areas en degeneracion; que el
complejo Crb acttia como regulador de la ruta Hippo pudiendo, entre otras funciones,
limitar mecanismos proliferativos irregulares y porque se ha descrito que
perturbaciones en el correcto establecimiento de uniones celulares puede desregular
esta ruta provocando una translocacion nuclear de YAP, nos propusimos analizar su
expresion en los cultivos primarios de células de Miiller y comparar su expresion entre
la glia radial control y mutante. El marcaje inmunofluorescente mostrdé que existen
diferencias en la expresion de esta proteina en las células de los cultivos de ambos
genotipos. YAP se localiza tanto en los nticleos como en el citoplasma y prolongaciones
de las células de Miiller. No obstante, en los cultivos de células silvestres, tanto en el
estadio DIC 15 (FiguraR23: A y B) como en el estadio DIC 21 (FiguraR23: F y G), no todas
las células confluentes presentan YAP en el ntcleo. Por el contrario, aparentemente, un
mayor numero de células mutantes presentaban marcaje nuclear de YAP, tanto a DIC

15 (Figura R23: C y D), como a DIC 21 (Figura R23: H e I). Para comprobar estas
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diferencias, se realizé un andlisis estadistico del marcaje para YAP, cuantificando el
numero de células que presentan YAP en el nticleo. Para ello se tomaron 4 imagenes
aleatorias para cada cultivo de 3 cultivos diferentes de cada genotipo para ambos
estadios (DIC 15 y DIC 21) y se contaron el numero de células con marcaje nuclear de
YAP en relacidon con el nimero total de ntcleos tefiidos con DAPI. De este modo se
obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de células con marcaje nuclear de
YAP, siendo este porcentaje mayor en los cultivos mutantes en ambos estadios
analizados. A DIC 15, las células procedentes de las retinas silvestres presentan un
porcentaje medio X=46,36 % * 3,89 mientras que en las células del genotipo mutante
es de X=65,81 % * 4,12 (p-valor=0,004). Para el estadio DIC 21, las células procedentes
de retinas silvestres presentan un valor medio de X=49,68 % + 4,30 y las que proceden
de las retinas del modelo mutante, X=74,95 + 8,76 (p-valor=0,013). Estos datos indican,
por tanto, que en las células de Miiller mutantes, YAP se encuentra translocado

preferentemente en el nucleo.

Para poder investigar si la mutacion de CRB1 en las células de Miiller puede alterar
la expresidn proteica de las proteinas involucradas en polaridad celular y en funciones
gliales, se realizaron experimentos de western-blot para analizar la expresion de las
proteinas del complejo Crb, CRB2, PALS-1 y PAT] y los marcadores gliales Kir 4.1y
Acuaporina-4. Para ello se extrajeron proteinas de 5 cultivos diferentes (n=5) de cada
uno de los estadios analizados (DIC 15 y DIC 21) y genotipo. El analisis estadistico no
arrojé diferencias significativas entre genotipos para la cantidad de CRBz (p-valor=0,99
en el estadio DICi5; p-valor=0,83 en el estadio DIC21), de PALS-1 (p-valor=0,32 en el
estadio DICi5; p-valor=0,40 en DIC21), de PATJ (p-valor=0,93 en el estadio DIC15; p-
valor=0,47 en DIC21), de Kir 4.1 (p-valor=0,73 en el estadio DICi5; p-valor=0,44 en
DIC21), ni de Acuaporina-4 (p-valor=0,60 para el estadio DIC15; p-valor=0,41 en DIC21)
(Figura R24: A-E).
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Figura R23: La proteina YAP en cultivos de células de Miiller. YAP se localiza en el ntcleo,
citoplasma y prolongaciones de las células de Miiller control y mutante Crbr' en el estadio DICi5 (A-D) y
DIC21 (F-I). Tanto a DICi5 (E) como a DIC21 (J), hay un mayor porcentaje de células de Miiller mutantes
que presentan una localizacion nuclear de YAP, en comparacién con las células silvestres. En B, D, G e I
los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul). Barras de escala: 20 pm.
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Figura R24: Western-blot y graficas de la expresion de CRB2, PALS-1, PATJ, KIR 41Y
ACUAPORINA 4 en cultivos de células de Miiller control y mutante Crb1"® a DIC15y
DIC21. La cuantificacién de las proteinas frente a su control de carga, B-actina, de las células de Miiller de
ambos genotipos no arroja diferencias significativas para la cantidad de CRB2 (A), PALS-1 (B), PAT]J (C), Kir

4.1 (D) o Acuaporina-4 (E), ni a DIC 15 ni a DIC 21. Los datos se representan como la media + s.e.m. n.s.: No
significativo (p > 0,05).

90



Por ultimo, y debido a que el analisis mediante inmunofluorescencia de la
localizacion de las proteinas de uniones celulares mostré que, de manera puntual, habia
alteraciones en su distribucion en los cultivos de células de Miiller procedentes de las
retinas mutantes, nos propusimos investigar la fortaleza de estas uniones celulares
mediante mediciones de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Esta técnica
permite analizar la resistencia que ejercen los cultivos celulares al paso de los iones del
compartimento apical al basal en placas de cultivo con insertos, como una medida
indirecta de la robustez de las uniones que se establecen. Tal y como se detalla en el
apartado de “material y métodos”, las mediciones TEER se realizaron en placas con
cestas Transwell® mediante el empleo de un voltimetro especifico para este fin. Para
ello se seleccionaron 4 cultivos diferentes (n=4) de cada genotipo, que en el estadio
DICio se tripsinizaron y resembraron en las placas Transwell®. Las mediciones TEER se
realizaron a los 7 dias en cultivo (DIC 7), 14 (DIC 14) y 21 (DIC 21) (Figura R25). Si bien
no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los estadios analizados entre
las células de los dos genotipos, los valores de resistencia de las células mutantes
parecen disminuir respecto a las células silvestres. De este modo, a DIC7, la resistencia
para las células del genotipo control es de X=20,6210,63 y para el genotipo mutante,
X =18,56+1,75 (p-valor=0,27). A DIC14, para el genotipo control, X=26,5611,23 y para el
genotipo mutante, X=22,49+1,94 (p-valor=o0,10). Finalmente, en el estadio DIC21, para
el genotipo control X=30,30t2,23 y para el genotipo mutante X=254611,87 (p-
valor=o,11). Estos datos indican que, a pesar de que las uniones intercelulares de los
cultivos de las células de Miiller mutantes para CRB1 parecen estar en parte
desorganizadas o incluso puedan llegar a desaparecer en algunos puntos, esta ausencia,
aunque se ve parcialmente reflejada en un descenso leve de su resistencia eléctrica
transepitelial, no es suficiente para provocar una pérdida significativa de su adhesion

y/o fortaleza intercelular.
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Figura R25: Representacion grafica de la resistencia media de las células silvestres y

mutantes Crb1". Las mediciones realizadas en los estadios DIC 7, DIC 14y DIC 21 muestran un descenso
en la resistencia de las células mutantes Crbr'® en comparacion con las células silvestres, aunque este
descenso no es estadisticamente significativo. Los datos se representan como la media + s.e.m. n.s.: No
significativo (p > 0,05).
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DISCUSION






LOS COMPLEJOS DE POLARIDAD Y LAS UNIONES ADHERENTES EN EL
MODELO Crb1™

En la bibliografia actual, las primeras alteraciones estructurales descritas resultantes
de la mutacion en CRB1 en retinas de ratén se corresponden al estadio P14, tanto para
el modelo de estudio de la presente tesis doctoral, Crb1"® (Mehalow et al., 2003) como
para el modelo knockout de Crb1 (van de Pavert, 2007a). Sin embargo, los primeros
fendmenos que parecen estar relacionados con el inicio de la degeneracion retiniana en

el modelo experimental Crbr'®

y descritos en trabajos previos realizados en nuestro
grupo de investigacion se detectaron a P7, una edad relativamente temprana para un
modelo clasico de degeneracion retiniana lenta. Los andlisis a microscopia electrénica
ayudaron a determinar la pérdida puntual de uniones adherentes en la MLE entre los
fotorreceptores y las células de Miiller, asi como el desplazamiento atipico de algunos

nucleos de fotorreceptores hacia el espacio subretinal (Herranz-Martin, 2013).

Entre otras observaciones, es importante destacar que, en el trabajo de Mehalow y
colaboradores (2013), el estado estructural y funcional de la MLE en el modelo Crbr™®
en el estadio P14 solo fue analizado mediante la localizacion de proteinas relacionadas
con el estado de las uniones celulares, concretamente con la proteina pan-cadherina,
por lo que hasta ahora, no se conocia si las alteraciones de las uniones celulares estan
o no relacionadas con el desempefio o situacion de la localizacién y/o expresién de
proteinas relacionadas con la polaridad celular, como las del complejo Crb o PAR
(Mehalow et al., 2003). Por ello, el analisis detallado que se ha realizado en el presente
trabajo sobre la actividad de las proteinas de polaridad apical de los complejos Crb y
PAR resulta pionero en evidenciar que, ante la mutacion de CRBi, se producen

alteraciones en la disposicidn y funcionalidad de los complejos de polaridad en un

estadio tan temprano como P7.

A diferencia de lo que se ha descrito en publicaciones previas para el modelo Crbr'®,

en modelos que presentan mutaciones en otros miembros del complejo Crb, si se han
observado cambios estructurales mas tempranos. En animales de experimentacion con
una mutacion condicional de CRB2 en progenitores retinianos se ha descrito que
experimentan alteraciones en la capa neuroepitelial ya en el estadio embrionario E18.5
(Alves et al., 2013). Concretamente, la delecion especifica de CRB2 en fotorreceptores
en desarrollo cursa con un fenotipo severo, con presencia de rosetas de fotorreceptores

desde el estadio embrionario E15.5 y pérdida de funcién visual al cabo de un mes de
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vida, mientras que la delecion especifica de CRB2 en las células de Miiller cursa con un
fenotipo menos agresivo, observando alteraciones en la continuidad de la MLE al cabo
de un mes de vida. Sin embargo, los autores no describen la presencia de rosetas o
pérdida de estructura en las capas de la retina mas evidentes (Alves et al., 2014), que
en parte contrasta con los resultados encontrados en nuestro modelo en los distintos
estadios. En retinas de modelos experimentales con mutacion condicional para CRB1y
CRB2 en los progenitores retinianos, las primeras alteraciones se encontraron también
durante un estadio embrionario de E13.5 (Pellissier et al., 2013). Asimismo, el modelo
knockdown para PALSi, otro de los miembros del complejo Crb, muestra los primeros
cambios estructurales en el estadio post-natal P6 (Park et al., 2011), mientras que el
knockout para esta misma proteina lo hace en el estadio embrionario Eis.5 (Cho et al.,

2012).

Por tanto, el modelo Crbr#®

, empleado en este trabajo presenta caracteristicas
diferentes en comparacién con los modelos mencionados. Por un lado, en ratén, la
proteina CRB1 se expresa de forma mayoritaria en las células de Miiller, pero no en los
fotorreceptores, mientras que se ha descrito la presencia de CRB2 y PALS1 en ambos
tipos celulares (Alves et al., 2014). Por otro lado, las lesiones asociadas a las mutaciones

rd8 como en el modelo knockout de Crbi, se encuentran

en CRB1, tanto en el modelo Crbi
principalmente afectando las regiones mds ventrales, mientras que mutaciones en
CRB2 o PALS: afectan a la totalidad de la retina (Alves et al., 2014). Por tanto, segiin
los resultados obtenidos en el presente estudio, en el estadio concreto de P7, la
mutacion en CRB1 y la subsecuente pérdida de la integridad en las uniones celulares
parece comprometer la integridad de los complejos de polaridad apicales en la RSA,
como se refleja en la desestructuracidon observada frente a los marcadores utilizados.
Sin embargo, por el momento, y debido a las limitaciones del estudio, no es posible
concretar hasta qué punto en este estadio tan temprano del desarrollo, la mutacion que
presenta la proteina CRB1, que resulta en el truncamiento de sus dominios intracelular
y transmembrana, podria condicionar la unién con otros miembros de complejos de
polaridad apicales, tanto del complejo Crb (Roh et al., 2003) como del complejo PAR
(Bulgakova y Knust, 2009), a partir del sitio PDZ de su extremo C-terminal. El
incremento de expresién de la proteina GFAP en el estadio P7 del modelo Crbi™,
descrito en trabajos previos en nuestro grupo de investigacion parece estar reflejando

una respuesta glial ante las alteraciones tempranas ocurridas en la estructura retiniana

(Herranz-Martin, 2013). Por todo ello, nuestros resultados ponen de manifiesto que
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el efecto de la mutacion de CRB1 sobre las células de Miiller desestabiliza al complejo
Crb, en consonancia con lo mostrado en mutaciones de proteinas de polaridad en otros
modelos, como el modelo condicional para Crb1 (van de Pavert et al., 2004) o Crb2
(Alves et al., 2014), aunque en un estadio mas temprano del descrito hasta la fecha,

que acarrea perturbaciones de la estructura retiniana de forma precoz.

El andlisis por inmunofluorescencia de la arquitectura y composiciéon de la MLE y
RSA en estadios mas avanzados, tanto a P21 como a Pgo, reflejo del mismo modo
alteraciones en las retinas mutantes para las proteinas de polaridad apical estudiadas,
tanto del complejo Crb (CRB2) como del complejo PAR (PAR-3), asi como del estado
general de la estructura de la MLE (F-actina). Si bien se ha descrito previamente el

rd8 estos analisis no

estado de estos estratos en estadios adultos en el modelo Crb:
incluian el andlisis de la expresion y/o localizacion de estos elementos, que se suponen
imprescindibles para la correcta organizacion estructural de la retina (Hippert et al.,
2015; Luhmann et al., 2015; Mehalow et al., 2003). A estas edades, el fenotipo es mas
severo, encontrando rosetas ya bien definidas a P21, que se mantienen y desarrollan con

la progresion de la degeneracion.

En cuanto a los resultados de los andlisis mediante western-blot que permitieron
conocer la variacion en los niveles de expresion proteica de todas estas proteinas
implicadas en polaridad y uniones celulares, éstos no mostraron diferencias
significativas entre ambos genotipos, ni en el estadio temprano (P7) ni en el intermedio
(P21). Sin embargo, el nivel de expresion de las proteinas CRB2 y beta-catenina en las
retinas del genotipo mutante para CRB1 estadio mds tardio analizado (P9o), si mostré
in incremento significativo respecto al genotipo control. En estudios previos realizados

en nuestros laboratorio se ha descrito que el modelo Crbr'®

experimenta una
incremento en la expresion de la proteina CRB2 en la corteza cerebral (Dolén et al.,
2018). Dada la similitud en el peso molecular y la estructura entre CRB1 y CRB2, estos
resultados parecen sugerir la existencia de un mecanismo compensatorio entre ambas
proteinas, al menos en este tejido, que evite lesiones y alteraciones gliales en el cerebro
de estos animales. En relacion a la posible compensacién retiniana entre CRB1y CRB2,
en el modelo knockout-condicional para CRB2, los andlisis mediante PCR cuantitativa
en tiempo real de retinas en los estadios tempranos P3 y Pio evidenciaban un
incremento en el gen Crbi, aunque ese incremento no resultaba significativo (Alves et

al., 2013). El aumento de expresion proteica de CRB2 en la retina del modelo Crb1™ en

los estadios mas tardios analizados que encontramos en el presente estudio podria
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deberse a que, a medida que el fenotipo se vuelve mas severo en las retinas mutantes,
se produzca una mayor expresion de la proteina CRB2 en aquellas células gliales que no
han visto comprometidas su funcion, intentando compensar la disfuncién de CRBx1.
Esto podria explicar, por un lado, que las diferencias significativas se produzca en las
retinas de mayor edad, cuando mads dreas de la retina se ven comprometidas por los
mecanismos lesivos, y por el otro, dado que la expresion de CRB1 predomina en las
células de Miiller, pero no en los fotorreceptores, justificaria la restriccion espacial de
las lesiones en las retinas de nuestro modelo, previniendo la afectacion de todos los

cuadrantes retinianos.

De un modo similar, se detectd un incremento en la expresion de beta-catenina, una
proteina que refleja la integridad de las uniones adherentes de la MLE (Campbell et
al., 2007; Herranz-Martin, 2013; Stuck et al., 2012) pero que, adicionalmente, est4
involucrada en la regulacidn de la ruta wnt/beta-catenina, actuando como su mediador
central (Logan y Nusse, 2004). Se ha visto que, frente a condiciones lesivas en la retina,
se produce la activacion de esta ruta y una mayor expresion de beta-catenina, como
ocurre en el ratéon modelo de DMAE Ccl27/-/Cx3cri”’~ (Tuo et al., 2015), en el modelo
degenerativo rd1 (Yi et al., 2007) o en modelos de retinopatia diabética (Zhou et al.,
2014). Ademas, la activacion de la ruta provoca un incremento en la sefializacion de la
misma sobre las células de Miiller, conduciendo a una respuesta glial que puede ser
protectora y beneficiosa para los fotorreceptores, debido a la liberacion de factores
neurotréficos como BDNF o CNTF (Yi et al., 2007), o por el contrario, resultar
perjudicial, como se ha comprobado en retinas de animales diabéticos, pues el
incremento de beta-catenina condiciona un incremento de factores proangiogénicos
como VEGF, provocando procesos de neovascularizacion e inflamatorios en la retina

(Zhou et al., 2014).

La posible relacion entre beta-catenina y los componentes del complejo Crb ha sido
previamente descrita (Pellissier et al., 2013). La pérdida de las proteinas de este
complejo en la region subapical de los progenitores retinianos en el modelo condicional
para Crb1 y Crb2, que compromete la integridad de los complejos de polaridad y de
uniones adherentes, conduce a una desregulacion de la ruta de sefializacion wnt/beta-
catenina, provocando un aumento en la expresion proteica de algunos de sus
componentes en estadios embrionarios (Pellissier et al., 2013). Por ello, el incremento
en la expresion de beta-catenina que encontramos en nuestro modelo, tanto por

inmunofluorescencia como por western-blot podria ser indicativo, por un lado, del
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intento de las células de Miiller por minimizar los dafios mas extendidos en el estadio
adulto, de un modo similar a lo observado para la proteina CRB2 y por el otro, podria
ser reflejo de una desregulacion de la ruta wnt/beta-catenina como consecuencia de la

mutacion en CRB1.

EL DESARROLLO ANGIOGENICO EN EL MODELO MUTANTE

En los dltimos afios, la mayor parte de los estudios relacionados con el desarrollo
angiogénico de la retina de roedores se han centrado en el andlisis de los procesos
altamente regulados que determinan este desarrollo vascular y en los que participan
varios tipos celulares. Durante la primera semana de vida, el desarrollo de la capa
vascular mas superficial se ha relacionado con la accion de las células ganglionares vy,
mds concretamente, con la de los astrocitos, que se encuentran dispuestos en dreas
adyacentes a la zona de entrada de los vasos sanguineos en formacion y que actiian
como molde para guiar la correcta colonizacién de la retina por los elementos
vasculares (Gerhardt et al., 2003; O’Sullivan et al., 2017; Tao y Zhang, 2016). El
desarrollo de la vascularizacién requiere de un correcto equilibrio de la liberacion de
factores pro y anti-angiogénicos (Cabral et al., 2017), y se ha considerado la secrecion
de VEGF por parte de los astrocitos como un aspecto esencial para la progresiva
extension de la red vascular, al menos durante la primera semana post-natal. Sin
embargo, durante el desarrollo vascular se ha encontrado ARNm de VEGF en otros

elementos retinianos, como las células de Miiller (Stone et al., 1995).

Experimentos previos en nuestro grupo de investigacion pusieron de manifiesto que

las retinas del modelo mutante Crbr’?

presentaban una mayor expresion de la proteina
GFAP en el estadio P7, detectado tanto mediante western-blot como por su localizacion
en la prolongaciones de las células de Miiller que atraviesan la CPI (Herranz-Martin,
2013), asi como indicios de alteraciones morfoldgicas en la red vascular de las retinas
mutantes. En la presente tesis doctoral nos propusimos profundizar en esta observacion
previa para intentar determinar su verdadero alcance e implicaciones para el desarrollo
de la lesidn retiniana, asi como intentar determinar si estas alteraciones se producen
en estadios previos a los primeros signos de degeneracion. Nuestros datos apuntan a
que a P3 no se producen cambios en la red vascular en el genotipo mutante, aunque si

se ha detectado un aumento del 4rea ocupada por la red vascular en estas retinas en el

estadio P7, y estas diferencias son significativas en el cuadrante ventral. Estas
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alteraciones se deben a que los vasos sanguineos en la retina mutante tienen mayor
calibre en esa drea, que concuerda con el incremento de la expresion proteica del factor

pro-angiogénico VEGF en las retinas mutantes en este estadio P7.

En estudios anteriores realizados en el modelo Crbr'®® de dos meses de edad (P60)
se habia descrito que en areas ventrales de la retina se detectaban células de Miiller y
microglia activadas y asociadas a vasos sanguineos que atravesaban la CNE e incluso
alcanzaban el epitelio pigmentario (Luhman et al., 2015). Estos autores sugieren que,
frente a la activacion de los elementos gliales, se produce un ambiente inflamatorio y
pro-angiogénico mas permisivo en estas retinas. Cabe sefialar que, ante lesiones en la
retina, y acomparfiando la hipertrofia celular de las células de Miiller o la sobreexpresion
de proteinas como GFAP o vimentina, también se produce un incremento de una serie
de factores inflamatorios y citoquinas, entre los que se incluye VEGF (Eastlake et al.,
2016). En modelos de retinopatia diabética, la sobre-expresion de VEGF induce
procesos patogénicos, como la neo-vascularizaciéon retiniana o el edema macular
(Wang et al., 2010), fendmenos también observados en modelos de retinopatia
inducido por oxigeno (Werdich et al., 2004) o en la degeneracion macular asociada a
la edad (Penn et al., 2008). Existe la posibilidad de que, como consecuencia de la
pérdida de polaridad temprana en el modelo mutante empleado en el presente estudio
y el inicio de la desorganizacién de la CNE, se produzca una respuesta glial temprana
reflejada por el incremento de los niveles de GFAP en la glia radial presente en aquellas
areas donde se producen las alteraciones, promoviendo la liberacion de VEGF. El
incremento en el area ocupada por los vasos sanguineos sobre las areas mas ventrales
durante el desarrollo angiogénico podrian ser reflejo de las modificaciones de las células
de Miiller en estadios tempranos, algo que, hasta la fecha, no habia sido descrito en
periodos tan tempranos en el modelo Crbr"®. De manera adicional, y reforzando el
papel de CRB1 en la correcta regulacion de la vasculatura, se ha descrito que tanto en
pacientes que presentan mutaciones en CRB1 como en otro modelo animal con
mutaciones en esta proteina, la rata BN-J, se producen mecanismos de telangiectasia,
que implica la aparicion de dilataciones en los capilares sanguineos (Henderson et al.,
2011; Zhao M et al., 2015), similar a lo descrito en la retina de nuestro modelo ya a los

7 dias de nacimiento.

Por otro lado, o adicionalmente a estas observaciones, no hay que descartar el papel
que puede estar ejerciendo la proteina CRB1 sobre alguna de las rutas de sefializacion

implicadas en el desarrollo angiogénico. Por un lado, las células de Miiller se encargan
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de liberar el ligando Norrin, que tras su unién con el receptor Frizzled-4 provoca la
activacion de la ruta wnt/beta-catenina (Liu et al., 2013). En un modelo experimental
de ratén en el que se inducia la inactivacion de este receptor, Frizzled-4, se producia
un retraso en la expansion de la vasculatura en el estadio P7 (Ye et al., 2009). Por otro
lado, en el modelo sEH™'-, la delecidn de la enzima epdxido hidrolasa soluble, que en la
retina es liberada por las células de Miiller, provoca un retraso en la extension del plexo
superficial en los estadios P2 y P5 del desarrollo postnatal de la vasculatura, ademas de
producirse un incremento en la expresion de los genes Hes1 y Hey1, que forman parte
de la ruta de sefializacion Notch, produciendo una activacion de esta ruta (Hu et al.,
2014). Teniendo en cuenta como se ha visto que la delecidon condicional de CRB1y CRB2
sobre progenitores neurales, en el modelo CrbiCrb2z cko, provoca una disminucion en
la expresion de los genes Hes1y Heyi, tanto en el estadio embrionario de E17.5 como en
el post-natal P3, lo que sugiere que, ante la disfunciéon de CRB1 y CRB2, la ruta de
sefalizacion Notch puede verse alterada (Pellissier et al., 2013). Por todo ello, las
alteraciones que encontramos en el desarrollo angiogénico también podrian deberse a
una desregulacion de las rutas de sefializacion Wnt/beta-catenina y Notch, como
consecuencia de la mutacion en CRB1. Andlisis de otros componentes de las rutas en

este estadio podrian ayudar a dilucidar otros efectos de la mutacion.

LA POBLACION MICROGLIAL EN EL MODELO Crb1™®

Durante el desarrollo embrionario y post-natal de la retina de modelos animales
como el ratén, las células microgliales se encuentran localizadas en las capas mas
internas y van experimentando una progresiva migracion hacia las capas mds esclerales
en los dias posteriores (Santos et al., 2008). Existe, sin embargo, una restriccion en su
disposicién, pues no llegan a superar el limite de la CPE, ni durante las primeras
semanas de su desarrollo, ni en la etapa adulta, que es sefial de un correcto
funcionamiento retiniano (Chen et al., 2002). No obstante, ante perturbaciones
retinianas, las células de la microglia pueden sufrir procesos de activacién, modificando
su morfologia y dirigiéndose a las zonas de lesion (Harada et al., 2002). Este fenémeno
se ha descrito en modelos que cursan con la progresiva degeneracidn de la retina, entre
los que se incluyen modelos para el estudio de retinosis pigmentaria, como en modelos
de degeneracién rapida rdio (Roche et al., 2016) y rdi (Zeng et al., 2005) o de

degeneracion lenta Cngbr’~ (Blank et al., 2018) coincidiendo o precediendo a la
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muerte de los fotorreceptores, demostrando la gran sensibilidad de la microglia ante
los primeros sintomas degenerativos. Estos antecedentes nos indujeron a analizar este
tipo celular en el estadio temprano P7, edad en la que hemos descrito las primeras

rd8

alteraciones en nuestro modelo Crbr'*, y asi confirmar si estos primeros cambios

pueden estar comprometiendo a la poblacién microglial.

La relacion entre la mutacidén en el gen Crb1 y la poblacién microglial ha sido
analizada previamente por Aredo y colaboradores (2015) en preparaciones flat mount
de epitelio pigmentario y en secciones seriadas de retina. En dicho estudio encontraron
un incremento en el nimero de células microgliales asi como en su activacion en el
epitelio pigmentario y en el espacio subretinal de los ratones mutantes, especialmente
en ratones de avanzada edad, sugiriendo la existencia de condiciones proinflamatorias
en estas retinas (Aredo et al., 2015). Por su parte, Luhmann y colaboradores
encontraron alteraciones degenerativas en las regiones inferiores de las retinas de
animales mutantes de dos meses de edad, caracterizadas por la desestructuracion de la
CNE y una activacion de las células de Miiller y de los elementos microgliales
(Luhmann et al., 2015). Nuestros resultados en el estadio P7 aportan informacién
novedosa en relacion al papel de este tipo celular en un estadio temprano, poniendo de
manifiesto que en el modelo Crbr"® la presencia de células microgliales aisladas en
capas mas externas de la retina, parece indicar su asociacién a la desestructuracion que
se corresponderia con los primeros signos de formacion de rosetas de fotorreceptores.
No obstante, la cuantificacion de la poblacion microglial en estas edades no mostro
diferencias significativas en el nimero de estos elementos a lo largo de la retina. Estos
resultados parecen sugerir que en el estadio P7, las alteraciones observadas en las
retinas mutantes son lesiones muy concretas, focalizadas y que uGnicamente
condicionan a un reducido namero microglial pero que, en ningtn caso, provoca un

incremento significativo de su poblacidn en la retina, al menos en esta edad.

La relacién existente entre las células microgliales y la vasculatura ha sido
previamente analizada, y se ha postulado que la microglia es capaz de modular el
desarrollo vascular durante la primera semana de desarrollo, motivo por el que en el
presente trabajo se cuantificéd el numero de células microgliales positivas para IBA-1 en
preparaciones whole-mount en el estadio P7, para investigar si este tipo celular podria
estar influyendo en las alteraciones vasculares observadas en nuestro modelo. Estudios
previos han determinado que ante una delecion especifica de los elementos

microgliales, se produce una disminucion en la densidad vascular (Checchin et al.,
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2006) o que, en el modelo Csfi op/op, que carece de una poblacion microglial inicial, se
produce una reduccion en las ramificaciones del plexo vascular superficial (Kubota et
al., 2009). Ademds, determinadas células microgliales se disponen entre células
endoteliales vecinas, actuando como elementos puente que promueven la anastomosis
de los capilares (Outtz et al., 2011). Sin embargo, los datos obtenidos de la
cuantificacion microglial en el modelo mutante para CRB1 a P7 mostraron que no habia
diferencias significativas en el namero de células microgliales en comparacion con el
control en ninguna de las 4reas retinianas analizadas. De esta forma, y al menos en base
a estos datos, este tipo celular no parece ser el principal determinante de las

alteraciones angiogénicas observadas en el estadio P7 del modelo Crbi™®.

El incremento en el namero de células microgliales observado a P21 en las retinas
mutantes sugiere que el avance de la severidad de la lesion retiniana a lo largo del
tiempo promueve la proliferacion de las células microgliales en comparacion con el
estadio mas temprano. La apariencia redondeada de las células microgliales en las
rosetas es la tipica del fenotipo ameboide y fagocitico. Ademads, los elementos
microgliales asociados a estas rosetas muestran una disposicion vertical en la CNE,
préximos a las prolongaciones gliales de las células de Miiller, positivas para GFAP, que
podria reflejar un proceso de migracion a lo largo de la glia radial. En un modelo
experimental de desprendimiento de retina (Nakazawa et al.,, 2007) y en la
degeneracion inducida por luz (Rutar et al., 2011), se ha descrito que las células de
Miiller pueden promover la migracién de elementos microgliales a los focos de lesion
mediante la liberacion de proteinas quimioatrayentes. Por todo ello, puede sugerirse
que, por un lado, ante el incremento en el nimero y severidad de las lesiones retinianas,
las células de Miiller muestran en este estadio un papel relacionado con la migracién y
la localizacion de las células microgliales en las rosetas degenerativas; y por el otro, ya
que se ha descrito previamente como las rosetas cursan con la apoptosis de
fotorreceptores en el modelo Crbr®® (Luhmann et al., 2015), la liberaciéon de mas

factores apoptoticos podria ser responsable de atraer a mas células de microglia.

Por ultimo, el incremento en la expresion de la proteina CDuB en las retinas
mutantes para CRB1 y la presencia de células de microglia que coexpresan IBA-1y CD-
68 a Pgo, el estadio mas tardio estudiado, sugiere una correlacion entre el avance de los
mecanismos degenerativos en la retina con una activacion progresiva de las células
microgliales. La presencia de microglia positiva para IBA-1 y CD68 en la CNE,

independientemente de la presencia de rosetas o de una desestructuracién clara de la
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laminacidon retiniana, podria ser debido a una alteracion homeostdtica local que
comprometa la correcta viabilidad de los fotorreceptores, que provocaria la migracion

de elementos fagociticos hacia esas areas.

LAS CELULAS DE MULLER EN EL MODELO MUTANTE

El correcto transporte del flujo de agua en la retina depende, en gran medida, de la
correcta actuacion del transportador especifico acuaporina-4, que en la retina se
expresa en los astrocitos y las células de Miiller (Nagelhus et al., 1998), y este
transporte ayuda a mantener una correcta homeostasis de agua e iones en los espacios
extra e intracelulares (Kida et al., 2017; Nagelhus et al., 1998). En algunos modelos
de degeneracion retiniana se ha descrito que se producen alteraciones en la expresion
y funciones de este transportador (Lassiale et al., 2016; Vogler et al., 2013), que
provocan alteraciones en la homeostasis retiniana, pero se desconoce si en modelos
mutantes para proteinas de polaridad celular, que son cruciales para controlar el
mantenimiento de la disposicion espacial de las proteinas de membrana en general, hay
también modificaciones de estos canales. Se ha propuesto que el patron de expresiéon
de acuaporina-4 en condiciones normales, principalmente aquel asociado a las zonas
mas internas de la retina, es debido a que las células de Miiller regulan los flujos de
agua e iones dirigiéndolos prioritariamente, y de manera polarizada, en direccion al

cuerpo vitreo (Hamann et al., 1998; Nagelhus et al., 1998).

En diversos modelos que cursan con degeneracion retiniana la expresién de
acuaporina-4 esta alterada y se ha comprobado que se dispone en capas mas esclerales
de la retina, que ademas va acompafiada de una mayor expresion del marcador clasico
de gliosis, GFAP. Esto ocurre por ejemplo, en el caso de la rata transgénica CMV-
PKD2(1/703)HA, que presenta una mutacion de la proteina policistina-2, expresada en
fotorreceptores, y que condiciona la supervivencia de éstos (Vogler et al., 2013); en el
modelo de retinopatia inducido tras el tratamiento con luz azul en rata (Iandiev et al.,
2008); o en un modelo de retinopatia diabética, donde, de manera adicional, la
sobreexpresidon de acuaporina-4 va acompaiiada de una mayor expresion de VEGF y de
oxido nitrico (Kida et al., 2017). Para estos autores, esto supone una respuesta de las
células de Miiller frente a los mecanismos apoptdticos que sufren los fotorreceptores,
cuando se produce una mayor liberacion de agua al descender el volumen celular de

éstos, o frente la aparicion de edema local (Vogler et al., 2013; Iandiev et al., 2008).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio en el mutante para CRB1 muestran que
hay una mayor intensidad generalizada en el marcaje para esta proteina, especialmente
en la CNE, en comparacion con las retinas silvestres, incluso en aquellas zonas de la
retina en las que no se aprecia una evidente degeneracion. Sin embargo, este
incremento es mas evidente en dreas en degeneracidon, donde encontramos procesos
celulares con gliosis que también expresan la proteina GFAP, rodeando las rosetas de
fotorreceptores, que, tal y como se ha descrito en otros modelos animales, sugiere una
posible relacidn entre los mecanismos de gliosis y el transporte de los flujos de agua. Es
importante destacar que en animales mutantes para acuaporina-4, en los que esta
proteina carece de funcion, tras ser inducidos a condiciones de glaucoma (Luo et al.,
2016) o de isquemia (Da y Verkman, 2004), las lesiones retinianas eran menores que
en su contrapartida silvestre, lo que sugiere que, frente a condiciones lesivas, la
expresion de la acuaporina-4 podria estar induciendo un mayor dafio en la retina. Por
todo ello, una mayor expresion de esta proteina en las prolongaciones mas esclerales, y
sobre la CNE, pone de manifiesto la existencia de posibles alteraciones en el correcto
transporte de los flujos de agua en el modelo mutante Crb1'®, que podria ser debido a
la pérdida de polaridad de la glia radial, que condicionaria la integridad de la CNE. La
presencia de procesos de células de Miiller positivos para GFAP rodeando las rosetas en
la CNE en nuestro modelo y su colocalizacion con acuaporina-4, reflejaria la respuesta
de las células de Miiller ante los procesos apoptoéticos. Aunque no se han encontrado
diferencias significativas en los niveles de acuaporina-4 mediante western-blot, se ha
encontrado que estos niveles aumentan con la edad del animal, reflejando un posible
aumento en la expresion de este transportador sobre todo, y de forma mds notable, en

las zonas de la retina mas afectadas por la lesion.

En relaciéon con los transportadores de membrana plasmatica, también hemos
encontrado alteraciones en la expresion del transportador de iones de potasio, Kir 4.1,
una proteina homeostatica propia de las células de Miiller (Lassiale et al., 2016; Lin et
al., 2018) en algunas de las células del modelo Crbr"®. En el mutante se observé un
incremento en la expresion de estos canales en las prolongaciones que atraviesan las
capas de la retina y que conformaran la MLE y la MLI, en determinadas zonas de la
retina, en comparacion con las retinas control. No existe un claro consenso respecto a
como y a qué se deben los cambios en la expresion del transportador Kir 4.1 ante
mecanismos degenerativos de la retina, aunque parecen estar asociados a la velocidad

de degeneracion de la retina. De este modo, el modelo rds se caracteriza por una
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degeneracion retiniana lenta, y si bien las células de Miiller presentan una mayor
expresion de GFAP desde el estadio P14, no existen cambios en la marcaje del
transportador Kir 4.1 a lo largo de los procesos degenerativos (Iandiev et al., 2005),
similar a lo que ocurre en el modelo de rata RCS (Lassiale et al., 2016). Por el contrario,
frente a la induccién de isquemia (Iandiev et al., 2006) o diabetes (Pannicke et al.,
2006) las células de Miiller disminuyen la expresién de este canal, lo que podria
conducir a un incremento del potasio extracelular y el posterior descenso en el
transporte de glutamato, glucosa o agua (Belecky-Adams et al., 2013). La localizacién
de acuaporina-4 y Kir 4.1 en condiciones normales en retina silvestres, es mayoritaria,
al menos, en los pies de las células de Miiller, en las capas mas vitreales (Bringmann
etal., 2006; Nagelhus et al., 1999), ya que en condiciones normales, la accion conjunta
de ambos transportadores permite regular los niveles de potasio extracelular elevado,
dirigiéndolos a zonas de menor concentracion, como el vitreo o los vasos sanguineos,
ayudandose de los flujos de agua (Kofuji y Newman, 2004). La expresion que
observamos en las retinas del modelo Crb1"* desde el estadio P21 para las proteinas Kir
4.1y acuaporina-4, sin embargo, contrasta con la descripcion anterior. La presencia de
marcaje para el canal de potasio en la CNE, incluso en condiciones en las que la
estructura retiniana no parece estar gravemente afectada, parece sugerir una alteracion
en la regulacion de la polaridad, que podria desembocar en alteraciones homeostéticas

locales que potencien los mecanismos lesivos retinianos.

Los canales Kir 4.1 no son los unicos responsables de mantener la correcta
homeostasis del potasio, pues la bomba Na*/K*-ATPasa también contribuye a ello
(Reichenbach et al., 1993). Ya que las células de Miiller regulan la actividad de la
bomba en funcién de las demandas locales de la toma de potasio, y junto con los canales
Kir, pueden redirigir el exceso de potasio extracelular en la retina (Tsacopoulos y
Magistretti, 1996). El incremento observado de manera adicional, especialmente en el
estadio mas tardio analizado, para la subunidad catalitica alfa-1 de la bomba Na*/K*-
ATPasa parece sugerir una alteracion en el equilibrio i6nico en nuestro modelo de
estudio, que se acenttia en areas con rosetas de fotorreceptores. La actividad constante
de la bomba Na*/K*-ATPasa, introduciendo 2 iones de potasio al interior celular y
expulsando 3 iones de sodio, es un requisito para el correcto mantenimiento del
potencial de membrana (Larsen et al., 2016). Hasta qué punto las células de Miiller
pueden ver condicionado su potencial de membrana, especialmente teniendo en

cuenta las alteraciones descritas, es algo que desconocemos. El andlisis de patch-clamp
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en este tipo de glia radial podrian arrojar informacién adicional en relacion a la

regulacion ionica en este modelo animal.

Por tanto, los resultados obtenidos en el modelo Crbr'és

y lo que se conoce del
comportamiento de estos canales en otros modelos patologicos de degeneracion de
retina parece sugerir que, frente a la mutacion de la proteina CRB1, que acarrea la
pérdida de polaridad celular, y posiblemente también la deslocalizacion de estos
transportadores debido a esta pérdida de polaridad celular, la correcta regulacion de
los flujos ionicos y de agua podrian verse afectados, perturbando el equilibrio

homeostdtico y potenciando los mecanismos lesivos que pueden afectar la estructura

de la CNE y la viabilidad de los fotorreceptores.

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mds abundante del Sistema Nervioso
Central, también en la retina (Meldrum, 2000; Thoreson y Witkovsky, 1999),
especialmente debido a su papel transmisor en los circuitos compuestos por las células
fotorreceptoras, células bipolares y las células ganglionares, elementos nerviosos que lo
liberan (Crooks y Kolb, 1992; Finlayson e Iezzi, 2010). El mantenimiento de los
niveles de glutamato extracelular es un requisito indispensable pues, si bien en el
interior de neuronas su concentracion puede ser alta, fuera de ellas puede conducir a
un escenario excitotdxico que comprometa la correcta homeostasis del tejido (De Hoz
et al., 2016; Ishikawa, 2013). El transportador de glutamato GLAST (EAAT-1) se
expresa en las células de Miiller (Barnett y Pow, 2000; Derouiche y Rauen, 1995), y
permite a estas células realizar la captacion efectiva del exceso de neurotransmisor que,
eventualmente, podria condicionar la correcta funcién visual. En condiciones
normales, GLAST se distribuye de una forma uniforme por las capas plexiformes, la CNI
y las prolongaciones de las células de Miiller que se extienden por la retina neural
(Harada et al., 1998; Namekata et al., 2009). Hasta la fecha, no se habia descrito si
alteraciones en la expresion y/o funciones de las proteinas de polaridad celular pueden
estar afectando a la disposicidon y/o funciones de estos canales transportadores o
directamente en el metabolismo glutamatérgico. Debido a que las células gliales del
mutante para CRB1 parecen experimentar alteraciones en la distribucién de distintos
elementos relacionados con sus funciones especificas, nos propusimos investigar esta
posibilidad. De hecho, el andlisis de las retinas mutantes muestra una disminucion en
la intensidad del marcaje de esta proteina en las capas plexiformes en comparacién con
las retinas control. Ademas, los procesos positivos para GLAST muestran una notable

desorganizacion, especialmente en dreas concretas que presentan mas degeneracion.
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En otros modelos animales de degeneracidn retiniana también se ha descrito la
disminucion en la expresion de este transportador especifico de las células de Miiller.
Por ejemplo, aunque la retina del ratén mutante para GLAST no muestra alteraciones
anatomicas evidentes, el analisis de sus electroretinogramas evidenciaba cambios en la
transmision sindptica, resultando en una disminucién de las ondas-b, correspondiente
a la respuesta entre fotorreceptores y bipolares, sugiriendo un papel importante de
GLAST en la correcta transmision de la sefial entre ambos tipos celulares (Harada et
al., 1998). En modelos de glaucoma, la reduccion de transportadores glutamatérgicos
pertenecientes a elementos neurales (GLT-1) y a la glia radial, como es el caso de GLAST,
se traduce en un incremento de los niveles glutamatérgicos extracelulares que
condiciona la viabilidad de las células ganglionares (Harada et al., 2007). Incluso, en
un modelo de retinopatia diabética, el descenso en la expresiéon de GLAST va
acompafiado de forma simultdnea de la sobreexpresion de proteinas involucradas en la
gliosis reactiva tipica de las células de Miiller, como GFAP y vimentina (Bringmann et
al., 2006), Ya que en la presente tesis doctoral hemos descrito que desde el estadio P21
se produce un incremento en la expresion de GFAP, asi como un descenso en la
intensidad para GLAST, parece ser que se estd produciendo un estado de gliosis en la

glia radial que podria estar condicionando su funcién homeostatica.

Debido a que una disfuncion de la accion transportadora glutamatérgica conduce a
alteraciones en la recaptacion el glutamato, nuestros resultados sugieren que la

8 3] menos en las

disminucioén en la expresion de este transportador en el modelo Crb1
areas donde las lesiones son mas evidentes, podria estar potenciando los procesos
degenerativos que suceden tras la pérdida de los mecanismos de polaridad y adhesion
como consecuencia de la mutacion de CRB1 en este tipo celular concreto. No obstante,
otra hipdtesis a explorar y sin investigar aun es que, una menor disponibilidad

glutamatérgica como consecuencia de la progresiva pérdida de fotorreceptores pudiera

condicionar una menor expresion de GLAST en las células de Miiller.

Otra de las proteinas clave para el correcto funcionamiento de las células de Miiller
es la glutamina sintetasa, pues ésta lleva a cabo de forma continuada la transformacion
del glutamato, previamente captado por el transportador GLAST, a glutamina que,
eventualmente, serd liberado y tomado en forma de precursor para la sintesis de
neurotransmisores como el GABA y el glutamato por las neuronas; esto da lugar al ciclo
de glutamato-glutamina (Bringmann et al., 2013). Esta proteina se extiende a lo largo

de todos los procesos de la glia radial, abarcando toda la extension de la retina. En las
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retinas mutantes para CRB1 se observaron pequefias modificaciones, ya que aunque la
distribucion de la proteina fue muy similar, si se detect6 una ligera disminucién en el
marcaje de los somas de las células de Miiller en la CNI en el estadio de Pgo y
desorganizacion puntual del marcaje en sus prolongaciones en la CNE, y menos

definicion de los procesos localizados a lo largo de la CPI.

La expresion de la enzima glutamina sintetasa esta alterada en determinados
modelos de retinopatia. De hecho, se ha visto que la mutacion espontanea de Crb1 en
las ratas BN-J provoca alteraciones en las células de Miiller, que ademads de presentar
una mayor inmunorreactividad para la proteina GFAP, también experimentan un
descenso en la expresion de glutamina sintetasa (Zhao M et al., 2015), parecido a lo
que hemos descrito en el modelo Crbr'®, En ratas RCS, que presentan una pérdida
progresiva de sus bastones (Hartig et al., 1995), las células de Miiller también
presentan menor intensidad para el marcaje de esta proteina y sus prolongaciones
tienen una morfologia irregular, que los autores relacionan con la pérdida de células en
la CNE de estos animales y una menor disponibilidad glutamatérgica. Del mismo modo,
ante mecanismos lesivos inducidos por la aplicacion de luz, se producia la disminucion
de la expresién de esta enzima, que iba acompanada de la muerte progresiva de
bastones (Grosche et al., 1995). En ambos modelos destaca una sobreexpresion de
GFAP, indicando mecanismos de gliosis reactiva. También, la induccion experimental
de la sobreexpresion de glutamina sintetasa tras provocar trauma mecanico e isquemia
en retinas de pollo condujo a un descenso en la muerte neuronal, sugiriendo un papel

neuroprotector de esta enzima frente a condiciones lesivas (Gorovits et al., 1997).

En nuestro modelo experimental, si bien la disminucién en el marcaje de los somas
de las células de Miiller en el mutante podria ser debido a una menor expresién de la
enzima debido a la desestabilizacion metabolica de las propias células, pudiendo
provocar por tanto unas condiciones mas tdxicas en las retinas del modelo Crb1'®, no
es posible concluir si por el contrario, la disminucién en su actividad se debe a una
menor disponibilidad glutamatérgica en el tejido. Por lo tanto, serian necesarios

experimentos adicionales para aclarar estas hipotesis.

Los resultados obtenidos hasta la fecha, tanto en esta tesis doctoral como por otros
grupos, ponen de manifiesto que la pérdida de polaridad celular debido a alteraciones
en la expresion de CRB1 parece estar regulando no solo la estabilidad de las uniones

celulares, como ya se habia descrito en trabajos iniciales con modelos experimentales
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con mutaciones en estas proteinas (Mehalow et al., 2003; van de Pavert, 2007a), sino
también en las funciones esenciales de las células de Miiller que tienen que ver con la
presencia, expresion localizada y/o participacion de proteinas de membrana. Es en la
necesidad de conocer cudles son los mecanismos reguladores y qué vias de regulacion

estan implicadas en este proceso donde se han puesto los esfuerzos en los ultimos afios.

En este sentido se ha comprobado que en Drosophila, la proteina crumbs acttia como
un regulador de la ruta de sefializacion Hippo; gracias a su motivo de unién FBM,
localizado en el dominio intracelular, se produce la interaccién con la proteina
reguladora Expanded (Ex), que se encarga de regular la actividad de quinasas y del
activador transcripcional Yorkie (Yki), el andlogo de YAP en Drosophila (Robinson et
al., 2010). Del mismo modo, alteraciones en el gen crumbs en este organismo pueden
condicionar esta ruta de sefalizacion, ya que una deficiencia en crumbs, por ejemplo,
provoca la desregulacion de la ruta, cursando con un incremento en el tamarfio de sus
ojos y alas a través de la mayor localizacién de Yki en el ntcleo (Ling et al., 2010). El
déficit de las proteinas CRB3 y PALS1 en células epiteliales causa una mayor localizacion
nuclear de YAP en las mismas, asi como defectos en la proteina de uniones adherentes
a-catenina (Varelas et al., 2010). Estos antecedentes son indicativos de la importancia
de los contactos celulares, la integridad de las uniones celulares y de los correctos
mecanismos de polaridad apico-basal en la regulacion de la ruta Hippo. De manera
adicional, la delecién de YAP en estadios embrionarios en la retina de ratén conduce a
la desestabilizacion de proteinas como pan-Crb, PALS1 o PKC atipica, conduciendo a la
formacion de rosetas y degeneracion retiniana (Kim et al., 2016). Destacar, por ultimo,
que el modelo de degeneracidn retiniana rdio presenta sobre-expresion de YAP y de su
co-factor de transcripcion TEAD en las células de Miiller, asi como una mayor expresion
de sus genes diana Ctgfy Cyré1, a lo largo de los procesos degenerativos de estas retinas
(Hamon et al., 2017). En el presente trabajo, el andlisis de la localizacion de la proteina
YAP en la retina neural puso de manifiesto su presencia en las células de Miiller,
predominantemente en los nucleos ubicados en la CNI. Sin embargo, en el modelo
mutante, esta distribucion estaba claramente alterada, ya que en las dreas con evidentes
signos de degeneracién, se aprecia una mayor expresion de la proteina en las
prolongaciones de las células de Miiller, tanto las que se dirigen a las capas internas
como a las externas, y estan especialmente asociadas a las rosetas de fotorreceptores.
Estos resultados sugieren, junto a los datos aportados por otros grupos sobre la relacion

entre el complejo de polaridad apical Crb y la ruta Hippo que, ante la disfuncion de la
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proteina CRB1, que acarrea una pérdida de polaridad y de uniones de la MLE en

determinadas areas retinianas en el modelo Crbr’?

, se condiciona la correcta regulacion
de la ruta de sefializacion Hippo, que se ve reflejado en un aumento de YAP y su forma
fosforilada a lo largo de la extension de la glia radial, al menos, en aquellas dreas mas
afectadas por la degeneracion, alteraciones que parecen estar acentuadas ante la
presencia de fotorreceptores en degeneracion. Sin embargo, para comprobar todas
estas hipdtesis es necesario realizar experimentos que permitan analizar el

comportamiento e interacciones de otros miembros de esta ruta, como el co-factor

TAZ, asi como andlisis génicos y de expresion proteica.

ESTADO DE LA RETINA NEURAL EN EL MODELO MUTANTE

Otra de las hipétesis que se han explorado es que las alteraciones en las células de
Miiller por la mutacién de CRB1 en los animales mutantes para Crbr’® no solo afecten
a las uniones con los fotorreceptores a nivel estructural, sino que también se produzcan
alteraciones en la distribucion y funciones de los canales necesarios para el correcto
desempeiio de las células de Miiller y que por tanto, podrian estar afectando al
funcionamiento intrinseco de los fotorreceptores. Al fin y al cabo, parece factible que
desregulaciones de alguno de estos canales puedan contribuir a modificaciones dentro
de la retina. Por un lado, en el presente trabajo, y en relacion a las células
fotorreceptoras, hemos detectado que en las dreas que presentan claros signos de
degeneracion se produce una aparente disminucién en el nimero de segmentos de
fotorreceptores, que se observa al marcarlos con PNA o, de manera novedosa, con la
forma fosforilada de la proteina YAP, FosfoYap, desde el estadio intermedio analizado,
lo cual parece estar reflejando como, ante las disfunciones de la glia radial, la
desregulacion homestdtica focal por un lado, y la pérdida de polaridad y de uniones,
por el otro, comprometeria la viabilidad de estas células. Por otro lado, y en relacion
mas concretamente con el funcionamiento de los fotorreceptores, ya en el estadio
intermedio analizado, se detecté una disminucion notable en el marcaje para bassoon
(una proteina importante para la transmision sindptica de este tipo celular), en la CPE,
donde los fotorreceptores hacen sinapsis con horizontales y células bipolares. Esta
disminucion de marcaje es mas evidente en areas con rosetas de fotorreceptores, y el
descenso es mas acusado en las retinas del estadio mas tardio analizado. La reduccion

de proteinas relacionadas con las sinapsis en la CPE, entre los que se incluyen
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sinaptofisina, bassoon o el receptor glutamatérgico mGluR6 se ha descrito en modelos
degenerativos como los ratones rdi (Dagar et al., 2014) y rdio (Gargini et al., 2007), o
las ratas transgénicas P23H (Lu et al., 2013) y RCS (He et al., 2019), los cuales, si bien

18 este andlisis

son modelos de degeneraciéon rapida, a diferencia del modelo Crb1
permite determinar que se estd produciendo una pérdida progresiva de los
fotorreceptores que compromete el establecimiento de las sinapsis. Es posible que el
descenso en la expresion de bassoon en la CPE en el estadio intermedio degenerativo
de Crb1"®, estrechamente vinculado a las rosetas, sea indicativo de una pérdida local de
los fotorreceptores debido al deterioro que se produce en esas zonas, mientras que la
disminucion mas generalizada de marcaje en el estadio mas tardio analizado en el

modelo Crb1?

podria ser reflejo de la progresion de los eventos degenerativos que se
extienden por toda la retina. Sin embargo, en la literatura no se han descrito
alteraciones en los registros celulares medidos mediante electrorretinogramas, ni en el
modelo de estudio empleado en esta tesis doctoral (Aleman et al., 2011), ni el knock-
out para CRB1 (van de Pavert et al., 2004), sugiriendo que la funcion celular de las

zonas retinianas no afectadas por la degeneracion podrian compensar la respuesta

visual.

El trastorno que se produce en la transmisién sindptica de los fotorreceptores,
aunque sea puntual y su pérdida sea gradual, podria afectar al correcto funcionamiento
de las células receptoras de esta informacion, como las células bipolares de bastén. Ya
que sus terminales dendriticos establecen sinapsis con las esférulas de los bastones en
la CPE, y éstos parecen verse comprometidos en los procesos degenerativos, se
analizaron algunos de los componentes funcionales de este tipo celular. En el modelo

mutante Crbr'#®

se encontraron alteraciones evidentes en los penachos dendriticos de
este tipo celular en ambos estadios analizados, que consistieron en expansiones
dendriticas mas alla de la CPE, pudiendo alcanzar la CNE. Se ha descrito que, frente a
mecanismos degenerativos en diversos modelos animales, se produce la alteracion de
las células bipolares, como en el modelo de degeneracidn rapida rdio, donde ya a partir
del estadio P25 se produce la reduccion en el nimero de terminales dendriticos en la
CPE, llegando a retraerse por completo con el paso del tiempo (Gargini et al., 2007);
procesos que suceden de forma similar en el modelo rd1 (Strettoi et al., 2003) o en la
rata P23H (Cuenca et al., 2014). Del mismo modo, alteraciones en la retina tras la

aplicacion de laser simulando mecanismos de hipertensién ocular provocaba la

expansion de dendritas de células bipolares en la CNE (Cuenca et al., 2010), en retinas
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de ratones silvestres de edades avanzadas (Liets et al., 2006), en humanos que
presentan Retinosis Pigmentaria (Li et al., 1995) o, mds notablemente, en el ratén
knockout para la proteina bassoon (Dick et al., 2003), resultados que concuerdan con
lo observado en nuestro modelo. Esto puede ser indicativo de como la disfuncion en la
transmision sindptica, como consecuencia de la pérdida de fotorreceptores en el
modelo Crb1’¥, esté promoviendo una expansion dendritica de las células bipolares

para intentar contactar con los fotorreceptores que todavia persisten.

Por ultimo, hemos querido comparar el estado de las células ganglionares en estas
dos edades mediante el uso del factor de transcripcion Islet-1, que tifie tanto la mayoria
de este tipo celular como células amacrinas y bipolares (Fischer et al., 2002). Se ha
descrito la pérdida de las células ganglionares en algunos modelos de degeneracion,
como las ratas P23H (Garcia-Ayuso et al., 2010) o las RCS (Villegas-Pérez et al.,
1998), aunque estos estudios ponen de manifiesto la muerte de estas células en etapas
tardias, a partir de los 6 meses de edad, como consecuencia del bloqueo de sus axones
por vasos sanguineos desplazados. Por el contrario, modelos de degeneracion rapida
como el raton rdi (Lin y Peng, 2013) y rdio (Mazzoni et al., 2008), o degeneracion
lenta como el ratén pcd/pcd (Marchena et al., 2011) no presentan la pérdida de estas
células concretas a lo largo de las etapas estudiadas. Si bien no hemos realizado
cuantificaciones sobre las células ganglionares en la presente tesis doctoral, de manera
cualitativa no parece apreciarse una alteracion evidente de este tipo celular en el

modelo mutante Crbr

, contrastando con lo observado para los fotorreceptores y las
células bipolares de bastén en los estadios P21y Pgo, lo cual sugiere que la mutacién en
el gen Crbi parece afectar, al menos en las edades analizadas, a los elementos neurales

mas externos.

LAS CELULAS DE MULLER EN CULTIVO

Las células de Miiller son capaces de establecer uniones, por un lado, con los
fotorreceptores, y por el otro, con las células de Miiller vecinas (Fernandez-Sanchez
et al., 2015; Kolb et al., 2000). Estas interacciones, mediadas por uniones adherentes
en la MLE, pueden verse comprometidas ante la pérdida de componentes de los
complejos de polaridad (van de Pavert et al., 2004). Tal y como se ha descrito en este
trabajo, la mutacion en la proteina CRB1 parece alterar, de manera adicional, la

expresion de proteinas importantes para el control homeostatico propio de las células
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de Miiller que afectan directamente a la estructura del tejido in vivo. Nuestros
experimentos en cultivos de células de Miiller han ido destinados a analizar la posible
alteracion de estos procesos ante la mutacion en CRBy, sin la influencia de otros tipos

celulares.

Los cultivos primarios de células de Miiller obtenidas de animales mutantes para
CRB1 permitieron evidenciar que, a pesar de que las uniones intercelulares mostraron
alteraciones evidentes, ya que estaban desorganizadas y con claras discontinuidades
por toda la periferia celular, la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER)
en estos cultivos, que proporciona el valor de la fortaleza de estas uniones, no mostro
diferencias significativas con los cultivos control, aunque si se encontré una tendencia

a la baja, sobre todo en los cultivos mas tardios (DIC 21).

Los marcadores de proteinas de uniones intercelulares que han sido empleados para
analizar el estado de estas uniones en los cultivos primarios de células de Miiller, como
betacatenina, catenina p-120 y ZO-1, han sido previamente utilizados en distintos
trabajos para analizar la integridad de la MLE en distintos modelos animales
(Campbell et al., 2007; Hippert et al., 2015; Jimeno et al., 2016). La informacion
obtenida a partir de los experimentos en cultivos primarios en la presente tesis doctoral
permite confirmar que la mutacion en CRB1 en las células de Miiller produce una
limitacion a la hora de mantener la integridad de determinadas uniones adherentes
entre ellas, incluso en ausencia de los fotorreceptores. Sin embargo, es posible
encontrar algunas uniones correctamente establecidas entre células de Miiller
mutantes, y esta observacion es similar a lo que ocurre en las retinas in vivo del modelo
Crb1"®, donde esta pérdida de uniones entre fotorreceptores y células de Miiller en la

RSA y la MLE es parcheada.

Una de las funciones clave que ejerce la proteina CRB1 en la retina es la del
mantenimiento, que no el establecimiento, de las uniones celulares (van de Pavert et
al., 2004). El incremento en los valores de resistencia eléctrica transepitelial (TEER)
que se ha registrado en los cultivos de células de Miiller a lo largo de los dias analizados
(DIC 7, DIC 14 y DIC 21) tanto en células silvestres como en células mutantes permite
determinar que se estan desarrollando uniones celulares eficientes. El hecho de no
encontrar diferencias significativas entre las medidas de las células silvestres y
mutantes para CRB1y que la pérdida de uniones celulares en los cultivos del genotipo

mutante no sea generalizada podria ser porque, por una parte, este modelo presenta
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una mutacidn espontdnea que no supone una pérdida total de funcion y no todas las
células mutantes en cultivo podrian verse comprometidas del mismo modo por esta
mutacion; y por la otra, por los estadios en los que hemos realizado los registros y los
andlisis por inmunofluorescencia de la distribuciéon de proteinas de uniones celulares.
Estos andlisis en células mutantes en periodos mas tardios a los estudiados podria
confirmar si efectivamente existe una disminucion en la resistencia eléctrica a largo
plazo y una pérdida de uniones debido a que, como se ha mencionado anteriormente,
la funcion de la proteina CRB1 estd mas relacionada con el mantenimiento de las
uniones, y no tanto con su establecimiento (van de Pavert et al., 2004). Las uniones
celulares de cultivos a mas largo plazo podrian necesitar reemplazamiento de sus
componentes, por lo que podrian verse debilitadas con el tiempo si este mecanismo

estd comprometido por la mutacion de CRB1.

La mayor parte de los estudios realizados con el objetivo de conocer la expresion y
localizacion de los miembros del complejo Crb in vitro han sido realizados sobre lineas
celulares con caracteristicas epiteliales, como las lineas celulares MDCK, que procede
del epitelio renal canino, o CaCoz, procedente de adenocarcinoma de colon humano, y
que son capaces de presentar uniones ocluyentes y un alto grado de polaridad
apicobasal (Lemmers et al., 2004; Wang et al., 2007). En este tipo de cultivos
celulares, las proteinas PALS1 y PAT] se encuentran asociadas a las uniones ocluyentes
(Straight et al., 2004). Por el contrario, no hay trabajos que analicen la expresion de
los componentes del complejo Crb en cultivos de células de Miiller. Dado que,

adicionalmente, en las retinas del modelo mutante Crbr"#®

ya desde el estadio P7 se ha
comprobado que la disfuncion en la proteina CRB1 parecia provocar la deslocalizacion
de otros miembros del complejo Crb, como CRB2 o PALS: , era relevante
realizar un analisis de estos componentes del complejo en las células de Miiller

procedentes de retinas silvestre y mutante para CRB1.

En la retina in vivo, los complejos de polaridad apical (Crb y Par) y basal (Scribble)
se localizan en la region subapical de la MLE, en contacto con los segmentos de los
fotorreceptores (Gosens et al., 2008; Kim et al., 2015; van Rossum et al., 2006),
donde las proteinas CRB2, PALS1 y PAT] pueden expresarse tanto en células de Miiller
como en fotorreceptores (Quinn et al., 2017; van Rossum et al., 2006). En los cultivos
realizados en el presente trabajo se ha mostrado que la distribucion de proteinas del
complejo Crb como CRB2, PALS1 o PAT] es menos especifica o no tan localizada en la

membrana celular como el encontrado en las células en tejido in vivo, ya que este
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marcaje es preferentemente citoplasmatico, en las prolongaciones o concentrado en
zonas de union entre las células de Miiller silvestres. Este marcaje es mas difuso y
concentrado en regiones perinucleares en las células mutantes para CRBi, algo
especialmente evidente en el estadio mas tardio. Es posible que la causa de este marcaje
generalizado y menos especifico en la membrana celular sea debido a la ausencia de la
influencia directa de otros elementos que si se encuentran presentes en retina, como
por ejemplo, los fotorreceptores, lo que podria provocar que las células gliales no
posean una naturaleza polarizada como ocurre en el tejido in vivo. Del mismo modo,
éste podria ser el motivo por el que no observamos diferencias significativas en los
niveles de expresion proteica de ninguno de estos marcadores medidos mediante
western-blot, a pesar de que si se encontro diferencia para al menos los niveles de CRB2

en las retinas Pgo del modelo mutante Crbr'®

, aumento que podria ser debido a un
posible mecanismo compensatorio en respuesta a las condiciones lesivas existentes en
el tejido, tal y como ocurre en el cerebro de este modelo experimental (Dolén et al.,

2018).

En relacion con el andlisis de las proteinas caracteristicas de las funciones
homeostdticas de las células de Miiller en cultivo, en el presente estudio no hemos
encontrado una expresion diferencial en la distribucion de estas proteinas entre células
de ambos genotipos, ni tampoco diferencias en la expresidon proteica en los lisados
celulares en ninguno de los estadios analizados. La tincion de acuaporina-4 en el
citoplasma de estas células en cultivo se asemeja a lo descrito en retinas de raton, que
coincide con lo descrito en estudios previos (Hu et al., 2014) o en astrocitos de
hipocampo (Zhang y Verkman, 2008). La tincién para Glast se corresponde con el
marcaje citoplasmatico de células de Miiller de raton (Mysona et al., 2009) o rata
(Wang et al., 2003), asi como para astrocitos procedentes de la corteza cerebral del
raton para el transportador de potasio Kir 4.1 (Kinboshi et al., 2017). Estos resultados
parecen sugerir que en las células de Miiller en condiciones in vitro, los marcadores de
homeostasis no parecen presentar alteraciones notables, al menos no de un modo
similar a lo que observamos en preparaciones de retina. Por tanto, si en cultivos, la
mutacion en la proteina CRB1 afecta a las células de Miiller, lo hace principalmente
comprometiendo la viabilidad de las uniones establecidas entre ellas, semejante a lo
observado en tejido en los primeros estadios analizados. La ausencia en estos cultivos,

no solo de otros tipos celulares, sino también de caracteristicas propias del sistema

116



fisiologico in vivo, como los flujos de agua o el aporte glutamatérgico, podria estar

condicionando el desempefio y distribucion de estas proteinas.

Por dltimo, en el presente trabajo hemos descrito una evidencia adicional de los
efectos que provoca la mutacion de CRB1 sobre las células de Miiller aisladas y que esta
relacionada con la expresion de la proteina YAP, de la ruta de sefializacion de Hippo,
ya que en las células provenientes del genotipo mutante se encontr6 que de forma
significativa habia mas células de Miiller en las que YAP tenia una localizacion
preferentemente nuclear. Por tanto, este efecto estd relacionado directamente con la
mutacion intrinseca de CRB1 en las células de Miiller, ya que no parece ser necesaria

que haya una interaccidn con otros tipos celulares de la retina.

Tal y como se ha mencionado previamente en la presente tesis doctoral, el complejo
Crb presenta un papel regulador en diversas rutas de sefializacion, como la ruta Hippo
(Chen et al., 2010). En ella, YAP actua como un activador transcripcional. Se ha
descrito que, en el modelo knockout condicional para CRB1y CRBz2, los niveles proteicos
de YAP y su forma fosforilada se encontraban reducidos en estadios embrionarios (E
17.5) y post-natales (P1), lo cual hacia sugerir el papel de estas proteinas del complejo
en la correcta sefializaciéon de la ruta Hippo en la retina de estos animales (Pellissier
et al., 2013). Del mismo modo, este modelo animal presentaba una mayor proliferacién
de los progenitores retinianos tardios, entre los que se incluyen las células de Miiller
(Pellissier et al., 2013); un fendmeno que también ha sido descrito en el modelo
knockout condicional para CRBz en el estadio P3, por lo que las proteinas CRB parecen

estar involucradas en el control de la proliferacion celular (Alves et al., 2013).

Es interesante destacar que la delecion génica de la proteina de uniones adherentes
alfa-catenina, en queratinocitos provoca la expresion de YAP en el nucleo de manera
constitutiva, amén de un incremento en los mecanismos proliferativos de estas células
(Silvis et al., 2011). De manera relacionada, el silenciamiento de la proteina beta-
catenina en cultivos de epitelio de mama humano, MCF10A, conducia del mismo modo
a la acumulacién nuclear de YAP (Kim et al., 2011), lo cual sugiere la importancia de la
funcion de las cateninas y del establecimiento de las uniones adherentes en la

regulacion de la ruta Hippo.

La mayor translocacién nuclear de la proteina YAP en las células de Miiller en nuestro
modelo de estudio podria ser reflejo de la menor integridad de las uniones adherentes,

que se ven condicionadas por la mutacién en CRB1; y ya que la proteina YAP se
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encuentra transcripcionalmente activa cuando se localiza en el ntcleo, y que es capaz
de promover la transcripcion de genes que estimulan los mecanismos proliferativos
(Meng et al., 2016), nuestros resultados sugieren que, bajo condiciones in vitro la
mutacion en CRB1 que presentan las células de Miiller podria estar conduciendo a unos
mayores niveles proliferativos de las mismas. Esto reforzaria lo descrito en analisis
previos de nuestro laboratorio, donde se evidenciaba un incremento de células positivas
para Ki67, marcador de proliferacion celular, en los cultivos de células mutadas

(Herranz-Martin, 2013).
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CONCLUSIONES






La mutacion en la proteina CRB1 parece desestabilizar el correcto ensamblaje
de los complejos de polaridad apical en las células de Miiller, condicionando asi
la integridad de las interacciones con los fotorreceptores en la retina del modelo

rd8

mutante Crbr*® ya desde un estadio temprano, que se ve reflejado en

alteraciones estructurales y funcionales focales de la retina.

Ademas de las alteraciones que se producen en las células de Miiller en el
modelo mutante Crbr®®, los fotorreceptores y células bipolares ven
comprometida su funcionalidad, al menos a partir del estadio intermedio
analizado en este trabajo, afectando a su transmision sindptica, especialmente

en las dreas mas afectadas por la degeneracion.

Las modificaciones estructurales y metabdlicas que presentan las células de
Miiller en el modelo mutante Crb1™®, debido a la presencia de la proteina CRB1
truncada, producen alteraciones en la distribucion y funcion de canales y
transportadores ligados al correcto mantenimiento de la homeostasis,
metabolismo celular y mecanismos de sefializacion intercelular que podrian ser
los responsables de potenciar los dafios en la retina que se producen en este
modelo de Retinosis Pigmentaria.

La poblacion microglial del modelo de Retinosis Pigmentaria Crbi"®

parece
responder desde estadios tempranos a los primeros signos de degeneracion,
pero presenta un papel mas activo a lo largo de la progresiéon de las lesiones

asociadas a la mutacion de CRB1.

El incremento en los niveles proteicos de CRB2 y beta-catenina en la retina del

modelo mutante Crbr’®

, gracias a lo que ya se conoce de las consecuencias de
esta reaccion en otros tipos celulares, sugiere que en la retina dafiada se genera
una respuesta por parte de la glia radial como intento de evitar la extension de

la lesion.

La mutacién en la proteina CRB1 compromete el comportamiento y el
funcionamiento de las células de Miiller en condiciones in vitro, especialmente
las funciones relacionadas con el mantenimiento de las uniones adherentes y
en la posible regulacion de la ruta de sefializacion Hippo.

"8 en cultivo no presentan alteraciones

Las células de Miiller del genotipo Crb1
en la distribucion y/o funcionamiento de proteinas implicadas en el control de
la homeostasis retiniana, poniendo de manifiesto que estos defectos dependen,
no solo de la mutacion en CRBy, sino también de la influencia de otras células y
su interaccién con el ambiente de la retina, tanto en condiciones normales

como en lesion.
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