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“Lo importante no es no tener arrugas
en la cara sino no tenerlas en el cerebro”

Margarita Salas
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RESUMEN )
INTRODUCCION

Las neuronas del sistema nervioso central (SNC) no son reemplazadas por otras
nuevas cuando se dafian y mueren. La retina, parte del SNC, ofrece una ventana de
facil acceso al estudio de la degeneracion neuronal. En su parte mas interna, se
encuentran las células ganglionares de la retina (CGR), cuyos axones forman el nervio
optico (NO) por el que se envia la informacion visual para ser procesada en el cerebro.
Su accesibilidad permite su estudio in vivo a lo largo del tiempo mediante técnicas
estructurales no invasivas como la tomografia 6ptica de coherencia espectral (SD-OCT)
y funcionales como la electrorretinografia (ERG).

El aplastamiento del nervio 6ptico (ApNO), es un modelo de degeneracion de
CGR bien estudiado en roedores que produce una primera fase de muerte rapida en la
ge se pierde el 85% de la poblacion celular total en los primeros 14 dias, y una segunda
fase de muerte mas lenta donde a los 90 dias queda entorno al 2% del nimero inicial.
La muerte neuronal libera al medio sefales moleculares de activacién para células
gliales, microglia, astrocitos y células de Miuller, cuya funcion es mantener la
homeostasis de la retina.

Las terapias de neuroproteccion intentan prevenir o retrasar los procesos
neurodegenerativos. Para conseguirlo, tanto la inyeccion de factores tréficos, como la
terapia celular con células madre, por su amplia produccién de moléculas tréficas, han
demostrado ser efectivos.

Sin embargo, las terapias celulares no estan teniendo las altas tasas de éxito
como se esperaba en el tratamiento clinico de enfermedades neurodegenerativas. Para
entender mejor por qué ocurre esto, en esta tesis nos propusimos estudiar el efecto de
diferentes trasplantes sobre las capacidades neuroprotectoras de las células madre y

su impacto en la retina sana y lesionada.

Los objetivos generales de esta tesis son:

1. Evaluar el uso de los tejidos perinatales en oftalmologia mediante busqueda
bibliografica de modelos preclinicos. Similitudes y diferencias con ensayos
clinicos actuales.

2. Estudiar el efecto de las células estromales mesenquimales derivadas de
médula 6sea (MO-CEM) en cuatro tipos trasplantes sobre la funcionalidad y
arquitectura de la retina sana.

3. Evaluar la importancia del tipo de trasplante en el efecto neuroprotector y

neurorregenerativo de las MO-CEM sobre la poblacion de las células
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ganglionares de la retina (CGR) a corto y largo tiempo tras el aplastamiento del
nervio optico (ApNO).

4. Estudiar la capacidad neuroprotectora de las vesiculas derivadas de MO-CEM
tras el ApNO en trasplante singénico.

5. Analizar el efecto neurotédxico y neuroprotector del clon TEG3 de glia envolvente
olfatoria (GEQ) en la retina sana y tras el aplastamiento del nervio 6ptico.

6. Evaluar diferencias en la expresion génica de células de microglia aisladas de
retinas xenotrasplantadas con MO-CEM humanas comparadas con microglia no
activa aisladas de retinas intactas mediante técnicas de secuenciacion de célula

Unica.

MATERIAL Y METODOS

En los experimentos de esta tesis se utilizaron ratones machos de dos meses de
edad de las cepas: C57/BL6 pigmentados, BALB/c albinos, y ratones transgénicos
C57BL/6-Tg(CAG-EGFP). También se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa
Sprague Dawley (SD). Todos los animales fueron manipulados siguiendo los protocolos
aprobados por el Comité Etico de la Universidad de Murcia y con la certificacién de
manejo de animales funcion C para la manipulacion de estos y planificacién de
experimentos con animales. Las células elegidas para los experimentos de esta tesis
fueron las células estromales mesenquimales procedentes de médula 6sea (MO-CEM)
murinas de los ratones trasgénicos C57BL/6-Tg(CAG-EGFP) y humanas, procedentes
de donantes sanos del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (HUVA) de Murcia.
Estas células fueron aisladas y cultivadas por el Dr. David Garcia Bernal (IMIB-Arrixaca).
La Dra. Maria Teresa Moreno Flores cedi6 la linea inmortalizada de glia envolvente
olfatoria TEG3 para su uso en esta tesis. El mantenimiento del clon se realizé en las
instalaciones del Servicio de Cultivos Celulares de la Universidad de Murcia.

La degeneraciéon de CGR se indujo mediante ApNO a 0,5 mm del globo ocular.
La inyeccion de células y vehiculo se realizé mediante inyeccion intravitrea. Los tiempos
de estudio tras la lesion variaron desde los 3 dias hasta los 3 meses. El suministro de
minociclina se realizé mediante inyeccién intraperitoneal al igual que la dexametasona
para el tratamiento inmunosupresor que se combiné con ciclosporina A oral en el agua.
Se realizaron experimentos in vivo para el estudio de la estructura de la retina mediante
SD-OCT vy de la funcion mediante ERG en algunos grupos de animales.

Parte de los animales se sacrificaron en camara de CO; para el estudio de las
células de microglia mediante citometria de flujo y el aislamiento de estas células para
el estudio de expresion génica de célula unica. El resto de los grupos de animales se

sacrificaron con inyeccion intraperitoneal de barbituricos y, algunos de los animales, se
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perfundieron para el estudio de histolégico de la retina, mientras otras retinas se
trituraron en fresco para la extraccion de acidos nucleicos y proteinas.

Se realizaron estudios moleculares de expresion génica mediante PCR
cuantitativa (PCRc) y cuantificacion de citoquinas mediante ensayos de
inmunoabsorcion (ELISA) y scRNA seq

También se realizaron experimentos de inmunofluorescencia en retinas tanto a
corte como a plano con marcadores para el estudio de diferentes poblaciones celulares
como las células de microglia (Iba1, CD45), astrocitos (GFAP), células de Mdller
(Vimentina y GFAP), y CGR (Brn3a). La cuantificacion de CGR se realizé de manera
automatica y se estudio su distribucion mediante mapas de isodensidad y/o mapas de
vecinos. Los cambios en la intensidad de fluorescencia de marcadores gliales se
cuantificaron con el programa ImageJ.

Analisis de scRNA seq con R y bases de datos libres de agrupamiento funcional
con Joaquin

Aparte de los experimentos con animales, también se realizé una busqueda
bibliografica sistematica sobre el uso de tejidos perinatales (PnD) en modelos
preclinicos en oftalmologia para entender la falta de su traslacion clinica pese a su
buena efectividad en animales. Este estudio forma parte de los objetivos de la red para
el fomento de la investigacion traslacional con tejidos perinatales (SPRINT, CA17116)
fundada por el consorcio europeo COST (“European Cooperation in Science and
Technology”) y se inici6é durante la estancia internacional en la Universidad de Amberes
bajo la supervision del Dr. Peter Ponsaerts.

Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa GraphPad® Prism v6
aplicando, segun el experimento, el t-test no paramétrico o Mann-Whitney test para la
comparacion entre dos grupos experimentales, ANOVA no paramétrico o Kruskall Wallis
para la comparacion de mas de dos grupos y el test ANOVA pareado no paramétrico o
test de Friedman con Turkey Dunn test post hoc cuando se realizaron medidas in vivo

sucesivas. Las diferencias se consideraron significativas cuando p valor < 0,05.

RESULTADOS
En la revision bibliografica sobre el uso de PnD en oftalmologia se seleccionaron
26 articulos que utilizaban células mesenquimales estromales derivadas de: membrana
amniética (h(MA.CEM), cordén umbilical (hCU-CEM), placenta (hP-CEM), y Wharton
Jelly (hWJ-CEM) en modelos animales in vivo. Observamos que la mayoria de estudios
usaban la hMA como tejido completo para tratar defectos corneales, mientras que el
trasplante celular, mayoritariamente de cordon y placenta, se usaba para tratar la

degeneracién neuronal en retina y nervio optico. La variedad de animales es mas amplia
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en el estudio de la degeneracion neuronal, aunque mayoritariamente se usaron
roedores, en cambio, para estudiar el dafio corneal s6lo se usaron conejos. El
mecanismo de accion de los PnD en los modelos animales seleccionados comprende
la inmunomodulacion, la produccion de factores tréficos y alteracion de la adhesion
celular.

En el estudio del trasplante singénico, alogénico y xenotrasplante de MO-CEM
en la retina no lesionada vimos que el xenotrasplante es el mas agresivo disminuyendo
la funcionalidad del tejido y alterando la estructura de la retina, causando pliegues y
acumulos hiperreflectantes visibles in vivo hasta los 21 dias. En el trasplante alogénico
también se observa una disminucién de la funcionalidad y alteracion de la estructura,
cambios que unicamente no se daban en el trasplante singénico. La inmunosupresion
en el trasplante alogénico de MO-CEM produce una caida mas acusada de la
funcionalidad a los 5 dias y una disminucion de la gliosis a 21 dias comparado con el
alotrasplante en animales inmunocompentetes. Todos los trasplantes generan una
reaccion microglial tanto en el vitreo como en la retina siendo el xenotrasplante el
trasplante celular que mayor nimero de células CD45" recluta a la retina. Sin embargo,
ninguno de los cuatro trasplantes estudiados produce muerte de las CGR a los 21 dias.

En cuanto a la neuroproteccion de las MO-CEM sobre las CGR tras ApNO, el
xenotrasplante, al igual que lo observado en la retina sana, era dafiino mientras que el
alotrasplante fue inocuo en estas condiciones y el singénico beneficioso. El trasplante
singénico era el unico capaz de proteger significativamente de la muerte a las dos
subpoblaciones de CGR, formadoras y no formadoras de imagenes, tanto a tiempos
cortos de la lesion, 5 dias, como a tiempos largos, 90 dias, cuando ya no existen MO-
CEM vivas en el vitreo. Finalmente, el numero de axones de CGR regenerados distales
al punto de lesion fue significativamente mayor en este grupo.

La inyeccion intravitrea de vesiculas extracelulares derivadas de MO-CEM
murinas demostré mejores efectos neuroprotectores que las propias células a los 5 dias
tras ApNO.

En el estudio de la inyeccion intravitrea del clon TEG3 de glia envolvente olfatoria
observamos que tanto su trasplante singénico como alogénico activa morfolégicamente
a las células de microglia. Ademas, ambos trasplantes, causan una pérdida significativa
de CGR a los 21 dias en retinas intactas, aunque el trasplante alogénico las
neuroprotege de la muerte tras ApNO a los 7 dias. La minociclina y la inmunosupresion
rescata parte de la muerte observada a los 21 dias y presentan un efecto neuroprotector
a los 7 dias del ApNO en animales lesionados .no trasplantados. El trasplante alogénico
de TEGS altera la expresién génica de factores troficos y moléculas inflamatorias en la

retina lesionada y sin lesion.



En el estudio de la expresion génica de célula unica de las células de microglia
xenotrasplantadas con MO-CEM, vimos que en esta respuesta inmunitaria participan 12
grupos de células activas (microglia/macréfagos), sobre expresando genes de la via
adaptativa frente a la respuesta innata que se sobre expresa en la microglia en reposo
de retinas intactas.

CONCLUSIONES

Existe una falta de homogeneidad en los estudios preclinicos de PnD en
oftalmologia que dificulta la traslacion de la terapia celular a la clinica.

El tipo de trasplante de MO-CEM afecta la estructura, funcionalidad y ambiente
molecular de la retina sana siendo mas inocuo el singénico y mas dafino el xenogénico,
y determinando las propiedades neuroprotectoras y neurorregenerativas de las MO-
CEM.

Las vesiculas extracelulares derivadas de MO-CEM mejoran las propiedades
neuroprotectoras de las MO-CEM tras ApNO a corto plazo.

El trasplante de células TEG3 produce una reduccion de la poblaciéon de CGR
en retinas no lesionadas, una neuroproteccion tras ApNO en alogenia y una gran
activacion microglial y alteracion de la expresion de genes inflamatorios. La
inmunosupresion recupera parte de la muerte de CGR en retinas sanas y rescata a CGR
axotomizadas.

El xenotrasplante de MO-CEM en retinas intactas activa la via de respuesta

inmune adaptativa.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Neurons in the central nervous system (CNS) are not replaced by new ones when
they are damaged and die. The retina, part of the CNS, offers an easily accessible
window into the study of neuronal degeneration. In its innermost part are the retinal
ganglion cells (RGCs), whose axons form the optic nerve (ON) through which visual
information is sent to be processed in the brain. Their accessibility allows them to be
studied in vivo over time using non-invasive structural techniques such as spectral
coherence optical tomography (SD-OCT) and functional techniques such as
electroretinography (ERG).

Optic nerve crush (ONC) is a well-studied model of RGC degeneration which
rodents induces a first phase of rapid death that causes the loss of 85% of the total cell
population the first 14 days, and a second, slower phase of death remaining around 2%
of RGCs at 90 days. Neuronal death releases molecular activation signals to the
environment for glial cells, microglia, astrocytes and Miller cells, whose function is to
maintain retinal homeostasis provide trophic supply and support for the retina.

Neuroprotective therapies aim to prevent or delay neurodegenerative processes.
To achieve this, both the injection of trophic factors, and cell therapy with stem cells, that
express a variety of trophic factors, have proven to be effective.

However, cell therapies are not having the high success rates as expected in the
clinical treatment of neurodegenerative diseases. To better understand why this is the
case, in this thesis we set out to study the effect of different transplants on the

neuroprotective capacities of stem cells and their impact on healthy and injured retina.

The general objectives of this thesis are:

1. To evaluate the use of perinatal tissues in ophthalmology by literature search of
preclinical models. Similarities and differences with current clinical trials.

2. To study the effect of bone marrow-derived mesenchymal stromal cells (BM-
MSCs) in four types of transplants on the functionality and architecture of the
healthy retina.

3. To evaluate the importance of transplantation type on the neuroprotective and
neuroregenerative effect of BM-MSCs on the retinal ganglion cell (RGC)
population in the short and long term after optic nerve crush (ONC).

4. To study the neuroprotective capacity of BM-MSC-derived vesicles after

syngeneic ONC transplantation.
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5. To analyse the neurotoxic and neuroprotective effect of the TEG3 clone of
olfactory ensheathing glia (OEC) in the healthy retina and after optic nerve crush.
6. To evaluate differences in gene expression of microglia cells isolated from human
BM-CEM xenotransplanted retinas compared to non-active microglia isolated

from intact retinas using single cell sequencing techniques.

MATERIAL AND METHODS

Com o arriba, con la scrna seq anadida

Two-month-old male C57/BL6 pigmented, BALB/c albino, and C57BL/6-Tg(CAG-
EGFP) transgenic mice were used in the experiments of this thesis. Adult female
Sprague Dawley (SD) rats were also used. All animals were handled following the
protocols approved by the Ethics Committee of the University of Murcia and with the
certification of animal handling function C for the handling of animals and planning of
animal experiments. The cells chosen for the experiments in this thesis were murine
bone marrow-derived mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) from C57BL/6-Tg(CAG-
EGFP) transgenic mice and human bone marrow-derived mesenchymal stromal cells
from healthy donors at the Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (HUVA) in Murcia.
These cells were isolated and cultured by Dr. David Garcia Bernal (IMIB-Arrixaca). Dr.
Maria Teresa Moreno Flores donated the immortalised olfactory ensheathing glia line
TEGS3 for use in this thesis. The clone was maintained in the facilities of the Cell Culture
Service of the University of Murcia.

RGC degeneration was induced by ONC at 0.5 mm from the eyeball. Injection of
cells and vehicle was performed by intravitreal injection. Study times after injury ranged
from 3 days to 3 months. Minocycline delivery was by intraperitoneal injection as was
dexamethasone for immunosuppressive treatment which was combined with cyclosporin
A in water. In vivo experiments were performed to study retinal structure by SD-OCT and
function by ERG in some groups of animals.

Part of the animals were sacrificed in a CO2 chamber for the study of microglial
cells by flow cytometry and the isolation of these cells for the study of single cell gene
expression. The remaining groups of animals were sacrificed with intraperitoneal
injection of barbiturates and some of the animals were perfused for retinal histology,
while other retinas were freshly crushed for nucleic acid and protein extraction.

Molecular studies of gene expression by quantitative PCR (qgPCR) and
quantification of cytokines by immunosorbent assays (ELISA) were performed.

Immunofluorescence experiments were also performed on both slice and flat
retinas with markers for the study of different cell populations such as microglial cells
(Iba1, CDA45), astrocytes (GFAP), Muller cells (Vimentin and GFAP), and RGCs (Brn3a).
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RGC quantification was performed automatically, and their distribution was studied using
isodensity maps and/or neighborhood maps. Fluorescence intensity changes of glial
markers were manually quantified using Imaged software.

In addition to the animal experiments, a systematic literature search on the use

of perinatal tissues (PnD) in preclinical models in ophthalmology was also performed to
understand the lack of clinical translation despite their good effectiveness in animals.
This study is part of the objectives of the network for the promotion of translational
research with perinatal tissues (SPRINT, CA17116) founded by the European
consortium COST ("European Cooperation in Science and Technology") and was
initiated during the international stay at the University of Antwerp under the supervision
of Dr. Peter Ponsaerts.
Statistical analyses were performed in GraphPad® Prism v6. Depending on the
experiment, we have used the non-parametric t-test or Mann-Whitney test for the
comparison between two experimental groups, non-parametric ANOVA or Kruskall
Wallis for the comparison of more than two groups and the non-parametric paired
ANOVA test or Friedman test with Turkey Dunn post hoc test when successive in vivo
measurements were performed. Differences were considered significant when p-value <
0.005.

RESULTS

In the review on the use of PnD in ophthalmology, 26 articles were selected that
used stromal mesenchymal cells derived from amniotic membrane (hAM-MSC),
umbilical cord (hUC-MSC), placenta (hP-MSC), and Wharton Jelly’s cells (hWJ-MSC) in
animal models in vivo. We observed that most studies used hAM as whole tissue to treat
corneal defects, while cell transplantation, mostly from cord and placenta, was used to
treat neuronal degeneration in retina and optic nerve. The variety of animals is wider in
the study of neuronal degeneration, although mostly rodents were used, whereas only
rabbits were used for corneal damage. The mechanism of action of PnDs in the selected
animal models comprises immunomodulation, production of trophic factors and alteration
of cell adhesion.

In the study of syngeneic, allogeneic and xenotransplantation of BM-MSC in the
uninjured retina, we found that xenotransplantation is the most aggressive, decreasing
the functionality of the tissue and altering its structure with hyperreflective folds and
accumulations visible in vivo up to 21 days. Immunosuppression in allogeneic BM-MSC
transplantation produces a more marked drop in function at 5 days and a decrease in
gliosis at 21 days compared to allotransplantation in immunocompentent animals. All

transplants generate a microglial reaction in both the vitreous and retina, with
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xenotransplantation being the cell transplant that recruits the highest number of CD45+
cells to the retina. However, none of the four transplants studied produced RGC death
at 21 days.

Regarding the neuroprotection of BM-MSCs on RGCs after ONC, we found that
after injury, xenotransplantation still had the greatest effect on structure and function
similar to the uninjured retina. Syngeneic transplantation was the only transplant able to
significantly protect both image-forming and non-image-forming RGC subpopulations
from death, both at short times after injury, 5 days, and at long times, 90 days, when
there are no longer any living cells in the vitreous. In addition, in this transplantation, a
higher number of regenerated axons were found distal to the point of injury compared to
animals injected with vehicle after ONC at 90 days.

Intravitreal injection of murine BM-MSC-derived extracellular vesicles showed
improved neuroprotective effects at 5 days after ONC.

From the study of intravitreal injection of the olfactory ensheathing glia clone
TEGS3, we observed that both syngeneic and allogeneic transplantation morphologically
activate microglial cells. Furthermore, both transplants cause a significant loss of RGCs
at 21 days, although the allogeneic transplant protects them from death after ONC at 7
days. Minocycline and immunosuppression rescues some of the death observed at 21
days and has a neuroprotective effect 7 days after ONC in injured, non-transplanted
animals. Allogeneic TEG3 transplantation alters gene expression of trophic factors and
inflammatory molecules in the injured and uninjured retina.

In the study of the single cell gene expression of microglial cells xenotransplanted
with BM-MSC, we saw that 12 active cell groups (microglia/macrophages) participate in
this immune response, overexpressing genes of the adaptive pathway versus the innate

response that is overexpressed in the resting microglia of intact retinas.

CONCLUSIONS

There is a lack of homogeneity in preclinical studies of PnD in ophthalmology that
makes translation to clinical therapy difficult.

The type of BM-MSC transplantation has effects on the structure, functionality
and molecular environment of the healthy retina and determines the neuroprotective and
neuroregenerative properties of the cells after ONC.

MO-CEM-derived extracellular vesicles improve their neuroprotective properties
after ONC.

Transplantation of TEG3 cells results in a reduction of RGC population in

uninjured retinas, neuroprotection after ONC in allogeneic, high microglial activation and
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altered inflammatory gene expression. Immunosuppression rescues RGCs both in
healthy and transplanted retinas and in axotomized without transplant retinas.
BM-MSC xenotransplantation in intact retinas activates the adaptive immune

response pathway.
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ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS

En esta tesis se distinguen las siguientes partes: introduccién, hipotesis y
objetivos, material y métodos, resultados, discusion, conclusiones y bibliografia.
Ademas, también se incluyen al inicio una copia de los anexos administrativos
necesarios para el depdsito de la memoria y, al final, las publicaciones cientificas
derivadas de parte de los resultados.

En la introduccion se detallan conceptos basicos del SNC y el sistema visual,
con algunos de los modelos animales mas usados para el estudio de la retina. Sus capas
y células que la forman también se describen en este apartado. En los ultimos
subapartados se enumeran algunas de las terapias celulares mas usadas como
mecanismos de recuperacion de la muerte neuronal, en concreto de las CGR.

En la parte de hipotesis y objetivos se expone la idea base inicial de esta tesis y
se enumeran objetivos generales y especificos para su demostracion cientifica.

En el siguiente apartado, material y métodos, se detallan todas las técnicas
experimentales, moleculares y anatémicas, utilizadas para el estudio del efecto de las
diferentes terapias celulares en la retina sana y tras ApNO. También se incluye la
descripcion de la busqueda bibliografica realizada y los analisis estadisticos utilizados
en el procesamiento de los datos recogidos.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en diferentes
subapartados segun el tipo celular de estudio. En el primer subapartado se exponen los
datos obtenidos de la busqueda bibliografica sobre el uso de PnD en modelos animales
en oftalmologia. Los siguientes subapartados exponen los datos experimentales
obtenidos con una tabla resumen y disefio experimental grafico para entender la
planificacion de cada experimento. Se detalla la respuesta inmune de la retina sana a
diferentes trasplantes de MO-CEM. En el siguiente subapartado, la influencia del
trasplante en la neuroproteccion de MO-CEM tras ApNO. Después, el efecto
neuroprotector de las vesiculas extracelulares derivadas de MO-CEM comparandolo
con el de las propias células, anteriormente descrito. Tras esto se describe el estudio de
la toxicidad y neuroproteccion del clon de glia envolvente olfatoria TEG3. Y, por ultimo,
se relatan los resultados de expresion génica de célula unica obtenidos del aislamiento
de células microgliales intactas y activadas por el xenotrasplante de MO-CEM.

Para facilitar la lectura de la tesis, al final de cada subapartado se anade un
resumen de los resultados descritos.

En el apartado de discusion se analiza la accidon de cada tipo celular en la retina
y se compara con la bibliografia existente.

En las conclusiones se enumeran los hallazgos mas importantes obtenidos.
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Por ultimo, se incluyen las referencias bibliograficas consultadas en la redaccion

de la memoria de tesis.
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HALLAZGOS ORIGINALES

La realizacion de esta tesis nos ha permitido documentar los siguientes hallazgos

originales:

En referencia a la busqueda bibliografica sobre el uso de PnD en modelos animales en

oftalmologia:

e Se resalta la necesidad de homogeneidad en el estudio de los efectos de la

terapia celular en animales con modelos que evalien la progresion de

enfermedades oftalmoldgicas complejas para facilitar su traslacion a la clinica.

En el estudio del efecto del trasplante de MO-CEM en la retina sana y lesionada:

e Se demuestra que el trasplante intravitreo de MO-CEM, singénico, alogénico,

alogénico con inmunosupresion y xenotrasplante, no son inocuos para la retina

sana.

e Se establece que el xenotrasplante de MO-CEM es el mas dafino para la

funcionalidad y arquitectura de la retina sin lesion, seguido del alogénico donde

las anormalidades encontradas son menos frecuentes, y seguido en ultimo lugar

por el singénico, donde es infrecuente encontrar cambios en la estructura de la

retina.

e Se apunta a una relacion entre la magnitud de la respuesta inmune al trasplante

de MO-CEM vy la alteracion funcional, anatémica y secretora del tejido sano

receptor del trasplante, la retina.

e Se relaciona la mayor capacidad de activacion inmune de cada trasplante de

MO-CEM con sus capacidades neuroprotectoras sobre las CGR tras ApNO a

corto y largo tiempo. Asi, el trasplante singénico es el unico capaz de promover

la neuroproteccion y regeneracion axonal tras ApNO.

En la comparacién de las propiedades neuroprotectoras de las vesiculas extracelulares

derivadas de MO-CEM con las MO-CEM:

e Se demuestra que las vesiculas extracelulares tienen unas propiedades

neuroprotectoras significativamente mayores a las propias células sobre las

CGR tras ApNO. Apuntando a una terapia efectiva sin el uso de organismos

Vivos que requieran un mantenimiento de la viabilidad.

En referencia al estudio de toxicidad y neuroproteccién del clon TEG3 de GEO:
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e Se muestra la gran activacion microglial en respuesta al trasplante singénico y
alogénico de TEG3 que resulta en la muerte de un porcentaje significativo de
CGR.

e Se demuestra propiedades neuroprotectoras de la muerte tras ApNO sobre las
CGR solo en el trasplante alogénico de TEG3.

e Se describe que el efecto beneficioso tras ApNO de los farmacos
inmunosupresores y la minociclina no es sinérgico con las TEG3, aunque en
retinas no lesionas se recupera parte de la muerte de CGR observada sin la
combinacién del trasplante y cada uno de estos tratamientos.

e Se muestra una elevada alteracion de la expresiéon génica tras el trasplante de

TEG3 con o sin lesion.

En el analisis de expresién génica de célula unica en retinas xenotrasplantadas con MO-
CEM humanas:
e Se describe la participacion de hasta 12 grupos celulares activos y se apunta

hacia un tipo de respuesta inmune adaptativa frente a la innata.
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1.1.EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
El sistema nervioso central (SNC) es el encargado de procesar toda la

informacion que llega del exterior, integrarla y generar una respuesta, adecuada a cada
estimulo. Esta respuesta se transmite a través de impulsos nerviosos a los 6rganos
periféricos que se encargan de ejecutarla. Los 6rganos que forman el SNC son el
cerebro, médula espinal, retina y nervios 6pticos. Todos ellos estan compuestos por
células nerviosas, llamadas neuronas, y por células tréficas y de sostén, las células de
la glia.

Las neuronas son las células mas especializadas de nuestro cuerpo. Presentan
un soma o cuerpo celular donde se encuentran el nucleo y organulos celulares, de él
surgen diversas prolongaciones, generalmente cortas, las dendritas, y una prolongacion
principal que polariza la célula, el axén. Segun su morfologia las neuronas se pueden

clasificar en diversos tipos (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de una neurona. Sus partes principales se representan en el dibujo a la
izquierda sefaladas con flechas. A la derecha, en verde, diferentes tipos de neuronas.
Esquemas modificados de smart.servier.com.

La funcion principal de las neuronas es la transmision del impulso nervioso
gracias a la generacién de cambios en el potencial eléctrico de su membrana por la
accion de los neurotransmisores, pequefias moléculas quimicas que actuan sobre los
canales ionicos de la neurona. Estas moléculas se intercambian entre los botones
sinapticos; parte terminal del axon, y las dendritas de la siguiente neurona, formando el
flujo de la informacion (Figura 2). La velocidad se ve aumentada si el axon esta

recubierto de una vaina de mielina.
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Botén sinaptico
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Figura 2: Esquema de una sinapsis. Se representa una neurona pre-sinaptica (en azul) y
una postsinaptica (en amarillo), con las moléculas de neurotransmisores en rojo. Esquema
modificado de smart.servier.com.

Los otros componentes basicos del SNC son las células de glia que se encargan
de aportar soporte estructural y factores troficos a las neuronas para que lleven a cabo
correctamente la transmision de la informacion, asi como asegurar la homeostasis del
tejido. Y funciones inmunitarias de defensa. Hay diversos tipos de células de la glia, en
el SNC estan presentes astrocitos, microglia, oligodendrocitos y células ependimarias;
y en el sistema nervioso periférico (SNP) las células de Schwann. En la retina, podemos
encontrar las células de Muller (Hubel, 1999) (Figura 3).

Figura 3: Esquema de la organizacion del sistema nervioso. Representacion de la estrecha
que existe entre las neuronas y las células de la glia, microglia en azul, astrocitos en verde,
oligodendrocitos en morado y células ependimarias en rosa. Esquema modificado de
smart.servier.com
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1.2.EL SISTEMA VISUAL
El sistema visual es el encargado de procesar los estimulos luminosos. La retina

es el tejido sensorial que transforma la luz para la formacién e interpretacion de la
imagen (forma, color, movimiento).

El circuito del sistema visual comienza en los 0jos. Los 0jos son unos 6rganos
esféricos situados en la drbita, movidos por musculos extraoculares. Estan formados
por tres capas: tunica externa, capa intermedia o Uvea y capa interna o retina (Figura

4). 'Y su funcionamiento es muy similar al de una camara fotografica en miniatura.

Esclera

\

Uvea
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Cristalino Retina
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Cuerpo ciliar

Figura 4: Esquema de distintas partes del ojo humano. Esquema modificado de
smart.servier.com

En la tanica externa se encuentra la cérnea, formada por fibras de colageno
dispuestas de tal modo que la hacen transparente y permiten el paso de la luz al interior
del ojo. Este tejido es avascular e inmunologicamente privilegiado, es decir, no presenta
un riego sanguineo ni células inmunitarias vigilantes que puedan desencadenar una
respuesta inmune. En la parte posterior de esta capa externa se encuentra la
esclerotica, opaca, que protege a las estructuras internas del ojo.

La uvea es la capa intermedia del globo ocular. En su parte anterior se encuentra
el cuerpo ciliar que nutre la parte anterior del ojo, y presenta un musculo ciliar que
permite los movimientos de contraccion y relajacion de la lente o cristalino para la
acomodacién de imagenes. Seguidamente al cuerpo ciliar, se encuentran el iris y la

pupila, que actuan como un diafragma que cierra o abre el paso de la luz. En la parte
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mas posterior de esta capa se encuentra la coroides, el principal aporte sanguineo de
la retina.

La camara anterior del ojo estd bafada por el humo acuoso, y la posterior,
cercana a la retina, por el humor vitreo. Ambos son liquidos ricos en nutrientes que
mantienen, ademas, la presion del ojo.

En la capa mas interna del ojo se encuentra la retina. La retina es el 6rgano
sensorial que procesa la informacion luminica transformandola en impulsos nerviosos
que salen del ojo por el nervio optico.

La informacion llega al tracto 6ptico donde se dispersa hacia el nucleo geniculado
dorsolateral y de ahi es enviada hacia la corteza visual (Figura 5).

Nervio optico

Quiasma optico

Nucleo
geniculado
dosolateral

orteza visual

Figura 5: Esquema de la via visual de la informacion desde los ojos a la corteza visual
en el cerebro. OD: Ojo Derecho; Ol: Ojo Izquierdo. Esquema modificado de
centrodeoftalmologiabonafonte.com.

1.2.1. Laretina
La retina es una estructura muy bien organizada en diversas capas y forma parte

del SNC. Su formaciéon comienza en los primeros estadios de desarrollo tras la
separacion en capas embrionarias. De la capa embrionaria mas externa, el
neuroectodermo, emerge la vesicula optica que deriva en la retina neural recubierta por
el epitelio pigmentario (Fernandez-Nogales y cols., 2019). Ell desarrollo de la retina

concluye después del nacimiento.
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La organizacion de sus capas difiere levemente entre mamiferos, pero su
estructura fundamental esta ampliamente conservada. Esta formada por tres capas
nucleares separadas por tres capas de plexos sinapticos (Figura 6). De la capa mas

interna a la mas externa se organizan de la siguiente manera:

- Membrana limitante interna (MLI): capa protectora de glicoproteinas.

- Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR): conjunto de axones de las
células ganglionares que forman el nervio 6ptico (NO).

- Capa de células ganglionares (CCG): formada por los somas de las células
ganglionares de la retina (CGR) y de las células amacrinas desplazadas.

- Capa plexiforme interna (CPI): sinapsis entre células amacrinas, bipolares, y
CGR.

- Capa nuclear interna (CNI): formada por los somas de las células bipolares,
amacrinas y CGR desplazadas.

- Capa plexiforme externa (CPE): sinapsis entre los fotorreceptores con las
células bipolares y horizontales.

- Capa nuclear externa (CNE): formada por los somas de los fotorreceptores,
conos y bastones.

- Capa de segmentos externos (SE) e internos (Sl) de los fotorreceptores:
parte de la célula donde se encuentran los fotopigmentos.

- Membrana limitante externa (MLE): fraccion distal de la retina formada por
uniones de los fotorreceptores y células de la glia (Mdiller).

- Epitelio pigmentario de la retina (EPR): monocapa de células epiteliares
altamente vascularizada, cuyos somas contienen melanina, pigmento encargado
de la absorcién y reflexion de la luz. También tiene un papel importante en el

mantenimiento y renovacion de los segmentos de los fotorreceptores.
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Figura 6: Esquema de las capas de la retina de mamifero. A la derecha, dibujo de las capas
de la retina de mamifero realizado por D. Santiago Ramén y Cajal cedida por el Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Se sefialan las principales células que forman
el tejido y la denominacion de sus capas. CFNR: Capa de fibras nerviosas de la retina; CCG:
Capa de células ganglionares; CPI: Capa plexiforme interna; CNI: Capa nuclear interna; CPE:
Capa plexiforme externa; CNE: Capa nuclear externa; CSE: Capa de los segmentos externos;
EPR: Epitelio pigmentario de la retina. Esquema modificado de smart.servier.com

Entre las capas de la retina también se encuentras tres tipos de células gliales:
la microglia, los astrocitos y las células de Miller. Su papel lo estudiaremos mas
extensamente en préximos apartados.

Su facil accesibilidad y conocida hacen de la retina un modelo ideal para el
estudio de enfermedades neurodegenerativas. Los modelos animales de eleccion son
los roedores debido a su elevada tasa reproductiva, facil manejo, la reproducibilidad de
los modelos de lesion (Galindo-Romero y cols., 2013), ademas de la posibilidad de usar
técnicas de transgeénesis. Aunque hay que destacar que entre la retina humana y la de
roedores existen ciertas diferencias. Los roedores carecen de fovea, zona de mayor
agudeza visual, pero poseen estructuras similares como la estria visual. También en
roedores, a diferencia de humanos donde existen tres tipos de conos , encontramos solo
dos tipos de conos, S que detectan la luz de baja longitud de onda o azul y L/M que
detectan altas longitudes de onda o roja/verde (Masland, 2001).

1.211. Técnicas in vivo para el estudio de la retina
La accesibilidad de la retina, junto al desarrollo de técnicas opticas, nos permite

el uso de instrumentos de diagnosis y seguimiento in vivo como la tomografia de

coherencia optica (en inglés “Spectral Domain Optical Coherence Tomography”, SD-



