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R E S U M E N

Objetivo: Las células ganglionares de la retina (RGC) son las células que se afectan primero

en neuropatologías como el glaucoma, por eso es importante investigar nuevas estrategias

neuroprotectoras. Las células de Müller son células gliales que proporcionan a las neuronas

factores tróficos y soporte físico. El propósito del presente estudio fue analizar el efecto de

las células de Müller en la supervivencia y la formación de neuritas en las RGC.

Método: Se cultivaron células de Müller de rata hasta obtener un cultivo confluente sobre el

que se añadieron RGC. Cultivos puros de RGC fueron usados como control. Se marcaron las

RGC con anticuerpos anti-�III-tubulina y las células de Müller con antiglutamina sintetasa,

los núcleos se tiñeron con DAPI. Se cuantificó el número de RGC y número y longitud de las

neuritas.

Resultados: No hay diferencias en el número de RGC entre el control y las células crecidas

sobre el sustrato de Müller. Aumenta la proporción de neuritas en RGC que crecieron sobre

células de Müller, el número RGC con 1-3 neuritas pasa de un 19 a un 43%. También aumenta

la longitud de las neuritas, el número de RGC con neuritas de entre 50-200 �m aumenta de

un 21 en control a un 41% en cocultivo y con más de 200 �m pasa de un 6 a un 20%.

Conclusiones: Las células de Müller mantienen la supervivencia de las RGC e inducen un

aumento tanto del número como de la longitud de las neuritas de las RGC.

© 2014 Sociedad Española de Oftalmología. Publicado por Elsevier España, S.L.U. Todos

los derechos reservados.
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Effect of Müller cells on the survival and neuritogenesis in retinal ganglion
cells

Keywords:

Müller cells

Retinal ganglion cells

Survival

Neuritogenesis.

a b s t r a c t

OBJECTIVE: Retinal ganglion cells (RGCs) are the first affected cells in neuropathies like glau-

coma, for that reason it is very important to explore new methods to neuroprotect these

neurons. Müller cells are glial cells that provide the neurons with trophic factors and scaf-

fold. The purpose of this study was to analyze the effect of Müller cells on survival and

neurite formation in RGCs.

METHOD: Rat Müller cells were grown until a confluent culture on which rat RGCs were

added, using pure culture of rat RGCs as controls. RGCs were labeled with �III-tubulin, and

Müller cells with glutamine synthetase antibodies. In addition, nuclei were stained with

DAPI. The number of RGCs and number and neurite length were measured.

RESULTS: No differences were found in the number of RGCs between control and cells grown

on the substrate of Müller cells. The proportion of RGCs with neurites increased when they

grew on Müller (RGCs with 1-3 neurites increased from 19% to 43%. The length of neurites

also increased in RGCs grown on Müller cells, with the number of RGCs with neurites from 50

to 200 �m increasing from 21% to 41%, and with neurites of more than 200 �m the increase

was from 6% to 20%.

CONCLUSIONS: Müller cells support the survival of RGCs and induced an increase in the

number and length of neurites of RGCs.

© 2014 Sociedad Española de Oftalmología. Published by Elsevier España, S.L.U. All rights

reserved.

Introducción

El sistema nervioso central de los mamíferos tiene una
capacidad limitada para la reparación, y después de una
enfermedad o lesión en la retina, como por ejemplo el
glaucoma1,2, la degeneración axonal3, la isquemia4,5 o la
diabetes6,7, se produce la muerte de las células gangliona-
res de la retina (RGC) que puede conducir a una ceguera
irreversible3,8. Las RGC son incapaces de regenerarse de
manera eficiente después de un daño severo, en su lugar
mueren por apoptosis9,10; sin embargo, en un ambiente
adecuado, se ha demostrado que pueden recuperar su capa-
cidad regenerativa11. Como consecuencia, las estrategias
iniciales de regeneración deben centrarse en el mante-
nimiento de la supervivencia de las RGC y la posterior
promoción de la elongación axonal y su reintegración funcio-
nal.

Las RGC están en estrecho contacto con las células gliales,
en la retina hay 3 tipos: las células de Müller, los astroci-
tos y la microglia3. Las células de Müller se extienden por
todo el espesor de la retina dándole estabilidad estructu-
ral y mantienen un estrecho contacto con la mayoría de
las neuronas de la retina12. También proporcionan a las
neuronas factores tróficos, así como el mantenimiento de neu-
rotransmisores y la homeostasis de iones13,14. Estas células
de apoyo tienen la capacidad de promover la superviven-
cia celular y la reparación, pero también pueden facilitar
la degeneración de los tejidos en su forma reactiva13,15. De
este modo, estudiaremos el efecto in vitro de las células de
Müller en la supervivencia y la formación de neuritas en las
RGC.

Material y métodos

Las células para cultivos se obtuvieron de ratas sprague-
dawley hembras adultas. Las retinas fueron diseccionadas
cuidadosamente y el tejido se disoció usando tripsina
(0,25% tripsyn-EDTA, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.)
durante 30 minutos para las células de Müller, y papaína
(Worthington Papain Disociation kit, Worthington Biochemi-
cal Lakewood, NJ, EE. UU.) durante 90 minutos para las RGC. El
tejido fue homogeneizado y centrifugado para purificar y con-
centrar las células. Para el cultivo de RGC se siguió el protocolo
del fabricante del kit de disociación Worthington Papain Diso-
ciation kit (Worthington Biochemical Lakewood, NJ, EE. UU.).
Tras purificar las células se sembraron en pocillos de placas
de 24 pocillos sobre cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina
(10 �g/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y laminina
(10 �g/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Se compara-
ron 2 tipos de cultivos, por una parte RGC cultivadas durante
5 días sobre cubres tratados con poli-L-Lisina y laminina, que
fueron usados como control. Y por otro lado cocultivos, en los
que células de Müller se cultivaron hasta ser confluentes, nor-
malmente la confluencia la adquieren en el día 10 poscultivo,
momento en el que se añadieron las RGC, que fueron culti-
vadas durante 5 días adicionales. Los cultivos se mantuvieron
con medio Neurobasal A (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.
UU.) suplementado. Al menos se realizaron 3 réplicas de cada
tipo de cultivo, y este procedimiento se realizó por triplicado.

Transcurridos los 5 días de cultivo de las RGC, las células
fueron fijadas con metanol y lavadas con PBS (tampón fosfato
salino pH 7,0), tras bloquear los antígenos inespecíficos con
el tampón de bloqueo (3% BSA y 0,1% Triton X-100 en PBS)
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Figura 1 – Fotografía de un cultivo de RGC (A) y RGC sobre una monocapa de células de Müller (B) donde se marcan las RGC
con �III-tubulina en verde y los núcleos se tiñen con DAPI. Gráficas en las que se representa la supervivencia de RGC (C) en
control frente a las células crecidas sobre un sustrato de células de Müller, y el porcentaje de RGC respecto al número de
neuritas por célula (D) y la longitud de la neurita más larga (E) (* p < 0,05, ** p < 0,01).

se les añadieron los anticuerpos: anti-�III-tubulina de ratón
(Promega Madison, WI, EE. UU.) como marcador específico de
RGC en dilución 1:2.000 y anti-glutamina sintetasa de conejo
(Abcam Cambridge, Inglaterra) como marcador específico de
las células de Müller en dilución 1:10.000. Tras volver a lavar se
añaden los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 antirratón
y Alexa Fluor 555 anticonejo (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE. UU.) ambos en dilución 1:1.000, y DAPI (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EE. UU.) marcador nuclear en dilución 1:10.000.

Se tomaron imágenes usando un microscopio de epifluo-
rescencia (Zeiss, Jena, Alemania). Se realizaron 10 fotografías
al azar por cada cubreobjeto, usando un objetivo de 10 X.
Se realizó un recuento celular de todas las células de cada
fotografía atendiendo a la siguiente clasificación: células sin
neuritas, células de 1-3 neuritas y células con más de 3 neu-
ritas. Las células con neuritas se clasificaron en: neuritas
menores de 50 �M, entre 50-200 �M o más de 200 �M. Final-
mente se analizaron estadísticamente los resultados usando
un test t de Student.

Resultados

En la figura 1 se puede apreciar la diferencia entre las RGC que
crecieron en control sobre cubres cubiertos de poli-L-lisina y
laminina (fig. 1. A) y las que crecen sobre una monocapa de
células de Müller (fig. 1. B). Mientras que las RGC en control
son células generalmente esféricas o con una neurita corta,
por el contrario, cuando crecen sobre células de Müller, las
RGC presentan un mayor número tanto de neuritas como de
la longitud de estas.

Para analizar la supervivencia celular, se realizó un
recuento del número de RGC crecidas en cultivos control, el
valor medio fue normalizado y tomado como el 100%, y fue
comparado con el número de RGC crecido sobre un sustrato
de células de Müller. No se encontraron diferencias significa-
tivas entre ambos grupos respecto a la supervivencia de las
RGC (fig. 1. C).

Se realizó un recuento del número de neuritas que tenía
cada RGC, clasificándose estas en RGC sin neuritas, con entre
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1-3 neuritas o con más de 4 neuritas. Los resultados muestran
un aumento significativo del número RGC que tienen entre 1-3
neuritas, que pasa de un 19% en cultivos sin Müller al 43% en
los cocultivos (p = 0,018) (fig. 1. D). En relación con la longitud
de las neuritas también aumenta en las RGC que crecen sobre
células de Müller, así, el número de RGC que tienen neuritas
de entre 50-200 �m aumenta de un 21 a un 41% (p = 0,003) y el
de células con neuritas de más de 200 �m pasa de un 6 a un
20% (p = 0,022) (fig. 1. E).

Discusión

Las células de Müller, el principal tipo de células gliales de
la retina, son responsables del soporte homeostático y meta-
bólico de las neuronas de la retina14. En estudios previos de
nuestro grupo se había demostrado un papel neuroprotector y
de regeneración de las células de Müller hacía las RGC a través
de la liberación de factores tróficos y agentes antioxidantes16.
En el presente estudio se ha observado que si bien no se ha
visto un aumento significativo de la supervivencia en 5 días
de cultivo de las RGC de rata creciendo sobre una monocapa
confluente de células de Müller sí aumenta la neuritogénesis,
ya que se ha observado un incremento en el número de célu-
las con neuritas, así como de la longitud de dichas neuritas,
dato ya observado en cerdo17 y ratón18.

A medida que avanza el desarrollo de las RGC, su super-
vivencia depende de factores secretados por las células de
Müller19. Cultivos de células de Müller secretan factor de cre-
cimiento nervioso (NGF) y otras moléculas neurotróficas como
factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) o factor deri-
vado del epitelio pigmentado (PEDF) entre otras, que apoyan la
supervivencia y la neuritogénesis de las RGC18,20. También se
ha observado que los mediadores solubles derivados de la acti-
vidad de las células de Müller pueden atenuar el daño inducido
por hipoxia y la pérdida de RGC21, corroborando así su papel
neuroprotector. Además, se ha observado que la glía activada
promueve el crecimiento de las neuritas vía apolipoproteína
E22.

En conclusión, los factores tróficos secretados por las célu-
las de Müller favorecen la formación y la elongación de las
neuritas de las RGC de rata in vitro, lo que les confiere propie-
dades neuroprotectoras.
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