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1. Resum  

 

La degeneració traumàtica, hereditària o adquirida de les neurones de la retina són 

causes freqüents de deteriorament visual. La teràpia de reemplaçament cel·lular podria 

ser en el futur una aproximació que permetés restaurar la funció visual en individus 

amb aquests tipus de deteriorament. En aquest projecte, utilitzant models de ratolí 

amb degeneració retiniana, ens vam proposar identificar poblacions cel·lulars que es 

puguin utilitzar en teràpies de reemplaçament neuronal de manera segura en un futur. 

 

Hipòtesi 

La retina és part del sistema nerviós central i les malalties o traumes que cursen amb 

mort neuronal causen la pèrdua de la visió. Fins ara no hi ha estratègies terapèutiques 

per substituir les neurones mortes, o des d’un punt de vista menys ambiciós, per 

endarrerir-ne o aturar-ne la degeneració. La nostra hipòtesi es basava en 

investigacions prèvies que havien proposat que les cèl·lules del marge ciliar de la 

retina, localitzades a la zona perifèrica de l’ull, podrien ser una font potencial de factors 

protectors que frenin la mort neuronal en malalties degeneratives de la retina, com el 

glaucoma (que provoca la pèrdua progressiva de cèl·lules ganglionars de la retina; 

CRG), la retinitis pigmentària o la degeneració macular (que provoquen la pèrdua de 

fotoreceptors) o bé que es poguessin utilitzar com a font de reemplaçament cel·lular en 

aquestes patologies. 

 

En concret, en aquest projecte, ens vam proposar: 

 

1. Determinar si els factors segregats per cèl·lules mare neurals de la retina perifèrica 

de mamífers tenen un efecte neuroprotector que endarrereixi o aturi la degeneració 

neural a la retina. 

 

2. Dilucidar si les cèl·lules mare neurals de la retina perifèrica de mamífers posseeixen 

potencial per diferenciar-se in vivo, de manera que es puguin considerar una font fiable 

de cèl·lules que substitueixi les neurones danyades en malalties degeneratives de la 

retina. 
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2. Resultats  

 

Les cèl·lules del cos ciliar (CCC) són una població cel·lular localitzada a la zona 

perifèrica de de la retina que s’ha proposat com a possibilitat per a ús en teràpies de 

reemplaçament en malalties degeneratives de la retina. L’objectiu d’aquest projecte 

era doble: d’una banda, determinar un possible efecte neuroprotector d’aquestes 

cèl·lules i, d’altra banda, avaluar-ne la capacitat potencial de reemplaçament neuronal 

in vivo en comparació amb altres tipus de cèl·lules mare neurals, com poden ser les 

obtingudes de la zona subventricular (SVZ), que tenen una potencialitat que ha estat 

prèviament provada en altres teixits. Les CCC són una població poc abundant de la 

retina i, per tant, en cas que aquestes cèl·lules finalment tinguessin capacitat de 

regeneració, resulta essencial conèixer la possibilitat que puguin ser expandides in 

vitro, de manera que s’obtinguin en un nombre suficient per injectar-les posteriorment 

a l’ull danyat. Per aquest motiu, a més de testar la potencialitat de les CCC per 

substituir cèl·lules danyades, hem amplificat aquestes cèl·lules in vitro mitjançant la 

generació de neuroesferes (N-CCC) i n’hem comparat la potencialitat de neuroprotecció 

i reemplaçament amb la de les cèl·lules primàries sense expandir. Per tant, s’han 

injectat tres tipus de cèl·lules: (i) CCC recentment aïllades del cos ciliar (primàries), (ii) 

CCC procedents de neuroesferes (N-CCC) amplificades in vitro, i (iii) cèl·lules 

pluripotents neurals obtingudes de l’SVZ. Cada tipus cel·lular s’ha comparat amb els 

controls respectius, que són els medis on suren. 

 

Per a contestar a les dues preguntes plantejades en aquest projecte (potencialitat 

neuroprotectora i/o de reemplaçament de les CCC) hem realitzat dos tipus d’assaig: 

 

- Assaig de neuroprotecció: per analitzar un possible efecte neuroprotector de les 

CCC es va realitzar la injecció de les cèl·lules a la retina, alhora que vam practicar una 

axotomia del nervi òptic (NO), que indueix la degeneració progressiva de les CRG. 

Dades prèvies del laboratori de la Dra. Agudo-Barriuso han mostrat que als 5 dies 

postaxotomia el 50% de les CRG han degenerat, als 14 dies en sobreviuen un 12-15% 

i a 45 dies només sobreviu un 1-2% de la població original de les CRG. Per tant, vam 

quantificar la supervivència de CRG en aquests tres temps (5, 14 i 45 dies). 

 

- Assaig de reemplaçament: per estudiar la potencialitat d’aquestes cèl·lules a 

diferenciar-se a neurones i reemplaçar cèl·lules retinals vam fer dos tipus d’assaig: 
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a) Diferenciació concomitant a degeneració: practicàvem les injeccions alhora que 

induíem degeneració de les CRG mitjançant axotomia del NO. Als 14 i als 45 dies, vam 

analitzar la capacitat de les cèl·lules injectades de diferenciar-se a neurones. 

b) Diferenciació després de degeneració: les injeccions cel·lulars es van fer en retines 

on les CRG ja han degenerat (45 dies després de l’axotomia). D’aquesta manera 

evitem la possibilitat que els factors tòxics i la glia reactiva que poguessin estar 

produint les CRG en degeneració, afectessin la possible capacitat de diferenciació de les 

cèl·lules injectades. En aquest cas, el destí de les cèl·lules injectades es va analitzar 30 

i 90 dies després de trasplantar-les a les retines sense CRG. 

 

 

 

Figura 1. Neuroprotecció. 

Gràfica del percentatge (± s.e.m.) de supervivència de les CRG axotomitzades en retines 

tractades amb els diferents tipus de cèl·lules al llarg del temps. S’ha considerat 100% 

(ratlla discontínua) el nombre de CRG supervivents als grups controls respectius (ONC + 

vehicle). n = 4-6 retines per temps i tipus cel·lular. 

 

Assaigs de neuroprotecció 

Per fer aquest assaig vam injectar els tres tipus cel·lulars i els seus respectius controls 

que contenien només medi després de realitzar l’axotomia del NO i vam quantificar la 

supervivència de les CRG a temps creixents després de la lesió (de 3 a 45 dies). Els 

nostres resultats mostren que en les retines tractades amb CCC, N-CCC o SVZ, la 

supervivència de les CRG és significativament més gran que després del tractament 

amb els seus corresponents vehicles i que aquest efecte neuroprotector és 

proporcionalment més alt a temps llargs després de l’axotomia (figura 1).  
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Assaigs de reemplaçament 

a) Diferenciació concomitant a degeneració 

En els experiments amb injeccions de CCC, N-CCC i SVZ alhora que practiquem 

axotomia del NO, analitzem també el destí de les cèl·lules injectades als 14 i als 45 

dies. Els tres tipus cel·lulars es van obtenir a partir d’una línia de ratolins actina-GFP, 

de manera que vam poder visualitzar-ne la localització i morfologia a les retines 

injectades mitjançant fluorescència de la proteïna GFP. Tant 14 com 45 dies 

posttrasplantament, les cèl·lules de tots els tipus formaven una malla epiretiniana, 

però en cap cas es va observar integració de les cèl·lules fluorescents a la retina 

(resultats no mostrats). 

 

b) Diferenciació després de degeneració 

Després dels resultats negatius de l’assaig anterior, vam pensar que l’ambient 

proinflamatori com a resultat de la mort massiva de CRG i l’activació consegüent de la 

micròglia podrien generar un ambient hostil, poc permissiu per a la migració i 

integració de les cèl·lules injectades. Per aquest motiu vam decidir trasplantar les 

cèl·lules una vegada que les CRG ja han degenerat i desaparegut completament, és a 

dir, als 45 dies després de l’axotomia. Les retines van ser analitzades 30 i 90 dies 

després del trasplantament (és a dir, 75 o 105 dies després de l’axotomia). 

 

Tant a 30 com a 90 dies del trasplantament de cada tipus cel·lular s’observen malles 

epiretinianes que contenen cèl·lules positives per a GFP (figura 2a-c). A més de la 

malla, es van detectar cèl·lules GFP integrades en la capa més interna de la retina, 

identificada amb NeuN, que és on es localitzaven les CRG abans de la seva 

degeneració. En el cas de les SVZ es va observar també senyal de GFP en la capa 

nuclear interna (figura 2C). 
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Figura 2. Reemplaçament. 

(A-C) Imatges de confocal que mostren en verd les cèl·lules CCC-GFP, N-CCC-GFP i SVZ-

GFP i en vermell nuclis NeuN positius, a la retina 90 dies després del trasplantament en 

retines deplecionades de CRG. A dalt, vista de la capa de cèl·lules ganglionars. A baix, secció 

de la retina. CCG: capa de cèl·lules ganglionars, CNI: capa nuclear interna. 

(D) Nombre total ± desviació estàndard de cèl·lules Brn3a+ quantificades en retines control 

deplecionades de CRG (ONC) 45 dies abans o deplecionades de CRG 45 dies abans i 

tractades amb cada tipus cel·lular (ONC + CCC, ONC + N-CCC, ONC + SVZ). 

 

Finalment, quan comparem el nombre total de CRG a les retines controls (axotomia 

sense trasplantament) amb el de les retines trasplantades, observem un nombre 

significativament més alt de cèl·lules que expressen marcadors específics de CRG, com 

el factor de transcripció Brn3a després de la injecció a les retines deplecionades (figura 

2D), la qual cosa suggereix que les cèl·lules trasplantades s’han diferenciat i expressen 

marcadors de CRG. 
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En resum, les nostres dades suggereixen que:  

 

1). Les cèl·lules aïllades de la retina adulta perifèrica així com cèl·lules derivades a 

partir d’aquestes, amplificades in vitro, i les cèl·lules de la zona subventricular, quan 

són injectades intravítriament a la retina, endarrereixen moderadament la degeneració 

de CRG danyades per axotomia del NO.  

 

2) Quan aquestes cèl·lules s’injecten en retines deplecionades de CRG, comencen a 

expressar marcadors neuronals, tot suggerint que comencen a diferenciar-se a 

neurones i, per tant, obren la porta a la seva utilització com a possible font cel·lular en 

teràpies de reemplaçament en un futur. 

 

 

3. Rellevància i possibles implicacions futures  

 

El tractament de les malalties neurodegeneratives és un dels majors reptes de la 

medicina actual. L’adveniment de la teràpia cel·lular ha obert noves esperances per a 

la reparació de danys en els diferents teixits, tot i que les lesions de l’SNC suposen un 

repte particular, atesa l’extremada complexitat dels circuits neuronals. La degeneració 

neuronal és un procés que té lloc a llarg termini i, per tant, en l’SNC la teràpia cel·lular 

podria ser útil en dos possibles escenaris: 1) que les cèl·lules trasplantades evitin la 

degeneració del teixit de l’hoste (neuroprotecció) i 2) que les cèl·lules trasplantades es 

diferenciïn i adquireixin les propietats funcionals de les cèl·lules perdudes 

(reemplaçament). 

 

Gràcies a la localització superficial de la retina, la teràpia basada en introducció 

ectòpica de cèl·lules a l’ull és la que tindria més opcions d’èxit. De fet, el 

trasplantament de cèl·lules mare en retines danyades està actualment en marxa amb 

assaigs clínics en fase I/II. No obstant això, els resultats obtinguts fins a la data 

utilitzant cèl·lules mare autòlogues derivades de la medul·la òssia en pacients amb un 

alt grau de degeneració i que eren pràcticament cecs, no han demostrat una millora de 

la visió i en algun pacient fins i tot s’ha descrit un empitjorament. En models animals, 

el trasplantament intravitri de cèl·lules mare no derivades de l’SNC (per exemple 

cèl·lules estromals mesenquimals) produeix una resposta glial i inflamatòria a la retina 

que en deforma l’estructura laminar. Aquests resultats, tant en pacients com en 
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models animals, suggereixen que l’ús de cèl·lules mare totipotents en teràpia cel·lular 

no és recomanable. 

 

En aquest projecte hem estudiat el potencial neuroprotector i la capacitat d’integració 

de cèl·lules neurals, les cèl·lules del marge de la retina adulta (CCC), que són cèl·lules 

pluripotents amb una capacitat de diferenciació més restringida que les totipotents, i 

que han estat proposades com una bona opció, ja que evolutivament són la font 

natural de les cèl·lules mare a la retina. A més, hem comparat el potencial d’aquestes 

cèl·lules amb el d’altres cèl·lules mare no retinals derivades de la zona subventricular 

del cervell (SVZ) que han estat prèviament utilitzades per a assaigs de reemplaçament 

en altres contextos. Les nostres dades indiquen que contràriament a les cèl·lules mare 

multipotents o totipotents, les cèl·lules pluripotents neurals no produeixen una 

resposta inflamatòria a la retina, ni són tòxiques, fet que resulta en una millora en la 

seguretat durant el tractament de pacients. Però, a més, hem vist que tant les cèl·lules 

primàries (CCC, SVZ) com les amplificades en cultiu a partir d’aquelles (N-CCC) tenen 

una capacitat neuroprotectora a llarg termini i també a temps llargs i que en 

determinades condicions posseeixen fins i tot la capacitat d’expressar marcadors 

específics de neurones diferenciades. L’impacte neuroprotector d’aquestes cèl·lules 

neurals pluripotents en neurones en procés de degeneració té diverses implicacions 

positives: d’una banda, aquestes cèl·lules es podrien utilitzar en un futur per endarrerir 

el procés de mort neuronal en malalties cròniques degeneratives de la retina, com el 

glaucoma, i, d’altra banda, hi hauria la possibilitat de mantenir-les en cultiu i que 

segueixin sent bioactives, i obrir així les portes per generar biobancs d’aquest tipus de 

cèl·lules. A més, el fet de trasplantar cèl·lules neurals pluripotents en models animals 

deplecionats de cèl·lules ganglionars, i observar que expressen marcadors de neurones 

madures, suggereix que aquestes cèl·lules podrien acabar diferenciades i integrades en 

el circuit. Aquests resultats prometedors suggereixen la possibilitat d’un tractament 

fins i tot després de la pèrdua neuronal, però malgrat aquestes esperançadores 

observacions, per obtenir una conclusió clara i començar a pensar en una possible 

aplicació clínica, són necessàries més anàlisis que confirmin que les cèl·lules que 

expressen marcadors de CRG procedeixen realment de les cèl·lules injectades. En el 

cas de les cèl·lules ganglionars, aquesta possibilitat resulta certament remota, ja que la 

connexió d’aquestes cèl·lules amb el cervell implica la regulació d’una sèrie 

d’esdeveniments de guia axonal que no es troben activats en l’individu adult. No 

obstant això, en el cas d’altres tipus de neurones retinals, com ara els fotoreceptors, 
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cèl·lules horitzontals, bipolars, etc., els nostres resultats obren una esperança més 

plausible. 
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Els resultats on es detallaran les dades descrites en aquesta memòria, que eren 

objecte de la proposta inicial, s’estan finalitzant i seran enviats ben aviat per ser 

publicats. 

 

 

 


