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RESUMEN

En peces y anfibios existe una zona marginal ciliar (ZMC) que sirve como
nicho de células troncales, estas células pueden diferenciarse a todos los tipos
neuronales de la retina y continuar produciendo progenitores durante toda su vida.
Durante el desarrollo del ojo del perro, se desconoce si las células troncales
pierden su habilidad para diferenciarse. En el presente estudio se identificaron
células progenitoras, ganglionares y células en proliferacion durante la
retinogénesis canina con la expresion de marcadores especificos. Material y
métodos: ojos de perros en etapa embrionaria, fetal y neonatal fueron enucleados
y procesados para histologia e inmunohistoquimica. Se detectaron marcadores
inmunocitoquimicos especificos de la células progenitoras (Pax6, c-kit y Nestina),
células ganglionares (BDNF, Brn3a y Thy1) y células en proliferacion (,H3). Las
secciones fueron examinadas con microscopia de luz, electrénica y confocal.
Resultados: La expresion de Pax6, Nestina, c-kit y (H3 se detecté en la capa
neuroblastica de la retina en la etapa embrionaria. En la etapa fetal, Pax6, Nestina,
c-kit y ,H3 fueron expresados en la capa neuroblastica interna (CNBI) asi como
en la capa neuroblastica externa; BDNF, Thy1 y Brn3a solo fueron expresados en
la CNBI. En la etapa neonatal, todos los marcadores fueron expresados con
excepcion de c-kit. Conclusiones: La expresion de diferentes marcadores de
células progenitoras (Pax6, Nestina y c-kit) fueron detectados durante la etapa
embrionaria, fetal y neonatal en la retinogenesis canina. En la etapa fetal, fue
evidente la fase M del ciclo celular en las células progenitoras mientras que en la
etapa neonatal fue en las células ganglionares. La diferenciacién celular fue
detectada a partir de la etapa fetal con la expresion de Brn3a, Thy1 y BDNF. Los
genes Pax6 y BDNF incrementaron durante la retinogénesis canina, sin embargo
la proteina del gen BDNF solo fue expresada después de la etapa fetal.

Palabras clave: células progenitoras, retinogénesis canina,

inmunohistoquimica, Pax6, c-kit, Nestina.



ABSTRACT

In fish and amphibians there is a ciliary marginal zone (CMZ) which serves
as the stem cell niche, these cells can give rise to all types of retinal neurons and
continue to produce progenitors throughout life. During embryonic development of
the eye’s dog, it is unknown if the stem cells lose their ability to differentiate. In the
present study were describe stem cells, ganglion cells and proliferation cells during
canine retinogenesis each the expression of retina-specific marker. Methods:
Eyes from canine embryos, fetuses and dog from postnatal day 1 were enucleated
and then processed for histology and immunohistochemical analysis. The
expression of retinal-specific markers in stem cells (Pax6, c-kit and nestin),
ganglion cells (BDNF, Brn3a and Thy1) and cell proliferation (,H3) was
determined. Sections were examined with light, electron and confocal microscopy.
Results: Expression of Pax6, nestin, c-kit and ,H3 were localized mainly in
neuroblastic layer of the retina in the embryonary stage. At the fetal stage, Pax6,
Nestin, c-kit and ,H3 were expressed into the inner neuroblastic layer (INL) as
outer neuroblastic layer; BDNF, Thy1 and Brn3a were also expressed in INL.
During the neonatal stage, all retinal-specific markers were expressed except c-kit.
Conclusions: The expression of different progenitor markers was detected during
embryonary, fetal and neonatal stages in canine retinogenesis. Progenitor cells in
M-phase were found during fetal stage, whereas cells in this phase of cell cycle
were present in ganglion cells in neonates. Differentiated cells were detected
during fetal stage with the expression of BDNF, Thy1 and Brn3a. The genes Pax6
and BDNF were increased during canine retinogenesis; however the protein of

BDNF was expressed after fetal stage.

Key words: stem cells, canine retinogenesis, immunohistochemical, Pax6, nestin,
c-kit.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afos se han logrado muchos avances en el tratamiento de
padecimientos de la cornea, el cristalino y la retina. Enfermedades oculares como:
atrofia retiniana progresiva, degeneracion macular relacionada con la edad,
desprendimiento de la retina y glaucoma, estdn asociadas con la degeneracion

neuronal y son la causa principal del debilitamiento visual (Abmad, 2001).

El glaucoma es un grupo de enfermedades oculares caracterizado por la
muerte progresiva de células ganglionares de la retina y sus axones. En el
humano se estima que 60 millones de personas pueden estar afectadas por el
glaucoma, de las cuales 8.4 millones desarrollaran ceguera bilateral. En el caso de
animales domeésticos, se estima que el glaucoma afecta aproximadamente al 0.9%
de las razas puras de perros en América del Norte, siendo la de mayor
predisposicion Cocker Spaniel Americano. Ademas, el glaucoma afecta a gatos,
caballos, cabras y otras especies incluyendo animales de vida silvestre (Ofri y
Narfstrom, 2007; Gelatt, 2007).

A pesar de la incidencia de esta enfermedad, hasta la fecha no hay un
tratamiento eficaz capaz de bloquear el progreso de la enfermedad o restaurar la
funcién de la retina. En los ultimos afos la busqueda de generar una terapia de
restitucion celular, cuyo objetivo es reemplazar las células dafadas por nuevas,
para formar una nueva integracion sinaptica y asi poder recuperar el sistema
visual. Se ha observado que el trasplante de células troncales puede generar una
integracion estructural en el reemplazo de fotorreceptores, epitelio pigmentado y
células ganglionares; sin embargo, su funcionalidad no ha sido completamente
establecida. Por ello, actualmente las investigaciones se han enfocado en indagar
sobre la identificacion de genes y moléculas que participan en la homeostasis y
sobrevivencia de células troncales neurales (Ahmad, 2001; Ofri y Narfstrom, 2007;
Dahlmann-Noor et al., 2010).



1. ANTECEDENTES

1.1. CELULAS TRONCALES

1.1.1 DEFINICION Y PROPIEDADES

Las células troncales o células madres son definidas por sus dos principales

propiedades: auto-renovacion y potencial de diferenciacion.

Una célula troncal (Figura 1) es aquella célula indiferenciada que por su
capacidad de auto-renovacion puede dividirse simétrica y/o asimétricamente
generando una o mas células tanto idénticas como diferenciadas. Por su potencia,
es decir por su capacidad de diferenciarse dentro de un tipo celular especializado
se clasifican en: totipotentes (provenientes de la fusion de un 6vulo con un
espermatozoide, tienen la capacidad de diferenciarse a todos los tipos celulares
embrionarios y extraembrionarios), pluripotentes (con la cualidad de generar todas
las células de las tres capas germinales) y multipotentes (con la capacidad de
diferenciarse en las células de su capa germinal). En contraste, aunque las células
progenitoras conservan la propiedad de auto-renovacion, su nivel de
especializacion ha perdido cierto grado de diferenciacion, catalogandose como:
multipotentes (solo pueden dar lugar a tipos celulares de una familia) o
unipotentes (si pueden crear un unico tipo celular). Tanto las células troncales
como las progenitoras, juegan un papel importante en la organogénesis y en la
regeneracion de tejidos. En etapas adultas estas células residen en
microambientes especiales llamados nichos y su activacion dependera de sefiales
tanto intrinsecas como extrinsecas (Ahmad, 2001; McCulloch y Till, 2005; Li y Xie,
2005; Salem y Thiemermann, 2010).
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Figura 1. Propiedad de auto-renovacién y potencia presente en células

troncales y progenitoras. Modificado de Ahmad, 2001.



1.2 CELULAS TRONCALES Y PROGENITORAS DE LA RETINA

Durante el desarrollo embrionario del ojo, un grupo de células progenitoras
multipotentes de la vesicula oOptica tienen la capacidad de diferenciarse en
neuronas y células de la glia durante la vida embrionaria y en algunas especies
esta caracteristica continia en estado adulto. En peces y anfibios, células de la
retina contindan diferenciandose por toda la vida adulta, en aves esta
particularidad se encuentra limitada a etapas embrionarias 0 como respuesta a

una lesién, mientras que en mamiferos esta ausente (Reh y Levine, 1998).

1.2.1 ZONA MARGINAL CILIAR

En peces y anfibios, donde el desarrollo ocular se mantiene aun después de
finalizar la etapa embrionaria, es decir, células de Ila retina continuan
diferenciandose en el periodo de larva y en estado adulto se ha demostrado que
las células de la retina de estos organismos tiene la capacidad de regenerarse
durante la vida adulta. En estos animales, se ha observado una zona llamada
zona marginal ciliar (ZMC) que presenta un grupo de células troncales ubicadas
en la region mas periférica de la retina, cerca de la unién con el epitelio ciliar.
Estas células tienen la capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares de
la retina a lo largo de toda la vida adulta. En aves se ha reportado cierta capacidad
de regeneraciéon, sin embargo la ZMC es mas pequefia y su capacidad de
diferenciaciéon celular se ve limitada exclusivamente a la produccién de células
amacrinas y bipolares a partir de la diferenciacién de células de la glia de Muller
(Moshiri et al., 2004; Reh y Fischer, 2001; Reh y Fischer, 2006).



1.2.2 CUERPO CILIAR

En mamiferos se ha observado que el cuerpo ciliar es analogo a la ZMC de
peces y anfibios. En ratas y ratones adultos (Tropepe et al., 2000; Ahmad et al.,
2004) asi como en cerdos durante etapas embrionarias y postnatales (Gu et al.,
2007) se ha logrado diferenciar neuronas y glia a partir del aislamiento y
proliferacion in vitro de células del cuerpo ciliar en presencia de factores de
crecimiento epidérmico (EGF) y fibroblastico (FGF). En humanos también se ha
reportado la diferenciacion celular a partir de células troncales embrionarias (Nistor
et al., 2010) y células disociadas de la pars plana y la neuroretina de humanos
adultos post mortem, donde se aislaron células progenitoras y se observé que son
capaces de formar neuroesferas en condiciones apropiadas de cultivo que
expresan marcadores especificos de la glia, de células neuronales y de

fotorreceptores (Mayer et al., 2005).

1.2.3 EPITELIO PIGMENTADO

En estudios realizados con urodelos principalmente ajolotes y salamandras,
se ha observado que las células del epitelio pigmentado tienen la caracteristica de
transdiferenciarse y proliferar a nuevas células progenitoras. En embriones de
pollo y roedores esta habilidad se pierde durante estados tempranos del
desarrollo. Desde 1989 Park y Hollenberg colaboradores demostraron que
factores de crecimiento juegan un papel muy importante en el proceso de

transdiferenciacion (Moshiri et al., 2004).

1.2.4 GLIA DE MULLER

Fisher observd que después de ser dafada la retina del pollo con un

tratamiento toxico a base de NMDA, las células de la glia de Muller regresan al



ciclo celular, migran a la capa nuclear externa para entrar en la fase de mitosis y
sufrir una desdiferencion para dar lugar a nuevas neuronas y glia. Ademas se ha
probado que la combinacion de factores de crecimiento pueden estimular a la glia
para iniciar una onda de proliferacion. Sin embargo, muchas células permanecen
indiferenciadas; alguna diferenciadas a glia y en numero menor a neuronas

bipolares y amacrinas (Reh y Fischer, 2001; Fischer et al., 2002).

1.2.5 TRASPLANTE DE CELULAS TRONCALES EN LA RETINA

Takahashi y colaboradores (1998), demostraron que células progenitoras
neurales derivadas del hipocampo de rata adulta, que son trasplantadas en la
cavidad vitrea son capaces de asumir la morfologia de las células de la retina; sin
embargo, no expresaron marcadores especificos y su funcion esta aun por
dilucidarse. Desde entonces, se han intensificado los estudios presentandose
resultados variables y muchas veces contradictorios. En un estudio reciente donde
se trasplantaron células progenitoras en estadio de diferenciacién y/o bastones
jévenes en la retina en un modelo murino con distrofia de los fotorreceptores, se
demostré que el trasplante de neuronas jévenes o progenitoras casi diferenciadas
son capaces de migrar, sobrevivir y llevar a cabo su funcién fisiolégica (MacLaren
et al., 2006). Sin embargo, debido a la baja tasa de proliferacion de estas células y
a su controvertida obtencién, se dificulta el desarrollo para su utilizacion en el

tratamiento de humanos.



2. DESARROLLO DEL OJO

Durante el desarrollo del tubo neural a la altura del prosencéfalo se produce la
evaginacion del ectodermo neural que al hacer contacto con el ectodermo
superficial forma la vesicula éptica, esta union ejerce un efecto inductor en la
diferenciaciéon de la placoda del cristalino. Consecutivamente la parte distal de la
vesicula se invagina y da lugar a la copa optica, en este momento la vesicula del
cristalino se separa del ectodermo superficial y forma el cristalino. La retina se
forma en la parte posterior de la copa 6ptica. Hacia la porcion externa de la retina
se derivan células que contienen melanina y que constituyen el epitelio
pigmentado de la retina (EPR), mientras que en la porcién neural, los neuroblastos
en la retina sensorial se diferenciaran en células ganglionares, bipolares,
horizontales, amacrinas y fotorreceptores (conos y bastones). Por su parte, los
espongioblastos se diferenciaran en células de la glia de Miuller. En estudios
realizados en humano, ratébn y perro se ha identificado una secuencia de
diferenciacion celular cronoldgica durante la retinogénesis. Se ha observado que
las primeras células en diferenciarse son las células ganglionares y a partir de este
suceso, se suscitan ondas de diferenciacion de la parte central hacia la periferia y
de la capa interna hacia la externa de la retina (De Lahunta, 1983; Antunez, 2003;
Quiroz et al., 2004; Gelatt, 2007).

2.1 RETINOGENESIS CANINA

La retinogénesis en el perro se inicia en el dia 25 de gestacién, donde a partir
de una capa neuroblastica (Figura 2a) se formaran dos zonas: una marginal
interna (anuclear) y una germinativa externa (nuclear), iniciandose de esta manera
el proceso morfogenético caracterizado por ondas de diferenciacion. El EPR,
constituido por una capa de células cuboidales que contienen pigmento melanico
en su citoplasma acumulado hacia el extremo apical, se extiende desde los bordes

del nervio 6ptico hasta la ora serrata. Al dia 32 de gestacion, en la zona nuclear



externa se observa proliferacidén y migracién celular hacia la zona marginal interna,
originando las capas neuroblastica interna (CNBI) y neuroblastica externa (CNBE)
separadas entre si por el espacio transitorio de Chievitz. Dentro de la CNBI las
primeras células en diferenciarse son las ganglionares, cuyos axones se dirigiran
hacia el cerebro y formaran la capa de fibras nerviosas del nervio éptico (Figura
2Db).

Las células ganglionares estan clasificadas de acuerdo a su morfologia,
fisiologia y tamafo de soma. La franja visual compuesta por un denso numero de
células ganglionares se encuentra en el area central, es una banda orientada
horizontalmente localizada en la retina central entre la region dorsal y temporal del
nervio optico. Una baja concentracion de células ganglionares se observan en la
retina periférica. Las células ganglionares identificadas en el perro son: células
alfa, cuyo soma es muy grande (21-23 ym 6 33-44 uym en la region central y
periférica respectivamente), un campo dendritico amplio (160-200 um en la retina
central y 1100 ym en la periférica) y un axéon pronunciado. Estas células
representan una pequefa poblacion tan solo del 3-14% del numero total de células
ganglionares. Células beta, tienen un soma pequefio (14 um en la retina central y
21 a 30 um en la periferia), un pequefio campo dendritico (25-360 um en la retina
central y periférica respectivamente) y un pequefo axén. Son mas comunes que
las alfa, debido a que representan el 90% del total de la poblacion. Células Gama,
se presentan en los perros pero su informacién se encuentra aun limitada (Aguirre
et al., 1972; Brooks et al., 1999).

La consolidacion de la capa de células ganglionares (CCG) se presenta en el
dia 45 vy es el resultado de la formacion de la capa plexiforme interna (CPI); en
este dia ademas se observan los primeros conos y bastones rudimentarios. Entre
el dia 1 y 16 postnatal los segmentos interno y externo de los fotorreceptores son
detectados, la CNBE (dia 7-19) comienza a separarse con el surgimiento de la
capa plexiforme externa (CPE) formando las capas: nuclear interna (CNI) y

externa (CNE) entre el dia 7 y 13. Desde el dia 16 y hasta el dia 40 postnatal



continua el desarrollo de las capas de la retina; en la parte proximal de la CNI se
localizan las células amacrinas, en la intermedia se encuentran los nucleos de las
células bipolares y glia de Muller, mientras que en la distal se localizan las células
horizontales, eliminando con esta disposicion celular la capa transitoria de
Chievitz; en la CNE, se disponen los cuerpos de los fotorreceptores (Figura 2c).
Finalmente al término de esta diferenciacién celular, histologicamente la retina se

divide en 10 capas:

. Epitelio pigmentado de la retina (EPR)
. Capa de fotorreceptores (CFR)
. Membrana limitante externa (MLE)

. Capa nuclear externa (CNE)

1

2

3

4

5. Capa plexiforme externa (CPE)
6. Capa nuclear interna (CNI)

7. Capa plexiforme interna (CPI)
8. Capa de células ganglionares (CCG)
9. Capa de fibras nerviosas (CFN)

1

0.Membrana limitante interna (MLI)

(Aguirre et al.,, 1972; Tasman y Jaeger, 1994; Cook, 1995; Marquardt y Gruss,
2002; Gelatt, 2007).
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Figura 2. Retinogénesis. A) Capa neuroblastica (CNB) donde se observan sus
dos zonas: marginal interna (anuclear) y germinativa externa (nuclear). B) Las células de
la capa neuroblastica migran y forman dos capas interna (CNBI) y externa (CNBE),
algunas células comienzan su diferenciacion a células ganglionares (1). C) Al terminar la
diferenciacion celular, la retina presenta una capa de fibras nerviosas (CFN); capa de
células ganglionares (CCG); capa plexiforme interna (CPI) formada por las uniones
sinapticas de células ganglionares (1) con amacrinas (2); capa nuclear interna (CNI)
integrada por los nucleos de células amacrinas (2), bipolares (3) y horizontales (4); capa
plexiforme externa (CPI), constituida por uniones sinapticas de las células bipolares (3) y
horizontales (4) con los conos (5) y bastones (6); capa nuclear externa (CNE) compuesta
por los nucleos de los conos (5) y bastones (6); capa de fotorreceptores (CFR) localizados
los segmentos externos de los conos y bastones; epitelio pigmentado de la retina (EPR).
Modificado de Dahlmann-Noor et al., 2010.



3. EXPRESION GENETICA DE CELULAS PROGENITORAS

Dentro de los diferentes modelos animales ( rana, mosca de la fruta y embrion
de pollo) se ha observado que la retinogénesis esta regulada por la expresion de
diferentes vias de sefalizacion, entre ellas se encuentran: Sonic hedgehog (Shh),
cuya expresion inicia la diferenciacion de las células ganglionares; Notch y Wnt
que regulan el potencial proliferativo y el estado indiferenciado de células
progenitoras dentro del nicho; Chx10, Pax6, Rx1, Six3 y Six6, genes implicados en
la diferenciacion de las células progenitoras, asi como, en el mantenimiento de la
zona marginal ciliar. También se han identificado diferentes genes involucrados en
el desarrollo del ojo, que participan en la especificacion de diversos tipos celulares
y cuya expresion puede modificar la presencia de algun tipo celular mientras que
SuU ausencia causa serios problemas en la formacion del ojo como la anoftalmia,
microftalmia, ciclopia, coloboma, afaquia, etc. (Marquardt y Gruss, 2002; Zaghloul
et al., 2005; Raymond et al., 2006).

3.1 Pax6

Uno de los genes de mayor importancia durante el desarrollo ocular es el
factor de transcripcion denominado Pax6, cuya expresion esta localizada en el
sistema nervioso central, nariz, pancreas y 0jo. Su expresidén ha sido reportada
antes de la formacioén de la placoda del cristalino, participando activamente en la
diferenciacion del cristalino y la retina durante el desarrollo embrionario, mientras
que en el ojo adulto su expresion es mantenida en el cristalino, cérnea, células
ganglionares y amacrinas de la retina. Las mutaciones de Pax6 estan asociadas
con anomalias en la retina, iris, cristalino y cérnea. En humanos las mutaciones
han sido identificadas en pacientes con aniridia, cataratas, dislocacion del lente,

displasia foveal, hipoplasia del nervio éptico, nistagmus y glaucoma; ademas se ha



descrito en la anomalia de Peters, donde los pacientes presentan leucoma, capas
posteriores de la cérnea defectuosas, adhesion entre la superficie anterior del
lente y la superficie posterior de la cornea y/o adhesidén entre el iris, ademas
defectos en cornea y cristalino. En el ratéon, las mutaciones de Pax6 son
responsables de un fenotipo heterocigoto conocido como “small eye” (Sey). Se ha
reportado que este fenotipo presenta malformaciones del ojo (microftalmia,
hipoplasia del iris, cataratas, lente vacuolado y dislocado), problemas letales al
nacimiento (ausencia del ojo, nariz y bulbo olfatorio e inadecuada migracion

neuronal) y crecimiento retardado (microtia y coloboma).

Durante la retinogénesis en el ratén, Pax6 es expresado en todas las
células progenitoras de la retina, su deficiencia lleva a una reduccion en la
actividad mitética que conducira a un retraso en la diferenciacion de las neuronas,
mientras que en su ausencia la diferenciacion de células progenitoras se restringe
solo a la generacién de células amacrinas (Strachan y Read, 1994; Quinn JC et
al., 1996, Ashery-Padan R et al., 2000, Marquardt et al., 2001; Hever et al., 2006;
Osumi et al., 2008).

Recientemente, Thummel y colaboradores (2010) encontraron en pez cebra
dos genes paralogos de Pax6 (Pax6a, Pax6b) los cuales codifican para proteinas
funcionales que regulan la formacién y diferenciacién de la retina y el cristalino.
Ellos sefalan que el “Knockdown” de Pax6b inhibe la subsecuente divisién de los
progenitores derivados de la glia de Muller de la CNI. En contraste, Pax6a permite
su division temprana pero evita la tardia. Esta reduccién de las células
progenitoras en la CNI tiene como consecuencia una pérdida de conos
regenerados pero no de bastones, sugiriendo que los progenitores derivados de la

CNI fueron requeridos para la regeneracion de conos.

Por su parte Doh y colaboradores (2010) observaron el patrén de expresion
de Pax6 durante desarrollo del embrion de pollo. Un numero pequefio de células

progenitoras fue detectado por inmunohistoquimica en la CNBI durante la etapa



E4. Posteriormente, el incremento de Pax6 se encontr6 en la CNI en la ES8.
Finalmente en etapas tardias del desarrollo (E10), células ganglionares y
amacrinas fueron marcadas mientras que algunas células horizontales

presentaron una marca tenue después de la E14.

3.2 Nestina

Otro gen importante durante el desarrollo del ojo es Nestina, cuya proteina
es caracteristica de los filamentos intermedios tipo IV del citoesqueleto y fue
identificada como un marcador de células progenitoras mitéticamente activas del
sistema nervioso central (SNC) y del sistema nervioso periférico (SNP) que se
diferenciaran a neuronas y glia; también se ha encontrado en precursores del
musculo esquelético y cardiaco asi como en epidermis, corazon, pancreas rifion y
pulmén. Se ha caracterizado como un marcador de células troncales y
progenitoras neurales; su expresion esta reportada en peces, pollos, rata, raton y
humano en donde participa activamente en el desarrollo del cerebro y del ojo.
Dentro de las anormalidades encontradas por una inadecuada expresion de esta
proteina encontramos: microcefalia (tamafo reducido del cerebro), hidrocefalia y
microftalmia (Wiese et al., 2004; Michalczyk y Ziman, 2005; Mahler y Driever,
2007; Gilyarov, 2008; Chen et al, 2010).

En los ultimos afos varios autores han enfocado sus estudios en
caracterizar la presencia de esta proteina durante el desarrollo del ojo y posterior a
una lesion ocular. Mahler y Driever (2007) identificaron en el estado embrionario,
larval y juvenil del pez cebra una extensa expresioén dentro del SNC y SNP. Su
distribucion fue observada en la zona ventricular, telencéfalo y diencéfalo en el
SNC y en el par craneal VII, VIl y X del SNP. Por su parte, Chen y colaboradores
(2010) observaron que al inocular el morfolino de Nestina en ojos del pez cebra,
de 48 horas post-fertilizacion, la retina presentaba una pobre organizacién vy

defectos en el desarrollo de la lente en ambos ojos como consecuencia de la



reduccién en las células progenitoras de la retina y células progenitoras epiteliales

debido al incremento de apoptosis.

En lo referente a la presencia de nestina después de una lesiéon, Wohl y
colaboradores (2009) encontraron en ratones adultos sometidos a una axotomia
del nervio 6ptico, un aumento en el numero de células marcadas con BrdU cinco
dias después de la lesion. Ademas, observaron que estas células estaban
asociadas con la expresion de Nestina y GFAP (por sus siglas en inglés: glial
fibrillary acidic protein) en la CCG, CFN y cuerpo ciliar (pars plana y plicata), lo que
sugiere que células troncales y progenitoras neurales asi como células de la glia,
una vez que detectan el dafo, comienzan a proliferar con la finalidad de mantener

la integridad de la retina.

3.3 c-kit

c-kit es un glicoproteina transmembranal que contiene un dominio tirosina-
cinasa intracelular. Junto con su ligando stem cell factor (SCF), c-kit interactuan
para el mantenimiento de células troncales en la gametogénesis, hematopoyesis y
melanogénesis, mientras que en el SNC podrian participar en la neurogénesis. La
disminucién en la expresién de este gen causa defectos que incluyen esterilidad,
anemia y despigmentacion, mientras que su ausencia en el ratén es fatal durante
la primera semana postnatal causandole la muerte. El piebaldismo se presenta a
causa de la mutacion de c-kit, los ratones afectados nacen con zonas
despigmentadas en cabeza y tronco, debido a la ausencia de melanocitos (Tosaki
et al., 2006; Keshet et al., 1991). También se ha observado que en el sistema
nervioso, interviene en el establecimiento de conexiones neurales promoviendo la
sobrevivencia neuronal y especificamente en el SNP c-kit esta implicado en la
sobrevivencia, migracion, proliferacion y diferenciacién de células progenitoras de
la cresta neural. En el ojo del raton, su expresion se ha reportado en células

progenitoras del epitelio pigmentado de la retina y del cuerpo ciliar, ademas en



células amacrinas y ganglionares de la retina en roedores adultos (Hirata et al.,
1993; Das et al., 2004, Koso et al., 2007).

Koso y colaboradores (2007) examinaron la expresion de c-kit en la retina
del raton en etapas embrionarias y postnatales, por inmunohistoquimica
encontraron que la intensidad de la sefial fue mayor en la regién central y declin
en la periférica. Al analizar la etapa embrionaria (E14), c-kit fue expresado
aproximadamente en el 40% de las células de la retina neural, mientras que,
después del nacimiento disminuy6 drasticamente hasta un 5% en P7 y solo un 2%

fue observado en células amacrinas y ganglionares de animales adultos.

4. EXPRESION GENETICA DE CELULAS GANGLIONARES

Una vez que las células ganglionares comienzan a diferenciarse, la expresion
genética cambia. Jagatha y colaboradores (2009) encontraron que ciertos genes
estan intimamente relacionados con la via de sefalizacion Shh y algunos factores
de crecimiento como FGF2, interactuan en la diferenciaciéon ganglionar. Dentro de

estos genes encontramos a BDNF, Thy1 y BRN3A.

4.1BDNF

BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro), es una neurotrofina crucial
para la plasticidad neuronal. Tiene varios papeles en la sobrevivencia celular,
apoptosis, expresion de genes, en el crecimiento de neuritas, axones y morfologia
celular. Acoplado al receptor TrkB promueven la sobrevivencia ganglionar y la
regeneracion axonal. Diferentes autores han reportado la expresiéon de BDNF y
TrkB en la CCG y CNI de diferentes especies de vertebrados, desde peces hasta
monos, ademas se ha observado su expresion en células amacrinas al igual que

una colocalizacion de en conos y células ganglionares de ratones. Caminos et al.,



(1999) observé la regeneracion del nervio dafiado en peces después de 30 dias
posteriores a una lesion. La expresion de BDNF fue observada por
inmunohistoquimica en la CNI y CCG, en los cuerpos celulares y en procesos de
la glia de Mdller. Por su parte, Weber y Harman (2008), mediante el colorante
amarillo de Lucifer, compararon la morfologia de las células ganglionares a y 3 de
ojos de gatos que recibieron tratamiento con BDNF posterior a una lesién del
nervio oOptico; encontraron que los cambios sufridos en las dendritas (longitud,
complejidad y area de superficie) y el soma (reduccion del tamafio) de células no
tratadas son mayores en las células a y B; sin embargo, ambas células preservan
caracteristicas morfologicas similares a las observadas en células normales en
una dosis de 90 pL de BDNF. En recientes estudios realizados por Germana y
colaboradores (2010), encontraron un patrén de expresion similar de BDNF
durante el desarrollo de la retina del pez cebra. Por inmunohistoquimica
observaron una alta reactividad en la CNE, CPE y CPI, sugiriendo que los
fotorreceptores en la CNE expresan BDNF, la confirmacion de esta neurotrofina
fue realizada mediante la expresion de ARNm durante el desarrollo larval (10-50

dias post-fertilizacién) y en animales adultos.

4.2 Brn3a

Brn3 es un factor de transcripcion que regula el desarrollo, morfologia y
funcién de las células ganglionares. Es expresado en el nucleo de las células que
han finalizado su migracion y comienzan a diferenciarse en células ganglionares.
Brn3a, Brn3b y Brn3c son miembros altamente homdlogos de la subfamilia de
clase IV del dominio POU; expresado en células del ratén, conejo y mono.
Después de completar su mitosis terminal, el 80% de las células precursoras de
las células ganglionares expresan Brn3a y Brn3b. En ausencia de Brn3b se ha
observado que células que se diferencian a ganglionares sufren una diferenciacion

a células amacrinas y horizontales. Estas células mueren prenatalmente o pueden



tener trayectorias aberrantes de los axones intra o extraoculares y en la edad

adulta el numero de células ganglionares pueden reducirse a un 30%, incluyendo

" no muestran

/-

aquellas células que expresan Brn3a o Brn3c. Ratones Brn3c
defectos en la estructura de la retina. Sin embargo, ratones Brn3a ™ mueren al
nacimiento debido a defectos en la asta dorsal y neuronas trigeminas pero no
demuestran defectos en la estructura de la retina (Badea et al., 2009). En un
estudio realizado por Doh (2010) observa la expresion de Brn3a durante el
desarrollo del embridén de pollo, él observa que en la etapa embrionaria E6 la
expresion es detectada desde en la CCG vy conforme avanzd el desarrollo el
marcador fue organizado en 3-4 capas celulares y su expresion aumenté en

numero e intensidad (E8 —E10).

4.3 Thyl

Thy1 es un gen perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas.
Algunos miembros de la familia son expresados en el sistema inmune y nervioso
central como Thy1, OX2 y CD4. En mamiferos se localiza sobre la superficie de
todas las neuronas, abarcando a las células ganglionares de la retina y eliminando
su expresion en las neuronas del bulbo olfatorio. La expresién de este marcador
sobre las células ganglionares delimita perfectamente sobre sus dendritas en la
CPl y sus axones sobre CFN, ademas descarta a las células amacrinas
desplazadas localizadas también en la CCG. Se desconoce realmente cual es su
funcién, sin embargo podria estar participando en la reorganizacion e interaccion
celular durante la morfogénesis; ademas su disminucion esta relacionado con la
reduccion de células ganglionares, sugiriendo que interviene en la programacion

apoptética de las células ganglionares (Vidal et al., 1990; Raymond et al., 2008).



II. JUSTIFICACION

El glaucoma es un grupo de enfermedades oculares caracterizadas por un
dafo progresivo al nervio optico debido a una muerte de células ganglionares, asi
como la pérdida de sus axones y como consecuencia la disminucion visual (Ofri y
Narfstrom, 2007; Gelatt, 2007).

El perro representa un modelo natural excelente para estudiar diversos
desdérdenes degenerativos de la retina por las similitudes que presenta con la
retina humana con respecto a la biologia de las células ganglionares. Debido a la
incidencia del glaucoma en perros, la importancia clinica de encontrar células
progenitoras llevara a plantear una terapia para la regeneracion de la retina.
Ademas, aun hay mucho que comprender sobre los mecanismos que regulan y/o
llevan a la diferenciacién de los tipos de neuronas que conforman la retina y de los
aproximadamente 60 subtipos identificados en la retina de los mamiferos
(Masland, 2004).

En el grupo de la Dra. Andrea Carvalho de la Facultad de Veterinaria en la
Universidad Autbnoma de Barcelona, se han aislado células progenitoras de la
retina del perro adulto con las mismas caracteristicas que las localizadas en el
humano (comunicacion personal), sugiriendo que la retina de humano y perro
podrian presentar cierta capacidad regenerativa como en el caso de los anfibios y
peces. No obstante, aun quedan muchas dudas en relacién a la biologia de las
células progenitoras de la retina, lo que hace necesaria la investigacién del
desarrollo de la retina, con énfasis en la identificacion de estas células y los
factores tanto intrinsecos como extrinsecos que influyen en la diferenciacion
celular. De acuerdo con lo anterior la caracterizacidon de células progenitoras
durante el desarrollo de la retina del perro abrira camino para futuros estudios

enfocados en la regeneracion neuronal.



1. HIPOTESIS

Durante la retinogénesis canina, son expresados marcadores especificos de

células progenitoras en la etapa embrionaria, fetal y neonatal.



IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Buscar la presencia de células progenitoras durante la retinogénesis en etapas

pre-natal y post-natal del desarrollo canino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Correlacionar el grado del desarrollo de la retina con la etapa del desarrollo

canino empleando microscopia de luz.

2. ldentificar por inmunohistoquimica la presencia de células progenitoras y

células en proliferacién de la retina canina.

3. Identificar por inmunohistoquimica el comienzo de la diferenciacion celular

en la retina canina.

4. Detectar la expresion de genes especificos de células progenitoras y

ganglionares durante la retinogénesis por RT-PCR en la retina canina.



V. MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION DE LA MUESTRA

Durante las campafias de esterilizacion impartidas en el Centro de Control
Canino de Ecatepec, Estado de Meéxico, asi como en el departamento de
ensefianza quirurgica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma México. Se recolectaron nueve uteros de perras
gestantes los cuales fueron colocados en solucion salina fisioldégica vy
transportados al Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM para su
estudio en el laboratorio. Todos los animales fueron sacrificados de acuerdo a las
medidas éticas sefaladas por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
que determina las “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio”. Posterior al sacrificio, se le realizé la enucleacion
basandonos en la metodologia citada por Fossum y colaboradores (2004); se
inici6 con una cantotomia lateral, posteriormente se seccion6é hacia la region
lateral de la unién de los margenes palpebrales superiores e inferiores. Se realizd
una incision perilimbica de 360°, a continuacién la conjuntiva fue separada; los
cuatro musculos rectos fueron liberados y seccionados sobre la esclerética; por
ultimo el nervio optico fue seccionado. El numero total de ojos incluidos en este
estudio fue de 102; 41 fueron procesados para el analisis morfolégico (23 incluidos
en parafina y 18 en resina epdxica); 34 se procesaron para el analisis de

inmunohistoquimica y 27 para la técnica de RT-PCR.



2. ESTUDIO HISTOLOGICO

2.1PARAFINA

Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido al 4% (PFA 4%) durante
24 hrs a 4°C, una vez transcurrido el tiempo las muestras fueron deshidratadas
utilizando cambios de una hora en diferentes concentraciones de alcohol (80%,
90%, 96%, 100%) y xilol. Posteriormente el tejido fue colocado en dos bafos de
parafina fundida (paraplast®) por una hora en cada bafo y fueron incluidos dentro
de las escuadras de Leukart. Se realizaron cortes de 15 um en el micrétomo y
fueron tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina. Los cortes obtenidos se
desparafinaron con xilol y fueron rehidratados con alcohol al 100%, 96%, 80%,
70% y 50%. Posteriormente los cortes fueron colocados en agua destilada, tefidos
con hematoxilina y lavados con agua corriente y agua destilada. Después, fueron
colocados en alcohol al 70% y tefiidos con eosina. Por ultimo fueron deshidratados
en alcohol al 70%, 80%, 90%, 96%, 100% y aclarados con xilol. Se montaron

utilizando Cytoseal® para su observacién al microscopio de campo claro.

2.2RESINA DE EPON

Para el analisis del tejido en microscopia de alta resolucién, los ojos fueron
fijados en una solucion de Karnovsky (Karnovsky, 1965) libre de calcio con pH 7.4
durante 12 hrs, transcurrido el tiempo fueron lavados en buffer de cacodilato de
sodio 0.1 M durante 12 hrs. Posteriormente fueron post-fjados con 1% de
tetroxido de osmio (OsQ.) al 1% en buffer de Zetterqvist (Zetterqvist, 1956) por 1 h
y lavados con agua destilada. A continuacion fueron deshidratados con una serie
de alcoholes graduales (70%, 80%, 90%, 95% y 100%). Por ultimo fueron
incluidos en resina Epon 812. Se obtuvieron cortes de 1 um en el ultramicrétomo,
los cuales fueron contrastados con azul de toluidina. Lo cortes fueron observados

en al microscopio de campo claro y en el electrénico de transmisién.



3. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Cada ojo fue incubado en una soluciéon amortiguadora de sacarosa (30% en
buffer de fosfatos) durante toda la noche. Se incluyeron en Tissue-tek (OCT 4583
compound), se congelaron a -70°C y se crioseccionaron a 15 um de espesor. Los
cortes fueron tratados con triton X-100 al 1% en buffer de fosfatos (PBS) con pH
7.1 por 10 min, se lavaron en PBS y se incubaron en una solucion de albumina al
1% en PBS durante 2 hrs. Para este estudio se utilizaron anticuerpos especificos

de células progenitoras, ganglionares y células en proliferacién (Tabla 1).

Los cortes fueron incubados con los anticuerpos primarios durante toda la
noche a 4°C. Posteriormente se lavaron con PBS y las secciones fueron
nuevamente tratadas con la solucién de albumina al 1% en PBS durante 15 min, a
continuacién fueron incubados con anticuerpos secundarios durante una hora; los
anticuerpos secundarios empleados fueron: Goat anti-rabbit IgG TRITC-conjugate
(1:100; Zymed 81-6114), Goat anti-rabbit IgG Cy" 5-conjugate (1:100; Zymed 81-
6116), Goat anti-rabbit IgG FITC-conjugate (1:100; Zymed 81-6111), Rabbit anti-
mouse TRITC-conjugate IgG (1:100; Zymed 81-6714), Rabbit anti-mouse IgG
FITC-conjugate (1:100; Zymed 61-6511). Finalmente las muestras fueron lavadas
con PBS; en el caso de la inmunohistoquimica doble o triple, posterior a este
ultimo lavado las muestras fueron post-fijadas con PFA 4%, lavadas con PBS y a

continuacién fue repetido todo el proceso de la inmunohistoquimica.

Como controles positivos se emplearon muestras de ojo de raton CD1 de
1dpn para los marcadores de células progenitoras y ojos de animales adultos para

los marcadores de células ganglionares.

Los cortes fueron montados en un medio hidréfilo permanente Paramount
(Dako, S3025) para su observacion al microscopio confocal (Zeiss LSM 5)
equipado con laser de Ar, HeNe 543nm, HeNe 633nm.



TIPO CELULAR | ANTIGENO DILUCION CASA COMERCIAL
Pax6 1:250 Abcam ab5790

PROGENITORA Nestina 1:250 Abcam ab5968
C-kit 1:200 Santa Cruz SC-168
BDNF 1:250 Santa Cruz SC-546

GANGLIONAR Thy1 1:200 Abcam ab65193
Brn3a 1:50 Abcam ab23579

PROLIFERACION oH3 1:200 Upstate 06570

Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados, con el tipo celular que marca, el

nombre comercial, la dilucion empleada y su casa comercial.

4. AISLAMIENTO DE ARN TOTAL

El globo ocular fue lavado con PBS y transferido a una caja de petri con
agua Dietil pirocarbonato (DEPC). Con una navaja de bisturi se realiz6 una
incision perilimbica de 360°, se retiro el iris y cristalino. Se desprendi6 el cuerpo
ciliar y el epitelio pigmentado de la retina neural por ultimo se realizé un corte a la
altura del nervio 6ptico con la finalidad de obtener solo la parte neurosensorial de
la retina, inmediatamente fue colocada en tubos eppendorf con 100 ul de TRIZOL,
se congel6 y almacend a -70°C. Posteriormente, el tejido fue macerado a -70°C,
se le agregaron 700ul de TRIZOL y se incubd por 15-20 min a una temperatura de
entre 10-20°C. A continuaciéon se agregd 140 ul de cloroformo y se incubd por 15
min a 10-20°C, pasado este tiempo, se centrifugd a 14000 rpm durante 30 min a

4°C vy se transfirio la fase acuosa a un tubo eppendorf tratado con agua DEPC.



Para precipitar el ARN se agrego isopropanol y se incubé durante toda la noche a
4°C; transcurrido este tiempo la muestra fue centrifugada a 14000 rpm durante 30
min a 4°C, se extrajo el sobrenadante y la pastilla obtenida fue lavada con etanol
al 80% y centrifugada a 14000 rpm a 4°C durante 15 min. La pastilla obtenida se
dejo secar a temperatura ambiente y el ARN total fue resuspendido en 10 pl de
agua libre de RNAsas. La concentracion del ARN total se cuantifico en el
espectrofotometro y se determiné su integridad en un gel de agarosa al 1.5% en
buffer TAE 1X en agua DEPC.

5. DETECCION DEL GEN PAX6 Y BDNF POR RT-PCR

Para evitar la amplificacion de ADN gendémico, 1 ug de ARN total se trato
con 1 pl (1U/ yl) de DNAsa | (Deoxyribonucleasa I, Invitrogen), 1 ul de Buffer de
reaccion de DNAsa | 10X y fue llevada a un volumen final de 10 yl con agua sin
RNAsas.

La muestra se incubd6 por 10 min a temperatura ambiente, se adicion6 1 ul
de EDTA (25 mM) y se incub6 a 65°C durante 10 min para inactivar la accion de
la DNAsa I.

Se empled el Kit SuperScript” One-Step RT-PCR (Invitrogen). Se utilizé
una reaccion conformada por lo siguientes reactivos: Buffer 2X mix (amortiguador
que contiene 04 mM de cada dNTP, 24 mM MgSO,), SuperScript"Il
Transcriptasa reversa/Platinum® Tag DNA polimerasa, 300 ng de ARN total

previamente tratado con DNAsa | y 10 uM de cada oligonucledtido:



Pax®6: 5 TTCTGCAGACCCATGCAGATGCAA 3’
5'CTTCAGCTGAAGTCGCATTTGAGC 3’
BDNF: 5" AATCCCATGGGTTACACGAA 3’

5'GCCAGCCAATTCTCTTTTTG 3°

La reaccién fue llevada a un volumen final de 20 ul con agua libre de RNAsas. [3-
actina fue usado como control positivo. Las muestras fueron colocadas en el

termiciclador programado bajo las siguientes condiciones:

Pax6 BDNF

1. 50°C durante 30 min 1. 50°C durante 30 min

2. 94°C durante 5 min 2. 94°C durante 5 min

3. 94°Cpor40s 3. 94°C por 1 min
58°C por 60 s » 40 ciclos 51°C por 1 min » 40 ciclos
72°C por40 s 72°C por 1 min

4. 72°C por 5 min 4. 72°C por 5 min

Los productos de la PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%,
empleando un marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Molecular Weight
Marker XIV. Roche). Las imagenes fueron analizadas empleando el software
Quantity One 1-D (Bio-Rad) y los datos arrojados fueron analizados empleando el

programa estadistico SPSS 17.0.



VI. RESULTADOS

1. DETERMINACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO

Los organismos se clasificaron en diferentes etapas del desarrollo embrionario
de acuerdo a los criterios descritos por Evans (1993). La edad de cada etapa fue
corroborado por medio del analisis histologico de la retina empleando microscopia
en campo claro (Figura 3 y 4) y electronica de transmision (Figura 4), y las
estructuras fueron comparadas con los estudios realizados por Aguirre (1972),
Spira (1973), Cook (1995) y Gelatt (2007). Las muestras se clasificaron como:

A) Etapa embrionaria (embriones de 25 dias de gestacién [ddg]).
B) Etapa fetal (fetos entre 35 y 60 ddg).

C) Etapa neonatal (neonatos de un dia post-natal [dpn]).

2. ETAPA EMBRIONARIA (25 dias de gestacion)

2.1 MORFOGENESIS

La etapa embrionaria fue corroborada con el estudio morfolégico de cortes
de los ojos procesados tanto en parafina (Figura 3 y 5) como epdn (figura 4) y
tefidos con hematoxilina-eosina y azul de toluidina respectivamente. Las
observaciones a nivel de microscopia de campo claro mostraron estructuras
morfolégicas correspondientes a embriones de 25 dias de gestacion, en estos
cortes se observd el cristalino con la presencia de fibras primarias y
completamente separado del ectodermo superficial; en la parte posterior del ojo se

localizé la retina constituida por una CNB que a su vez presenta dos zonas: una



marginal interna (anuclear) y otra germinativa externa (nuclear) (Figura 3a-h, 4a 'y
b, 5). El nucleo de las células de la CNB abarca la mayoria del cuerpo celular y
presenta una forma oval, su cromatina se observa homogénea y dispersa. El EPR
esta formado por varias hileras de células con pigmento melanico localizado en el
extremo apical. Algunas células se encontraban en profase (2) y solo una se

observo en metafase (1) (Figura 4c y d).

2.2 IDENTIFICACION DE CELULAS PROGENITORAS Y EN
PROLIFERACION

En la etapa embrionaria se demostrd la expresion de c-kit, Nestina y Pax6
localizado en el cristalino y en la CNB. La expresion de c-kit (Figura 6d, ey j) y
Pax6 (Figura 6e, h y k) fue muy marcada en el nucleo de las células. Por su parte

Nestina (Figura 6f, i, I), se observé en los filamentos de las células progenitoras.

La actividad proliferativa de las células se conformé por la presencia de la
proteina Fosfohistona H3 (,H3). De esta manera, se identific6 una mayor
expresion de ,H3 en la zona proliferativa, tanto en la regién central como en la
periférica de la retina. También se observaron algunas células proliferando
localizadas en la capa marginal de la CNB. Ademas algunas colocalizan con

células positivas a los marcadores Nestina (Figura 7a-i) y c-kit (Figura 7d-f).

2.3 IDENTIFICACION DE CELULAS GANGLIONARES

En esta etapa del desarrollo embrionario no fue evidente la expresion de los

marcadores de células ganglionares BDNF, Thy1 y Brn3a.



A) ETAPA EMBRIONARIA

B) ETAPA FETAL

C) ETAPA NEONATAL
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Figura 3. Desarrollo de la retina en etapas pre-natal y post-natal. A) Etapa
embrionaria; a y €) embriones de 25 dias de gestacion (ddg); b y f) corte transversal del
ojo, donde se observa la retina (R) y el cristalino (C), 10X; c y g) region central de la retina
donde se aprecia el epitelio pigmentado de la retina (EPR) y la capa neuroblastica (CNB)
con su zona marginal interna (flecha negra) y zona germinativa externa (flecha blanca)
40X; d y h) region periférica de la retina exhibe el EPR y la CNB con su zona germinativa
externa (flecha blanca) y zona marginal interna (flecha negra) 40X. B) Etapa fetal; i, m)
fetos entre los 35 y 65 ddg; j y n) corte transversal del ojo, donde se observa la retina (R)
y el cristalino (C), 10X; k y 0) en esta etapa, la células de la CNB de la region central de la
retina migran y forman la capa neuroblastica externa (CNBE) y la capa neuroblastica
interna (CNBI) separadas entre si por el espacio transitorio de Chievitz (asterisco), 40X; |
y p) la retina periférica, también muestra el EPR, CNBE y CNBI. C) Etapa neonatal; q)
neonato de 1 dia postnatal (dpn), r) corte transversal del ojo, donde se observa la retina
(R), 10X; s) retina central, algunas células de la CNBI se diferencian a células
ganglionares, formando la capa de células ganglionares (CCG) mientras que sus axones
se dirigen al cerebro y constituyen la capa de fibras nerviosas (CFN), 40X; t) retina
periférica donde se aprecia la CNBE, CCG y CFN, 40X.
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Figura 4. Fotomicrografias de la retina en la etapa pre-natal y post-natal. A) Etapa
embrionaria, embriones de 25 dias de gestacion (ddg); a) en esta etapa se observa a la
capa neuroblastica (CNB) con su zona marginal interna (flecha gruesa) y zona
germinativa externa (flechas delgadas) 10X; b) aumento a 100X del epitelio pigmentado
de la retina (EPR) y la CNB; c) las células del EPR presentan en su extremo apical el
pigmento melanico (flecha), el nucleo de las células de la CNB se observé de forma oval,
algunas células se identificaron en profase (2) y en metafase (1), X1500; d) células de la
CBN, X2500. B) Etapa fetal, fetos entre 35 a 60 ddg; e, i) las células de la CNB han
migrado y forman dos capas, neuroblastica externa (CNBE) e interna (CNBI), 10X; fy j)
células del EPR se observan con un aumento del pigmento melanico y algunos
precursores de fotorreceptores comienzan su diferenciacion (flechas) 100X; g) los nucleos
de las células de la CNBE presentan una forma oval en contraste los de la CNBI el nucleo
es esférico, ambas capas se encuentran separadas por el espacio transitorio de Chievitz
(asteriscos) X1500; h) células de la CNBE se observan abundantes mitocondrias
(asteriscos) cerca de EPR y sus procesos citoplasmaticos (flecha), X8000; k) nucleos de
la CNBE de forma oval con la cromatina homogénea y dispersa, X4000; I) nucleos de la
CNBI de forma esférica con la cromatina homogénea y dispersa, X400; C) Etapa
neonatal, neonatos de 1 dia post-natal; m) se observa la CNBE, CNBI, cuyas células
comienzan a diferenciarse y forman la capa de células ganglionares (CCG), mientras que
sus axones la capa de fibras nerviosas (CFN), 10X; n) células de forma cuboidal con
pigmento melanico en su interior, 100X; i) CCG donde se observan células ganglionares
con un nucléolo prominente (flecha negra) y su axones (asterisco), X1500; o)
prolongaciones citoplasmaticas de las células de la CNBE, células del EPR con el

pigmento melanico en su citoplasma, X3000.



Figura 5. Morfologia de la retina en la etapa embrionaria (25 dias de gestacion). ay
c) embriones de 25 dias de gestacion; b y d) corte transversal del ojo, donde se observa
la retina (R) y el cristalino (C), 10X; e y g) capa neuroblastica (CNB) en la regién central
de la retina, 20X; f y h) CNB en la regién periférica de la retina, 20X; i,k) CNB en la regién
central de la retina, las flechas gruesas indican la zona germinativa externa vy las flechas
delgadas la zona marginal interna, 40X; j y 1) CNB en la regién periférica de la retina, las
flechas gruesas muestran la zona germinativa externa y las flechas delgadas la zona

marginal interna, 40X.
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Figura 6. Expresion marcadores de células progenitoras durante la etapa
embrionaria. Control positivo a) c-kit, 40X; b) Nestina, 40X; c) Pax6, 80X; d, g y j) células
de la capa neuroblastica (CNB) marcadas con c-kit, 10X, 80X y 100X respectivamente; e,
h y k) expresion de Nestina en la CNB, 20X, 40X y 40X respectivamente; f, i, I) células de
la CNB marcadas con Pax6, 20X, 40X y 80X respectivamente.



Figura 7. Células progenitoras proliferando durante retinogénesis canina en la etapa
embrionaria. a y g) expresion de Nestina; b y h) células marcadas con ,H3; c y j) células
progenitoras en proliferacion (flechas) marcadas con Nestina y ,H3 en la capa
neuroblastica (CNB), 40X, 80X; d) expresion de c-kit; e) expresion de H3; f)
colocalizacién de células progenitoras en proliferacién (flechas) ubicadas en la CNB,

marcadas con c-kit y ,H3, 40X.



3. ETAPA FETAL (35-60 dias de gestacion)

3.1 MORFOGENESIS

En la etapa fetal, se clasificaron a los animales entre 35 y 60 dias de
gestacion. Aunque presentaron un desarrollo evidente de diferentes estructuras
que conforman la retina, no se logré delimitar con precision el dia exacto del
desarrollo fetal. Sin embargo histologicamente se observd que las células de la
zona nuclear migraron hacia la zona marginal interna, formando dos capas
nucleadas, neuroblastica interna y externa. Ambas capas se encontraron
separadas por el espacio transitorio de Chievitz que se identific6 como un espacio
libre de células. En la parte mas interna de la CNBI algunas células ganglionares
proyectaron sus axones para comenzar a formar el nervio 6ptico, formando la
CFN. El EPR muestra varias capas de células y en algunas zonas se demostré la
presencia de precursores de células fotorreceptoras rudimentarias (Figura 3i-p; 4e-
f, i-; 8). Por medio de microscopia electrénica se observo la presencia de
cromatina homogénea y dispersa. En la CNBE las células mostraron nucleos en
forma oval en contraste los ubicados en la CNBI tenian forma esférica. En el
espacio transitorio de Chievitz no se observé la presencia celular y las
prolongaciones citoplasmaticas de la CNBE presentaron un numero notable de
mitocondrias (figura 4g-h, k-).

3.2 IDENTIFICACION DE CELULAS PROGENITORAS Y EN
PROLIFERACION

Durante la etapa fetal las células fueron positivas a la proteina de los genes
c-kit (Figura 9a, d y g), Nestina (Figura 9b, e y h) y Pax6 (Figura 9 c, f, i). La marca
se localizé principalmente en la CNBI, sin embargo también se observé la

presencia de sefial en la CBNE aunque con menor intensidad. Células proliferando



marcadas con ,H3 fueron situadas en la zona proliferativa, ubicada en la CNBE
(Figura 10).

Para la identificacion de células progenitoras con actividad proliferativa en
etapas fetales, se realizaron dobles inmunofluorescencias empleando los
marcadores Nestina y Pax6 combinados con el marcador de proliferacion ,HS3.
Apreciamos que algunas células positivas a Nestina (Figura 11a-f) se encontraban
proliferando, su ubicacion fue tanto en la zona proliferativa de la CNBE como en la
CNBI. De la misma manera, células positivas a Pax6 con actividad proliferativa se

encontraron en la CNBI (Figura 11g-i).

3.3 IDENTIFICACION DE CELULAS GANGLIONARES

En etapas fetales se observo la diferenciacion de células ganglionares, las
cuales fueron evidentes con una marcada expresién de BDNF (Figura 12d,gvyj)y
Thy1 (Figura 12e, h y k). La presencia de esta sefial se localizé en el citoplasma
de células ganglionares ubicadas en la CCG. En contraste, solo se identificd una

ligera expresion de Brn3a en algunas células ganglionares (Figura 12f, i, I).

Dobles inmunofluorecencias empleando los marcadores BDNF y Thy1
combinados con [H3, evidenciaron que algunas células ganglionares se
encuentran proliferando. Estas células se localizaron en la CNBI, donde ,H3 se
observo en el nucleo, mientras que BDNF (Figura 13a-c) y Thy1 (Figura 13d-f) se
detectaron en el citoplasma de estas células, asi como en el citoplasma de células
no proliferando. La combinacion de BDNF/Brn3a (Figura 13g-i) delimito
perfectamente a las células ganglionares localizadas en la CNBI, Brn3a se

expreso en el nucleo, mientras que BDNF se situd en el citoplasma.



Figura 8. Morfologia de la retina durante la etapa fetal (35-60 dias de gestacidn). ay
c) fetos de 35 a 60 dias de gestacién; b y d) corte transversal del ojo, donde se observa
la retina (R) y el cristalino (C), 10X; e y k) la retina esta integrada por el epitelio
pigmentado de la retina (EPR) y las células de la capa neuroblastica las cuales en esta
etapa han migrado y forman la capa neuroblastica externa (CNBE) y capa neuroblastica
interna (CNBI) en la region central de la retina, 20X; f y I) CNBE y CNBI en la region
periférica de la retina, 20X; i, g) EPR, CNBE y CNBI de la retina central, los asteriscos
indican el espacio transitorio de Chievitz, 40X; EPR, CNBE y CNBI de la retina periférica,
40X.
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Figura 9. Expresion de marcadores de células progenitoras durante la etapa fetal. a,
d y g) células de la capa neuroblastica interna (CNBI) marcadas con c-kit, 20X, 100X,
100X respectivamente; b, e y h) expresion de Nestina con mayor intensidad en la CNBI,
mientras que fue débil en la capa neuroblastica externa (CNBE), 10X, 80X y 100X; c, f, i)
células marcadas con Pax6 principalmente en la CNBI, 40X, 100X y 100X

respectivamente.



Figura 10. Expresion de células en proliferacién en la etapa fetal. a, b y c) células
marcadas con ,H3 en la zona proliferativa, ubicada en la capa neuroblastica externa
(CNBE), 20X, 20X y 40X.
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Figura 11. Colocalizacion de células progenitoras proliferando durante la etapa
fetal. a-c) células progenitoras proliferando marcadas con Nestina/,H3 se observaron en
la capa neuroblastica externa (CNBE), 200X; d-f) células progenitoras expresan Nestina/
oH3 (flecha) en la capa neuroblastica interna (CNBI), 100X; g-i) células marcadas con
Pax6/ ,H3 (flechas) se localizaron en la CNBI, 100X.
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Figura 12. Expresion de marcadores de células ganglionares en etapa fetal. Control
positivo a) BDNF, 100X; b) Thy1, 80X; c) Brn3a, 100X; La diferenciacion celular inicia con
las células ganglionares, ceélulas marcadas con BDNF se observaron en la capa
neuroblastica interna (CNBI), d) en la region periférica, 40X; g) region media, 100X; j)
region central, 200X; Thy1 también fue expresado, e€) en la zona central; h-k) zona
periférica, 80X; Brn3a se observo, f, I) en la regién central, 20X, 80X; i) region periférica,
80X.



H
BDNF
4
H

Figura 13. Células ganglionares proliferando en la etapa fetal. a-c) células marcadas

con BDNF/,H3 (flecha) sobre la capa neuroblastica interna (CNBI), en la region central de
la retina 100X; d-f) colocalizacién de Thy1/,H3 (flecha) en la CNBI, de la zona central de
la retina, 80X; g-i) células ganglionares expresando BDNF/Brn3a (flechas) identificadas en
la CNBI, 80X.



4. ETAPA NEONATAL (1 dias post-natal)

4.1 MORFOGENESIS

La dultima etapa correspondiente a cachorros de 1 dia post-natal, el
desarrollo de las capas es mas evidente. La retina se encuentra formada por la
CFN y se observa un mayor numero de células ganglionares y axones dirigidos
hacia el cerebro formando el nervio 6ptico. La CCG se observo separada de la
CNBI por la CPI. El EPR mostré una hilera de células cubicas (Figuras 3k-t, 4m-n
y 14). En el microscopio electronico se observaron los nucleos de las células
ganglionares, con cromatina homogénea y dispersa, también sus axones fueron
evidentes formando la CFN. En la CNBE, procesos citoplasmaticos delimitaron las

células (Figura 4fi y o).

4.2 IDENTIFICACION DE CELULAS PROGENITORAS Y EN
PROLIFERACION

La expresion de Nestina (Figura 15a-c) y Pax6 (Figura 15d-f) fue observada
en la CNBI principalmente y una baja expresion se detecté en la CBNE. No se
identifico la presencia de c-kit en esta etapa ademas la colocalizaciéon de

marcadores de células progenitoras con proliferacion no fue evidente.

4.3 IDENTIFICACION DE CELULAS GANGLIONARES

La expresion de la proteina de los genes especificos de células
ganglionares Brn3a (Figura 16a, d y g), Thy1 (Figura 16b, e y h) y BDNF (Figura
16c¢, f, i) se presentd en la CCG, tanto porcion central como en la periférica de la
retina. Ademas se demostré la presencia de células ganglionares proliferando,
marcadas con BDNF/,H3 (Figura 17a-c) y Thy1/,H3 (Figura 17d-f); también se



identific6 una colocalizacion de BDNF/Brn3a (Figura 17g-i), la presencia de la
sefial de Brn3a se delimité al nucleo mientras que BDNF se situ6 tanto en el

nucleo como en el citoplasma de las células ganglionares.

Figura 14. Morfologia de la retina en la etapa neonatal (1 dia post- natal). a) neonato
de 1 dia post-natal; d) corte transversal del ojo, donde se observa la retina (R) y el
cristalino (C), 10X; b, e) la zona central de la retina estd integrada por el epitelio
pigmentado de la retina (EPR), la capa neuroblastica externa (CNBE), la capa de células
ganglionares (CCG) y la capa de fibras nerviosas (CFN), 20X y 40X; c, f) zona periférica
de la retina donde se observa la CNBE y CCG, 20X y 40X.
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Figura 15. Células progenitoras neurales en la etapa neonatal. Células marcadas con
Nestina ubicadas en la capa neuroblastica interna (CNBI) principalmente, a, c) en la
region central de la retina, 40X y 80X; b) en la region periférica, 80X. Células progenitoras
neurales las cuales expresaron Pax6 en la CNBI de la retina, d, f) en su zona central, 40X,
100X y e) en la periférica, 40X.
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Figura 16. Expresién de células ganglionares en la etapa neonatal. Células

ganglionares marcadas con Brn3a, a y g) en la capa de células ganglionares (CCG) en la
region central de la retina, 20X y 80X; d) regién periférica, 40X; Células con expresion de
Thy1 sobre la CCG, b y e) region central, 40X y 80X; h) regidn periférica de la retina, 80X;
células marcadas con BDNF localizadas en la CCG, c y f) en la regién periférica, 40X y

80X; i) regién central, 80X.



Figura 17. Células ganglionares en proliferacion en la etapa neonatal. a-c) células
marcadas con BDNF/,H3 (flecha) en la capa de células ganglionares (CCG) sobre la
region central de la retina, 80x; d-f) células ganglionares en proliferacién que expresaron
Thy1/,H3 (flecha) en la CCG en la zona central de la retina, 80X; g-i) Colocalizacion de
BDNF/Brn3a en células ganglionares (flechas) de la CCG, 200X.



5. DETECCION DE CELULAS PROGENITORAS Y GANGLIONARES
POR RT-PCR

Se observo la presencia de los genes Pax6 y BDNF, especificos para

células progenitoras y ganglionares respectivamente en las tres etapa analizadas.

En el amplificado de la RT-PCR se obtuvieron dos bandas (una ellas de 350
pb y otra de 550 pb) del gen Pax6 en la etapa embrionaria y fetal, mientras que en
la neonatal solo se encontré un amplificado de 350 pb (Figura 18a). Por analisis
estadistico se determino la media + desviacidn estandar de la expresion relativa
del gen Pax6 (350 pb) con respecto a B-actina arrojando los siguientes datos:
49.75 + 14.8 en la etapa embrionaria, 83.37 + 10.56 en la etapa fetal y 103.24 +
9.7 en la etapa neonatal, observando un aumento estadisticamente significativo de
este gen conforme progresa la retinogénesis (Fig. 18b). En contraste en el
amplificado de 550pb la media + desviacion estandar fue de 50.85 + 15.54 en la
etapa embrionaria y 53.14 + 12.57 en la etapa fetal sin embargo para este

fragmento el aumento no fue estadisticamente significativo (Fig.18c).

En la RT-PCR para el gen BDNF se observé un amplificado de 150pb de en las
tres etapas (Fig.19a). La media + desviacion obtenida de la expresion relativa del
gen DBNF con respecto a B-actina fue: 78.79 £ 11.19 en la etapa embrionaria,
90.63 £ 7.16 en la etapa fetal y 95.28 + 5.26 en la etapa neo-natal observando un
aumento estadisticamente significativo del gen durante las tres etapas analizadas
(Fig.19b).
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Figura 18. Comparacion de los patrones de expresion genética de células
progenitoras detectadas por RT-PCR durante la etapa embrionaria, fetal y neonatal
en la retina canina. La expresion relativa de Pax6 con respecto a B-actina se observé en
forma ascendente durante las tres etapas analizadas. Los productos fueron comparados
con un marcador de peso molecular de 100 pb (PM), de izquierda a derecha: control
negativo (1), etapa embrionaria (2-3), fetal (4-5), neonatal (6-7), control positivo B-actina
de embrién (8), control positivo B-actina de feto (9), control positivo B-actina de neonato
(10).
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Figura 19. Comparacion de los patrones de expresion genética de células
ganglionares detectadas por RT-PCR durante la etapa embrionaria, fetal y neonatal
de la retinogenesis canina. La grafica muestra la expresion relativa de BDNF con
respecto a B-actina. Los productos fueron comparados con un marcador de peso
molecular de 100 pb (PM), de izquierda a derecha: control negativo (1), etapa embrionaria
(2-3), fetal (4-5), neonatal (6-7), control positivo B-actina de embrién (8), control positivo -
actina de feto (9), control positivo B-actina de neonato (10).



VIl. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue marcar a las células progenitoras durante la
retinogénesis canina, la edad de los animales se determin6 de acuerdo a las
caracteristicas externas del animal y se compararon con lo descrito por Evans
(1993) ademas se observaron los hallazgos microscopicos de la retina y fueron

comparados con los encontrados por Aguirre (1972), Cook (1995) y Gelatt (2007).
Determinacion de las etapas neo- y post-natal durante el desarrollo

Dentro de las caracteristicas externas en la etapa embrionarias observamos
una placenta de forma esférica con presencia de la membrana corio-alantoidea; el
embridn presentaba una prominente flexura cefalica, el conducto 6tico y el globo
ocular desarrollados, caracteristicas similares a reportadas por Evans (1993).
Mediante el analisis histoldgico se observo que la retina en esta etapa, presentaba
una capa neuroblastica perfectamente delimitada en dos zonas. Hacia el espacio
vitreo se ubicd a la zona marginal interna, caracterizada por ser anuclear. En la
zona nuclear externa se identificaron células con un patron de profase y metafase
similar a lo descrito por Hinds y Hinds (1974), estos hallazgos apoyan proceso de
migracion nuclear interquinética, en el cual las células migran del lado apical al
basal de la neuro-retina conforme avanza el ciclo celular (Baye y Link, 2007; Baye
y Link, 2008). Tomando en cuenta estos hallazgos y comparandolos con lo
reportado por Aguirre et al. (1972) y Cook (1995), se determin6 que los embriones

incluidos en esta etapa presentaban una edad de 25 dias de gestacion.

En la etapa fetal las caracteristicas externas fueron: placenta del tamafio de
los fetos, los animales presentaban una elongaciéon del tronco, diferenciaciéon
sexual, desarrollo del oido externo, crecimiento de pelo y ufas, ademas en los
ojos se observo el cierre y fusion de los parpados. Como resultado de la migracion

celular, en la retina encontramos dos capas neuroblasticas: interna y externa



separadas entre si por un espacio libre de células denominado espacio transitorio
de Chievitz. En esta etapa el comienzo de la diferenciacion celular fue evidente,
algunas células de la capa neuroblastica interna se diferenciaron en células
ganglionares y sus axones establecieron la capa de fibras nerviosas del nervio
optico. Ademas algunos fotorreceptores rudimentarios se evidenciaron en la capa
neuroblastica externa colindante con el epitelio pigmentado de la retina estos
hallazgos concuerdan con los trabajos histolégicos realizados por Aguirre et al.
(1972), Cook (1995) y Gelatt (2007) en la etapa fetal del desarrollo embrionario. Al
microscopio electronico Spira y Hollenberg (1973) observaron una diferencia entre
los nucleos de la capa neuroblastica externa y la interna. En este estudio estas
diferencias fueron evidentes, se observo que en la capa neuroblastica externa las
células presentaron nucleos ovalados en contraste en la capa neuroblastica

interna los nucleos fueron esféricos.

En el dia 1 postnatal, histolégicamente la retina presenta las mismas
caracteristicas ya descritas en la etapa fetal; sin embargo se observé un niumero
mayor de células ganglionares. La estructura de las células ganglionares fue
observada mediante microscopia electrénica, estas células presentaron un nucleo
muy grande el cual abarcaba la mayor parte del cuerpo celular y sus axones se
encontraron formando la capa de fibras nerviosas. Estos hallazgos fueron

comparados con lo descrito por Spira y Hollenberg (1973) y Cook (1995).

Caracterizacion de células progenitoras

Diferentes marcadores de células progenitoras se han empleado con gran
éxito para la identificacion de células progenitoras, Pax6 un gen clave durante el
desarrollo del ojo participa activamente en la diferenciacién del cristalino y retina
en diferentes modelos de vertebrados. Su mutacion conlleva a la presencia de
diferentes desordenes durante el desarrollo dentro de los cuales encontramos

anomalias en iris, retina, cristalino y cornea. Durante la edad adulta su expresion



continua conservada en cristalino, coérnea, asi como, en células amacrinas y
ganglionares de la retina (Strachan y Read, 1994; Marquardt et al., 2001). En las
tres etapas incluidas, Pax6 presenté un patrén similar abarcando tanto la retina
central como la periférica; sin embargo su expresion fue mayor en la CNBI en la
etapa fetal y neonatal, similar a lo reportado por Doh et al. (2010) quien observo la
expresion de Pax6 en embriones de pollo; este gen fue detectado en las células
progenitoras de la CNBI durante la etapa E4, conforme avanzo el desarrollo (E8)
su incremento fue evidente en la capa nuclear interna (CNI). Finalmente en etapas
tardias del desarrollo (E10), células ganglionares y amacrinas expresaron este
gen. Para confirmar la presencia del ARN mensajero se aisl6 RNA total de la
retina y se amplificé un fragmento del gen Pax6 por RT-PCR. Del amplificado de la
RT-PCR se observé una banda de 500 pb en la etapa embrionaria y fetal, ademas
otra banda de 350 pb fue observada en las tres etapas incluidas. La relacién de
este patrén de bandeo fue del 99% de identidad con la banda de 500 pb y 100%
con la de 350 pb con respecto a la secuencia reportada en el Genebank para:
Canis lupus familiaris paired box 6 (PAX6), confirmando la similitud de ambas
bandas. Recientemente, Thummel et al., 2010 reporta la presencia de dos genes
paralogos de Pax6 (Pax6a, Pax6b) en el pez cebra, los cuales codifican para
proteinas funcionales que regulan la formacion y diferenciacion de la retina y el
cristalino. EI Knockdown de Pax6b inhibe la subsecuente division de los
progenitores derivados de la glia de Muller neurales de la CNI, en contraste la
disminucién de Pax6a permite su division temprana pero evita la tardia. Esta
reduccion de las células progenitoras en la CNI tiene como consecuencia una
pérdida de conos regenerados pero no de bastones. Aunque falta mucho por
comprender sobre la expresion de este gen, la presencia de dos bandas en la
etapa embrionaria y fetal podrian indicar la presencia de un gen paralogo similar al

descrito por Thummel en pez cebra.

Por su parte, Nestina una proteina de filamentos intermediarios que es

expresada en células progenitoras mitéticamente activas que se diferenciaran a



neuronas y glia dentro del sistema nerviosos central (SNC) y del sistema nervioso
periférico (SNP); se ha encontrado juega un papel importante en el movimiento
celular, incluyendo desplazamiento, contraccion y citocinesis (Michalczyk y Ziman,
2005). Durante el desarrollo embrionario del pollo, transitina, un homologo de
Nestina, presentd una restriccion gradual (E12-E18). Células transitina® (E16) se
observaron en la region periférica principalmente en la capa de células
ganglionares (CCG) y en la capa de fibras nerviosas (CFN), posiblemente
marcando las terminaciones de la glia de Miuller; sin embargo intensa
inmunoreactividad se presenté en la zona marginal ciliar (ZMC) y en el cuerpo
ciliar. La regulacion a la baja en el E21 se restringioé a la ZMC antes de la eclosion
(Ghal et al., 2008). En el perro la expresion de Nestina presentd un patron similar
al pollo reportado por Ghal (2008), donde la inmunoreactividad fue mayor en la
CCG y CFN, sin embargo no se observo una expresion superior cerca del cuerpo
ciliar, con lo que se descarta la existencia de un nicho de células progenitoras
como el presentado en los pollos, sugiriendo que en el perro no existe un nicho
como tal y que la expresion de células progenitoras comienza a decrecer conforme

avanza el desarrollo del animal.

Otro marcador de células progenitoras de la retina es c-kit cuya
participacion esta ampliamente estudiada en la gametogénesis, hematopoyesis,
melanogénesis y en la neurogénesis; en esta ultima se ha observado que
interviene en el establecimiento de conexiones neuronales ademas de promover la
sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Hirata et al., 1993; Das et al.,
2004). c-kit se ha localizado en la retina neural, epitelio pigmentado de la retina y
del cuerpo ciliar, sobre su expresion de durante la retinogénesis se conoce poco.
Koso y colaboradores (2007), reportan la presencia de c-kit en la CNB y CCG
durante la etapa embrionaria. Al dia 5 postnatal ellos observan una dramatica
disminucién, la cual concuerda con la salida del ciclo celular y el comienzo de la
diferenciacién. En este estudio observamos la expresion de la proteina de C-kit

durante la etapa embrionaria y fetal en las células de la CNB y conforme estas



células se ubicaron en dos capas, el marcador se observé principalmente en la
CNBI, sin embargo no se encontré en neonatos. Estos resultados concuerdan con

lo descrito por Koso en el 2007.

Una caracteristica importante que evidencia la presencia de células
progenitoras es que estas presenten actividad mitética. En el caso particular de la
retina, Bayer (2008) propone un modelo de migracién nuclear durante el desarrollo
de la retina, en donde los nucleos de las células neuroepiteliales migran de apical
a basal y de basal a apical conforme avanza el ciclo celular, ubicando a las células
en G1, G2 y M en la zona apical colindante con el epitelio pigmentado, mientras
que las células en fase S permanecen en la zona basal. Prigent en el 2003
observo que la expresion de H3, como un marcador mitético, inicia durante la fase
G2 y tiene un pico maximo durante la metafase de la mitosis. En este estudio
nosotros encontramos la presencia de células en proliferacion ubicadas cerca del
epitelio pigmentado de la retina, confirmando que en la retina existe una migracion
celular conforme avanza el ciclo celular. Estos hallazgos también confirman la
presencia de una zona germinal ubicada cerca del epitelio pigmentado como lo
describe Cook (1995) y Gelatt (2007).

Diferenciacién de células ganglionares

Durante la diferenciacion celular, células progenitoras de la retina
comienzan a expresar genes como: Brn3a, Thy1 y BDNF cuya funcion exacta se
desconoce, sin embargo podrian desempefar un papel importante durante la
diferenciacion de las células progenitoras a ganglionares. En este estudio
encontramos la expresidn de los tres marcadores en CCG a partir de la etapa fetal
por medio de inmunohistoquimica, aunque se ha reportado que las células
ganglionares son abundantes en la zona central, nosotros observamos la
presencia de células ganglionares tanto en la zona central como en la periférica,
sin embargo no pudimos distinguir el tipo de células que se marcaron, sugiriendo

la presencia de células beta y alfa que son las células mas abundantes en la retina



del perro. Brooks et al., 1999 encuentra que las primeras células ganglionares que
hacen una conexion sinaptica con el cerebro, transportan BDNF al ojo por un flujo
retrogrado. A pesar de que en la etapa embrionaria y fetal, las células
ganglionares no requieren BDNF para su sobrevivencia, todas las células
requieren de este factor una vez que la primera conexion sinaptica esta hecha.
Cuando estas células fracasan en sus conexiones mueren por apoptosis por falta
de neurotrofinas, esto concuerda con lo encontrado en nuestro estudio en donde

observamos la expresion de BDNF a por RT-PCR en las tres etapas incluidas.

Una vez que estas células salieron del ciclo celular y se han diferenciado,
algunas células ganglionares pueden en una fase de mitosis y expresar (H3, lo
que concuerda con los presentes hallazgos, donde encontramos algunas células

ganglionares en proliferacion de acuerdo con lo descrito por Bayer en el 2008.



VIIl. CONCLUSIONES

1. Las células progenitoras de la retina canina expresan marcadores
especificos (Pax6 y Nestina) en la capa neuroblastica en las etapas pre- y

post-natal.

2. La expresion de c-kit se limitd a la etapa embrionaria y fetal, probablemente

su ausencia fue debido a la diferenciacién celular.

3. El gen especifico de células progenitoras Pax6 presentd un patron

ascendente durante la retinogénesis canina.

4. Células progenitoras con actividad mitotica se detectan en las etapas
embrionaria y fetal, en contraste con la etapa neonatal, donde la actividad

mitética se presenta en células ganglionares.

5. La presencia de la proteina de los genes Brn3a, Thyl y BDNF fue
detectada a partir de la etapa fetal correspondiente al inicio la diferenciacién

celular.

6. El transcrito del gen BDNF se detecté desde la etapa embrionaria y su

expresion aumenta conforme progresa la retinogenesis canina.
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