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AC anhidrasa carboénica

ADH acido docosahexaenoico

AMD degeneracién macular relacionada con la edad
CNE capa nuclear externa

CNI capa nuclear interna

BHE barrera hetorretineana externa

DNAsa desoxirribonucleasa |

DHL deshidrogenasa lactica

EPR epitelio pigmentario de la retina

ERO especies reactivas de oxigeno

GABA acido y-aminobutirico

GLUT 1 transportador de glucosa tipo 1

IP ioduro de propidio

MB membrana de Bruch

MCT transportadores de monocarboxilato

MV microvellosidades

RD retinopatia diabética

SEF segmentos externos de los fotorreceptores
UE uniones estrechas

Z0 zénula ocludente

ZONAB proteina de unién a acido nucleico asociada a ZO



Resumen

La diabetes es una enfermedad caracterizada por hiperglucemia que lleva a distintas
complicaciones, entre las cuales encontramos a la retinopatia diabética (RD). Durante la
RD se desarrollan multiples mecanismos que desencadenan dafio celular en la retina y que
finalmente llevan a la ceguera. El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa
de células ubicada entre la retina y la coroides. Las células del EPR se consideran células
nodrizas de la retina debido a las importantes funciones que desempenan, mismas que
estan relacionadas con la estabilidad estructural y funcional retiniana. Existe evidencia de
gue mantener a los tejidos bajo condiciones de hiperglucemia genera un estrés oxidante,
incluso se han reportado marcadores de estrés oxidante en las retinas aisladas post
mortem de pacientes diabéticos, sin embargo, no esta claramente definido lo que sucede
bajo las mismas circunstancias en las células del EPR. Nuestra hipétesis es, que las altas
concentraciones de glucosa pudieran alterar la produccién de especies reactivas de
oxigeno y la viabilidad del EPR. Esto podria ser la causa de las alteraciones observadas en

la retina durante la RD.

La hipétesis se probé analizando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
viabilidad celular del EPR en cultivo tratado con altas concentraciones de glucosa. Las ERO
producidas aumentaron en el EPR en presencia de altas concentraciones de glucosa de
12-48 horas, mientras que la viabilidad celular no se modificé en ninguno de los tiempos
estudiados. Los resultados sugieren que las células del EPR son resistentes al incremento
en ERO observado en presencia de altas concentraciones de glucosa y que posiblemente

se requiera de un mayor tiempo de exposicion a las mismas para alterar su viabilidad.



Introduccion

El catabolismo de la glucosa tiene un papel fundamental en el metabolismo de los
sistemas biologicos, funciona como un proveedor de carbono para sintetizar nuevos
materiales celulares y también como fuente de energia para llevar a cabo diversos

procesos en la célula.

En los mamiferos, para la utilizacién adecuada de la glucosa es necesaria la accién de la
insulina, una hormona producida en el pancreas (especificamente en las células tipo beta
que se agrupan formando los islotes de Langerhans) y que se encarga de estimular la
captacion de glucosa en el higado, tejido adiposo y mdisculo, asi como de su
almacenamiento en forma de glucégeno, lipidos y proteinas respectivamente. Sin la accién
de lainsulina, la captacién de glucosa por estos tejidos no es éptima, lo que promueve un
exceso en su concentracion dentro del torrente sanguineo, caracteristica principal de la

enfermedad denominada diabetes.

La diabetes se presenta en el 85 % de la poblacién adulta del mundo

(http://www.who.int/diabetes/global-report/es/). La prevalencia de diabetes a nivel

mundial va en incremento y se estima que para 2036 habra 366 millones de pacientes
afectados. Es importante tener en cuenta que ésta alteracibn metabdlica impacta
negativamente en la calidad de vida de los enfermos porque implica nuevos desafios
fisioldgicos, psicolégicos y sociales para los mismos y de manera concomitante representa

un problema econémico.

Entre los sintomas genéricos de la enfermedad se incluyen: sed y miccion excesivos, asi

como pérdida de peso inusual.

Se clasifica generalmente en diabetes tipo 1y 2, en la primera se presenta una deficiencia
de insulina por destruccién autoinmune de las células beta pancreéticas y la diabetes tipo

2 es caracterizada por la accién insuficiente de la insulina [1].


http://www.who.int/diabetes/global-report/es/

La exposicién constante de los tejidos a hiperglucemia causa complicaciones en varios

organos. Entre los principales estan: el rindn, el corazén, nervios periféricos y la retina.

La retinopatia diabética (RD) es asintomatica en sus etapas tempranas, pero se conoce que
la mayoria de los individuos con diabetes tipo 1 y mas del 60 % de los individuos que
padecen diabetes tipo 2, presentan alglin grado de retinopatia después de veinte afios de
diagnosticada la enfermedad. Y de hecho se sabe que el 50 % de los diabéticos presentan
una notable disminucién de su capacidad visual cinco afos después de haber sido

diagnosticados con RD [2].

La vision, es la capacidad de percibir los cambios de iluminacion, asi como distinguir entre
formas y colores de los objetos. Por lo tanto, es una de las maneras en que recibimos e

interpretamos el ambiente externo y tiene como principal érgano sensorial el ojo [3, 4].

En el interior del globo ocular se encuentra el cristalino, que es un disco biconvexo, flexible
y transparente capaz de funcionar como una lente debido a que los cambios en su
curvatura modifican el enfoque de la imagen en la retina. La concavidad posterior tras el
cristalino esti llena de agua con pocas fibras de colageno y se conoce como humor
vitreo [3].

En la pared del globo ocular de los vertebrados se pueden apreciar al menos tres capas
tisulares [5]: La esclerética, la capa mas externa, consiste en haces entrelazados de tejido
conectivo fibroso denso con pocas fibras elasticas. Esta capa sirve principalmente como

sostén; en la parte anterior del ojo es transparente y forma la cérnea.

La tunica media se compone de tejido conjuntivo laxo y alberga abundantes vasos, esta
capa esta representada en la parte anterior del ojo por el iris, un musculo liso que
funciona como un diafragma ajustable. Regula el didmetro de la pupila y modifica la

cantidad de luz que penetra en el ojo.



Por su parte, la tunica interna, esta formada por la retina neural y el epitelio pigmentario

de la misma ( Fig. 1). La importancia de estos tejidos se sefnala a continuacion.

@ Esclerdtica

® Coroides

@® Cérmnea

@ Pupila

® Iris
® Cristalino

® Humor vitreo

Figura 1. Diagrama general del ojo de los vertebrados. Modificado de “eye anatomy on

McGraw-Hill website (https://www.iris-pharma.com/eye-structures)”.



https://www.iris-pharma.com/eye-structures

La retina

La retina es el tejido neural responsable de la captacién de radiacion electromagnética de
un intervalo particular de energia comprendido entre 400-700 nm y su posterior

transformacion en senales electroquimicas, las cuales son interpretadas en el cerebro.

La retina neural se conforma de seis capas de diferentes tipos celulares (Fig. 2). La capa de
células fotorreceptoras que pueden ser de dos tipos: conos y bastones (capa nuclear
externa: CNE). La capa de somas de células bipolares, horizontales, amacrinas e
interplexiformes (capa nuclear interna: CNI); y la capa de células ganglionares. Intercaladas
entre estas tres capas, los procesos dendriticos y axonales de las neuronas dan lugar a dos
capas mas, denominadas plexiformes. Las terminales de las células de la CNI al establecer
sinapsis con los fotorreceptores forman la capa plexiforme externa (CPE) y al
interconectarse con las células ganglionares forman la capa plexiforme interna (CPI). Los
axones de las células ganglionares forman el nervio éptico, a través del cual la informacién
de la retina es enviada a la corteza visual. La glia de Miiller, que es el tipo representativo
de glia en la retina, hace contacto con todos los tipos celulares de la retina, iniciando en la
membrana limitante interna, formada por los axones de las células ganglionares y vasos
retinianos y prolongadndose hacia la membrana limitante externa donde sus procesos

hacen contacto con los fotorreceptores [6, 7].

La distribucién del oxigeno cambia a través de la retina, debido a las diferentes demandas
de las diversas células que la conforman vy la irrigacidon que reciben. La irrigacién de la
retina se puede dividir en externa e interna ya que recibe sus nutrientes de dos
circulaciones separadas. La retina interna (células ganglionares) se provee de oxigeno y
nutrientes a partir de una red de capilares provenientes de la arteria retiniana, que
ingresan en la capa de células ganglionares y conforman de esta manera la vasculatura
intrarretiniana. Mientras que la retina externa (fotorreceptores) se nutre a través de los

coriocapilares fenestrados que estan en contacto directo con el epitelio pigmentario de la



retina, por lo que éste constituye efectivamente la barrera hematorretiniana externa (BHE)

[8].

CCG CPI CNI CPE CNE

nervio optico

Figura 2. Estructura de la retina de un vertebrado. Capa de células ganglionares (CCG):
célula ganglionar (CG). Capa plexiforme interna (CPI). Capa nuclear interna (CNI): célula
bipolar (CB), célula amacrina (CA), célula horizontal (CH). Capa plexiforme externa (CPE).
Capa nuclear externa (CNE): conos y bastones (FR). Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

y membrana de Bruch (MB). Modificado de Higuchi, A. et al. (2017) [9].



El epitelio pigmentario de la retina

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa de células especializadas que

se localiza entre la coroides y los segmentos externos de los fotorreceptores de la retina.

Durante el desarrollo embrionario, la neuroretina y el EPR son un continuo de células vy
derivan del neuroectodermo. Posteriormente, al inicio de la formacion de las somitas a
cada lado de la placa neural se forman dos engrosamientos, que daran lugar al area 6ptica,
ésta se invagina y produce dos capas: externa e interna, la primera es estratificada y dara

lugar a la retina, la segunda no estratificada es el futuro EPR.

El EPR estd formado por células epiteliales con forma cubicas, con un didmetro de 14-60
pum dependiente de su posiciéon en el ojo, las células en la regién macular son mas
pequenas comparadas con las células de la periferia [10]. La monocapa de las células se
mantienen unidas entre si por la existencia de contactos intercelulares localizados en sus
membranas laterales, los cuales se caracterizan por presentar uniones estrechas (UE),
uniones adherentes, desmosomas y uniones comunicantes. Las primeras son un
componente esencial del EPR, se localizan en la parte mas apical del complejo de las
uniones y forman parte de la BHE. Las UE diferencian en las células epiteliales un lado
apical y otro basolateral (Fig. 3 ), es decir, forman un epitelio polarizado, produciendo una
asimetria en su estructura y diversidad en ambos compartimentos con respecto a la

organizacion de las proteinas de membrana y de los organelos [11, 12].

Existen tres tipos de proteinas que componen a las UE: 1) proteinas integrales de
membrana (ocludina y claudinas); 2) proteinas citoplasmaticas que organizan a las
proteinas integrales de membrana y las conectan a los filamentos de actina o a otras
proteinas citoplasmaticas asociadas a la periferia (zonula ocludente 1, 2 y 3 (ZO)) y 3)
proteinas de sefalizacion (B-catenina y ZONAB: proteina de uniéon a acido nucleico

asociada a ZO) cuya funcion es activar ciertas vias de sefalizacion en el interior de la célula



y ademas regular la transcripcion de diferentes genes asociados con el movimiento y la

proliferacion celular [12, 13].

Las UE son responsables de que exista una resistencia eléctrica paracelular diez veces
mayor que la transcelular, de aproximadamente 350-600 Q cm? y que caracteriza al EPR
como un epitelio de alta impermeabilidad, que impide el paso de micro y macromoléculas,
por lo que tienen que ser transportadas especificamente por el EPR para llegar a la retina

neural [12, 13].

La membrana basal del EPR secreta la lamina basal, o membrana de Bruch (MB), a la que
se adhiere por medio de hemidesmosomas. La MB del EPR esta compuesta principalmente
por colageno tipo IV, laminina, fibronectina, sulfato de heparan y sulfato de condroitina

[14].

En la zona basal del epitelio pigmentario se encuentra el nicleo (de forma ovoide).
Algunas células poseen dos nucleos, especificamente las células que estan en contacto con

la regién mas anterior de la retina conocida como ora serrata [10].

Ademas, se ha observado que el nimero de nlcleos en las células del epitelio pigmentario
de ratén aumenta con la edad y se piensa que esta multinucleacion es el resultado de

citocinesis anormales [15]. Sin embargo, es raro encontrar células del EPR en mitosis [10].

Las mitocondrias en el EPR son numerosas, lo que refleja su alta actividad metabdlica. El
complejo de Golgi y reticulo endoplasmico se observan bien desarrollados. También
presenta un elevado numero de lisosomas y cuerpos residuales que contienen restos de

los segmentos externos de los fotorreceptores [16].

Por su parte, el citoplasma apical de estas células esta lleno de granulos de melanina, que
se pueden encontrar en dos diferentes estados: premelanosoma (melanosomas
parcialmente melanizados) y melanosoma (granulo maduro de melanina) [10]. Este Gltimo
es un organelo relacionado con los lisosomas que contiene enzimas y proteinas

estructurales necesarias para la sintesis y almacenamiento de melanina. La melanina es



sintetizada a partir del L-DOPA durante el desarrollo. En el adulto la ausencia de actividad
de tirosinasas y premelanosomas indican que la sintesis de melanina es minima y en

ocasiones disminuye con la edad [17].

La parte apical del EPR se encuentra en contacto con la matriz interfotorreceptora (IPM),
nombre con el que se denomina a la matriz extracelular que conecta al EPR con la retina
neural y que es una mezcla de componentes no celulares, entre los cuales estan la fibulina,
fibronectina, laminina, trombospondina, variadas enzimas, factores de crecimiento,
proteinas de unién al hialuronato, algunos proteoglicanos y moléculas solubles (acidos
grasos, retinoides, aminoacidos, etc). Desde su descubrimiento se postulé que la IPM
actlia como un “pegamento”, ayudando a mantener la adhesion normal entre la retina y el

EPR [18].

La membrana de la zona apical de las células del EPR presenta prolongaciones
citoplasmaticas, cuya forma es cilindrica y que corresponden a las microvellosidades, las
cuales dependiendo del tamafo que poseen se pueden clasificar en dos tipos: 1) las
microvellosidades largas (5-7 um), que maximizan la superficie apical para el transporte
epitelial y 2) las microvellosidades mas cortas (3-4 um) que forman estructuras
envolventes de los segmentos externos de los fotorreceptores, y se encargan de

fagocitarlos, proceso que participa en la renovacién continGia de estas células [10].

La polaridad de la célula se refleja en la distribucién de proteinas, las cuales pueden estar
localizadas en la zona apical como la ATPasa Na*/K*, o en la parte basolateral como el canal
de cloruro activado por calcio (bestrofina 1). Estas proteinas tienen una localizacion
caracteristicas en el EPR, misma que es opuesta en otros epitelios, en donde por ejemplo
la ATPasa Na'/K" se sitlia en la zona basal [19]. En la membrana apical del EPR también se
presentan proteinas como CFTR (regulador de la conductancia transmembranal, que actta
como un canal de cloruro), la glicoproteina CD147/EMMPRIN (inductor de la sintesis de
metaloproteinasas de matriz), la integrina aVB5 (participa en la fagocitosis de los

fotorreceptores) y MCT1 (el transportador 1 de monocarboxilato) [10].
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Figura 3. Esquema de la estructura del EPR. Se muestra la asimetia celular generada por
las uniones estrechas. Se resaltan los caracteristicos granulos de pigmento (melanina) de
éstas células. Se muestra que en la parte superior las células estd en contacto con los
fotorreceptores. Mientras que en la inferior, las células se adhieren a la membrana de

Bruch y estan en contacto con los coriocapilares [11, 12y 14].
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Funciones del EPR

Entre la plétora de tareas que lleva a cabo el EPR encontramos funciones asociadas a su

importante papel de barrera (Fig. 4).
I. Transporte transepitelial

Las células del EPR tienen como funcién principal la regulacién de nutrientes entre
fotorreceptores y la sangre, mientras de manera simultdnea remueven sus desechos
metabdlicos. De tal forma que el transporte transepitelial del EPR se lleva a cabo de la
sangre hacia los fotorreceptores pero también en la direccién opuesta. Este proceso de
intercambio es altamente importante para mantener el sustento de las células

fotorreceptoras y su homeostasis metabolica en general.

Los fotorreceptores se nutren por medio de la circulacion externa (coroides) y las células
del EPR transportan glucosa hacia la direccién apical. Se ha propuesto que la glucosa pasa
desde los coriocapilares a través de las células del EPR y luego a la retina, transporte
mediado por el transportador 1 de glucosa (GLUT1) que se expresa tanto en la membrana
apical como en la basolateral del epitelio [20, 21]. Poco se conoce acerca del transporte de
aminoacidos a través del EPR, pero se sabe que entre los aminoacidos transportados se
encuentran el GABA, la leucina, el glutamato y la taurina [20] y que la deficiencia de
taurina en los fotorreceptores lleva a la degeneracion de los mismos [22]. Ademas, las
membranas de los fotorreceptores y neuronas de la retina estdn constituidos por
fosfolipidos que tienen un alto contenido de acido docosahexaenoico (ADH). El mecanismo
molecular preciso por el que el ADH llega a la retina, se desconoce, sin embargo, se sabe
que el precursor de esta molécula, el acido linoleico, se obtiene de la dieta y es tomado
por el higado para desaturarlo y formar el ADH, quien posteriormente se esterifica en
fosfolipidos, se secreta hacia la sangre dentro de lipoproteinas y a través de los

coriocapilares es entregado al EPR [23].
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La presion intraocular origina un flujo de agua desde el cuerpo vitreo hasta la retina y
junto con el metabolismo activo de los fotorreceptores, se produce gran cantidad de agua
(H,0) y dioxido de carbono (CO,) en el espacio subretinal. El CO, y H,O en exceso puede
prodir acidosis y desprendimiento de la retina, respectivamente, por lo que la eliminacién
de éstos por medio del EPR es sumamente importante. Se conoce que la acuaporina 1
contribuye a un transporte eficaz de agua [24]. El CO, puede difundir a través de la
membrana apical de las células del EPR, o ser transportado como bicarbonato de sodio
(HCO:) gracias a la conversion mediada por la enzima anhidrasas carboénicas (ACs)
encontradas en la membrana apical (IV, IX, XIl y XIV), el citosol (ll) o en la membrana
basolateral (IX) del EPR. Ademas esta reportado que un aumento en el CO, en la parte
apical del EPR activa el transporte de fluidos ligados a soluto, lo cual ayuda al transporte

de agua [25].

Por otra parte, se estima que la concetracién de acido lactico en el espacio subretiniano
son de 7 a 13 mM, mientras que en la sangre la concentracion es de 1 mM. Lo anterior
implica que para regular el pH en el espacio subretiniano, es necesario eliminar grandes
cantidades de lactato producido por la retina neural. Este transporte se lleva a cabo por
transportadores de monocarboxilatos (MCT). EI EPR cuenta con dos tipos de
transportadores de monocarboxilatos: el MCT1 y el MCT3, expresados en la parte apical y
basolateral respectivamente [26]. EI MCT1 deja entrar a la célula del EPR grandes
cantidades de lactato provenientes del espacio subretinal. Evitando que la concentracién
de lactato dentro del EPR dismuya su pH intracelular, el MCT3 lleva a cabo un flujo de

salida del lactato desde el interior del EPR hacia la circulacion [27].
Il. Isomerizacion del retinal 11-cis a retinol todo-trans en el ciclo visual

El 60% de la luz que pasa a través de las capas celulares de la retina es absorbida por el
EPR, especificamente por la melanina de los melanosomas. De esta manera el EPR sirve
como defensa a la retina contra la fotooxidacién y aberracién visual por rebote de fotones

dentro del ojo [11]. Los fotones que llegan hasta las células fotorreceptoras inician la
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transduccién visual al ser captados por la rodopsina. Esta proteina contiene al pigmento
retinal 11-cis, que con la absorcion de luz cambia su conformacién a retinal todo-trans. Los
fotorreceptores no poseen la isomerasa cis-trans, por lo que el reciclado el retinal 11-cis se
lleva a cabo en el EPR [28].

Las retinol deshidrogenasas (RDH) aun en el citoplasma de los segmentos externos,
catalizan la reaccién de retinal todo-trans a retinol todo-trans, es en ésta configuracion
que la molécula se transporta al interior del EPR por la proteina IRBP (proteina
intrafotorreceptora de unién al retinol). Dentro del EPR la proteina denominada CRBP
(proteina de unién al retinol celular) acarrea al retinol todo-trans hasta el reticulo
endoplasmatico de las células, en donde las LRAT (Lecitina de retinol aciltransferasa)
transfieren un grupo acilo de la fosfatidilcolina de la membrana al retinol, catalizando asi la
esterificacion de retinol todo-trans en retinil ésteres todo-trans. A pesar de que se
desconoce el mecanismo, se sabe que la proteina RPE-65 (proteina de 65 kD especifica del
epitelio pigmentario de la retina) es responsable de hidrolizar e isomerizar los retinil
ésteres todo-trans en retinol 11-cis. CRALBP (proteina de unién a retinaldehido celular)
facilita que RDH5 lleve a cabo la oxidacion de retinol 11-cis a retinal 11-cis [ 11, 28, 29].
Para que el retinal 11-cis se utilice huevamente uniéndose a la rodopsina, el IRBP lo

transporta a los fotorreceptores [11].

lll. Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores

El mantenimiento en la excitabilidad de los conos y bastones requiere de una renovacion
constante de sus segmentos externos, el recambio total del segmento externo se lleva a
cabo de entre 7-12 dias [17]. Esta renovacion para preservar la integridad celular se
compone de dos fases: una anabdlica, que se lleva a cabo en la misma célula
fotorreceptora y que consiste en la transcripcion de RNA, sintesis de proteinas y la
generaciéon de las nuevas membranas; y una fase catabolica, en donde los ultimos discos

de los segmentos externos de los fotorreceptores (SEF) se desprenden y/o son fagocitados
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por el EPR, el cual los digiere. Asi, moléculas esenciales tales como el &cido
docosahexaenoico (DHA) y el retinal, pueden ser transportados nuevamente hacia el
fotorreceptor y ser utilizados por éste. Los SEF, se encuentran expuestos a cambios
continuos de iluminacién, lo que produce una acumulacién de radicales libres, proteinas y
lipidos foto-oxidados, que pueden acelerar su recambio.

Se calcula que cada dia, el EPR de la rata fagocita aproximadamente 20 000-30,000 discos
de los SEF [17]. En este proceso se requiere una interaccion mediada de ligandos vy
receptores, cuya activacion desencadena una variedad de vias de sefalizacién rio-abajo
gue juegan un papel en la fagocitosis. Ademas del receptor transmembranal de tirosina
cinasa (MerTK) que es responsable de la internalizacion de SEF, se han identificado
multiples receptores que se encuentran en la membrana celular del EPR, dentro de estos
se encuentran: el receptor de manosa 6-fosfato, la integrina aV35 y varias glicoproteinas

[17, 28].

IV. Secrecion de varios factores de crecimiento

El EPR es un tejido que se considera metabdélicamente muy activo, se sabe que es capaz de
liberar gran cantidad de factores anti/angiogénicos, neurotréficos, citocinas y quimiocinas,
cuya importancia en la conservacion de las células de la retina estd ampliamente

demostrada [30].

Hasta el momento se ha identificado que el secretoma del EPR estd constituido por: el
factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF), factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), factores de crecimiento fibroblastico (FGF-1, FGF-2 y FGF-5), factor de crecimiento
transformante (TGF-B), factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1), factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento derivado del epitelio de la lente (LEDGF), metaloproteinasas
de matriz extracelular (MMPs), metaloproteinasas de tejido (TIMP), factor de crecimiento

de placenta (PIGF), somatostatina, eritropoyetina (Epo), y apolipoproteina A1 (Apo) [30].
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De entre estos factores se consideran de particular relevancia al PEDF y al VEGF. El primero
es secretado en la parte apical del EPR y mantiene un ambiente antiangiogénico en la
retina [19], sirve ademas como factor neurotréfico para los fotorreceptores. Mientras que
el VEGF es considerado un potente factor pro angiogénico y se secreta en la parte basal del

EPR [19]. Existe un balance de concentraciones entre estos dos factores de crecimiento,

]

retinal 11-cis

que si se perturba, produce vascularizacion anormal de la retina.

S'ési’;cfﬁé’ fagocitosis [secrecién][

ciclo
visual

lucosa
itamina A

Figura 4. Esquema de las funciones del EPR. Microvellosidades (MV), segmentos externos
de los fotorreceptores (SEF), PEDF (factor derivado del epitelio pigmentario) y VEGF (factor
de crecimiento vascular endotelial). Modificado de StrauR, O. (2016) [31].

El estado homeostatico de la retina depende en mucho de una buena condicién tanto

estructural como funcional del EPR. Alteraciones del EPR llevan a diversas enfermedades

gue causan ceguera. Tal es el caso de la degeneracién macular relacionada con la edad, en
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donde se afecta en forma negativa al EPR y como consecuencia la retina [32]; se piensa
gue un proceso similar podria generarse en otras patologias, incluyendo la RD.

La patogénesis de la RD es altamente compleja debido a la interrelacion de multiples
mecanismos que desencadenan dafno celular y respuestas de la retina. Clinicamente se
clasifica a la retinopatia diabética en proliferativa (RDP) y no proliferativa (RDNP). La RDNP
se caracteriza por microaneurismas (pequefas protuberancias en los vasos sanguineos de
la retina que con frecuencia dejan escapar liquidos), hemorragias en la retina y algunas
veces exudados duros. Esta puede ser dividida en diversas etapas de progresion: leve,
moderada y severa; si no se trata la etapa severa (también llamada pre proliferativa),
puede finalizar en RDP, la cual se caracteriza por una neovascularizacion de la retina, lo
gue resulta en hemorragias vitreas y retinianas, asi como el desprendimiento traccional
de laretina y la subsecuente pérdida de la vision.

Las terapias implementadas para contrarrestar las consecuencias de la RD incluyen a la
fotocoagulacion y la inyeccién intraocular de inhibidores del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), sin embargo estas terapias tienen un efecto positivo Gnicamente en

etapas tempranas de la enfermedad y no eliminan el riesgo de la pérdida de vision [2].

Adicionalmente a las alteraciones vasculares se han demostrado cambios en las neuronas
de la retina y en el EPR. A través de la examinacion post mortem de retinas de pacientes
diabéticos se demostrd una tasa alta de apoptosis y adelgazamiento en la capa de células
ganglionares [1]. También la sobreexpresion de la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP)
en las células de Miiller, esta condicién denominada gliosis puede llevar a la alteracién del
soporte neurotrofico para las células neuronales [1]. Por otro lado, en un modelo de
diabetes inducida por estreptozotocina se reporté apoptosis de los fotorreceptores [33],
asi como modificaciones en el nucleo, el reticulo endoplasméatico y una distribucién

alterada de los melanosomas de las células del EPR [34].
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El estrés oxidante se ha reconocido como un factor clave en el desarrollo de las
complicaciones de la diabetes. Ademas, el metabolismo del sorbitol, la via de la
hexosamina, la fosforilaciéon oxidativa y la activacion de la proteina cinasa C (PKC), son
rutas metabdlicas a través de las cuales la hiperglucemia podria generar un dano en los

tejidos; todas las vias implican de alguna manera estrés oxidante [35].

El oxigeno es el segundo gas mas abundante en la composiciéon del aire, resulta
indispensable para los organismos aerobios obligados y en su forma ozono (O3) sirve como
aislante de la radiacion ultravioleta que llega a la atmésfera, permitiendo el desarrollo de
formas de vida en la bidsfera. A causa de sus caracteristicas quimicas el oxigeno es muy
reactivo y se considera téxico por su capacidad de formar radicales libres y especies
oxidantes que no tienen electrones desapareados dentro de su estructura (y por lo tanto
no son radicales libres), conocidas como especies reactivas de oxigeno (ERO). Tanto los
radicales como las ERO tienen una reactividad mayor que el oxigeno mismo. Se considera
ERO al dioxigeno (0,), al ozono (O;) y al superodxido (0,), al perdxido de hidrégeno (H,0,),
al radical hidréxilo (*OH) y al hidroperoxilo (HO®,), de los cuales el HO®,, el O," y el *OH son

radicales libres [36].

El H,O, tiene una estructura similar al agua, que lo hace de facil difusién a través de las
células. El H,O, no interacciona con las proteinas ni con los acidos nucleicos, su toxicidad se
debe principalmente a que puede formar otras especies como producto de su reaccién
con metales de transicién. Por ejemplo, el hierro puede reaccionar con el H,0,y formar

*OH, éste a su vez genera modificaciones a las proteinas y al DNA [37].

La formacion de ERO en las células es constante. Las fuentes intracelulares productoras de
ERO maés significativas incluyen a la cadena respiratoria mitocondrial, enzimas
microsomales como el citocromo P450, las oxidasas de flavoproteinas y el metabolismo

peroxisomal de los acidos grasos.
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En las células los posibles efectos citotdxicos de las ERO y de algunos radicales libres son
controlados por una gran variedad de defensas antioxidantes, en las que se incluyen: 1)
enzimas como la superéxido dismutasa, (SOD) 2) enzimas eliminadoras de hidroperéxido
como la catalasa y la glutation peroxidasa, 3) eliminadores hidrofilicos de radicales, como
el ascorbato, urato y glutation (GSH), 4) eliminadores lipofilicos de radicales como
tocoferoles, flavonoides, carotenoides y ubiquinol y 5) sistemas de enzimas celulares que
mantienen un ambiente reducido dependiente de NADH, NADPH y FADH (como la glucosa

6-fosfato deshidrogenasa) [37].

Bajo condiciones normales, el balance en ERO y antioxidantes sirve para mediar algunos
eventos de sefnalizacién celular. Por ejemplo, el H,O, activa la proteina reguladora de
hierro 1, siendo el principal mediador en la homeostasis de hierro en las células de los
mamiferos [36, 38]. Sin embargo, el equilibrio redox celular puede verse afectado. Ya sea
por el incremento en la produccién de ERO o por una disminucion o el agotamiento de las
reservas de antioxidantes. A este estado irreversible de desestabilizacion celular se le

conoce como estrés oxidante [37].

Mantener a la célula en condiciones de estrés oxidante puede resultar en el dano de los
tejidos. Las ERO pueden reaccionar y modificar la estructura y funcion de biomoléculas.
Estas alteraciones pueden llevar a muerte celular apoptética, la cual es un mecanismo
intrinseco de cada célula y que se asocia a algunas enfermedades neurodegenerativas en

las cuales se ha implicado el estrés oxidante [38].

Elucidar si la hiperglucemia causa estrés oxidante es entonces primordial para entender los
mecanismos que causan la RD y generar estrategias terapéuticas que eviten la progresiéon

del dano en la retina durante la enfermedad.

Antecedentes directos

La RD se ha caracterizado en general como una enfermedad vascular, debido a las

alteraciones en la barrera hematorretiniana interna (BHI), conformada por la vasculatura
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intrarretiniana. Por medio de inmunohistoquimica se observé la presencia de albimina en
la retina interna, lo que sugiere un aumento en la permeabilidad de las células
endoteliales de los vasos de la retina [39]. Ademas, diversos estudios reportan que en
células endoteliales aisladas tanto del cordon umbilical (HUVEC) como de la arteria
coronaria de humano (HCAECs), tratadas con altas concentraciones de glucosa, se genera
un estrés oxidativo que lleva a la muerte por apoptosis de las mismas [40-42].

El EPR, en cambio, como parte de la BHE ha recibido poca atencién bajo condiciones de
hiperglucemia. En dichas condiciones se comprob6 el hinchamiento de algunos organelos
del EPR [34], adicionalmente se vio disminuida la expresion de la proteina RPE-65, lo que
podria promover una alteracion para el abasto de 11-cis-retinal a los fotorreceptores [43] y
también se observd que el EPR aumenta la secrecion de factores angiogénicos e
inflamatorios [30]. Ademas, esta reportado en estudios in vitro que el estrés oxidante
ocasionado por peréxido de hidrégeno, puede afectar las uniones intercelulares del EPR
[44]. Asi mismo, estresores externos como el extracto de humo de tabaco causa en células
del EPR la disminucion de su viabilidad [45].

Se ha sugerido un posible estrés oxidante en condiciones de hiperglucemia, pero se
desconoce si es causa o efecto de la enfermedad [35] y el papel que desempefa el EPR en
la relacién hiperglucemia-estrés oxidante.

Como se menciond, el EPR es importante para la funcion de la retina. El dafio a este
epitelio, causado por humo de tabaco y otros agentes oxidantes demuestran su
sensibilidad al estrés oxidante. Por lo tanto, existe la necesidad de conocer los mecanismos
moleculares presentes en estas células bajo altas concentraciones de glucosa, ya que los
cambios observados en este tejido podrian ser causa de las alteraciones observadas en la
retina neural.

Debido al dificil acceso in vivo al tejido por su localizacion en la parte posterior del ojo, asi
como al nimero limitado de células, trabajos in vitro representan un buen modelo de

estudio.
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Hipotesis

Las altas concentraciones de glucosa alteran la produccién de especies reactivas de

oxigeno (ERO) y la viabilidad del EPR.

Objetivo general

Investigar si la exposicion de células del EPR de la rata en cultivo, a una concentracion alta
de glucosa durante periodos cortos de tiempo, causan estrés oxidativo y determinar si bajo

esta condicién se presenta muerte celular.

Objetivos particulares

- Determinar los niveles basales de produccion de ERO en células de EPR en cultivo.

- Determinar si la glucosa 30mM causa un aumento en los niveles de ERO en células

de EPR en cultivo.

- Determinar la viabilidad de células del EPR incubadas en presencia de una alta
concentracién de glucosa.

- Observar si un compuesto antioxidante (resveratrol) protege a las células del EPR

del efecto de la alta concentracién de glucosa.
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Métodos

Cultivo primario de células de epitelio pigmentario de la retina (EPR)

Se utilizaron ratas Long Evans de siete dias postnatales. Los animales fueron sacrificados
por decapitacion, se extrajeron los ojos, éstos se limpiaron de tejido conjuntivo,
sumergieron en etanol al 70% y pasaron a solucion salina de Hank (HBSS, sigma H1641)
adicionado con: 40mM de bicarbonato de sodio, 1% anfotericina B y 1% de penicilina. Se
realiz6 un corte a nivel ecuatorial y se elimind la parte anterior del ojo, incluyendo las

retinas y se recuperaron las copas 6pticas.

Las copas Opticas (de ocho animales) se enjuagaron tres veces con solucion salina de Hank
libre de calcio y magnesio (HBSS-CMF; sigma H4641) suplementado con: 40 mM de
bicarbonato de sodio, 1% anfotericina B y 1% de penicilina. Se eliminaron restos de tejido
retiniano. Posteriormente las copas 6pticas se incubaron durante 4 minutos en HBSS-CMF
con 0.1% de proteinasa K (sigma P-6556). Al término de la incubacién, el tejido se
centrifugé (1000rpm, durante 5 minutos) y se reemplazé el sobrenadante por 3 ml de
medio de cultivo (MC, medio TC-199, sigma M0650), adicionado con 10% de suero fetal
bovino (Gibco-SFB-Ref: 16000-044), 40mM de bicarbonato de sodio, 1% de penicilina, 1%
anfotericina B y 1% L-glutamina y 40U de DNAsa. Las células del EPR se disociaron
mecanicamente pasando las copas opticas a través de una pipeta Pasteur de vidrio (15
veces), se eliminaron las escleréticas y el sobrenadante que contiene a las células del EPR
se centrifugd (1000rpm, durante 5 minutos); el pellet obtenido se disocié en 3ml de MC.
Las células se contaron en una cAmara de Neubauer y se sembraron en cajas de 24 pozos a
una densidad de 80 000 células/pozo, o bien sobre cubreobjetos de vidrio (12 mm de
didametro). Todo el procedimiento se llevé a cabo bajo condiciones de estricta esterilidad y
con el material previamente siliconizado (con un recubrimiento de organopolisiloxano que

torna a la superficie hidréfoba, evitando la adsorcion de las proteinas).
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Las células se mantuvieron a 37°C en una incubadora con atmosfera hiimeda que contiene
95% de aire y 5% CO,. Se cambié el medio cada tercer dia. Las células se utilizaron entre
los 12-15 dias de cultivo, tiempo en el cual alcanzaron la confluencia (80%) y presentan

una morfologia de tipo epitelial y contienen pigmento.

Inmunocitoquimica para la proteina de 65 kD especifica del epitelio pigmentario de la

retina (RPE-65)

Células cultivadas en portaobjetos de vidrio, se fijaron con paraformaldehido y sacarosa al
4 % durante 5 minutos, se enjuagaron con PBS tres veces. Las células fueron
permeabilizadas con saponina al 4 % durante 7 minutos. Posteriormente se bloqueé con
buffer de fosfatos y albamina al 1 % durante tres horas. Posteriormente se adicionaron 250
ul de anti RPE-65 (1:250) (Chemicon, MAB5428) y se dej6 toda la noche. Al siguiente dia,
las células se enjuagaron por 8 minutos tres veces con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-ratén (cy3 1:500, AP-182C Chemicon) durante dos horas.
Los portaobjetos con las células se montaron con una gota de glicerol al 79 % y se

observaron en un microscopio de epifluorescencia.
Incubacion con alta concentracion de glucosa

Las células en confluencia (12-15 dias cultivo) se transfirieron a un medio normal fresco o

con una elevada concentracion de glucosa (30 mM) y se incubaron por 48 horas.

En algunos experimentos, los cultivos se adicionaron con resveratrol a una concentracion

de 50 pg/ml.
Cuantificacion de la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las células incubadas en medio normal o con una alta concentracién de glucosa, se
trataron con diacetato de diclorodihidrofluoreceina (sigma D-6883) [5 pl/ml de medio] (ver
apéndice). Treinta minutos después se retiré el medio y se eliminé el exceso de reactivo

lavando tres veces con PBS durante cinco minutos. Las células se montaron con una gota
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de PBS, y se observaron en el microscopio de epifluorescencia (Nikon alphaphot). Se
tomaron fotografias con una camara Nikon digital Dxm 1200. La intensidad de la

fluorescencia se determiné con el programa de dominio publico Image J.

Como control positivo de la produccién de estrés oxidante, se anadieron al cultivo 50 ul de
peréxido de hidrogeno/ml de medio, a una concentracion final de 0.05 mM y se incubaron

por 30 minutos.
Determinacion de la viabilidad celular por medio del ensayo MTT

Las células (5x10* fueron cultivadas en cajas de 96 pozos, al término de los distintos
tratamientos, se afadieron a cada pozo 5 ug/ml de MTT [Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazol] (sigma, M-2128). Después de 3 horas se retiré el medio de cultivo
y se lavo con medio normal. A cada pozo 200 pl de dimetil sulféxido (DMSO), se mantuvo
en agitacién durante cinco minutos y posteriormente se leyé la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm. Los resultados se expresaron en

porcentaje de viabilidad respecto al control.

Ensayo de viabilidad celular a través la actividad de la enzima deshidrogenasa lactica

(DHL)

Las células (8x107) se cultivaron en cajas de 24 pozos en las mismas condiciones descritas
anteriormente; al término de los tratamientos el medio de cultivo se retird, se centrifugd
(17000 g durante cinco minutos) y la actividad enzimatica de la deshidrogenasa lactica
(DHL) se midié en el sobrenadante. Por otro lado las células se lavaron con buffer de
fosfatos 0.05 M (K,HPO,, 40mM; KH,PO,, 10mM), se homogenizaron en 100 pl de éste

buffer y se determiné la actividad de la DHL.

La actividad de la DHL se determind en un buffer de fosfatos 0.05 M que contiene piruvato
0.3 mM, NADH 170uM, Tritén al 0.005 % y 10 ul de la muestra (células o medio de cultivo),

y se midio la absorbancia a 340 nm a 30 °C durante diez minutos. Como control positivo se
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utilizé DHL purificada. La actividad enziméatica se presenta como unidades/mg de proteina,

en donde una unidad equivale a un 1 umol del sustrato reducido (piruvato a lactato)/min.
Cuantificacion de proteina

La proteina total se cuantificé utilizando un Kit basado en el método de Lowry [46], usando

como estandar albumina de suero bovino.
Ensayo de viabilidad celular por exclusion de células teiidas con ioduro de propidio

Otra forma de conocer la viabilidad de las células es observar el estado de su membrana.
Las células vivas y funcionales tienen la membrana integra, lo que le permite tener
selectividad en el transporte de solutos. En cambio, las células con algln daro, no regulan

el intercambio de sustancias a través de su membrana.

Concluidos los tratamientos con una alta concentracién de glucosa, se remplazé el medio

de cultivo por PBS conteniendo 10 pM de ioduro de propidio (IP) (sigma P4170). Después
de 10 minutos el colorante se retiré y se realizaron dos lavados con PBS. Posteriormente
las células se fijaron colocando paraformaldehido mas sacarosa al 4% durante ocho
minutos y se llevaron a cabo tres lavados con PBS. Se coloc6 en cada pozo 50 ul DAPI (4', 6-
Diamidino- 2 -fenilindol dihidrocloruro; Sigma D8417), se elimind el exceso de DAPI y los
cubre objetos se montaron con una gota de glicerol al 79 % y se observaron al microscopio
de epifluorescencia. La muerte celular se reporta como nimero de nucleos tenidos con el

ioduro de propidio / total de nucleos.

Como control, se afnadieron al cultivo 50 pl de peréxido de hidrégeno/ml de medio, a una

concentracion final de 0.05mM, durante 30 minutos.

Andlisis estadistico Los resultados se analizaron con la prueba ANOVA de una via seguida
de Tukey, utilizando el programa Graphpad Prism 6. El valor de una p <0.05 se considerd

estadisticamente significativo.
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Resultados

Caracterizacion del cultivo primario de epitelio pigmentario de la retina de la rata

En nuestra condicidon de incubacion, las células muestran una forma fibroblastica durante
los primeros ocho dias posteriores al cultivo. A partir del dia nueve de cultivo, algunas de
las células adquieren forma epitelial y presentan pigmento. A los quince dias, cuando
alcanzan la confluencia, la mayoria de las células adquieren una morfologia epitelioide y

mayor pigmentacion (Fig. 5).

Con la finalidad de determinar la pureza del cultivo celular, se determiné por
inmunocitoquimica la presencia de la proteina RPE-65 (proteina de 65 kD especifica del
epitelio pigmentario de la retina). La inmunoreactividad positiva de RPE-65 en el

citoplasma (Fig. 6A-C) se observo en aproximadamente el 90% de las células, indicando la

pureza en el cultivo.

P v 4
8T L
v
4 : ‘b ‘
o
Vs
Y
» " " “

Figura 5. Cultivo primario de EPR de la rata. Se muestra una imagen representativa de

células del de EPR a los 12 dias de cultivo. Se observan células con diferente morfologia y
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cantidad de pigmento. La imagen se tomo con un objetivo de 10x. La imagen de la derecha

es la amplificacién de una zona.

50um

Figura 6. Inmunolocalizacién de RPE65 en el cultivo primario de células del EPR. A, en rojo
se muestra la inmunoreactividad positiva a RPE-65. B, en azll se observa la tincién con

DAPI. C, empalme de Ay B.
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Efecto de la alta concentracién de glucosa en la produccion de especies reactivas

de oxigeno

El efecto de la alta concentracién de glucosa sobre la produccién de ERO se analizé con el
uso de DCFH,-DA (ver apéndice). Como control positivo de la produccién de ERO en las
células del EPR, se utiliz6 peroxido de hidrogeno (H,0,). La adicién de 0.05mM de H,0,
durante 30 minutos, caus6 una intensa fluorescencia debida a la oxidacion del DCFH,-DA

[55] (Fig. 7A).

Las células incubadas con 5 mM de glucosa, presentaron una baja fluorescencia durante
los tiempos estudiados (6-48 horas) (Fig. 7B). La presencia de la alta concentracion de
glucosa (30 mM) causé un aumento significativo en la produccion de ERO (Fig. 7D-F) a
partir de las 12 horas y se mantuvo constante hasta las 48 horas de incubacion. Como se
observa en la figura 8, la produccion de ERO fue de dos a tres veces mayor que la

observada en el control.

Este resultado indica que la presencia de una alta concentracién de glucosa en el medio de
cultivo de las células del EPR, coincide con el aumento en sus niveles de ERO. Las ERO
generadas por el EPR, alcanzan un valor umbral en el cual se mantienen. Esto se retomara

en la discusion.

Glucosa 5mM
A B
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Glucosa 30mM

C D

50um

Figura 7. Produccion de ERO en células del EPR. A, control positivo (30 minutos con
glucosa 5 mM + 0.05 mM de H,0,). B, células en presencia de 5 mM de glucosa (48 h). C-F,
células incubadas con 30 mM de glucosa, durante periodos de tiempo (t) diferentes (C, 6 h.

D, 12h.E,24hyF, 48 h).
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Figura 8. Cuantificacion de la produccién de ERO en células de EPR. Las células se

incubaron durante periodos de tiempo (t) diferentes, en presencia de 5 mM o 30 mM de

glucosa. P< 0.05 respecto al control. Los datos son el promedio + el error estandar de tres

experimentos diferentes, realizados por triplicado.

Efecto de la alta concentracion de glucosa en la viabilidad celular del EPR

Con el fin de determinar si la alta concentracion de glucosa causé dano en las células del
EPR en cultivo, se analizd la viabilidad celular con el ensayo de MTT. Simultaneamente, se
determiné la viabilidad incubando el cultivo con resveratrol, debido a su propiedad
antioxidante. Esto con el objetivo de detectar una correspondencia entre la elevada
produccién de ERO v, si existiera, la alteraciéon en la viabilidad. Como se observa en la

figura 9, la viabilidad celular no se modificé cuando las células se incubaron con 30 mM de
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glucosa a ninguno de los tiempos estudiados. De la misma forma, la adicién de resveratrol
(50 uM) al medio de cultivo en presencia de 5 o 30 mM de glucosa, no afecto la viabilidad

celular (Fig. 10).

Este resultado muestra que la elevada concentracién de glucosa no modifica de forma

alguna la actividad mitocondrial de las células del EPR.
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Figura 9. Efecto de la alta concentracién de glucosa en la viabilidad de las células del EPR.
Las células se incubaron en presencia de 5 o0 30 mM de glucosa por distintos periodos de
tiempo (t). Al finalizar éstos, se determind la viabilidad por el ensayo MTT, como se
describié en los métodos. Los valores son el promedio * el error estandar de cuatro

experimentos llevados a cabo por triplicado.
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Figura 10. Efecto del resveratrol sobre la viabilidad de células del EPR en cultivo. Rv+ =
resveratrol (50 pg/ml). t = tiempo en horas. Los datos representan el promedio + el error

estandar de tres experimentos por triplicado.

Efecto de la alta concentracion de glucosa en la liberacién de deshidrogenasa lactica
(DHL)

La toxicidad de la alta concentracién de glucosa se analizé por la actividad de la DHL en el
medio de cultivo. Las células incubadas con 5 mM de glucosa presentaron una actividad de
DHL de 2 + 1U/mg de proteina, por su parte las células incubadas con 30 mM de glucosa
presentaron una actividad de 3U + 1U/mg de proteina (Fig. 11). De igual manera, la
actividad de DHL en el medio de cultivo fue similar cuando las células se incubaron con 5 o
30 mM de glucosa (Fig. 12). No obstante, la actividad de la DHL en las células es

aproximadamente 10 veces mayor que la observada en el medio de cultivo.
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Esto indica que la elevada concentracién de glucosa no resulta téxica para las células del
EPR, durante tiempos cortos de incubacion. La LDH no se esta liberando. Las células son

viables después de la exposicion a glucosa 30 mM.
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Figura 11. Actividad de la DHL dentro de las células, en condiciones control y de exposicion
a una elevada concentracion de glucosa durante periodos de tiempo (t) diferentes. Los
valores son el promedio * el error estandar de tres experimentos llevados a cabo por

cuadruplicado. Una U de enzima reduce 1 pumol del piruvato a lactato/min.
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Figura 12. Actividad de la DHL en el medio de cultivo. La actividad enzimatica de la DHL se
determiné en el medio de cultivo de las células en presencia de concentraciones normales
(5 mM) y de una alta concentracién de glucosa (30 mM), durante periodos de tiempo (t)
distintos. Los valores son el promedio * el error estandar de tres experimentos llevados a

cabo por cuadruplicado. Una U de enzima reduce 1 umol del piruvato a lactato/min.

Tincién con ioduro de propidio

La tincion con ioduro de propidio (IP) revelé que la exposicion de células del EPR a la
elevada concentracion de glucosa (30 mM) durante 48 horas no modifica la viabilidad
celular. Por el contrario, la adicién de H,O, causé en 30 minutos de incubacién, un

aumento significativo del 15% en el nimero de nucleos tefidos con IP (Fig. 13 - 16).

El resultado revela que la integridad de la membrana plasmatica no se ve comprometida
cuando las células del EPR se exponen a glucosa 30 mM, durante 48 horas. Lo cual sugiere,

gue no hay muerte celular.
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Glucosa 5mM

Figura 13. Se muestran imagenes de la tincién con IP de las células del EPR, después de su
exposicién a 5 mM de glucosa durante 48 horas. A, en azul tincién con DAPI. B, en rojo

tincién con ioduro de propidio. C, superposicién de Ay B.

Glucosa 30mM

Figura 14. Se muestran imagenes de la tincién con IP de las células del EPR, previamente a

expuestas a 30 mM de glucosa durante 48 horas. A, en azul tincién con DAPI. B, en rojo

tincion con ioduro de propidio. C, superposicion de Ay B.
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H,O, 0.05mM

50um

Figura 15. Se muestran imagenes de la tincién con IP de las células del EPR, después de ser
expuestas a peroxido de hidrogeno (H,0.) por 30 minutos. A, en azul tincién con DAPI. B,

en tincién con ioduro de propidio. C, superposicion de Ay B.
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Figura 16. Cuantificacion de las células tenidas con IP. En cada condicién se contaron 1000
células (identificadas con DAPI). Los datos son el resultado de un experimento llevado a

cabo por cuadruplicado.
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Discusion

La diabetes es una enfermedad cuyas complicaciones afectan diferentes tejidos, entre estos a la
retina, a este padecimiento se le conoce como retinopatia diabética y en su grado de afectacién mas
alto puede llevar a la ceguera de quien la padece. La hipo6tesis mas apoyada propone que la
hiperglucemia (altas concentraciones de glucosa en sangre) desencadena un estrés oxidante y éste a
su vez, promueve alteraciones en la retina [36], pero no se conoce con precision el mecanismo por el

que ocurre ni los tipos celulares de este tejido que se ven afectados.

El EPR es la capa no neural de la retina y esta localizado entre la coroides y los fotorreceptores de la
retina propiamente dicha, es importante para la homeostasis de la retina neural por sus caracteristicas
estructurales y funcionales dentro de la cuales se encuentran: el transporte de nutrientes y secrecién
de factores de crecimiento hacia la retina, restauracién del pigmento visual, renovacion de los discos
de los segmentos externos de los fotorreceptores y la remocion de algunos deshechos metabdlicos de
la retina [11, 47]. Se ha visto que el dafio en el EPR subyace de manera importante en varias
afectaciones visuales, por ejemplo en la degeneracién macular relacionada con la edad [32]. Sin

embargo, no se tiene evidencias que apoyen un dano similar de este epitelio durante la diabetes.

Utilizar cultivos celulares constituye una herramienta favorable porque adicional a contar con un tipo
celular especifico, el sistema permite un conocimiento y control preciso de las variables
experimentales, de entre las cuales se puede destacar la concentracion de distintos compuestos y el
tiempo de exposicién a los mismos. En el caso de las células del EPR, su cultivo representa una notable

ventaja debido al dificil acceso y baja disponibilidad de tejido.

Aprovechando estas caracteristicas se estudio el efecto de una concentracion alta de glucosa (30 mM)
en la produccién de ERO y en la viabilidad celular en cultivos primarios del EPR de la rata, como un

modelo para conocer los efectos de la hiperglucemia en este tejido.

De manera normal las células producen ERO continuamente como productos secundarios de la

respiracién y del metabolismo oxidativo. De igual forma las células contienen una variedad de
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moléculas antioxidantes con lo que se genera un equilibrio dindmico. El concepto de estrés oxidante
se introdujo en 1985 [37]. Se emplea para describir una condicién alterada en el sistema redox celular,
el cual podria generar un dano irreversible en las células, aunque existe una tendencia errénea a

llamar estrés oxidante al aumento de ERO [48].

Los mecanismos por los cuales las altas concentraciones de glucosa producen un aumento de ERO,
requieren ser estudiados. En este sentido, diferentes vias se han asociado al aumento de ERO
inducidas por hiperglucemia en otros tejidos, incluido el metabolismo del sorbitol, la activacién de la
proteina cinasa C (PKC) y la fosforilacion oxidativa [35], se ha postulado que el superdxido producido

por la actividad mitocondrial es el factor que vincula a algunas de estas vias.

Nuestros estudios demostraron que la alta concentracién de glucosa (30 mM) incrementé de 2-3
veces los niveles de ERO producidos, comparados con los niveles de ERO generados en células
incubadas con glucosa 5 mM. Este resultado es semejante a lo reportado por otros autores, quienes
reportaron la aparicion de estrés oxidante en cultivo de células de EPR de humano, por la exposicién
con 40 mM de glucosa durante 5 dias [49] o 5 semanas [50]. El aumento en ERO indica una
disminucion en la capacidad antioxidante de las células del EPR y sugiere la ocurrencia de estrés
oxidante o un desbalance del estado redox de estas células. Resulta interesante que los niveles de ERO
se mantuvieron constantes entre las 12 y 48 horas, lo que sugiere un cierto mecanismo regulador del
estado redox.

De lo anterior nos cuestionamos si esta disminucion en la capacidad antioxidante puede llevar a la

pérdida de viabilidad.

La viabilidad celular analizada por el método del MTT, demostré que la exposicion a la alta
concentracién de glucosa no afectd la viabilidad de células del EPR en ninguno de los tiempos
estudiados (Fig. 9). Debido a que el ensayo de viabilidad por MTT se basa en la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales, nuestros resultados indican que la produccién de ERO no esti
asociada a alteraciones en la actividad mitocondrial. En oposicion a nuestros resultados, otros
estudios demostraron que las altas concentraciones de glucosa disminuyen el potencial mitocondrial

en células endoteliales de la retina de rata [51], sin indicar si la viabilidad de las células se modifico.
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Tanto las células endoteliales como las pigmentarias forman parte de la barrera hematorretiniana
(barrera interna y externa respectivamente). La respuesta discrepante de ambos tipos celulares al
mismo estimulo (glucosa alta), posiblemente radica en que las células del EPR son mas resistentes por

sus funciones y el microambiente altamente oxigenado en el que se encuentran.

Varios estudios in vivo e in vitro, han demostrado que el resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno)
tiene propiedades antioxidantes. Este es un fenol natural que se encuentra en frutos como la manzana
y la uva. Se considera que su efecto antioxidante se debe a la activacion del factor nuclear eritroide 2
relacionado con el factor 2 (Nrf2), el cual activa la transcripcion de una variedad de enzimas
antioxidantes. En nuestras condiciones el resveratrol no afect6 la viabilidad de las células del EPR
incubadas con concentracion alta (30 mM) o baja (5 mM) de glucosa; aunque sélo se empled una
concentracion de resveratrol, ésta se ha demostrado tener efectos antioxidantes en otros sistemas
[52].

El posible dafo celular causado por la produccion de ERO, se analizé a través de la cantidad de DHL en
el medio de incubacién. La actividad enzimatica de la DHL en el medio de cultivo, fue muy baja con
respecto a la actividad intracelular. Esto indica que la enzima no se esta liberando de la célula, lo que
implica que no existe un efecto toéxico causado por la elevada concentracién de glucosa y produccién
de ERO. Este mismo resultado se obtuvo utilizando el IP, el cual es un fluoréforo que normalmente no
permea la membrana celular; sin embargo, cuando la membrana estad danada o hay muerte celular,
entonces penetra a la célula y se intercala entre los pares de bases nitrogenadas del DNA. Es
interesante que la viabilidad determinada tanto por MTT, la liberacién de DHL o por la tinciéon con IP
no se afecté en las células tratadas con una alta concentracién de glucosa, aunque no puede

descartarse otro mecanismo de muerte celular.

El EPR se considera un tejido de alta susceptibilidad a un estrés oxidante. Los resultados indican, que a
pesar del incremento en la produccion de ERO, la elevada concentracién de glucosa no causé un estrés
oxidante que pueda llevar al dano de la células del EPR. Los resultados estan de acuerdo con el hecho
de que dicho tejido cuenta con una variedad de compuestos antioxidantes; presentando altos niveles
la SOD y de la catalasa, asi como de glutation y carotenoides como la luteina y la zeanxantina, el

ascorbato, a-tocoferol y B-carotenos [11].
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Llama la atencién que el H,O, (0.05mM), causé una disminucion del 15% en la viabilidad celular del
EPR. De acuerdo con estos resultados, estudios realizados en la linea celular del EPR, ARPE19,
demostraron que éstas células pueden eliminar eficientemente el H,0,. En éstos estudios
adicionalmente se encontré toxicidad del H,O, con una ICs, (concentracién necesaria para provocar
citotoxicidad en el 50% de las células) de 950 uM en 24 horas [53]. Asimismo, se demostré la muerte
apoptotica de células ARPE 19 generada por la incubacién prolongada (5 semanas) en presencia de
concentraciones de glucosa muy grandes (40 Y 80 mM) [54]. Contrario a lo que ocurre en las células
del EPR, concentraciones relativamente bajas de glucosa (15 mM) llevan a la muerte de las células
endoteliales debido al aumento en la produccién de ERO [39-41]. Esto implica que las células del EPR

tienen una elevada resistencia a estar bajo condiciones de estrés.

En conjunto, estos resultados senalan que las células de EPR presentan una elevada capacidad para
mantener su estado redox. Y es altamente probable que posean mecanismos de adaptacién a
modificaciones en el mismo. El aumento en la producciéon de ERO debido a la presencia de la alta
concentracién de glucosa no afectando su viabilidad, sugiere que se requiere de un tiempo mayor de

exposicién a una elevada concentracion de glucosa para causar un dafo significativo al tejido.
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Conclusiones

1. Las células del EPR aumentaron la produccion de ERO a tiempos relativamente cortos (12-48 horas)

de incubacién con una elevada concentracion de glucosa.
2. La alta concentracién de glucosa no alteré la viabilidad celular del EPR.

3. Las células del EPR en cultivo, tienen una alta capacidad para mantener en estado fisioldgico normal

su estado redox.
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Apéndice

Fundamento del ensayo para cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El diacetato de diclorodihidrofluoreceina (DCFH-DA) es una molécula que permea pasivamente a la
membrana celular. Una vez dentro de la célula, las esterasas citosélicas lo hidrolizan a 2'.7
diclorofluoresceina (DCFH,), producto polar e impermeable a la célula, lo que garantiza su
acumulacién intracelular, y presenta fluorescencia si es oxidado por especies reactivas de oxigeno
generadas por la célula [55].

El DCFH-DA es uno de los métodos mas utilizados para medir cambios en la produccién de ERO en

funcién del incremento en su fluorescencia.

O
1] Il
H3CGCO. 0 OCCHj
Uptake by cells
| ﬁ‘-
gl H c=0 2 De-acetylation by
~oH esterases
diacetato de 2',7'diclorodihidroflouresceina 2', 7' diclorofluoresceina

ROS/ANS
HC O. O
ol cl
£
~o

47



Fundamento del ensayo de viabilidad celular por MTT

Las deshidrogenasas mitocondriales tienen la capacidad de reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y generar formazan. El formazan es un sustrato colorido que se puede
solubilizar y cuantificar por medio de su absorbancia a 570 nm, |la cantidad obtenida es proporcional a
la capacidad de las enzimas de la mitocondria para romper el anillo de tetrazolio del fomazan y refleja

la proporcion de células vivas [56].
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