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1. Listade Abreviaturas

'o, Oxigeno singulete

4-HNE 4-hydroxynonenal

8-OHdG 8-hydroxy-2-deoxiguanosina
ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

CG Capa de células Ganglionares
CNE Capa Nuclear Externa

CNI Capa Nuclear Externa

Co Coroides

CoQ Coezima Q

CPE Capa plexiforme Externa

CPI Capa Plexiforme Interna

CTE Cadena transportadora de electrones
Cu/Zn-SOD Superoxido dismutasa Cu/Zn
DMEM-SFB 10% Medio DMEM adicionado con suero fetal bovino al 10%
DNA Acido desoxirribonucleico

Drpl Proteina relacionada a dinamina
EP Epitelio Pigmentario de la Retina
EROs Especies reactivas de oxigeno
GABA Acido gamma aminobutirico

GFAP Proteina fibrilar acida de astrocitos
GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

H20- Peroxido de hidrogeno

MDA Malondialdehido

Mmff El factor de fision mitocondrial
Mn-SOD Superoéxido dismutasa Mn

NADH Nicotinamida adenina dinucleotido
NO Nervio Optico

0y Anién superoxido

OH- Radical hidroxilo

RE Reticulo endoplasmatico

SFB Suero Fetal Bovino

SE Segmentos Externos

AW Potencial mitocondrial



2. Resumen

La retina es un tejido que se encuentra organizado en capas celulares muy bien definidas,
atravesando todas las capas se encuentra la Glia de Miller. La Glia de Mduller realiza
funciones metabdlicas gran importancia y participa en la formacion de barrera hemato-
retiniana. La barrera hemato-retiniana, asi como la retina se ven comprometidas en
pacientes con diabetes mellitus lo que genera complicaciones oculares como la
retinopatia diabética, en donde la hiperglucemia es considerada un signo caracteristico de
la enfermedad. Una teoria aceptada es que la hiperglicemia conlleva a la sobreproduccién
de especies reactivas de oxigeno (ERO’s). La mitocondria es una de las mayores fuentes
de produccion de superoxido, y se sabe que la dindmica mitocondrial juega un papel en
procesos de inflamacion y muerte celular asociados a estrés oxidante. En este estudio se
analiz6 la dindmica mitocondrial de la Glia de Miuller, en donde la cantidad de
mitocondrias no se modificé en condiciones de altas concentraciones de glucosa (25 mM);
sin embargo, resulta interesante que el tamafio de las mitocondrias disminuy6
significativamente. Ademéas se observd una disminucion en el potencial mitocondrial, sin
embargo, con presencia de fluctuaciones, lo que podria sugerir que la mitocondria mas
gque estar dafiada presenta una respuesta adaptativa que evita el exceso en la produccién
de EROs y mantiene los requerimientos de ATP.

Abstract

The retina is a tissue organized in defined cell layers, crossing all layers is the Muller's Glia
which one performs metabolic functions such as the formation of hemato-retinal barrier.
The hemato-retinal barrier, as well as the retina are compromised in patients with diabetes
mellitus, generates ocular complications such as diabetic retinopathy, where
hyperglycemia is considered a characteristic sign of the disease. One accepted theory is
that hyperglycemia leads to overproduction of reactive oxygen species (ROS). The
mitochondria are one of the major sources of superoxide production, and it is known that
mitochondrial dynamics play a role in inflammation and cell death processes associated
with oxidative stress. In this study | analyzed the mitochondrial dynamics of the Muller's
Glia, the amount of mitochondria did not change under conditions of high glucose
concentrations (25 mM); however, is interesting that the size of the mitochondria
decreased significantly. In addition, a decrease in mitochondrial potential was observed,
however, with the presence of fluctuations, which could suggest that the mitochondria
more than being damaged presents an adaptive response that avoids the excess in the
production of EROs and maintains the ATP requirements.



3. INTRODUCCION

3.1 La Retina

El ojo de los vertebrados presenta varias capas de tejido, la parte mas externa es
la esclerética, en la parte anterior se encuentra la cornea; la capa intermedia o
coroides, que se encarga de irrigar al ojo y origina al iris, que es el tejido que da
coloracion a los ojos y es en donde se ajusta el cristalino, ademas de que
proporciona actividad contractil que regula el diametro de la pupila y la entrada de
luz (Fanjul, et al., 1998).
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Figura 1. Esquema de la retina (tomado y modificado de Vecino, et al., 2016).
Co=Coroides, EP= Epitelio Pigmentario de la Retina, SE= Segmentos Externos,
CNE= Capa Nuclear Externa, CPE= Capa Plexiforme Externa, CNI= Capa Nuclear
Externa, CPI= Capa Plexiforme Interna, CG= Capa de células Ganglionares y NO=

Nervio Optico.

En la parte interna, cubriendo el fondo del ojo, se encuentra la retina, que es la
capa mas interna del globo ocular de los vertebrados, tejido nervioso que esta

organizado en capas celulares Figura 1.



La capa mas externa, en contacto con la coroides es el epitelio pigmentario de la
retina, seguida de las células de retina neural propiamente dicha es decir, los
fotorreceptores en la capa nuclear externa; la capa en donde hacen sinapsis los
fotorreceptores y la células horizontales y bipolares, se conoce con el nombre de
capa plexiforme externa. En la capa nuclear interna, se encuentran los somas de
las células bipolares, amacrinas y horizontales, en la capa plexiforme interna se
localizan las sinapsis entre las células bipolares, amacrinas y las células
ganglionares, y la capa mas interna corresponde a los somas de las células
ganglionares seguidas en contacto con el humor vitreo (Fanjul et al. 1998).
Atravesando todas estas capas, desde la superficie del vitreo hasta los segmentos
internos de los fotorreceptores, se localizan las células gliales de Miller (Berman,
1991).

3.1.2 Las Células Gliales de Muller

En la retina se presenta una tasa alta de glucolisis aerobia y anaerobia y una
activa producciéon de lactato. La retina neural tiene una alta tasa de respiracion y
oxidacion de la glucosa que cualquier otro tejido examinado in vitro (Berman,
1991; Cohen y Noell, 1960). El mayor sustrato para llevar a cabo la respiracion en
la retina es la glucosa, que es convertida a ATP. Otros sustratos pueden ser
utilizados para la produccion de ATP en la retina, incluyendo piruvato, lactato y
glutamina, asi como glutamato, ademas de los intermediarios del ciclo de Krebs

como malato y succinato (Berman, 1991; Cohen y Noell, 1960).

Las células de Miller son el tipo celular macroglial principal de la retina de los

vertebrados, son células gliales radiales especializadas que abarcan todo el grosor



de la retina neural, desde la capa de células ganglionares en contacto con los

vasos Yy el vitreo, hasta los fotorreceptores (Reichenbach y Bringmann, 2013).

La glia de Miller ademas de proveer de soporte mecanico a las neuronas, una de
sus principales funciones es su participacion en la barrera hemato-retiniana interna
(Meza Ruiz, 1995; Tout, et al., 1993), transportando nutrientes, productos de
desecho, iones, agua y otras moléculas entre los vasos retinianos y las neuronas

(Reichenbach y Bringmann, 2013).

Una funcién particular de la gila de Miller es la toma de glutamato (un
neutransmisor excitatorio) lo que controla la neurotransmision y evitando la
excitotoxicidad del mismo. El glutamato se transforma en glutamina por medio de
la glutamina sintetasa y ésta es incorporada por las neuronas y convertida en los
neurotransmisores glutamato y acido gamma aminobutirico (GABA) (Reichenbach
y Bringmann, 2013).

3.1.3 Funciones Mitocondriales

La mitocondria es un organelo intracelular dindmico que estd involucrada en
multiples procesos celulares que van desde funciones metabdlicas a homeostasis
celular. Su funciébn mas importante es la de la suministrar energia quimica en
forma de ATP. EI nimero de mitocondrias varia de cientos a miles dependiendo la
demanda energética de la célula. Un alto contenido de mitocondrias se ha
encontrado en tejidos con alta demanda de energia, como en el sistema nervioso
y muscular, y por lo tanto son altamente susceptibles a dafio por falta de energia
como consecuencia de falla en la actividad mitocondrial. Estas observaciones

llaman la atencién, ya que en pacientes con retinopatia diabética, glaucomay



degeneracion macular relacionada a la edad, se ha observado dafio mitocondrial
(Gueven, et al., 2017; Jarret et al., 2010).

3.2 La Mitocondria

La mitocondria esta presente en todas las células eucariontes miden alrededor 1-5
um de largo con un didmetro de 0.5 um (Fortoul van der Goes 2017). En la
mayoria de las células se encuentran dispersas en el citoplasma, localizadas en
sitios de mayor requerimiento energético, por ejemplo, en células de musculo, las
mitocondrias se encuentra localizadas en mayor medida en las zonas de
contraccion (regiones sarcoOmero), mientras que en espermatozoides se
encuentran en la zona del undulipodio. Ademas las mitocondrias se pueden
fusionar y formar redes tubulares, distribuidas en el citoplasma. Estas redes son
dindmicas, de tal forma que se mantienen en una continua fusién y fisién (Alberts,
2014).

La mitocondria consiste de dos membranas, una interna y una externa, cada una
conformada de una bicapa de fosfolipidos con una amplia variedad de proteinas
integrales (Fortoul van der Goes 2017). Ambas membranas crean dos
compartimentos: uno interno, matriz y el externo, llamado espacio intermembranal
(Alberts, 2014).

La membrana externa es permeable a solutos presentes en el citosol ya que en
ella se encuentran diversas proteinas transmembranales entre ellas las porinas,
las cuales forman canales acuosos por los que pasan libremente iones y
moléculas de hasta 5KDa (Fortoul van der Goes 2017). Estas moléculas hacen al
espacio intermembranal quimicamente equivalente al citosol con respecto al

contenido de la mitocondria (Alberts, 2014).



La membrana interna se encuentra plegada formando crestas, que delimitan
microdominios (Fortoul van der Goes 2017). Esta membrana es impermeable al
paso de iones y a la mayoria de moléculas, excepto en sitios donde existen
proteinas de transporte especificas, que permiten el paso de moléculas, como
piruvato y acidos grasos que pueden se oxidados en la matriz mitocondrial
(Alberts, 2014). Embebidas en la membrana interna se encuentran las proteinas
que forman la cadena transportadora de electrones (CTE) y la ATP sintasa
(Fortoul van der Goes 2017). En el espacio intermembranal, se encuentran las
enzimas que utilizan ATP generado en la membrana interna, entre ellas, la

creatina cinasa, adenilato ciclasa y el citocromo C (Fortoul van der Goes 2017).

La matriz mitocondrial es donde se encuentra el DNA mitocondrial, el RNA
mensajero, ribosomal y de transferencia, ademas de las enzimas del ciclo de
Krebs y las enzimas que participan en la [(-oxidacion de &acidos grasos. Los
productos de estas reacciones generan el NADH que es substrato de la CTE
(Fortoul van der Goes 2017).

3.2.1 Cadenarespiratoria

La cadena transportadora de electrones (CTE) o también llamada cadena
respiratoria se encuentra en multiples sitios de la membrana interna mitocondrial.
Cada cadena respiratoria contiene hasta 40 proteinas agrupadas en enormes

complejos enzimaticos (Fortoul van der Goes 2017).

Cada complejo contiene metales como Cu*? y grupos hemo que varian su estado
de oxidacion de Fe(ll) a Fe(lll) durante el paso de los electrones (Voet y Voet,
2006).



Este movimiento de electrones a su vez es acompafado por el bombeo de
protones de la matriz al espacio intermembranal, por lo que cada complejo es
referido como una bomba de electrones (Fortoul van der Goes 2017).

Los cuatro complejos enziméaticos, en el orden en que reciben electrones son:

e Complejo | NADH deshidrogenasa.
e Complejo Il Succinato-coenzima Q oxidorreductasa
e Complejo Il Citocromo C reductasa.

e Complejo IV Citocromo C oxidasa.

El primer complejo, NADH deshidrogenasa toma los electrones del NADH, y son
tomados en forma de ion hidruro H’, los cuales entonces son convertidos a un
protén y dos iones altamente energéticos, por medio de la reacciéon H' — H" + 2¢".
Los electrones pasan al siguiente complejo, la succinato-coenzima Q

oxidorreductasa (Fortoul van der Goes 2017).

La succinato-coenzima Q oxidorreductasa, traslada los electrones desde el
succinato hasta la coenzima Q (CoQ). La energia libre para la trasferencia de
electrones desde estos dos puntos es suficiente para impulsar la produccion de
ATP. Sin embargo, este complejo no trasloca H*, sino que permite que los
electrones de relativamente alto potencial entren a la cadena por medio de su

desvio al complejo | (Voet y Voet, 2006).

El siguiente complejo, la citocromo c oxidorreductasa, pasa electrones desde la
CoQ reducida hacia el citocromo c. El citocromo ¢ es un transportador de energia
soluble, siendo asi una proteina de membrana periférica, que desvia los
electrones del complejo Il al IV en la superficie externa de la membrana

mitocondrial interna (Voet y Voet, 2006).



El dltimo complejo, la citocromo ¢ oxidasa, cataliza la oxidacion de cuatro
moléculas de citocromo c y simultaneamente la reduccion de cuatro electrones del
O, convirtiéndolo en 2H,0:

4 citocromo ¢ (Fe?*) + 4H* + O, —> 4 citocromo ¢ (Fe**) + 2H,0 (Voet y Voet,
2006).

La fosforilacion oxidativa, también ocurre dentro de la mitocondria, y es la sintesis
de ATP a partir de ADP y Pi catalizada por la ATP sintasa (también llamada
complejo V) que se impulsa por el proceso del transporte de electrones mediante
la formacion de un gradiente de protones por el transporte de electrones a través
de los complejo I, lll y IV (Voet y Voet, 2006).

Ademas de la produccién de energia quimica, bajo condiciones donde existe una
alteracién en la funcion normal, la mitocondria se sabe es productora de especies
reactivas de oxigeno (EROs), si esta produccion de EROs es excesiva, el
resultado es conocido como estrés oxidante (Nita y Grzybowski, 2016), lo que
deriva en un dafio a las membranas, proteinas y DNA no solo mitocondriales sino
de toda la célula. Estos eventos se piensa que estan presentes en diferentes
patologias, entre las que se incluyen aquellas que llevan a la pérdida de la vision
(Jarrett et al. 2010).

3.2.2 El potencial mitocondrial

La diferencia de cargas de iones que pasan a través de una membrana, produce
una diferencia de potencial eléctrico entre el interior y el exterior de un
compartimento celular, a esto se le conoce como potencial de membrana (Fanjul
et al. 1998).



El potencial mitocondrial (A¥) es el resultado del gradiente electroquimico de
protones a travées de la membrana mitocondrial interna, y sirve como un
intermediario del almacenaje de energia, el cual es usado para la sintesis de ATP
(Mitchell, P., 1966).

En condiciones normales, las células mantienen niveles estables de ATP y por lo
tanto un potencial mitocondrial estable, esta asociacion, se piensa que es un
requisito para el funcionamiento normal de la célula y que puede cambiar debido a
la actividad fisiolégica de cada célula, pero la perturbacion de este estado normal
puede comprometer la energia celular, llevando a consecuencias patoldgicas
(Zorova et al. 2017).

La determinacion del potencial mitocondrial puede emplearse como una

herramienta para identificar el dafio mitocondrial.

3.3 EI Estrés Oxidante y la actividad de la Mitocondria

En condiciones normales se producen especies reactivas de oxigeno (EROS)
debido a la parcial reduccién del oxigeno molecular principalmente en la
mitocondria. Las EROs como el anion superoxido (O2-), el radical hidroxilo (OH-),
peroxido de hidrégeno (H,0-), el oxigeno singulete (*O.), pueden aumentar por
diversos factores como un producto de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (CTE). El superdxido se genera por la reduccion directa del oxigeno
para posteriormente ser dismutado a peroxido de hidrogeno, éste tiene la

capacidad de atravesar membranas y genera el radical hidroxilo, la forma mas

10



reactiva del oxigeno por la via de reaccién de Fenton (H.O, + Fe** — Fe® + OH~
+ OH-) (Nita y Grzybowski, 2016). Una fuga de electrones de los complejos
respiratorios | y Ill da como resultado la formacion de superdxido, el O2-- que
puede convertirse facilmente en H,O, ya sea espontaneamente o mediante una
reaccion de dismutacion que involucra superoxido dismutasa de manganeso (Mn-

SOD), residente en la matriz mitocondrial (Konigsberg Fainstein, 2008).

Las células eucariontes han desarrollado mecanismos de defensas antioxidantes;
bajo condiciones fisiolégicas, hay un balance entre la produccion de EROs y la
disminucién de las mismas, este balance es mediado por enzimas o moléculas no
proteicas que son antioxidantes. Existen cinco principales enzimas antioxidantes:
superéxido dismutasa Cu/Zn en el citosol (Cu/Zn-SOD, SOD1), superoxido
dismutasa Mn en la matriz mitocondria (Mn-SOD, SOD2), catalasa, glutatién

peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) (Nita y Grzybowski, 2016).

Dafio a mtDNA

Capacidad de
reparacion de mtDNA
reducida

Falla enla respiracion
mtDNA mitocondrial

Exposicion a agentes ' ROS (03, 0H) @ Proteinas
pro-oxidantes oy

p.e. Radiacion UV, consumo
de tabaco, dieta alta en glucosa Disfuncion celular
y en &cidos grasos.

Incremento de EROs

Progresion de la
enfermedad

Figura 2. El incremento de las EROs esta asociada con dafio mitocondrial y

enfermedad (Tomada y modificada de Jarrett et al., 2010).
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El estrés oxidante es resultado de un exceso en la produccion de EROs, ademas
la disfunciébn mitocondrial, falla en la respuesta antioxidante o la combinacion de
todos estos factores contribuyen al mismo fenémeno (Nita y Grzybowski, 2016). El
exceso de EROs, puede generar dafio a DNA, lipidos y proteinas celulares (figura
2). Siendo los marcadores de dafio oxidante: 8-hydroxy-2-deoxiguanosina (8-
OHdG) de DNA, grupos carbonilos de proteinas (oxidacion de proteinas),
malondialdehido (MDA), y 4-hydroxynonenal (4-HNE) de lipidos (oxidacion de
lipidos) (Nita y Grzybowski, 2016).

Las EROs que se generan en las mitocondrias de células dafiadas, lleva a la
induccion de la apoptosis, por el dafio al DNA y en los centros Fe-S de proteinas
mitocondriales, como las de la CTE, que ademas produce un aumento en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. La muerte celular provocada por el
estrés oxidante ademds, estad involucrada en los mecanismos de muchas
patologias neurodegenerativas, entre ellas enfermedades oftalmol6gicas (Nita y
Grzybowski, 2016).

HO: HO'
L Fa

Tl o> ONOO

Espacio intermembranal

Membrana
interna

NAD' NADH \ v

20, ‘ s
(FADH,) (FADA) LM ADP + Pi ATP

1 Ciclo de
Krebs

Matriz

Figura 3. Oxidacion por el complejo 1 en la CTE. (Tomada y modificada de Yan,
2014).
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Bajo condiciones de hiperglucemia, se piensa que una mayor cantidad de glucosa
es conducida a la via glicolitica lo que produce piruvato, que entra a la mitocondria
donde se produce acetil-CoA, llevando a mayor producciéon de NADH, que
contribuye de electrones al complejo | causando una aceleracion en la cadena
transportadora de electrones (Figura 3) por otra parte en el complejo IV los
electrones estan siendo transferidos al oxigeno molecular, el cual puede ser
rapidamente reducido por el complejo I, debido a que existe una fuga constante de
electrones ya que no alcanza a estabilizarse el sistema, generando un incremento
de superoxido (Figura 3) (Yan 2014).

3.4 Dindmica Mitocondrial

Se tiene documentado que la estructura mitocondrial dentro de las células, esta
bajo constantes tasas de eventos de fusién y fision (Esposito, et.al., 1999;
Friedman, 2014; Lackner, 2014). La fusién es importante para mezclar contenidos
mitocondriales y asi, mantener una poblacién homogénea de organelos (Ishihara
et al., 2009), asi como para trasladar a lugares lejanos de la célula los metabolitos

que ésta requiere (ATP), para llevar a cabo sus funciones (Hayakawa et al., 2016).

Por lo tanto, en un inicio se postulé que la fisibn, era necesaria para que la
cantidad de estos organelos estuviera disponible para las células hijas que se
producen durante la mitosis. Sin embargo, las células que tienen bloqueada la
fisibn contindan su proceso de division celular y no se afecta su viabilidad.
Ademas no todas las células se dividen (por ejemplo, las neuronas) y aun asi, las
mitocondrias siguen bajo tasas de fision-fusién. Por lo que se plantean funciones
adicionales para este mecanismo, uno de ellos es el de producir organelos mas
pequefios que puedan ser transportados de forma mas facil, a través del

citoesqueleto de las células (Ishihara et al., 2009).
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Las mitocondrias pequefas, resultado de la fisibn, son mas faciles de ser
engullidas por la maquinaria que involucra la autofagia, mientras que las
mitocondrias interconectadas (redes) se encuentran protegidas (Gomes vy
Benedetto, 2011; Rambold y Lippincott-Schwartz, 2011). Defectos en la fision,
como mutaciones en las GTPasas de dinamina (de las que mencionaré mas
adelante), pueden generar un aumento en el dafio oxidativo que conduce a la
muerte neuronal (Kageyama, Zhang y Roda, 2012). Por lo que se puede sefalar la

fusidbn como un mecanismo de proteccion.

Durante la fision, las GTPasas de dinamina, constrifien la mitocondria y esto
conduce a la fision. Esta GTPasa que participa en la fision de la mitocondria se
denomina Drpl (Smirnova, et al., 2001). Es una GTPasa de aproximadamente 80
kDa y se encuentra principalmente en el citosol y es reclutada a la membrana

externa mitocondrial para llevar a cabo la fision (Smirnova et al. 2001).

Como todas las dinaminas, los monémeros de Drpl se oligomerizan y forman
anillos contractiles (De Vos, et al., 2005; Korobova y Ramabhadran, 2013; Kraus y
Ryan, 2017). La hidrdlisis de GTP genera cambios conformacionales en las
hélices de Drpl, causando la reduccién del diametro del anillo, facilitando la

constriccion de la membrana (Zhang, 2001).

Otra proteina importante en la fisién es el factor de fisibn mitocondrial (Mff, por sus
siglas en inglés) que actia como un adaptador en la membrana mitocondrial
externa, que recluta y ensambla a Drpl, en sitios donde se generan los anillos de
constriccién, las lineas celulares que presentan el “knockout “de Mff contienen

mitocondrias altamente alargadas (Kraus y Ryan, 2017).
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La dinamica mitocondrial también esta vinculada al estado metabdlico de las
células. Las mitocondrias més alargadas, se ha reportado que presentan tasas de
respiracion altas, mientras que las mitocondrias con tasa respiratoria baja son

conducidas a fisién y posiblemente eliminadas (Kraus y Ryan, 2017).

En el proceso de fision se requieren de multiples proteinas (como la Drpl y Mff) y
estructuras celulares, donde se coordinan para que se lleve a cabo este
mecanismo. Estudios de microscopia electronica han demostrado que existen
regiones del reticulo endoplasmatico (RE), alrededor de la mitocondria, que junto

con la actina y miosina constituyen la maquinaria de fisién (Friedman et al., 2014).

3.5 Retinopatia diabética

La diabetes mellitus es una enfermedad neurodegenerativa cronica y progresiva
que se caracteriza por la presencia de altos niveles de glucosa en sangre
(hiperglucemia). Los niveles de glucosa normales en sangre son de 5.55 mmol/L,
cuando hay niveles altos de glucosa de manera cronica en la sangre, se generan
dafios a los sistemas macro y microvasculares, causando dafio en multiples

organos, en un efecto conocido como glucotoxicidad (Yan, 2014).
Durante el tiempo de diabetes, todas las células estan expuestas a los altos

niveles de glucosa, sin embargo, el dafio por estos, ocurre en tejidos especificos,

como son: la retina, nervios periférico y rifidn (Nita y Grzybowski, 2016).
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El exceso de glucosa en sangre genera altas niveles de especies reactivas de
oxigeno a nivel celular, lo que conlleva a un estrés oxidante en la mayoria de los

sistemas, incluyendo la retina (Nita y Grzybowski, 2016).

La retinopatia diabética es una de las complicaciones de la diabetes, es
caracterizada por alteraciones graduales y progresivas en la microvasculatura
retinal. Estos daflos comprometen a la barrera hemato-retiniana, lo que genera un
aumento de la permeabilidad vascular e isquemia, debido principalmente a la
alteracion de las uniones estrechas endoteliales, pérdida de tejido celular y
debilidad de la pared capilar (Zhang, Al-Shabrawey y Caldwell, 2011). Estas
alteraciones son el resultado de la muerte de células endoteliales y pericitos,

acompafada de dafios en células gliales y neuronas.

La glicacién y glicooxidacion de proteinas, ocurre en la diabetes; en el primer
proceso, las proteinas sufre de modificaciones postraduccionales debido a
azucares reducidos, mientras que en el segundo caso, la glucosa produce
especies reactivas de oxigeno, que modifican a las proteinas, lo que conlleva a
pérdida celular de pericitos y células endoteliales. Ademas conduce a una
deficiencia en proteinas como coladgena que modifican a la matriz extracelular,
generando una afinidad de union baja a las integrinas, impidiendo el anclaje
correcto de las células, aumento del grosor de la membrana basal y protedlisis
(Nita y Grzybowski, 2016).

A tiempos largos de diabetes se han observado diversos cambios en la glia Muller
y en astrocitos de la retina, tales como la produccion de EROs, el aumento en la
proteina fibrilar acida de astrocitos (GFAP), el aumento en los niveles de
glutamato (falla en el transportador de glutamato) lo que contribuye indirectamente

con la excitoxicidad de las neuronas (Nathan, Bayless y Cleary, 2013).
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Asimismo, se considera que las alteraciones generadas por los EROs se
mantienen, aun cuando los niveles sanguineos de glucosa son controlados, por lo
que la retinopatia diabética sigue avanzando y las anormalidades son irreversibles
(Wu, Jin, y Yan, 2017), generando un circulo vicioso que actua independiente del
nivel de hiperglucemia en estados tardios de la diabetes, fenomeno que se le

conoce como “memoria metabdlica”.

Aunque se presentan alteraciones en las mitocondrias de pacientes con diabetes,
no se conoce si son la causa o efecto de la enfermedad, ya que a tiempos cortos
de inducida la diabetes, no se han demostrado alteraciones en la actividad

mitocondrial (Osorio-Paz, Uribe-Carvajal, y Salceda, 2015).

4. Antecedentes

La mitocondria es una de las mayores fuentes de produccién de superoxido por la
actividad los complejos | y lll de la cadena trasportadora de electrones; la
alteracion de la actividad mitocondrial conlleva al incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (Wu, Jin, y Yan, 2017b), que podrian llevar a un
estrés oxidante. Asimismo existe evidencia de que los cambios en la dindmica
mitocondrial juegan un papel sobresaliente en procesos de inflamacién y muerte
celular asociados al estrés oxidante (Lerner, Sundar, y Rahman, 2016). La
fragmentacién de la red mitocondrial se ha observado en células endoteliales y
pericitos incubadas en presencia de altas concentraciones de glucosa (Trudeau, et
al., 2010) y en las mitocondrias de musculo esquelético de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (Kelley, et. al., 2002).
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5. Hipotesis

Las altas concentraciones de glucosa ocasionaran alteraciones en la dinamica

mitocondrial de células gliales de la retina en cultivo.

6. Objetivo general

Caracterizar la dinamica mitocondrial en células gliales de Muller cultivadas en

condiciones normales y en presencia de altas concentraciones de glucosa.

7. Objetivos particulares

e Caracterizar la dinamica mitocondrial de células de Mduller en cultivo.

e Analizar el curso temporal de la dinAmica mitocondrial en células de Muller

incubadas con altas concentraciones de glucosa.
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8. METODOS

8.1 Cultivo de células gliales de Miller

Se utilizaron ratas de la cepa Long Evans de 7 dias post-natales, a las cuales se
les extrajeron los ojos y se dejaron en medio DMEM sin suero (Sigma Aldrich D-
6546) adicionado con 5.5 mM de glucosa, anfotericina B 2.5 pg/ml, penicilina U/ml
y L-glutamina 2 mM durante toda la noche (aproximadamente 18 horas) a

temperatura ambiente.

Posteriormente se realizo el cultivo de acuerdo al método de Hicks y Courtois
(1990). Los ojos se cambiaron a solucién salina de Hanks libre de calcio y
magnesio (HBSS-CMF Sigma Aldrich H-4641) adicionado con tripsina al 2%

durante 30 minutos.

Se corto la parte anterior del ojo y se desprendio la retina de la copa 6ptica, para
posteriormente en 3 ml de medio DMEM adicionado con SFB (suero fetal bovino)
inactivado al 10% (DMEM-SFB 10%) en un tubo de vidrio, se homogeniz6 con una
pipeta Pasteur de vidrio. Se dejo en reposo 20 segundos, lapso en el que se forma
un sedimento formado por restos de tejido conectivo o retina no disociada, el
sobrenadante conteniendo las células disociadas se paso a otro tubo con 3 ml de
medio DMEM- SFB 10%. Todo el material de vidrio se siliconizé para evitar que
las células queden adheridas al mismo y éste se esterilizdO previamente antes de
usar. En estas condiciones se obtienen alrededor de 5,000,000 de células por

mililitro.
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Las células (38,888 células/mm? en cajas de 24 pozos y 166,666 células/mm? en
cajas de 6 pozos) se cultivaron con 1 ml de medio DMEM-SFB 10%. A los 4 dias,
el medio se cambi6 por DMEM durante 6 horas para inducir muerte neuronal, y se
regresaron a DMEM-SFB 10% (Sigma Aldrich D-2429 10x, con 100mg/L,
glutamina, anfotericina, penicilina). Las neuronas se eliminaron por agitacion del
medio con una pipeta Pasteur y el medio se cambi6 cada tercer dia, obteniendo a
los 13-15 dias una confluencia del 80% (Hicks y Courtois, 1990).

8.2 Conteo celular

Una muestra (100 pl) de la suspension de células se diluyé 1:5 con DMEM-SFB
10%, de ésta se tomaron 100 ul y se colocaron en una camara de Neubauer para
realizar el conteo celular (Freshney, 2010).

8.3 Tratamientos

A los 11-15 dias cuando se obtiene un 80% de confluencia del cultivo, el medio de
cultivo se cambid por uno fresco y en la condicién experimental, el medio contenia
una concentracion alta de glucosa (25mM) (Albert-Garay, 2015), las células se
incubaron a tiempos cortos de: 15, 30, 45 minutos, y/o 2, 5, 6, 12, 24 y 48 horas.
Al final de la incubacion las células se procesaron de acuerdo a los distintos

analisis.
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8.4 Determinacion de la masa y potencial mitocondrial

Al final del tratamiento correspondiente, las células se lavaron dos veces con PBS
para retirar el exceso de medio y se incubaron en 1 ml Buffer Fosfatos (PBS)
MitoTracker GreenTM FM (80nM) o MitoTracker RedTM FM (50nM) a 37°C
durante 30 minutos en completa oscuridad, se lavaron dos veces con PBS para
retirar el exceso de reactivo, se montaron con PBS en una laminilla y observaron
en un microscopio de epifluorescencia con un objetivo de 20X y las imagenes se
tomaron con una camara Nikon DMX 1200.

La cantidad de mitocondrias se determind con el reactivo MitoTracker Green™ FM
(TermoFisher M7514) éste compuesto contiene grupos clorometilos que
reaccionan con los grupos sulfhidricos dentro de la célula, donde se oxida, lo que
le permite entrar libremente a la mitocondria produciendo una fluorescencia verde,
aun cuando la mitocondria presenta un potencial bajo, el reactivo se mantiene;
razén por la cual se conoce que su actividad es independiente del potencial de la
mitocondria (Buckman et al. 2001). Por lo que es un reactivo ideal para la

observacién de la mitocondria y de la morfologia mitocondrial.

El potencial mitocondrial se determind con el reactivo MitoTracker Red™ FM
(TermoFisher M22425) el cual también entra a la célula y debido a que esta
cargado positivamente con derivados de rodamina, es rapidamente tomado por las
mitocondrias que normalmente presentan carga negativa (Buckman et al. 2001). El
reactivo se acumula de manera dependiente del voltaje mitocondrial que produce
una fluorescencia en rojo, una mayor florescencia corresponde a un aumento en el

potencial mitocondrial y viceversa.
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Se analizé la intensidad de la fluorescencia total por medio de las imagenes
recolectadas con un microscopio de epifluorescencia con un objetivo de 20X
donde fueron tomadas con una cdmara Nikon DMX 1200.

Las imagenes contienen una profundidad de pixel de 16 bits (65,536 niveles de
gris). El campo de la imagen, ademas de contener a las células para realizar el
posterior andlisis, debe de contener un fondo que no presente fluorescencia. Esta
sefal de fondo se debe restar de la sefial recogida en presencia de luz para
obtener una salida verdaderamente proporcional a la intensidad de fluorescencia.
A continuacion, se calcula un valor de pixel promedio para todos los pixeles de
cada imagen, asi como del fondo utilizando las herramientas del software digital
en IMAGEJ. Este valor de la fluorescencia total (porcentaje) de las imagenes se
obtiene por medio de la siguiente ecuacion que calcula CTCF (corrected total cell
fluorescence):

CTCF = Densidad Integrada - (Area de la célula seleccionada X fluorescencia

promedio de las lecturas del fondo sin fluorescencia)

8.5 Andlisis de la morfologia mitocondrial

Para determinar cambios en la dinamica de la red mitocondrial, se realizo el
marcaje de las mismas con MitoTracker Green FM™ y se analizaron las imagenes
por medio de la herramienta de “skeletonize” del programa IMAGEJ, la cual sefala
solo los pixeles dentro de una imagen de forma neutra, es decir, sin importar la
cantidad de fluorescencia, recibe ese nombre porque el aspecto de la imagen es

como si solo se observara el “esqueleto” de la misma, ademas se midieron las
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particulas analizadas en rangos de 0-5 um para los organelos de tamafo pequefio
o punteado, y >5 um para los organelos fusionados (redes) o de mayor tamafio. El
programa ademas puede sefialar con cédigos de colores (verde largos, rojo
pequefios) con los cuales los diferentes organelos son destacados y nos arroja

una tabla con el conteo mitocondrial.

8.6 Andlisis de imagenes

En todos los casos para el analisis de resultados se tomaron 5 células de tres
imagenes de tres diferentes experimentos para cada una de las condiciones. Las
imagenes se procesaron por medio del programa IMAGEJ y el analisis estadistico

se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6.

8.7 Estadistica

Los valores se presentan como el promedio + error estandar de 3 experimentos
independientes llevados a cabo por duplicado y a los que se realizé una prueba de
t de student y/o ANOVA, se consideraron estadisticamente significativos los

valores con un valor de p < 0.05.
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9. Resultados

Para el estudio de la dinAmica mitocondrial en las células de Mdller, inicialmente
se estandarizaron los métodos para el uso de MitoTracker Green FM™ vy
MitoTracker Red FM™, para ello se emplearon distintas concentraciones de cada

uno de estos reactivos.

25 nM 80 nM

Figura 1. Mitocondrias marcadas con MitoTracker Green FM™ (20X). Células de
Miller incubadas con MitoTracker Green FMTM, se observa la fluorescencia de

éste a distintas concentraciones.
Para MitoTracker Green FM™ se probaron concentraciones de 25nM, 80 nM y

100nM (figura 1). Considerando los resultados, se decidié usar una concentracion

de 80 nM, con la que se obtuvo la mejor resolucién de las mitocondrias.
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De igual manera, se obtuvo la concentracion Optima para determinar el potencial

mitocondrial con el reactivo MitoTracker Red FM™ (figura 2).

25 nM 50 nM 100 nM

Figura 2. Fluorescencia del MitoTracker Green FMTM en células de Miiller (20X).
Se emplearon distintas concentraciones de MitoTracker Green FM™. Las pruebas
fueron hechas de una minima concentracion (25 nM) hasta la maxima

correspondiente al protocolo de uso del reactivo (100 nM).

El efecto de las altas concentraciones de glucosa en la dinamica mitocondrial se
analiz6 con el uso del MitoTracker Green FM™. Como se observa en la figura 3 y
en el andlisis estadistico de las imagenes (figura 4), la fluorescencia del
MitoTracker Green FM™ fue similar en células incubadas con 5.5 o 25 mM de
glucosa, tanto a tiempos cortos (15-45 minutos) como a tiempos relativamente

largos (1-48 horas).
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Figura 3. Mitocondrias en la Glia de Muller (20X). Las mitocondrias se detectaron

con MitoTracker Green FM™ (80 nM) a distintos tiempos de incubacién en
presencia de altas concentraciones de glucosa (25 mM) C= control (5.5 mM de

glucosa); m=minutos; h= horas.
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Figura 4. Fluorescencia de MitoTracker Green FM™. Se presenta el porcentaje
total de fluorescencia del MitoTracker Green FMTM (80 nM) observado en
presencia de 5.5 mM o0 25 mM de glucosa, a diferentes tiempos de tratamiento. La
intensidad de la florescencia se analiz6 con el programa IMAGEJ, como se
describe en la sesion de métodos. C= control; m= minutos; h= horas.
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Posteriormente se analiz6 el potencial mitocondrial en las células de Miller
incubadas con diferentes concentraciones de glucosa. La fluorescencia del
MitoTracker Red FM™ en las células incubadas en medio normal (5.5 mM de
glucosa) se consideré como el 100%. Las altas concentraciones de glucosa,
causaron un incremento del 50% en la fluorescencia del MitoTracker Red FM™ a
los primeros 30 minutos de incubacion. Esta disminuy6é notablemente a las dos
horas de incubacion con respecto al control (50%); a partir de este tiempo, se
observaron continuas fluctuaciones en la fluorescencia que indican cambios

drasticos en el potencial mitocondrial (figuras 5y 6).

45m

Figura 5. Potencial mitocondrial en la Glia de Mduller (20X). El potencial

mitocondrial se identificé con MitoTracker Red FM™ (50 nM) a distintos tiempos
de incubacién en presencia de altas concentraciones de glucosa (25 mM). C=

control (5.5 mM de glucosa); m=minutos; h= horas.

27



2350
200 I

150 T

100 *% * *

% Fluorescencia

50

0

C 15m30md5m 1h 2h 5h 6h 12h24h48h
Tiempo

Figura 6. Potencial mitocondrial en las células de Mdller. Los valores son el
promedio + el error estandar del porcentaje total de fluorescencia del MitoTracker
Red FM™ (80 nM) observado en presencia de 25 mM de glucosa, respecto al
control (5.5 mM de glucosa) en los diferentes tiempos de tratamiento. La
intensidad de la florescencia se analiz6 con el programa IMAGEJ, como se
describe en la sesion de métodos. C= control; m= minutos; h= horas. *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.0001 (ANOVA).

La morfologia mitocondrial se analiz6 a partir de las imagenes de las figuras 3, 7 y
8, utilizando el programa IMAGEJ (ver métodos). En las células incubadas en
medio normal, se observé una heterogeneidad en el tamafio de las mitocondrias,
en estas condiciones las mitocondrias formaron redes (mitocondrias de tamafo
mayor a 5 um) (figura 7), lo que representd el 3.4% del total de las mitocondrias.
En presencia de altas concentraciones de glucosa, aunque la heterogeneidad se
mantuvo, las mitocondrias de un tamafio menor de 5 um aumentaron, es decir el
porcentaje de mitocondrias formando redes disminuyo al 1.07% del total a las 48

horas de tratamiento (figura 8).
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12h

24h 48h

Figura 7. Analisis de morfologia mitocondrial con el programa IMAGEJ (20X). A la
derecha de cada tratamiento con alta glucosa, se presenta la amplificacion del
area enmarcada en amarillo. Se muestran las mitocondrias de 0-5 pm (rojo) y >5

um (verde). C= control; m= minutos; h= horas.
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Figura 8. Porcentaje de mitocondrias formando redes. El tamafio de las
mitocondrias en medio normal (C) o en presencia de 25 mM de glucosa por
diferentes tiempos. Los datos se tomaron de la figura 7. Notese que el porcentaje
de mitocondrias en forma de redes (>5 um) aunque varian a los distintos tiempos
(2-48h) de incubacion con altas concentraciones de glucosa, de manera general
siempre son menores al control. C= control (5.5 mM de glucosa); h=horas. Prueba
de t student= C vs. 2h *p=0.153. Prueba de ANOVA= C vs. 24h y 48h *p < 0.05.

Mas adelante se determindé si la disminucién de las mitocondrias formando redes,
se asocia con el potencial mitocondrial. Como se observa en la figura 9 la cantidad
de mitocondrias menores de 5 um (redes) disminuyé en presencia de altas
concentraciones de glucosa, indicando una asociacion directa del tamafio con el

potencial mitocondrial (AW).
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Figura 9. Potencial mitocondrial y formacion de redes. Se presenta el porcentaje
de mitocondrias mayores de 5 pm marcadas con MitoTracker Red FM™. Nétese
gue las mitocondrias en forma de redes (>5 pm) disminuyen a los distintos tiempos
de incubacion con altas concentraciones de glucosa. C= control (5.5 mM de

glucosa); h=horas. *p < 0.05.

10.Discusidén

Las mitocondrias son los organelos que proporcionan el mayor aporte energético
de las células, el tejido nervioso se caracteriza por una alta demanda energética,
en este tejido las células gliales se han estudiado poco en comparacién a las
neuronas. Sin embargo, las células gliales y particularmente las de Mdller en la
retina, llevan a cabo una variedad de funciones y participan en el metabolismo de

distintas moléculas que son tomadas por las neuronas.
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En diferentes tejidos se ha observado que las mitocondrias pueden modificar su
morfologia constituyendo redes o como mitocondrias aisladas; estas ultimas, se
sabe presentan un potencial bajo y son poco activas, mientras que aquellas que
forman redes presentan un potencial normal y alta actividad (Coughlan et al.,
2016; Gueven et al., 2017; Trudeau et al., 2010; Zhong y Kowluru, 2011).

Los cambios en la actividad mitocondrial se pueden estudiar en células aisladas
con el uso de marcadores fluorescentes como el MitoTracker Green FM™ vy
MitoTracker Red FM™ que permiten analizar la cantidad y el potencial
mitocondrial. El MitoTracker Red FM™ difunde libremente a través de la
membrana plasméatica y se acumula en la matriz mitocondrial cargada
negativamente, el marcaje total depende del potencial de la mitocondria (AY),
cuando la mitocondria se despolariza (pierde o disminuye su potencial
homeostatico), el reactivo se libera y pierde su fluorescencia, perdiéndose de vista

el organelo (Gilmore y Wilson, 1999).

En el caso del MitoTracker Green FM™, presenta grupos clorometilos que forman
enlaces covalentes con los grupos sulfhidrilos de las proteinas, estos mismo les
permiten ser retenidos dentro de la mitocondria, aunque presenten un potencial
normal o alterado. Para ambos fluoréforos es importante obtener la concentracion
adecuada para su uso, dependiendo del tipo celular y como consecuencia de sus
mitocondrias, por lo que se requiere de una concentracion Optima para evitar
falsos positivos (Lemasters y Ramshesh, 2007) (figura 1). Por estas
caracteristicas, estos fluoréforos fueron usados para analizar la masa y potencial

mitocondrial, asi como los cambios en la morfologia de la mitocondria.
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El comportamiento de las mitocondrias en la retina es poco conocido y aun menor
en condiciones de hiperglucemia. Los cambios en la mitocondria, tanto en su
potencial como en su morfologia, han sido observados en las células endoteliales
de la retina de ratas de 6 meses después de inducida la diabetes (Zhong y
Kowluru, 2011). Estos estudios demostraron disminucion de potencial
mitocondrial, asi como en el tamafio de las mitocondrias. Resultados similares se
observaron en cultivos de células endoteliales y pericitos de la retina en

condiciones de alta glucosa (Trudeau et al., 2010; Trudeau, et al., 2011).

Se tiene reportado que una tasa baja en el potencial mitocondrial en
concentraciones de alta glucosa es debido a un cambio en la morfologia de la
mitocondria (Devi, et al., 2017; Trudeau et al., 2010, 2011; Zhong y Kowluru,
2011), este cambio corresponde hacia un tamafio menor de las mitocondrias. De
igual manera existe un reporte de una linea celular de Glia de Mdiller en las que el
namero de mitocondrias disminuyé considerablemente a los 5 dias de exposicién
a 25 mM de glucosa (Devi et al. 2017) Sin embargo, no se tienen datos de los

cambios mitocondriales a tiempos cortos.

En las células gliales de Miller la cantidad de mitocondrias no se modificé en
condiciones de altas concentraciones de glucosa (25 mM); sin embargo, resulta
interesante que el tamafio de las mitocondrias disminuyd significativamente. Si
bien el andlisis indica que so6lo el 3.4% de las mitocondrias en medio normal se
encontré formando redes, estas corresponden a un tamafio mayor de 5 pum, pero
estas también forman ramificaciones y el programa las considera como una
unidad, lo que indica que el porcentaje esta subestimado y a ello se deben las

variaciones observadas. A pesar de esto, en condiciones de altas
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concentraciones de glucosa la formacion de las redes disminuyo

significativamente en todos los tiempos de incubacién estudiados (50%).

A tiempos cortos de incubacion con altas concentraciones de glucosa se observo
un incremento en el potencial, lo que podria explicarse en una excesiva
produccion de acetil-CoA, que puede llevar a la aceleracion de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial, que genera una alta presién de
electrones, sin embargo, esta elevada actividad mitocondrial puede producir altos
niveles de EROs como el superdxido que conlleva una disminucion en el potencial
de la mitocondria (Jarrett, et al., 2010), aunado a dafios que se pueden generalizar
a la célula. Respecto a esto, nuestros resultados indicaron una disminucién en la
fluorescencia del MitoTracker Red FM™ a partir de las 2 horas de tratamiento con
alta glucosa, indicando una clara disminucion en el potencial, sin embargo, el
potencial presentd fluctuaciones, indicando que la mitocondria mas que estar
dafiada presenta una respuesta adaptativa que evita el exceso en la produccién

de EROs y mantiene los requerimientos de ATP.

Resulta interesante que la disminucién en el potencial mitocondrial de manera
fluctuante y cercana a los valores del control se asocié a una disminucion en la
formacion de las redes mitocondriales, lo que sugiere que su fragmentacién puede
estar asociada o representa una respuesta adaptativa que favorece los
requerimientos energéticos de la célula, ya que otros autores (Yu, et al., 2006) han
proporcionado evidencia de que estas mitocondrias tienen una tasa de respiracion
alta en comparacion con aquellas que forman redes (alargadas), lo que las hace

mas activas.
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11.Conclusiones

Las altas concentraciones de glucosa generaron cambios a nivel de potencial
mitocondrial, pero no en el nimero de organelos disponibles en las células gliales
de Mdller. Las altas concentraciones de glucosa 25 mM llevaron a cambios en la
dindmica mitocondrial, que no parecen comprometer los requerimientos
energéticos y viabilidad celular, sin embargo, no se puede descartar que a tiempos

mayores dichos efectos se vean aumentados y/o sean irreversibles.

12.Perspectivas

En un modelo de cultivo celular, el potencial mitocondrial puede sufrir cambios en
la Glia de Miuller cuando se les somete a altas concentraciones de glucosa a
tiempos relativamente cortos, involucrando cambios en la dindmica mitocondrial.
Analizar el papel que desempefian otras proteinas en la regulacion de la dinamica,
como las del citoesqueleto puede ser clave para reconocer lo que sucede a

tiempos mayores en cultivo celular o incluso en modelos animales.
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