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1. Resumen

El vanadio es un metal de transicién que se adosa a las particulas suspendidas
presentes en la atmésfera de ciudades con elevada contaminacién, como la
Ciudad de México. El ojo es un blanco importante ya que estd expuesto
directamente a la atmosfera y a los contaminantes que ya fueron absorbidos y
distribuidos por la circulacion sistémica. Asi, llegan a la retina, sitio en el que se
da la fototransduccion. En la retina, el 90% de las glias presentes,
corresponden a un tipo de astrocito, la glia radial llamada célula de Mduller
(MGC, por sus siglas en inglés), cuya distribucion abarca desde la membrana
limitante interna hasta la externa brindando soporte y estructura al tejido,
asegura las sinapsis y regula tanto el microambiente, como el metabolismo
neuronal de la retina.

La Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP, por sus siglas en inglés) es
sobrexpresada cuando se inflinge un dafio al tejido, por lo que representa un
buen marcador de dafio. Por otro lado, la Glutamina sintetasa (GS, por sus
siglas en inglés) es una enzima especifica de los astrocitos que forma parte del
ciclo Glutamato / Glutamina (CGG) que transforma al glutamato en glutamina y
destoxifica al tejido del exceso. Por lo que cualquier cambio en la expresion de
GS, también se interpreta como un buen marcador de dafio. Con el objetivo de
estudiar el efecto de la exposicion a vanadio en la MGC de la retina, se
expusieron ratones macho de la cepa CD-1 a pentdxido de vanadio (V20s) por
inhalacion [0.02M] una hora, dos veces por semana durante 4 y 8 semanas, y
se identificaron, los cambios en la expresion de GFAP y GS como marcadores
de dafio de las MGC en la retina de dichos animales. Se realiz6 densitometria
en las fotomicrografias de retina con inmunohistoquimica para GFAP y GS,
seguida de una prueba de ANOVA (con una prueba post hoc de Tukey) donde
p<0.05. Se encontr6 que la GFAP aumenta a las cuatro semanas de
exposicion a vanadio, con una diferencia estadisticamente significativa
comparada con el grupo control y con el de ocho semanas de exposicién. A las
ocho semanas disminuye la marca casi al nivel del grupo control; mientras que
para la GS, se ve una disminucion estadisticamente significativa a las ocho

semanas comparada con el grupo control y con el de cuatro semanas.



El aumento de GFAP a las cuatro semanas podria ser evidencia de que las
MGC experimentan gliosis reactiva, sin embargo, su posterior disminucion a las
ocho semanas, pudiera sugerir que la MGC se encuentra en un proceso de
desdiferenciacion como consecuencia del dafio por la exposicion al vanadio. En
dicho estado del desarrollo, no se expresa GFAP. Por otro lado, dado que la
GS es una enzima especifica de las células gliales cuyos niveles estan
determinados por sus sustratos, su disminucién a las ocho semanas, sugiere
gue los fotorreceptores, que son las neuronas que producen en mayor cantidad
glutamato en la retina, estan degenerando en respuesta al insulto téxico del
vanadio. Los mecanismos mediante los cuales se dan estos procesos pudieran
ser tema de futuros estudios.

Se concluye que GFAP y GS son marcadores adecuados de dafio celular ya
que permiten explorar la toxicidad por la contaminacion atmosférica en la
retina, en especial, por el vanadio. Asimismo, existe dafio en la retina de
ratones macho de la cepa CD-1 por la exposicion por inhalaciéon al pentéxido
de vanadio, en el que las MGC presentan gliosis reactiva y degeneracion de los

fotorreceptores.



2. Introduccién

2.1 La contaminacion atmosférica

Conforme se ha desarrollado la vida moderna, la contaminacion atmosférica se
ha convertido en un problema serio que compromete la salud. Las fuentes
antropogénicas que generan y liberan contaminantes tales como gases y
particulas a la atmésfera se han incrementado en los Ultimos afios. Las
principales fuentes son: la combustién de hidrocarburos, diversos productos
industriales, el uso de aerosoles, entre otros (Avila-Costa et al., 2005; Mussali-
Galante y Fortoul, 2008; Valavanidis et al., 2008).

La quema de combustibles fdsiles genera particulas primarias que son
liberadas a la atmdsfera, por ejemplo, monoxido y diéxido de carbono (CO y
CO,, respectivamente), didxido de azufre (SO,) y diéxido de nitrégeno (NOy),
formaldehido e hidrocarburos (Mussali-Galante y Fortoul, 2008). Se ha
encontrado que al aumentar la concentracion de SO, en la atmdsfera, hay una
mayor mortalidad de personas expuestas a las particulas suspendidas, un
incremento en los casos de asma, asi como reporte de otros signos y sintomas
respiratorios como: tos, flemas, broncoconstriccion e irritabilidad. Respecto al
CO, se ha encontrado que hay picos de mayor concentracion del contaminante
en la atmosfera, los cuales corresponden a las horas en las que hay mas
transito vehicular. EI CO se absorbe al inhalarlo y reacciona con la
hemoglobina en la sangre por lo que disminuye la capacidad de ésta de
transportar el oxigeno. Produce dolores de cabeza, mareo, coma, fallas
respiratorias y en altas concentraciones, la muerte. El NO, se ha visto
relacionado con enfermedades respiratorias agudas y falla en la funcién
pulmonar (Valavanidis et al., 2008)

Sin embargo, como particulas secundarias, algunos de estos contaminantes
pueden reaccionar con la luz solar y dar lugar a otros productos, como el ozono
(O3), potente oxidante y posible cancerigeno que dafia el DNA (Avila-Costa, et
al., 2007; Mussali-Galante y Fortoul, 2008).

Los contaminantes al entrar en contacto con los organismos vivos, generan

especies reactivas de oxigeno (ERO) que dafan a los tejidos y ocasionan
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inflamacion, asi como mayor permeabilidad de vasos, lo que ocasiona edema
(Valavanidis et al., 2008; Mussali-Galante y Fortoul, 2008).

A través de estudios epidemiolégicos se sabe que los principales efectos en la
salud son a) incremento en la mortalidad de personas mayores y de los
pacientes con enfermedades cronicas; b) efectos se agudizan en personas
mayores con enfermedades cardiopulmonares; c) aumento en los casos de

irritacion en los ojos y sistema respiratorio (Valavanidis et al., 2008).

2.1.1 Particulas Suspendidas

Los gases se inhalan facilmente, pero la entrada de particulas suspendidas
(PS) al organismo, depende de su tamafio y forma (Valavanidis et al., 2008)
(Figura 1). Segun el Programa Internacional de Seguridad Quimica (IPCS, por
sus siglas en inglés) (1997), mientras mas pequefia sea la particula, mas
profundo penetraran en las vias respiratorias (Figura 2). Las PS tienen
adosadas diversos elementos, entre ellos se encuentran algunos metales
(Avila-Costa, et al., 2007; Valavanidis et al., 2008; Fortoul, et al., 2011).

Las PMjo (particulate matter), o también llamadas fraccion respirable, son
particulas con un didmetro aerodindmico <10 um. Las particulas mas gruesas
habitualmente se retienen en las vias respiratorias altas, bronquios y
bronquiolos. Incluyen polvo, carbdn y cenizas, carbonatos, 6xidos de metales
como Si, Al, Mg, Ti, Fe, cloruro de sodio, sal de mar, polen y esporas (Mussali-
Galante y Fortoul, 2008; IPCS, 1997). Mientras que las particulas finas tienen
un didmetro aerodinamico de <2.5 um, por lo que pueden penetrar hasta las
vias aéreas menores y producir fallas respiratorias y cardiovasculares, estrés
oxidante por generacioén de ERO, inflamacion (produccion de factor de necrosis
tumoral e interleucinas), entre otros (Valavanidis et al., 2008). Las particulas
con didmetro aerodinamico =<2.5 um, consisten en sulfatos, nitratos, amonio,
iones de hidrégeno, carbén, compuestos organicos, metales como Pb, Cd, V,
Ni, Cu y Zn y particulas unidas al agua (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006; Avila-Costa, et al., 2007; Mussali-Galante y Fortoul, 2008).

El mecanismo mas importante propuesto para explicar la relacién de la

exposicion a particulas suspendidas y las enfermedades cardiovasculares,
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infecciones y cancer, es el estrés oxidante mediante la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006;
Mussali-Galante y Fortoul, 2008; Valavanidis et al., 2008).

Los organismos aerdbicos cuentan con moléculas que contrarrestan los efectos
del estrés oxidante llamades antioxidantes, ya sea enzimaticos 0 no
enzimaticos y les ayuda a mantener un equilibrio en los procesos de oxido-
reduccion de las macromoléculas (Elejalde, 2001). Sin embargo, cuando
incrementan las ERO y radicales libres de fuentes exdgenas sin control, por
ejemplo provenientes de la contaminacion ambiental, puede cambiar el estado
redox de la célula. Esto da inicio a cascadas de sefializacion que promueven la
inflamacion, la peroxidacion de membranas lipidicas y el dafio al DNA
(Valavanidis et al., 2008).

De acuerdo con Valavanidis y colaboradores en 2008, el dafio citotoxico por
estrés oxidante, producto de la inhalacién de PS, se ha propuesto que se lleva

a cabo de tres maneras:

1) Al inicio del incremento en el estrés oxidante, algunos factores de
transcripcion inducen la expresién de determinados antioxidantes y
enzimas que detoxifican el ambiente intracelular (catalasa, superédxido
dismutasa y glutation S-transferasa, entre otras) capturando o
destruyendo las ERO.

2) Si se logra controlar el estrés oxidante, no habra efecto citotdxico, pero
si no se controla y la intensidad es mucho mayor, seguirdn aumentando
las ERO en la célula resultando en un proceso inflamatorio y necrosis.
Esto es por la activacion de la cascada de sefializacion de las cinasas
de proteina activadas por mitégenos (MAP cinasas) y Factor nuclear -
kappaB (NF-kB) que inducen la expresién de citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesion.

3) Sila magnitud del estrés oxidante fue menor pero no fue controlado, la
mitocondria libera factores proapoptéticos que desencadenan la

apoptosis celular. Esto ocasiona menor dafio tisular que la necrosis.
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Figura 1. Tamafio de las particulas comparado con parametros conocidos. Tomada y

modificada de la revision de Fortoul y Rojas, 2007.

Figura 2. Entrada de particulas suspendidas al organismo. 1) Las particulas suspendidas
entran a través de la nariz y la garganta; 2,3) las particulas suspendidas mas grandes (PMyg)
pueden ser eliminadas del organismo al toser o estornudar; mientras que 4) las particulas
suspendidas mas pequefias (PM,s) pueden penetrar hasta los alvéolos llevando toxicos al
torrente sanguineo. Tomada y modificada de: http://www.bcairquality.ca/health/air-quality-and-

health.html el 10 de enero de 2014.
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2.1.2 Metales

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, y aunque
algunos son esenciales para las células y su metabolismo, en altas
concentraciones, pueden tener propiedades genotdxicas, citotoxicas Yy
carcinogénicas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

2.1.3 Vanadio

El vanadio (V) es el elemento nimero 22 en abundancia en la Tierra (0.014 -
0.02 %) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006), es el primer metal de
transicion del grupo VB de la tabla periddica y tiene como nimero atémico 23
(Avila-Costa et al., 2005). Se encuentra principalmente en combustibles de
origen fosil, en especial, en los petréleos crudos de Ameérica como los de
México y Venezuela (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Fortoul,
et al, 2011). De manera natural, se libera a la atmoOsfera a través de
erupciones volcéanicas, incendios forestales y con la erosién del suelo. Sin
embargo, se considera un contaminante ambiental ya que su liberacién a la
atmosfera es principalmente (91%) antropogénica a través de la quema de
combustibles fosiles y la actividad industrial. Para la Ciudad de México se han
reportado valores de vanadio en aeroparticulas PM;o que alcanzan 0.114 pg/m®
mientras que en areas rurales se registran cantidades menores a 0.024 pg/m®
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

En los residuos sélidos de la combustion de gasolinas y aceites, puede quedar
hasta un 60% de vanadio, en forma de pentoxido de vanadio. Este compuesto
posteriormente es utilizado en la industria de las pinturas y pigmentos, en la
manufactura del &cido sulfurico y para brindar proteccion a los vidrios contra los
rayos ultravioleta, entre otros (Barceloux, 1999).

En estudios hechos con voluntarios, se observé que la exposicion aguda (de
0.2 a 1 mg/m® a éxidos de vanadio induce fiebre, conjuntivitis, dermatitis,
vomito, diarrea, problemas respiratorios, temblores y dafio renal (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Ademas de estar presente en el aire, el vanadio también se encuentra en los
alimentos. Sin embargo, cuando se inhala, el porcentaje que ingresa al torrente
sanguineo es mayor comparado con el que se ingiere (25 y 10%,
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respectivamente), mientras que por la piel, éste es minimo (Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano, 2006).

Los estados de oxidacion del vanadio van de -1 a +5, sin embargo, solo V", V!V
y V" tienen funciones biolégicas conocidas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006).

Una vez que los compuestos de vanadio son distribuidos por el torrente
sanguineo, el vanadio entra a la célula como vanadato (V', H,VO,) por
mecanismos de transporte aniénico, principalmente por los canales de fosfato y
en el interior, se reduce al cation vanadilo (V'). Una vez dentro de la célula,
presenta preferencia por los grupos fosfato, carboxilo y amino de las
biomoléculas (Barceloux, 1999; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2006). Interfiere con las cascadas de sefalizacion dependientes de calcio,
cambia el transporte transepitelial, incrementa la permeabilidad endotelial y
elimina la funcion de la barrera epitelial (Avila-Costa et al., 2005).

El V" y V! actian como potente oxidante ya que pueden producir radicales
hidroxilo por la induccién de citocinas proinflamatorias (Avila-Costa et al., 2005;
Fortoul, et al., 2011) y por reacciones tipo Fenton, lo que genera estrés

oxidante en las células (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Reaccion tipo Fenton: Metal "* + H,0, > Metal " + OH- + «OH

Si el radical libre no es inactivado, causara dafos a la célula y puede hacerlo
via la unién a un blanco o capturando un hidrogeno del blanco. Los radicales
libres, se pueden unir a biomoléculas y alterar su funcién (Pefia et al., 2001).
Ademas, si el radical libre captura un hidrogeno de la molécula blanco, la
convierte a su vez, en radical libre. La sustraccién de hidrogeno del DNA
produce rompimiento o ligaduras cruzadas de las cadenas, mientras que la
sustraccion a los lipidos inicia la peroxidacion de estos compuestos (Pefia et
al., 2001).

Posteriormente el vanadio es eliminado por la orina en dos fases; a las 20
horas se elimina la mayor parte y el resto se elimina de 40 a 50 dias después
(Barceloux, 1999; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). La fase
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lenta se cree que estd dada por la liberacibn gradual del vanadio de los
organos a los que se distribuy6 (Avila-Costa, et al., 2007).

Se ha encontrado evidencia en humanos de que el vanadio, una vez dentro del
torrente sanguineo, es transportado por la alblmina y la transferrina a varios
organos (Revisado por Avila-Costa, et al., 2007). En animales de
experimentacion que fueron expuestos a vanadio, se han reportado cambios en
hueso y dientes (Fortoul y Ruiz, 2007), higado (Fortoul et al., 2011), bazo
(Fortoul et al., 2009), aparato reproductor masculino (Mussali-Galante et al.,
2005), sistema nervioso central (Avila-Costa et al., 2004; 2005; 2006; 2007),
aparato respiratorio (Bonner et al.,, 2000), en la médula de nodulos linfaticos
(Fortoul et al., 2011), en las plaquetas y en el timo (Gonzélez-Villalva et al.,
2006), entre muchos otros. Asimismo, se ha visto que se acumula como V"
particularmente en higado, rifién, hueso y bazo, corazon, tiroides, cerebro,
musculo esquelético, médula 6sea y tejido graso, mientras que en pulmones y
testiculos se concentra en menor cantidad (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006). Ademas, el V' puede atravesar la placenta y llegar al feto
(Domingo, 1996).

2.1.3.1 Vanadio en el Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central (SNC) es vulnerable ante el estrés oxidante por su
alto consumo de oxigeno (Fortoul, et al., 2011). Acorde con esto, se ha
reportado en ratones macho de la cepa CD-1 que han inhalado pentéxido de
vanadio, reduccién de espinas dendriticas en las células granulares del bulbo
olfatorio y apoptosis (Avila-Costa et al., 2007); en el piso del cuarto ventriculo
cerebral, se ha observado estrés oxidante, pérdida de cilios, mientras que los
remanentes tienden a conglomerarse, el epitelio ependimal se ve desprendido
de la membrana basal, asi como pérdida de las uniones ocluyentes en dicho
epitelio (Avila-Costa et al., 2005), asi como edema en el pie de los astrocitos
que conforman la barrera hematoencefélica (BHE) (Colin-Barenque et al.,
2012); pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra y como
consecuencia, alteraciones morfologicas de las neuronas espinosas medianas

(Avila-Costa et al., 2004); deterioro en la memoria espacial como consecuencia
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de muerte neuronal, pérdida de espinas dendriticas en neuronas piramidales,
necrosis y alteraciones en el neuropilo del hipocampo (Avila-Costa et al., 2006)
y en la retina, estrés oxidante y degeneracion de los fotorreceptores (Quezada,
2013).

Ya que la BHE protege al SNC de insultos quimicos, al dafiarse, se permite el
paso de moléculas del tejido neural hacia el liquido cefalorraquideo, pudiendo
ser éste, otro medio de distribucion del vanadio (Avila-Costa et al., 2005).
Ademas, al activarse los astrocitos, microglia y células ependimales, producen
citocinas y moléculas proinflamatorias que pasan a través de la barrera

hematoencefélica dafiando al tejido nervioso (Avila-Costa et al., 2005).

Alun quedan muchos aspectos que conocer del SNC y su relaciéon con los
contaminantes de la atmésfera, por ejemplo, la retina. En 1985, Del Priore y
Lewis, observaron que los iones vanadato, tungsteno y molibdato, activan una
proteina involucrada en la activacion de la cascada de sefializacion de la
fototransduccion del segmento externo de los bastones, denominada
fosfodiesterasa. Sin embargo, no se han realizado estudios que nos permitan
conocer la participacion de las células gliales de la retina en organismos

expuestos a vanadio.

2.2 El ojo

El ojo es un 6rgano sensorial que actia como aparato de la vision y a través
del nervio 6ptico, transmite los impulsos al cerebro para su interpretacién (Ross
et al., 2007; Junqueira y Carneiro, 2005).

2.2.1 Estructura del Ojo

El ojo esta constituido por el globo ocular que mide alrededor de 25 mm de

diametro y esta formado por tres capas (Figura 3) (Ross et al., 2007; Junqueira
y Carneiro, 2005):
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1. Capa exterior o Tunica fibrosa; conserva la forma del globo ocular y esta
constituida por la cornea en su porcién anterior, y el resto es la capa

escleratica.

2. Capa media o tunica vascular; también denominada coroides en la porcion
posterior. Presenta alta irrigacion y a partir de esta capa, los nutrientes
difunden a la retina. En la parte anterior se encuentra el iris, encargado de
regular la entrada de luz por la pupila, seguido de una porcién engrosada,
denominado cuerpo ciliar. El tercio anterior del cuerpo ciliar tiene alrededor de
75 crestas radiales o tambien llamados procesos ciliares desde los cuales
emergen fibras zonulares que se extienden hacia el cristalino. Del cuerpo ciliar
se continta la coroides hacia la parte posterior del ojo; es la porcion de la

tinica vascular que cubre la retina.

3. Capa interior o retina; Forma parte del SNC y consta de dos componentes,
el epitelio pigmentario (con melanina) y la retina nerviosa con las células

fotorreceptoras y redes neuronales.

Figura 3. Esquema en vista sagital de un globo ocular. A la izquierda se encuentra la parte
anterior y del lado derecho, la parte posterior del ojo. Tomado y modificado de:
http://www.uco.es/organiza/departamentos/publicaciones/fisiovet/tema4.html el 9 de enero de
2014.

18



2.3 Retina

Es la capa en la que se realiza la fototransduccién, proceso en el cual se recibe
un fotdén y éste genera una respuesta nerviosa en los fotorreceptores, la cual se
distribuye y se transmite a la corteza visual de los I6bulos occipitales del
cerebro (Lled6 et al., 2010). Por lo que consta de células fotorreceptoras,
neuronas de conduccién, de asociacion y células de sostén.

En la retina nerviosa se distinguen dos regiones con funcion diferente: la region
fotosensible que reviste la superficie interna del ojo, excepto donde nace el
nervio optico y la regiébn no fotosensible que reviste la superficie interna del
cuerpo ciliar y la superficie posterior del iris (Ross et al., 2007; Junqueira y
Carneiro, 2005).

La retina de los vertebrados contiene diferentes tipos celulares:

Fotorreceptores; conos y bastones.

* Neuronas de conduccién; células bipolares y ganglionares.

* Neuronas de asociacion; neuronas horizontales y amacrinas.

o Células de sostén; celula glial de Miller (MGC, por sus siglas en
inglés), microgliocitos y astrocitos.

La distribuciébn de los nucleos y prolongaciones celulares, asi como la
asociacion entre las células determinan que la retina se encuentre dividida en
10 capas diferentes (Figura 4). Descritas de afuera hacia adentro (Ross et al.,
2007; Junqueira y Carneiro, 2005):

1. Epitelio pigmentario (EP); es la capa mas externa de la retina, sin
embargo, no forma parte de la retina nerviosa.

2. Capa de fotorreceptores (CF); contiene los segmentos externos de las
células fotorreceptoras (conos y bastones).

3. Membrana limitante externa (MLE); formada por las uniones
adherentes entre MGC en su porcién apical y con los fotorreceptores.

4. Capa nuclear externa (CNE); contiene los cuerpos celulares y nacleos

de las células fotorreceptoras (segmento interno).
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Capa plexiforme externa (CPE); contiene las prolongaciones de los
conos y bastones y las prolongaciones de las células horizontales, las
células amacrinas y las neuronas bipolares donde se realiza sinapsis.
Capa nuclear interna (CNI); contiene los cuerpos celulares y nucleos
de las neuronas bipolares, horizontales, amacrinas y las MGC.

Capa plexiforme interna (CPI); contiene las prolongaciones de las
neuronas horizontales, bipolares, amacrinas y ganglionares que hacen
sinapsis entre si.

Capa ganglionar (CG); contiene los cuerpos celulares y nucleos de las
neuronas ganglionares.

Capa de fibras del nervio 6ptico (CFNO); constituida por los axones

de las células ganglionares que salen al cerebro.

10.Membrana limitante interna (MLI); conformada por el revestimiento de

las terminaciones expandidas del pie celular de las MGC. Separa la

retina del cuerpo vitreo.

Figura 4. Esquema de las diez capas que conforman la retina. Tomado y modificado de:

http://medicinafarmacologia.blogspot.mx/2010/11/capas-de-la-retina.html el 9 de enero de

2014.
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El funcionamiento de la retina consume elevadas cantidades de oxigeno y esta
expuesta a la luz, lo que la hace especialmente susceptible al estrés oxidante
(Ballatori et al., 2009).

2.3.1 Fotorrecepcioén y fotorreceptores

En la retina existen moléculas especializadas en absorber la energia que llega
de los fotones incidentes llamadas fotopigmentos y pueden estar en dos grupos
principales de fotorreceptores. Los fotorreceptores ciliados, que poseen un
unico cilio que se extiende desde la célula y generalmente con una membrana
muy plegada que contiene a los fotopigmentos y los fotorreceptores
rabdoméricos o también llamados fotorreceptores con microvellosidades, en
donde la superficie apical de la célula esta cubierta por multiples evaginaciones
llamadas microvellosidades que contienen a los pigmentos (Moyes y Schulte,
2007).

En vertebrados encontramos fotorreceptores ciliados sin embargo se dividen en
dos tipos; los conos y los bastones. Gracias a éstos se da la fotorrecepcion,
que es la capacidad de detectar una pequefia parte del espectro
electromagnético que va desde el ultravioleta hasta los infrarrojos (Moyes y
Schulte, 2007).

2.3.2 Captura de estimulos

Una vez que la energia transportada por los fotones incidentes de los rayos de
luz es absorbida por los fotopigmentos de los fotorreceptores, se da un cambio
conformacional en las moléculas que inicia una cascada de transduccion de la
sefial en la célula cuyo resultado es un cambio del potencial en la membrana.
De esta manera los impulsos nerviosos pasan a las células bipolares y
posteriormente a las ganglionares que tienen axones que salen del globo
ocular por el nervio éptico hacia el cerebro. Donde se inicia el nervio Optico,
llamado disco oOptico, es por donde penetran los vasos sanguineos y constituye
un punto ciego ya que no hay fotorreceptores (Moyes y Schulte, 2007).
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Los rayos luminosos convergen en la fovea central y en consecuencia se
distinguen los objetos con claridad; para captar la profundidad de los objetos,
las imagenes de la retina se enciman.

Los dos nervios Opticos se dirigen hacia la regién occipital y algunas de sus
fibras se cruzan al lado opuesto. A partir de este cruzamiento llamado quiasma
optico, se inicia el tracto 6ptico que pasa a los tubérculos cuadrigéminos, al
talamo y a la corteza cerebral (Moyes y Schulte, 2007), como se observa en la

Figura 5.

Figura 5. A) Esquema en vista sagital del ojo en el cual se resalta una porcion de la retina, sus
respectivas células acomodadas en capas y la direccién de la incidencia de los rayos de luz. B)
Esquema del encéfalo visto desde arriba en el que se ve el trayecto de los nervios 6pticos
desde el globo ocular, hasta la corteza cerebral. Tomada y modificada de:
http://www.uco.es/organiza/departamentos/publicaciones/fisiovet/tema4.html el 9 de enero de
2014.
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2.4 Célula glial de Muller y su funcion en laretina.

En la retina se encuentran diferentes tipos de glia, el 90% lo forma las células
de Miller (MGC), seguida de los astrocitos y la microglia. Las MGC son células
gliales radiales de origen neuroectodérmico, alargadas y con sus nucleos en la
capa nuclear interna. La morfologia y tamafio de las MGC varia en diferentes
mamiferos (Figura 6). Estas células abarcan gran parte del ancho de la retina,
desde la membrana limitante externa hasta la interna (Figura 7) (Huster, et al.,
2000; Sarthy y Ripps, 2002; Bringmann, et al., 2006).

Figura 6. Dibujos a partir de preparaciones con impregnaciones argénticas (Técnica de Golgi)
donde se muestra la morfologia y tamafio de la Célula glial de Muller en diferentes mamiferos.

Tomada y modificada de Reichenbach y Bringmann, 2010.

A | A

RERREEEEE

Figura 7. A) Foto de retina tefiida con Hematoxilina y Eosina a 40x. B) Esquema que
demuestra la localizacion de la MGC respecto a la organizaciéon de las capas celulares de la
retina. Tomada y modificada de: A) http://mx.fotolog.com/bubu_flogger/37270736/  B)

http://conocimientos-histologia.blogspot.mx/2010/11/anatomia-microscopica.html
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La MGC almacena glucégeno y tiene un metabolismo basado en la glucdlisis,
por lo que brinda lactato y piruvato a las neuronas aledafas favoreciendo los
procesos metabdlicos; recicla fotopigmentos (Huster et al., 2000; Ross et al.,
2007; Bringmann et al., 2006), sintetiza antioxidantes como glutatiéon (Rice y
Russo-Menna, 1997) y mantiene la homeostasis extracelular del tejido ya que
los procesos de esta glia radial envuelven a los somas, axones y dendritas de
las neuronas presentes a lo largo de la retina (Huster et al., 2000).

No aislan a las neuronas, ya que las sinapsis eléctricas o quimicas entre éstas,
no se ven obstruidas por dicha envoltura glial. Al contrario, se ha propuesto que
favorecen las sinapsis ya que proveen sustratos energéticos, reciclaje y
precursores de neurotransmisores (Sarthy y Ripps, 2002; Lewis y Fisher, 2003;
Bringmann, et al., 2006; 2009).

La MGC protege a la retina de la excitotoxicidad por el exceso de glutamato ya
gue disminuye los niveles de este neurotransmisor en el microambiente
neuronal incorporandolo a su citoplasma. Una vez dentro de la célula glial, lo
utiliza para sintetizar glutamina a través de la enzima glutamina sintetasa (GS)
y posteriormente sintetizar el antioxidante glutation, los cuales son liberados y
aprovechados por las neuronas (Huster et al., 2000; Bringmann et al., 2009).

Durante el desarrollo, la MGC promueve la diferenciacién de los fotorreceptores
por la sintesis y secrecion del &cido retinoico y la sobrevivencia de las
neuronas ganglionares (Garcia et al., 2003; Bringmann et al., 2006). Las MGC
se activan cuando hay dafio en el tejido. Proliferan y cambian el patrén de
expresion de proteinas especificas de la célula, por ejemplo la GS vy
sobreexpresan algunos filamentos intermedios generando un proceso
denominado gliosis reactiva (Lewis y Fisher, 2003; Bringmann et al., 2009), el

cual se abordara posteriormente.
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2.4.1 Citoesqueleto

El citoesqueleto de las células animales es una red de fibras protéicas
altamente estable que brinda estructura, compuesta por filamentos de actina,
filamentos intermedios y microtibulos (7nm, 10nm y 25nm de didmetro
respectivamente). A diferencia de los filamentos de actina y los microtubulos
gue tienen funciones especificas y ya conocidas en las células; la expresiéon de
los filamentos intermedios varia de acuerdo con el tipo celular, el estado de
desarrollo y en condiciones patologicas (Lewis y Fisher, 2003; Pefia et al.,
2001).

2.4.2 Filamentos Intermedios

Se descubrieron como un tipo de filamentos de grosor intermedio (de 8 a 12
nm) entre los de actina y los de miosina con la técnica de microscopia
electrénica en las células musculoesqueléticas de embriones de pollo (Parry et
al., 2007). La region central de la molécula consiste en aproximadamente 310
aminoacidos y es la misma para todos los filamentos intermedios, lo que varia
en tamafo, volumen y composicion de aminoacidos, son los dominios de la
cabeza y de la cola. Esto brinda una especificidad inmunolégica y funcional a
cada proteina (Lewis y Fisher, 2003; Pefia et al., 2001).

Para ensamblarse, los filamentos intermedios se empiezan a asociar en
dimeros, posteriormente se combinan dos dimeros, resultando en un tetramero.
Finalmente, se juntan varios tetrdmeros hasta formar filamentos de
aproximadamente 10nm, ya sean homopolimeros o heteropolimeros (Figura 8)
y se pueden clasificar en seis diferentes tipos segin su secuencia de
aminoacidos vy el tipo celular que los presenta: Tipo | y Il (Queratinas neutras,
acidas y basicas en epitelios), Tipo Il (desmina en musculo, proteina acida
fibrilar glial en células astrogliales, vimentina en células mesenquiméticas,
periferina en neuronas), Tipo IV (neurofilamentos y a-internexina en neuronas),
Tipo V (laminas nucleares) y Tipo VI (nestina en SNC y células precursoras de
musculo) (Stewart, 1990; Lewis y Fisher, 2003).

La polimerizacién de los filamentos intermedios se ve influenciada por el pH,
los iones presentes y la fosforilacion (Stewart, 1990). Se ha visto que los iones
como Ca ?*, Mg ?*, Cu ?* y Mn ?* favorecen la polimerizacién posiblemente por
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la unién directa de estos cationes a la proteina. Por lo menos para la GFAP, ya
se han detectado sitios especificos de union a calcio. En cuanto a la
polimerizacion por fosforilacion, se ha observado in vitro e in vivo cierta
influencia, ya sea para ensamblar los filamentos, como para desensamblarlos.
Esto es confirmado por estudios que se han realizado, en donde la desmina y
la vimentina se fosforilan al mismo tiempo que los demas filamentos de la

célula que se desensamblan para la mitosis (Stewart, 1990).

Figura 8. Ensamblaje de los filamentos intermedios (con un didmetro de aproximadamente 10

pum), desde mondmeros hasta polimeros. Tomada y modificada de Stewart, 1990.

2.4.3 Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP).

Las proteinas de los filamentos intermedios del citoesqueleto glial posiblemente
mas estudiados, son la Vimentina y la GFAP (Sarthy y Ripps, 2002; Lewis y
Fisher, 2003).

A través de estudios en donde se inhibe la expresion de GFAP, se sabe que
esta proteina esta implicada en la regulacién del crecimiento, estabilidad, forma
e hipertrofia de astrocitos en cultivo, asi como en la formacion de la cicatriz glial
(Lewis y Fisher, 2003). Es decir, cuando hay un dafo en el SNC, los astrocitos
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se activan (Bringmann et al. 2009), aumentan su tamafo y proliferan en el
tejido, cubriendo los espacios dejados por las neuronas dafiadas, por lo que
llenan su citoplasma de filamentos intermedios (Lewis y Fisher, 2003).

Sin embargo, en la retina, son las MGC y no los astrocitos las que se activan y
sobreexpresan filamentos intermedios, generalmente GFAP y vimentina (Lewis
y Fisher, 2003; Bringmann et al. 2009).

Mediante estudios inmunohistoquimicos se ha comprobado que la vimentina,
en el pie celular de las MGC, se encuentra desde el desarrollo hasta el estado
adulto. La GFAP, ademas de estar presente abundantemente en los astrocitos
(figura 9), también se encuentra en el pie celular de las MGC, pero en menor
cantidad, rara vez alcanzando la capa plexiforme interna (Sarthy y Ripps,
2002). Se sabe por hibridacion in situ que el mMRNA de GFAP es exportado del
ndcleo a esta zona y es aqui donde se da la sintesis protéica (Lewis y Fisher,
2003). Debido a esto, a partir de la “regién de crecimiento” en el pie celular, los
filamentos se empiezan a expandir al resto de la célula. Cuando hay sobre
expresion principalmente es resultado de algun dafio luminico, trauma, estrés
celular (isquemia), desprendimiento de la retina, glaucoma, retinopatia
diabética, degeneracion de la macula por envejecimiento o insulto quimico
(Sarthy y Ripps, 2002; Lewis y Fisher, 2003; Bringmann et al. 2009), por lo que

representa un buen marcador de dafio tisular.

Figura 9. Astrocitos de cerebro GFAP positivos. Tomada de http://www.abcam.com/gfap-
antibody-ab7260.html el 9 de enero de 2014.
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2.5 Glutamina sintetasa en el Ciclo Glutamato / Glutamina (CGG).

El glutamato (Glu) es el neurotransmisor excitatorio por excelencia del SNC y
es usado en la transmision del impulso luminico en los fotorreceptores, las
neuronas bipolares y las ganglionares (Sarthy y Ripps, 2002; Bringmann et al.,
2009). En condiciones patolégicas como isquemia, glaucoma, retinopatia
diabética, degeneracién hereditaria de los fotorreceptores o malfuncionamiento
de los transportadores gliales de Glu, dicho neurotransmisor, se encuentra en
exceso extracelularmente. Las neuronas sufren de excitotoxicidad al ser
activadas constantemente lo cual deriva en muerte celular (Bringmann et al.,
2013). Por otro lado, la glutamina (GIn) es el aminoacido que representa la
interseccion del ciclo del amonio con el del neurotransmisor Glu e
indirectamente con el de GABA (Sidoryk-Wegrzynowicz y Aschner, 2013),
neurotransmisor inhibitorio de la retina cuyo excedente extracelular es
incorporado por la MGC (Bringmann et al., 2013).

La MGC actia como neuroprotector ya que elimina del ambiente neuronal el
exceso de Glu transformandolo en una forma inactiva, la Gln (Figura 10). El
Glu entra a la célula por medio del transportador de aspartato/glutamato
(GLAST, transportador especifico de la MGC), y una vez dentro, la GS, enzima
especifica de la MGC cuya distribucion abarca la totalidad de la célula, lo
convierte en GIn a través de una reaccion de aminacién que consume energia
(Pérez, 2006; Sidoryk-Wegrzynowicz y Aschner, 2013).

Asimismo, el neurotransmisor GABA, al ser internalizado por la glia, se
convierte en Glu y entra al ciclo de glutamato / glutamina. La GIn es liberada de
la MGC y aprovechada por las neuronas que en su interior, a través de una
glutaminasa, sintetizan de nuevo Glu y GABA, dependiendo de sus
necesidades (Bringmann et al., 2006). El Glu puede entrar al ciclo de Krebs
donde es convertido a 2-oxoglutarato. De esta manera se estimula la glucdlisis,
gue representa una via de desintoxicacion de glutamato en las células gliales y
se potencia la exportaciéon de lactato, fuente de energia neuronal (Pérez, 2006).
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Figura 10. Interaccion glia-neurona en el ciclo Glutamina / Glutamato. Tomada y modificada de

http://www.studyblue.com/notes/note/n/neuro-exam-2/deck/1317431 el 9 de enero de 2014.

2.6 La MGC en condiciones patoldgicas

2.6.1 Gliosis reactiva

Cuando hay estrés o se genera un dafio en la retina, la MGC tiene un papel
protector a traves de la denominada gliosis reactiva (Lewis y Fisher, 2003;
Bringmann et al., 2006; 2009) que se presenta cuando hay algin trauma. El
proceso inicia el dia del insulto y cuando se trata de alguna enfermedad
degenerativa o envejecimiento, se puede dar a lo largo de meses o afios (Lewis
y Fisher, 2003).

La activacion de la glia consiste en intentar detener el dafio y preservar la
funcion tisular lo cual conlleva cambios morfolégicos, fisiol6gicos y bioquimicos,
por ejemplo, la sobreexpresion de GFAP a lo largo de la célula. Se liberan
factores neurotréficos, de crecimiento, antioxidantes, citocinas, eritropoyetina,
incorpora glutamato del ambiente extracelular, lo transforma en glutamina a
través de la GS y posteriormente es liberada al ambiente extracelular (Rice y
Russo-Menna, 1997).
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Cuando en la retina ocurre un dafo y hay muerte celular, la MGC puede actuar
como célula progenitora, proliferar, migrar y posteriormente dar origen a células
con fenotipo neuronal y glial (Hicks et al., 1991; Fischer y Reh, 2001; Fischer et
al., 2002; Kohno et al., 2006; Bringmann et al., 2006; Bernardos et al., 2007;
Bringmann et al., 2009). Estas respuestas pueden estar moduladas por la
sintesis de factores de crecimiento o en respuesta a éstos (Hicks et al., 1991).
Tyler y Burns en 1991 observaron que al inyectar subcutaneamente uretano a
ratas recién nacidas, la MGC sobre expresa GFAP modificando su morfologia
como un intento de reorganizar a la retina dafiada, tratando de compensar la
pérdida de los fotorreceptores. Fischer y Reh en 2001 vieron la respuesta de la
MGC de pollos recién nacidos al inyectar intraocularmente N-metil-D-aspartato
(NMDA, por sus siglas en inglés), conocida excitotoxina que provoca muerte
neuronal. La MGC experimenté un proceso de desdiferenciacion ya que se
observé la expresion de factores de transcripcién de progenitores retinales,
seguido por un periodo de proliferacion. Algunas de estas nuevas células
dieron lugar a nuevas neuronas y nuevas células gliales, aunque gran parte de
las nuevas células se quedaron desdiferenciadas. Lo mismo ocurrio al inyectar
intraocularmente factor de crecimiento fibroblastico (FGF, por sus siglas en
inglés) e insulina (Fischer et al.,, 2002). Kohno y colaboradores (2006)
observaron, con inmunohistoquimica, que en respuesta al dafio por laser en la
retina, la MGC experimentd una desdiferenciacion y posteriormente
proliferacion por una semana. Estos resultados también se han visto cuando

hay desprendimiento de retina (Kohno et al., 2006).

3. Justificacién

La contaminacién atmosférica es un problema que sigue preocupando a las
instancias encargadas de la salud. El efecto de la contaminacién por metales
se ha observado en diversos sistemas del organismo como el nervioso.

En nuestro modelo murino con inhalacion de vanadio se ha demostrado dafio
en diversas estructuras del sistema nervioso, siendo el sistema circulatorio una
de las vias de entrada de estos metales. El ojo comparte la misma irrigacion del
resto de las estructuras del sistema nervioso y los pocos estudios que se han
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enfocado a evaluar el efecto de la contaminacion atmosférica en el ojo, indican
gue ésta ocasiona conjuntivitis e incremento en las infecciones, por mencionar
algunas. Sin embargo, poco se sabe de los cambios en el ojo relacionados con
la exposicion a vanadio.

En el ojo, la capa encargada de la recepcion de los estimulos luminosos es la
retina, y en ésta se ubica la célula de Miiller que tiene un papel fundamental en
la regulacién del microambiente neuronal y la transmision del estimulo.

Por lo anterior, en este trabajo se decidi6 analizar el efecto que tiene la
exposicion a la inhalacién de vanadio sobre la célula de Miller, empleando un

modelo en ratén.

4. Hipotesis

La exposicion a vanadio por via inhalada generara cambios en las MGC de la
retina que se manifestaran como gliosis reactiva, manifestada por un

incremento de GFAP y GS como marcadores de dafio.

5. Objetivo General

» Estudiar el efecto de la exposicion por inhalacién de vanadio en la MGC
de la retina.

5.1 Objetivos Particulares

e Analizar por inmunohistoquimica y densitometria, los cambios en los
marcadores GFAP y GS en células gliales de Miiller de la retina de los

ratones expuestos a vanadio en comparacion con los ratones controles.

e Identificar la relacion entre el tiempo de exposicidbn subagudo y
subcrénico a vanadio y el cambio en la expresion de los marcadores
GFAP y GS en las MGC.
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6. Material y método

6.1 Animales

Se utilizaron 45 ratones macho de la cepa CD1 de 35+5 g del bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México y se
mantuvieron en una subestacién del Departamento de Biologia Celular y
Tisular de la mencionada facultad en condiciones de luz-oscuridad (12:12 h)

con agua y alimentacién ad libitum.

6.2 Exposicién con Vanadio

Los 45 animales se dividieron en 3 grupos de 15 ratones cada uno; los
experimentales inhalaron V.05 [0.02M] por una hora, dos veces por semana
por 4 y 8 semanas mientras que los controles, en las mismas condiciones que
los experimentales, Unicamente inhalaron solucion fisiolégica (Figura 11, A).
Para la inhalacién, los animales fueron colocados en una caja de acrilico de 45
x 21 x 35 cm., cuya concentracién promedio de vanadio durante la exposicion
fue de 1436 upg/m®. La solucion se dispersé en la cémara con un
Ultranebulizador UltraNeb 99 (DeVilbiss) con flujo de 10 L/min.

6.3 Preparacion de las muestras

Los animales control y experimentales se sacrificaron a las 4 y 8 semanas de
exposicion con una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sddico, de
acuerdo con la NOM-062-Z00-1999. Se perfundieron via intracardiaca con
paraformaldehido al 4% y se decapitaron. El exceso de fijador se lavd con
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Los ojos se deshidrataron en
alcoholes graduales ascendentes hasta llegar a xilol, se incluyeron en parafina
y se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina.

Para la fijaciébn ocular con paraformaldehido al 4%, se requiri6 utilizar 3
poblaciones de ratones, cada una con 15 ratones, 5 de cada grupo. En la
poblacion 1, Unicamente se les fij6 por perfusién via intracardiaca y se
extrajeron los 0jos; en la poblacién 2, una vez perfundidos, se decapitaron, las
cabezas se sumergieron 2 horas en el fijador y se extrajeron los ojos vy
finalmente, en la poblacién 3, una vez perfundidos, se decapitaron, las cabezas
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se sumergieron 2 horas, se extrajeron los 0jos y se puncionaron con una aguja
para insulina a la vez que se sumergieron 2 horas en el fijador. La fijacién no
fue satisfactoria en las poblaciones 1y 2 (Figura 11, B), por lo que se siguio
con el procesamiento de la muestra Unicamente con la poblacién 3 y son los
datos que aqui se reportan. Posteriormente se realizaron cortes de 5

micrometros de grosor con el microtomo para inmunohistoquimica.

6.4 Inmunohistoquimica

En los cortes se evaluaron los marcadores de la MGC en la retina: GFAP y GS.
Se utilizaron como control positivo para ambos marcadores, astrocitos en
cerebro. Los cortes se desparafinaron en xilol y se rehidrataron en alcoholes

graduales descentes hasta llegar a agua.

Con la finalidad de desenmascarar epitopos, se llevé a cabo la recuperaciéon
antigénica con Diva Decloaker 20X (Biocare Medical) en una olla de presion a
15 Psi, durante 3 minutos.

En vasos tipo Coplin, se realizaron lavados de PBS de 3 a 5 minutos y se
blogued la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno en metanol (4ml
en 36ml). Posteriormente se bloquearon demas proteinas con un lavado de
PBS albimina por 5 minutos.

Utilizando un rack para inmunohistoquimica, se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente los anticuerpos primarios contra los distintos marcadores. Se titularon
y posteriormente se utilizaron a las siguientes diluciones: anti-GFAP a una
dilucion 1:1000 (Millipore) y anti-GS diluido a 1:500 (Novus Biologicals).

Se lavaron nuevamente con PBS de 3 a 5 minutos y se incub6 el anticuerpo
secundario Dako universal LSAB + System HRP por 45 minutos a temperatura
ambiente. Se lavaron nuevamente las muestras con PBS de 3 a 5 minutos y se
incubd el complejo HRP estreptavidina por 45 minutos a temperatura ambiente.
Se revel6 con diaminobenzidina (DAB) y se contratifid con hematoxilina.
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6.5 Analisis densitométrico

Se disefié una aplicacién llamada DensiFe® en MATLAB® para realizar la
cuantificacion de la densidad media de la marca en pixeles en las
fotomicrografias tomadas a 40X (con un &rea de 152 mm?) y se compararon los
resultados’. Esta evaluacion se realiz6 en todas las preparaciones histoldgicas,
tomando 10 &reas representativas a lo largo de toda la retina (campos) por
individuo, es decir, 50 campos por grupo. Finalmente, se aplicé una prueba de
ANOVA (con una prueba post hoc de Tukey) para determinar las diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos evaluados. Se consideré

la diferencia estadisticamente significativa cuando p<0.05.
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Densitometria con
ANOVA, Tukey |€— aplicacion de Inmunohistoquimica
(p <0.05) MATLABR@DensiFe, GFAP.GS

50 campos / grupo

Figura 11, A. Diagrama del método.

! La aplicacion DensiFe fue desarrollada por la Médico Cirujano Lorena Sofia Lépez Zepeda.
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Figura 11, B. Fijacién ocular con paraformaldehido al 4%.

7. Resultados

7.1 Expresion de GFAP en retina de ratones expuestos a Vanadio

En la retina de los ratones control se observo el marcaje de GFAP+, distribuido
en la MLI, es decir, en el pie celular de las MGC (Figura 12, A) y alrededor de
capilares.

En las preparaciones de la retina de animales expuestos por 4 semanas se
observé una marca mucho mas intensa en la MLI, rodeando capilares y a
algunas neuronas ganglionares. Asimismo, se observdé la marca en los
procesos celulares de las MGC que atraviesan las capas plexiformes, entre los
ndcleos neuronales de las CNI y CNE y hasta la MLE, abarcando asi, la

totalidad de las células (Figura 12, B). Sin embargo, a las 8 semanas de
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exposicion, la marca se observé en la MLI (Figura 12, C) y en muy pocos
casos, en algunos procesos celulares en la CPI.

La representacion grafica del andlisis densitométrico de las preparaciones a los
diferentes tiempos de exposicién se muestra en la Figura 14, A. El incremento
de la marca para GFAP+ observado a las 4 semanas de exposicion con
vanadio fue significativamente diferente con respecto al control y con el grupo
de 8 semanas (p < 0.05). Mientras que el control no fue diferente

significativamente del grupo experimental de 8 semanas.

7.2 Expresion de GS en retina de ratones expuestos a Vanadio

En la retina de los ratones control se observo el marcaje de GS+ a lo largo de
toda la célula (Figura 13, A). Se alcanza a distinguir la marca en las MLI y
MLE, en los finos procesos celulares que cruzan tanto las CPI y CPE, como las
CNI y CNE envolviendo los ndcleos de las neuronas presentes en la retina.
Asimismo, en la CNI, se observa la marca en el soma de las MGC en donde se
encuentra el nucleo.

En las preparaciones de la retina de animales expuestos por 4 semanas se
observé la marca abarcando de la MLI a la MLE. Sin embargo, se ve una
disminucién en la marca de los procesos celulares de las MGC en las capas
plexiformes y nucleares. Asi como en la parte de las MGC en donde se
encuentra el nucleo (Figura 13, B). En cambio, en el grupo de las 8 semanas
de exposicion, la marca disminuy6 considerablemente. Se observa marcada la
MLI, ligeramente la CNE entre los nucleos de los fotorreceptores y casi no hay
marca en ninguna de las demas capas de la retina (Figura 13, C).

El andlisis densitométrico de las preparaciones a los diferentes tiempos de
exposicion se muestra en la Figura 14, B. La disminucion de la marca para GS
observado a las 8 semanas de exposicion fue significativamente diferente con
respecto al control y con el grupo de 4 semanas (p < 0.05). Mientras que el
control no fue diferente significativamente del grupo experimental de 4

semanas.
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8. Discusién

En este trabajo se estudid la respuesta de la MGC ante la exposicion por
inhalacion a vanadio a través de marcadores especificos de dafio celular, como
lo son la GFAP y GS. En la literatura se han reportado estudios en donde la
respuesta de las MGC en condiciones patolégicas como dafio luminico, trauma,
isquemia, desprendimiento de la retina, glaucoma, retinopatia diabética,
degeneracion de la méacula por envejecimiento o insulto quimico (Sarthy y
Ripps, 2002; Lewis y Fisher, 2003; Bringmann et al. 2009), se ve como gliosis
reactiva, es decir, un cambio metabdlico en el que las células de Miller intentan
detener y reparar el dafio tisular mediante la sobreexpresion de algunos
filamentos intermedios del citoesqueleto y otras moléculas que compensen el
desbalance del ambiente extracelular (Rice y Russo-Menna, 1997; Bringmann
et al., 2006; 2009). Sin embargo, no se cuenta con suficientes estudios en la
retina sobre el efecto que tiene la exposicién a metales de transicion como el

vanadio, en la MGC.

Segun Bringmann y colaboradores (2006), en la gliosis reactiva se dan dos
tipos de respuestas: las especificas (1) que corresponden a diferentes tipos de
dafo y las no especificas (2) que pueden servir como marcadores generales
tempranos de dafio en la retina, por ejemplo:

1) Cambios en la expresion de glutamina sintetasa (GS): Cuando los
fotorreceptores degeneran en el caso del desprendimiento de la retina, la GS
disminuye; mientras que cuando hay dafio hepatico, la retina requiere
desintoxicarse de amonio y la GS aumenta. Esta proteina también puede
distribuirse en la célula hacia donde mas se le requiera.

2) Mayor expresion de GFAP, activacion de ERKs.

Se esperaba que las MGC experimentaran una gliosis reactiva como respuesta
al dafio infligido por el insulto téxico y la consecuente muerte neuronal en la
retina, aumentando significativamente la expresion de GFAP conforme
aumentaban las semanas de exposicion y de GS como un posible indicador de
excitotoxicidad por glutamato, sin embargo, no fue lo que se observo.
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GFAP

En los controles, la marca de GFAP se encuentra principalmente en el pie
celular de la MGC, es decir, en la membrana limitante interna, como lo reportan
Sarthy y Ripps (2002). Acorde con lo esperado por gliosis reactiva, a las 4
semanas de exposicion, la marca se incrementa significativamente abarcando
toda la extension de la célula, de la membrana limitante interna, a la externa.
Sin embargo, a las ocho semanas disminuye. Esto va en contra del proceso
general de gliosis reportado anteriormente en diversos trabajos de Gomes y
colaboradores en 1999, Bringmann y colaboradores en 2006 y 2009, Sofroniew
en 2009 y Vogler y colaboradores en 2013 ya que se sabe que, aunque el nivel
del mMRNA de GFAP se restablece dias después del insulto, la sobreexpresiéon
de filamentos ya formados, puede permanecer por meses (Lewis y Fisher,
2003). Lo cual se comprueba con el trabajo de Feng y su grupo en 2009. Estos
ultimos, observaron sobreexpresion de GFAP hasta por 7 meses en un modelo
en rata con dafio en los fotorreceptores, por un fallo en la proteina policistina 2,
cuya funcién es unir al segmento interno y externo de los fotorreceptores. Esta
permanencia de la sobreexpresion de los filamentos intermedios, es por lo que
la gliosis también puede resultar perjudicial para la retina dafiada ya que puede
llegar a formar una cicatriz glial (Bringmann et al., 2009).

En el SNC, cuando hay un dafio en el tejido, llegan macréfagos del torrente
sanguineo, las microglias de la zona se activan, llegan precursores de
oligodendrocitos, oligodendrocitos, células meningeales (si la lesion alcanzoé las
meninges) y astrocitos. Los astrocitos también se activan ya que proliferan,
aumentan su tamafo, sobreexpresan grandes cantidades de GFAP, presentan
mayor cantidad de procesos celulares muy juntos entre si, entretejidos, unidos
de manera ocluyente y comunicados por uniones de tipo gap; ademas son
rodeados por matriz extracelular. Lo que en conjunto, forma una cicatriz glial
(Fawcett y Asher, 1999). Cuando hay desprendimiento de la retina, la cicatriz
glial se puede asociar a condiciones que ocasionen la muerte de los
fotorreceptores ya que se impide la regeneracién de los procesos neuronales y
la remodelacion del tejido (Lewis y Fisher, 2003). Sin embargo, en este modelo
murino por exposicion a vanadio, no se observo la formacién de una cicatriz
glial, por lo que se descarta como posible causante de mayor dafio al tejido,
ademas del ya causado por el insulto toxico.
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Por otro lado, para explicar la subita disminucion de la GFAP, se puede pensar
gue la MGC podria estar experimentando, como consecuencia a la exposicién
a vanadio, una desdiferenciacion hacia un fenotipo progenitor tardio y a partir
de ahi, proliferacion o transdiferenciacion (Bringmann et al. 2009; Bringmann y
Wiedemann, 2009).

Se sabe que cuando las células estan en proliferacibn no se observan
filamentos intermedios sobreexpresados ya que éstos se degradan para
permitir la mitosis y el rearreglo completo del citoesqueleto. Por esto, una vez
terminada la citocinesis, es cuando se observa de nuevo la expresién de GFAP
(Gomes et al., 1999; Dyer y Cepko, 2000). También se demostré6 que existe
una relacion inversa entre la expresion de GS y la proliferacion de la MGC en el
desarrollo y en condiciones patolégicas de la retina madura (Fischer et al.,
2002; Bringmann et al., 2009). Cabe recordar que en la MCG en respuesta a
vanadio, se observéd una disminucién en GS, lo que apoyaria la sugerencia de

que la MCG experimenta desdiferenciacion y proliferacion.

Aunque si se diera la desdiferenciacion de la MGC, se podrian ver
comprometidas las funciones especificas que realiza la glia y romper la relacion
funcional glia-neurona (Bringmann, et al., 2006; 2009).

Esta propuesta de desdiferenciacion y proliferacion de la MGC, se apoya
ademas, en diversos experimentos en los que se ha visto que al haber un dafio
en la retina, los niveles de inhibidores de ciclinas en la MGC, en especial
p27""P! drasticamente disminuyen y le permiten a la glia volver a entrar al ciclo
celular. Poco tiempo después, la ciclina D3, que es la que interacciona con
p27""*! disminuye su expresién para prevenir una proliferacién sin control de la
MGC. Al mismo tiempo, se vuelve a expresar GFAP y ya no se observa mas
division celular de la glia activada (Dyer y Cepko, 2000).

GS
En los controles, la marca de GS es fuerte y se encuentra abarcando toda la
extension de la célula, de la membrana limitante interna hasta la externa, como

se reporta que se encuentra en condiciones normales (Bringmann et al., 2009).
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Aunque a las 4 semanas, la marca se sigue observando de la membrana
limitante interna hasta la externa, se empieza a notar una disminucién, no
obstante, no fue estadisticamente significativa comparada con el grupo control.
Por otro lado, la marca si se ve reducida con una diferencia estadisticamente
significativa a las 8 semanas comparada con la marca del grupo control y 4
semanas. Como ya se habia mencionado, los niveles de expresion de la GS en
la MGC, dependen en gran medida de los niveles de sus sustratos en el
ambiente extracelular, el Glu y el amonio (Bringmann et al., 2006). Por lo que,
observar la disminucién de GS a las 8 semanas, sugiere que no se esta

experimentando en la retina, excitotoxicidad por Glu.

Se ha visto una disminucién en la expresion de GS cuando hay isquemia,
inflamacion, dafio por trauma y glaucoma (Bringmann et al., 2009). Por otro
lado, se ha reportado que en condiciones patolégicas como desprendimiento
de la retina, dafio luminico o por enfermedad hereditaria, los principales
liberadores de Glu en la retina, los fotorreceptores, degeneran ocasionando
una disminucién en la expresion de GS (Bringmann et al., 2009). Ademas,
Quezada en el 2013, observé en el mismo modelo murino de exposicion por
inhalacion a pentéxido de vanadio que en este trabajo se utilizd, un aumento
del estrés oxidante en la retina, producto del dafio por vanadio, lo cual ocasioné
una disminucién en el fotopigmento rodopsina. Lo cual quiere decir, que los
fotorreceptores se ven afectados por el vanadio. La disminucion de la expresion
de GS en la MGC apoya lo sugerido por Quezada (2013). Con este mismo
modelo, se ha reportado, en general, reduccién de espinas dendriticas y
pérdida neuronal en bulbo olfatorio (Avila-Costa et al., 2007), en la sustancia
nigra (Avila-Costa et al., 2004) y en el hipocampo (Avila-Costa et al., 2006).

Segun Sidoryk-Wegrzynowicz y Aschner (2013), la exposiciébn a manganeso,
metal de transicion similar al vanadio, induce gliosis en los astrocitos de
cerebro y disminucion en la expresion tanto de GS, como de los
transportadores de entrada y salida de GIn de la célula, rompiendo asi el CGG.
Proponen que esto disminuye la disponibilidad de la GIn para que las neuronas

posteriormente sinteticen Glu, ocasionando una pérdida en la neurotransmisién
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glutamatérgica y la consecuente liberacion de Glu al microambiente. Dando asi

una disminucion en la expresion de GS por parte de la glia.

Cabe resaltar que, aunque la expresibn de GS tiene que ver con la
disponibilidad de sus dos sustratos en el ambiente extracelular, Glu y amonio
(Bringmann, et al., 2006), los glucocorticoides también pueden modular la
expresion de GS (Moscona, 1983; Olkku et al., 2004) ya que existe una region
rio-arriba del gen de esta proteina que responde a glucocorticoides (GRE)
(vardimon et al., 1993; Bringmann et al., 2009). Entre estos corticoides, se
encuentran las hormonas esteroideas adrenales, como cortisol y corticosterona

y el farmaco dexametasona (Moscona, 1983; Hicks et al., 1991).

El mecanismo de esta regulacion consiste en que las moléculas del receptor de
glucocorticoides (RG) se encuentran en el citoplasma, pero al unirse a la
hormona, entran al nucleo, dimerizan y se acoplan a GRE favoreciendo asi la
transcripcion del material genético. Sin embargo, la respuesta a la induccion
por glucocorticoides depende de si las moléculas activas de RG acopladas a
GRE sobrepasan cierto umbral, si no es asi, la transcripcion no se lleva acabo
(Vardimon et al., 1993).

También se sabe que existe una relacion inversa entre la expresion de GS y la
proliferacion de la MGC en el desarrollo y en condiciones patologicas de la

retina madura (Fischer et al., 2002; Bringmann et al., 2009):

En el desarrollo, una de las proteinas del complejo que regula la proliferacion
celular, c-Jun, es abundante en las células de la retina que estan proliferando.
Esta proteina, inactiva transcripcionalmente al RG, por lo tanto, no se acopla a
GRE y no se induce la expresion de GS mediada por glucocorticoides. Una vez
que disminuye la proliferacion celular y c-Jun, GS se empieza a expresar en
respuesta a glucocorticoides (Bringmann et al., 2009).

En la mayoria de las patologias en las que la expresion de GS disminuye, se
debe a la influencia de factores de crecimiento como el Factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF). En la retina de aves, vieron que el bFGF
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incrementa la proteina c-Jun, es decir, hay proliferacion a la vez que disminuye
asi la expresibn de GS mediado por glucocorticoides. Este factor de
crecimiento es liberado rapidamente después del desprendimiento de la retina,
en condiciones isquémicas, después de dafio luminico y mecanico y como
consecuencia de la enfermedad degenerativa de los fotorreceptores
(Bringmann et al., 2009).

Mientras que, cuando se bloquea GS experimentalmente, las neuronas de la
retina pierden el contenido de glutamato ocasionando que los animales queden
ciegos en dos minutos (Bringmann, et al., 2006; 2009). Esto se debe a que en
el ciclo de Glutamato / Glutamina (CGG), el Glu se recicla en la MGC por la GS
para ser liberada como GiIn, pero si la GS esta bloqueada, se interrumpe el
ciclo. La glia no puede convertir Glu en GIn para que las neuronas la
incorporen y posteriormente la transformen a Glu. De esta manera se afecta

gravemente a las sinapsis y al equilibrio en el microambiente neuronal.

Por todo lo anterior, se podria pensar que en este estudio pudiera estar
ocurriendo una degeneraciéon neuronal, en especial de los fotorreceptores
como consecuencia al incremento del estrés oxidante, producto del dafio por
exposicion a vanadio. Sin embargo, seria importante realizar mas estudios para
ver si se da la consecuente liberacion de bFGF, como resultado de la
degeneracion de los fotorreceptores, y el incremento de la proteina c-Jun. Lo
cual provocaria una disminucién en la expresion de la GS mediada por

glucocorticoides.

Estos resultados resaltan la estrecha relacion neurona — glia, lo que nos
recuerda que asi como las células gliales mantienen el microambiente propicio
para el desarrollo y supervivencia de las neuronas, las neuronas también
pueden modificar o regular algunas actividades metabdlicas de las células

gliales.
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GFAP Y GS

La relacion que presenta la proliferacion con la reduccion en la expresion de
GFAP y la disminucion de la GS, nos lleva a pensar que se necesitan mas
estudios para comprobar si la MGC, como consecuencia de la exposicion a
vanadio, sufre un proceso de desdiferenciacién y proliferacién. En siguientes
estudios, para evaluar si hay desdiferenciacion, se propone utilizar otras
moléculas como marcadores; por ejemplo, otro tipo de filamento intermedio
llamado nestina y los factores de transcripcion Pax6 y Chx10 ya que se
coexpresan en células progenitoras de la retina, como se vio en los trabajos de
Fischer y Reh en 2001 y 2002. Tomando en cuenta los mismos trabajos, para
ver si hay proliferacion posteriormente, se pueden utilizar Bromo-deoxiuridina
(BrdU, por sus siglas en inglés) para marcar el material genético de las células
gue estan en fase de sintesis del ciclo celular y el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA, por sus siglas en inglés).

Hay que resaltar que este trabajo sirvié para establecer una nueva linea de
investigacion en nuestro laboratorio sobre el efecto de la exposicion a vanadio
por via inhalada en la retina en un modelo murino. Por lo cual, para realizar
este estudio, nos basamos en el método que ya se usaba anteriormente para
trabajar con el mismo modelo (pero en otros tejidos) en el grupo del laboratorio
(Fortoul et al.,, 2011). Dentro de la realizacion de esta tesis, se encontraron
algunas sugerencias que podrian hacerse en un futuro al modelo de
experimentacion. Por ejemplo, en el caso del ojo, se podria acortar el tiempo
para el primer sacrificio de los ratones y no esperar hasta las 4 semanas, ya
gue en otros modelos de dafio neurotoxico en la retina, los cambios se
empiezan a ver a la semana del insulto (Tyler y Burns, 1991; Dyer y Cepko,
2000; Fischer y Reh, 2001; Chen y Weber, 2002; Fischer et al., 2002; Feng et
al., 2009; Joly et al., 2011). Sin embargo, los modelos de dafio neurotdxico en
la retina previamente mencionados, son estudios de insulto téxico agudo, por lo
gue también es importante estudiar los modelos de dafio por insulto téxico
subagudo y subcrénico, como es este trabajo. Por otro lado, se encontraron
reportes de Eclancher y su grupo de trabajo en 1990, en donde trabajan con
tejido de cerebro y de Vaughan y colaboradores en el mismo afio en tejido de
retina, que indican que la fijacion del tejido a estudiar con paraformaldehido al
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1% y con acetona (Vaughan et al., 1990), o en general con paraformaldehido
(Eclancher et al., 1990), altera el patrén inmunorreactivo de los epitopes de la
GFAP comparado con otros fijadores ya que existe cierta sensibilidad al tipo de
fijacion; por lo que al analizar los resultados, podria arrojar resultados no
comparables con otros tipos de fijadores. Sin embargo, debido a que en este
trabajo, todos los individuos fueron perfundidos con paraformaldehido al 4% y
las muestras fueron tratadas de la misma manera, nuestros resultados son
comparables y confiables, y por lo tanto, las diferencias entre los grupos
experimentales respecto al control son significativas. No obstante, en estudios
futuros, se podria implementar una manera diferente de fijacion con formol

amortiguado en PBS y utilizar anticuerpos primarios monoclonales.

9. Conclusién

Con este modelo identificamos dafio en la retina de ratones macho CD-1 por la
exposicion por inhalacion a pentoxido de vanadio ya que las MGC se
encuentran activadas, lo que comprobamos por la presencia de gliosis reactiva.
A las 8 semanas de exposicion disminuye la marca de GFAP posiblemente por
una desdiferenciacion de la MGC como consecuencia al dafio por exposicion a
vanadio. Mientras que la disminucion gradual de GS pudiera deberse a la
degeneracion de los fotorreceptores como consecuencia al dafio por vanadio.

No se ve una relacién entre el tiempo de exposicion y el cambio en la expresion
de GFAP dado que inicialmente se ve un aumento de este marcador, pero
posteriormente disminuye de manera drastica. Por otro lado, la expresion de
GS si disminuye gradualmente respecto del control conforme transcurre el

tiempo de exposicion.
Se requieren hacer mas estudios en los que se evalle la desdiferenciacion de

la MGC y la muerte neuronal en la retina como respuesta al dafio téxico por el

vanadio.
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