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Resumen

La participacion de la glia de Muller en la retina de mamiferos como fuente de células
progenitoras bajo condiciones patolégicas ha sido descrita en los Ultimos afios por
distintos grupos de investigacion, sin embargo, este proceso aun es poco entendido.
Algunas retinopatias como la degeneracion macular asociada a la edad (AMD) o la
retinopatia diabética, estan asociadas a condiciones de estrés oxidativo en el ambiente
ocular. Por otro lado, se sabe que la glia de Muller responde a condiciones de estrés
oxidativo. Por lo tanto, es probable que estas condiciones de estrés regulen la

generacion de células progenitoras a partir de la glia de Miller.

Es por esto que en el presente trabajo investigamos el efecto del H,O, sobre la
diferenciacion de las células progenitoras obtenidas a partir de células de Miiller. Para
esto se generaron neuroesferas a partir de células de Miller de retina de ratdén. Estas
neuroesferas fueron expuestas a H,O, (150 yM) durante 2 horas, posteriormente se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia para determinar la expresion de

marcadores gliales (CRALBP), y de progenitoras neurales (nestina y Sox2).

Los resultados obtenidos muestran que la exposicion de las neuroesferas al H,O,
genera una disminucion en la expresibn de marcadores para células progenitoras
(nestina y Sox2), sin embargo, para el caso del marcador glial (CRALBP), se observa
un incremento en su expresién. En conclusion, el estrés oxidativo generado por una
alta concentracién de H,O, incrementa las células con caracteristicas gliales a partir de
la desdiferenciaciéon de las células de Miller, por tanto, considerando un ambiente
fisiopatolégico el estrés oxidativo solo estaria propiciando el proceso de gliosis,

posiblemente con el objetivo de amortiguar las condiciones excitotoxicas.



Abstract

The role of Muller cells in the retina as a source of progenitor cells has been described
by different groups, however, the response of these progenitor cells to oxidative stress
has been poorly described. Oxidative stress is produced by reactive oxygen species,

which are constantly produced in the intraocular environment.

In this work, we sought to evaluate the effect of H,O, on the differentiation of progenitor
cells obtained from Miuller cells. For this, Miller cells were dedifferentiated, thus
obtaining neurospheres where immunofluorescences were performed to evaluate the
expression of markers that indicate that the cells acquired progenitor properties. These
neurospheres were exposed to H,O, at a concentration of 150 yM for two hours, and
the expression of glial markers (CRALBP) and neural progenitors (nestina and Sox2)

genes were compared against the control.

We found that exposure to oxidative stress led to a decrease in nestina and Sox2
immunoreactive progenitor cells and an increase in the expression of Cralbp, a specific
Miller cell marker. We can speculate that oxidative stress leads the progenitor cells to
differentiate into Muller's glial cells. This suggests that in a pathological environment in
which oxidative stress increases the undifferentiated Mdller cells would differentiate into
Miiller glia.
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Abreviaturas

CCL2 Proteina Quimioatrayente De Monocitos 1

CDN Células Disgregadas de Neuroesferas

CXCL1 Ligando De Quimiocinas 1

CXCL10 Proteina 10 Inducida Por Interferon Gamma
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NADH Dinucledtido De Nicotinamida Y Adenina,

0O, Oxigeno

o7y Anion Superoxido

OH Radical Hidroxilo

PBS Buffer Fosfato Salino

ROS Especies Reactivas de Oxigeno; por sus siglas en inglés: reactive

oxigen species
SFB Suero Fetal Bovino

SNC Sistema Nervioso Central

VI



1. INTRODUCCION

La identificacion de nichos neurogénicos, constituidos por células progenitoras en el
sistema nervioso ha sido tema de multiples investigaciones. Hasta el momento se han
identificado dos é&reas en el cerebro con una alta actividad neurogénica que se
mantiene a lo largo de la vida del organismo, la primera es la zona subventricular y la

segunda es el giro dentado del hipocampo®.

En la retina, estudios recientes han descrito la capacidad de obtener células con
caracteristicas de progenitoras a partir de las células de Mdller, la célula glial mas
abundante de la retina. La glia de Mdiller participa de manera importante en el correcto
funcionamiento del sistema visual; se considera la principal union anatémica y funcional
entre las neuronas de la retina, proporciona soporte estructural, provee de factores
neurotréficos y nutrientes, remueve los residuos metabdlicos, es responsable de
mantener la homeostasis idnica en la retina y en los Ultimos afios se le han atribuido
una importante participaciéon durante la angiogénesis y de la regulacion del flujo

sanguineo hacia la retina?

La idea de considerar a la glia de Muller como una fuente neurogénica se sustenta en
estudios recientes realizados en modelos vertebrados mamiferos y no mamiferos en
donde se demostré que la capacidad de regeneracion retinal en caso de dafio es
mediada por la induccién de proliferacién y migracion de células de Mdller hacia el sitio
del dafio®. Tras un dafio quimico o mecanico en la retina de los mamiferos, se activa un
proceso denominado gliosis, en el cual las células de Miller son capaces de proliferar y
migrar hacia las zonas afectadas, en donde forman cicatrices gliales®. Aln se
desconoce la razon por la cual Unicamente en anuros y reptiles se presenta una
capacidad de desdiferenciar, proliferar y generar células progenitoras en la retina

mientras que en mamiferos esta capacidad es muy limitada o inexistente.

Diversos autores han sefialado la participacion de las especies reactivas de oxigeno o
ROS (por sus siglas en inglés: reactive oxigen species) en el proceso de proliferacién y

de diferenciacion de células con caracteristicas de progenitoras neurales en



organismos adultos*®. Considerando esto, el objetivo de este proyecto es investigar el
efecto del H,O, como generador de ROS sobre la diferenciacion de células

progenitoras derivadas de células gliales de Miiller cultivadas in vitro

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, en presencia de H»0O,, las
células progenitoras obtenidas a partir de glia de Miiller de ratén tienden a mantener su
naturaleza glial, lo cual podria sugerir que el estrés oxidativo modula de manera
negativa la capacidad de la glia de Miiller para generar células con caracteristicas de

progenitoras neurales.
ANTECEDENTES

1.1 Anatomia Ocular

El ojo es un 6rgano sensorial encargado de captar la luz que pasa a través de los
medios refringentes: cérnea, humor acuoso, cristalino y humor vitreo®, permitiendo que
la luz incida enfocada en la retina, la cual se encuentra en la parte posterior del ojo. En
la retina, la luz es procesada en sefiales bioquimicas, para ser enviada a través del

nervio éptico, como sefales eléctricas, al cerebro.’

Anatémicamente el ojo se puede dividir en tres capas de acuerdo a sus caracteristicas
(Fig. 2). La primera es la tunica exterior compuesta por una capa fibrosa que
comprende la esclerdtica, formada por tejido fibroso rico en colagena y que ayuda a dar
forma al globo ocular debido a su resistencia, y la cornea, cuya funcion es ser un medio

refringente transparente que permite el paso de la luz. ®®

La segunda capa es la tanica vascular o capa media, altamente pigmentada llamada
coroides en el polo posterior, sus funciones son vasculares y ademas absorbe el
exceso de fotones (luz) incidentes en la retina. Hacia el polo anterior la coroides se
especializa para formar el iris y el cuerpo ciliar cuya funcién es de diafragma que regula
el paso de la luz asi como la acomodacién. La tercera capa o tUnica nerviosa esta
formada por la retina que se encuentra localizada en el polo posterior del ojo, es la
encargada de convertir el estimulo luminoso en impulsos nerviosos mediante la

fototransduccion, asi esta informaciéon visual es transmitida al cerebro a través del



nervio éptico formado por los axones de las células ganglionares de la retina y la via

visual.%°

Luz

Norvi/o
Optico

Fig. 1 Estructura del globo ocular. Esquema con las capas del ojo: esclera, coroides, y
retina, asi como el epitelio pigmentado de retina (EPR). Ademas sefiala la fovea,
area de mayor agudeza visual en la retina, y el nervio éptico.

1.1.1 Estructura de la Retina

La retina es una extension del SNC y es la encargada de la captar la luz y transformarla
en estimulos quimicos para, posteriormente, transmitir esta informacién como impulso
nervioso (estimulos eléctricos) al cerebro. El 80% de la informacion sensorial que
capta el ser humano es a través del sistema visual, especificamente con la retina. Esa
informacion es procesada por cerca de un tercio del encéfalo siendo asi el 30% de las

sefiales sensoriales que llegan al cerebro®®

Histologicamente, la retina estd compuesta por 10 capas en las cuales encontramos 6
tipos de células neuronales denominadas: fotorreceptores, células horizontales, células
bipolares, células amacrinas, células horizontales y células ganglionares, y 3 tipos de

células gliales: microglia, astrocitos y células de Miiller.’
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Fig. 2. Representacion histoldgica de las capas y las células que conforman la retina.
Epitelio Pigmentado de Retina (EPR); Capa de Fotorreceptores (CF); Membrana
Limitante Externa (MLE); Capa Nuclear Externa (NE); Capa Plexiforme Externa (PE);
Capa Nuclear Interna (NI); Capa Plexiforme Interna (Pl); Capa de Células ganglionares
(CG); Membrana Limitante Interna (MLI); Fibras Nerviosas (FN). Podemos encontrar
neuronas: Fotorreceptores de dos tipos: conos (C) y bastones (R); bipolares (B);
amacrinas(A); Horizontales (H); Ganglionares (G); Asi como podemos encontrar células
gliales: Astrocitos (As); microglia (Mi) y células de Miiller (M).*

Como otros sistemas sensoriales, el ojo posee células encargadas de captar la
informacion del ambiente. Estas células se encuentran en la retina y son llamadas
fotorreceptores, capturan la informacion sensorial externa (luz) y la transforman en
impulsos quimicos, a través de neurotransmisores, los cuales actian en las células
bipolares y por ultimo en las células ganglionares que transmiten esta informacion
como impulsos eléctricos a través de sus axones, que conforman el nervio optico, hasta

la corteza visual en el cerebro, en donde es procesada en imagenes coherentes. °



Ademas de las neuronas en la retina encontramos 3 tipos de células gliales:

e Astrocitos, se encuentran en la retina interna, entre las fibras nerviosas y las células
ganglionares, rodean los vasos sanguineos y forman un soporte para las fibras
nerviosas y los capilares de la retina. Proveen de metabolitos neurotroficos y
contribuyen al mantenimiento de la barrera hematorretiniana.

e Microglia, que a diferencia de los astrocitos y la glia de Miller tiene un origen
embriolégico mesodérmico. Se encuentra distribuida en todas las capas de la retina
y es la encargada de la respuesta inmune.

e Célula de Miuller, considerada como la glia radial del ojo, participa en el
mantenimiento homeostatico de la retina a través de diferentes funciones fisioldgicas

que se discutiran posteriormente y es objeto de estudio en la presente tesis.*

1.1.2 Célula de Muller

La célula de Mdller constituye la glia mas abundante en la retina, encontrdndose
alrededor de 12,000 células/mm? es decir, de 8 a 10 millones en el humano mientras
que en roedores es 1 millén*?. Abarca longitudinalmente casi la totalidad de la retina y
mantiene contacto con todos los tipos celulares retinianos. En la figura 3 se muestran
diferentes funciones de la células de Miller, sin embargo, entre las funciones mas

destacables se encuentran:

e Soporte estructural a las neuronas y a los capilares de la retina. Cada célula de
Muller constituye el nucleo de una columna de neuronas retinianas que
representa la unidad funcional mas pequefia para el procesamiento de la
informacion

e Soporte metabdlico de las neuronas, provee de energia en forma de ATP y retira
los desechos metabalicos.

e Moviliza el exceso de iones potasio y de agua para mantener el equilibrio
osmotico, hacia el espacio extrarretinal, vitreo y vasos sanguineos. Esta
capacidad de sifoneo, se debe a que la membrana de la célula de Mdiller es

altamente permeable a este cation.™®



Se encarga de la recaptura de neurotransmisores durante la actividad sinaptica,
los cuales son removidos del espacio perisinaptico™.

En este punto es importante sefialar que, entre los neurotransmisores
recapturados se encuentra el glutamato, el cual es utilizado para la produccion
de glutatién®®. El glutatién es un tripéptido sintetizado a partir de glutamato,
cisteina y glicina cuya funcién en la retina es antioxidante, por esta razon la
célula de Miller provee de una proteccion contra el estrés oxidativo. El glutation
es liberado por la célula de Miiller e internalizado por las neuronas, estimandose
una concentracion intracelular de 3 a 5 mM, mantiene el control del estado de
equilibrio oxido reduccién en las células neuronales, al eliminar los radicales
libres, debido a la reduccion del H,O, a H,0, evitando de esa forma un
aumento en el estrés oxidativo.®

Recientemente, se ha descrito que tiene la capacidad de conducir la luz a través
de las capas de la retina hasta los fotorreceptores evitando distorsiones o
bloqueos de los fotones.’

Secreta factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento de Fibroblastos
(bFGF) y Factor Neurotréfico Ciliar (CNTF). Sin embargo cuando la célula de
Muller estd expuesta a algun tipo de dafio como el aumento en la presion
intraocular o la hipoxia, se estimula la produccion de Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF), de c1 Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) y de
Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)®2,
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Fig. 3 Algunas de las funciones de la célula de Miuller. A) Exporta el exceso de K+
fuera de la retina acompafiados por una molécula de agua, con lo cual también
cumple una funcibn osmdtica, retirando el exceso de agua generado por el
metabolismo aerodbico de las neuronas retinales. B) Recaptura de neurotransmisores
los cuales son removidos del espacio perisinaptico. C) Liberacion de glutatién, el cual
mantiene el control del estado redox de las células neuronales al eliminar los
radicales libres, reduciendo el H,O, a agua. D) Secreta factores de crecimiento.
(modificado de Giume et al. 2007)

La evidencia experimental reciente sugiere que las células de Miller tienen
caracteristicas de células progenitoras latentes, ya que en respuesta a un dafio
mecanico o quimico, se desdiferencian, proliferan y generan células progenitoras con
capacidad neurogénica. Esta capacidad es clara en la retina de organismos como

peces, ranas, y otros anfibios*®*

, en especial en el pez cebra, cuya célula de Miller es
capaz de reprogramar su informacion génica y adquirir caracteristicas de células
progenitoras, expresando el gen Pax6, importante en el desarrollo embrionario del
sistema nervioso, olfatorio y el ojo. Ademas de Pax6, se expresa el mensajero Crx que
codifica la proteina “cone rode homebox” necesaria para el correcto desarrollo de los

fotorreceptores?.



La propiedad proliferativa y la obtencion de caracteristicas de progenitoras de células
de Miller también se ha observado en retinas de pollo, en donde posterior a una
inyeccion intraocular de FGF, la célula de Miuller activa su ciclo celular y expresa
factores de transcripcion usualmente presentes solo en etapas embrionarias. Un
porcentaje de esas células nuevas se diferencian a neuronas y otro grupo da lugar a
nuevas células de Mdller, pero la mayoria se mantiene como células indiferenciadas
con expresion de Pax6 y Chx10, este ultimo es un gen necesario para la proliferacién
de células progenitoras durante la retinogénesis %%, En otro estudio con progenitoras
derivadas de células de Miiller de rata describen cambios en la proliferacion posterior a

la activacion de los receptores de glutamato (NMDA)?,

Por otro lado, se han obtenido in vitro la formacién de agregados multicelulares o
neuroesferas a partir de cultivos de glia de Muller de mamiferos usando factores de
crecimiento, tales como EGF.** Estas neuroesferas generadas en cultivo expresan
marcadores de células progenitoras como Nestina: proteina que conforma los
filamentos intermedios del citoplasma de las neuronas primordiales en embriones y
esta relacionada con funciones como la proliferacion, la diferenciacion y la migracion®;
Sox2: encargado de la auto renovacion de células embrionarias no diferenciadas y de
la induccion de pluripotencialidad de las células madre?®; y Pax6: el cual desempefia un
papel importante en el desarrollo del ojo, el cerebro y la medula espinal®’. Algunos
reportes indican la obtencion de células con caracteristicas de progenitoras a partir de
células de Miuller humanas. Estas células expresan marcadores de progenitoras
neurales como Nestina, Ciclina D (proteina expresada en la mayoria de células
proliferativas y que regula el ciclo celular), y marcadores como Sox2, Pax 6, Chx10 y

Notchl, que participan en el crecimiento, proliferacién, diferenciacién y apoptosis.?

Sin embargo, la adquisicion de caracteristicas de células progenitoras no se observa in
vivo en la retina de los mamiferos cuando se presenta un dafio. En este caso, la célula
de Miiller recibe las sefales de dafio e inicia un proceso de proliferacion o gliosis, que

solo forma cicatrices gliales. %



En la gliosis se observan tres respuestas de la célula de Muller: 1) hipertrofia celular, 2)
proliferacion y 3) sobre-expresion de proteinas como GFAP, Nestina y Vimentina.
Asociado a estos procesos, se ha observado el dafio fotoxidativo promueve la
produccion de interleucina 1-B producida por la microglia, lo cual est4 asociado con la
progresion de patologias retinales, y ademas promueve la expresion de quimiocinas
proinflamatorias Cxcll, CCL2 y Cxcl10, por parte de células de Miiller y el EPR. Estos
eventos, contribuyen a la formacién de cicatrices gliales, ocasionando la muerte de los
fotorreceptores.® Algunos estudios muestran que en el SNC la gliosis contribuye a la

neurodegeneracién, ademas de impedir los procesos de regeneracion3" 3

Sin embargo, hasta el momento no se tiene claro porqué la célula de Miiller del pez
cebra tiene capacidad regenerativa mientras que en los mamiferos es limitada y solo

genera una reaccion inflamatoria y cicatricial (gliosis).

1.2 Estrés Oxidativo

El oxigeno es un gas esencial para la vida tal como la conocemos hoy dia, las células
anaerobias primigenias producian ATP por medio de la fermentacién para asi obtener
energia. La presencia del oxigeno se convirti6 en un agente téxico forzando a las
células a desarrollar mecanismos que permitieran metabolizarlo y contrarrestar su
toxicidad. Dentro de estos mecanismos de accion se encuentran enzimas como las
catalasas, peroxidasas y la superéxido dismutasa que, al contacto con los radicales
productos del oxigeno, los convierten en agua y compuestos inocuos. De esta forma,
evolutivamente se da paso al desarrollo de las células aerobias que consumen O,y lo

reducen a H,O con los e” procedentes de la oxidacion de nutrientes (NADH, FADH2).%

La reduccion univalente del oxigeno da como resultado el anién superéxido O,y puede
formarse directamente durante el metabolismo mitocondrial o enziméaticamente por la
xantina oxidasa y el citocromo P450 las cuales son enzimas citoplasmaticas. Este
metabolismo oxidativo se realiza en la mitocondria, en el reticulo endoplasmico y en el

citoplasma, a través de las siguientes reacciones.?



Mitocondria:

A partir de la dismutacion del O, , catalizada por la superoxido dismutasa.
20, + 2 H - > H,0, + O,

Por la oxidacion de la flavina de la NADH deshidrogenasa (FpHe)
O, + FpHe ------- >0,+ Fp+ H'

Reticulo endoplasmico:

A través del citocromo P450 y de la flavoporteina NADPH — citocromo P450 reductasa:

Citosol:

Por accién de la enzima xantina oxidasa:
20, + xantina ------ > O, + acido urico

Para proteger a la célula del posible dafio causado por el anion superdxido, la
superoxido dismutasa actia como antioxidante catalizando la dismutacion del
superéxido en H,O, Sin embargo, aunque el H,O;, no es en si mismo un ROS, puede
producir otras especies reactivas de oxigeno al presentar una reduccion univalente en
presencia del Hierro (Fe), llamada reaccion de Fenton. Esta reaccién genera radicales
OH’, que en comparacién con el O, son mas reactivos®, debido a que interacciona de
forma inespecifica causando un mayor dafio a nivel tisular. Ademas, las células no
cuentan con un sistema antioxidante contra el OH™ *°. Su formacién esta dada por la
reaccion del radical superoxido con el peréxido de hidrogeno a través de la reaccion

Haber-Weiss

H202 + 0_2:> 20H + 02
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Y por la unién de iones de metal como hierro (Fe), llamada Reaccion de Fenton:
Fe™ + H,0,=>Fe™ + 2 OH"

Ante la toxicidad que representa la generacion de las ROS, los organismos han
desarrollado sistemas de defensa antioxidante para prevenir la oxidacién de moléculas
como lipidos, proteinas o incluso DNA. Estos sistemas incluyen la superéxido
dismutasa que cataliza la dismutacion del O, a H,O,, el cual puede ser metabolizado

por la catalasa o la glutatién peroxidasa a nivel mitocondrial.®’

La catalasa tiene como funcién la degradacién del H,O, en agua y oxigeno mientras
que la glutation peroxidasa reduce el H,O, en agua utilizando el glutatién reducido
(GSH) como un cofactor, que resulta en la formacion de glutatién oxidado (GSSG).*

1.2.1 Estrés Oxidativo Ocular

La retina presenta una alta tasa metabdlica debido al proceso de fototransduccién que
se lleva a cabo en el segmento externo de los fotorreceptores y consiste en la
captacion de fotones y su transformacion en sefiales quimicas y eléctricas. Este
proceso genera altas concentraciones de las ROS; por lo tanto, es necesaria una activa
protecciéon antioxidante. La generacién de ROS, aunado a la presencia de acidos
grasos poliinsaturados o PUFAS (por sus siglas en inglés) en el segmento externo de
los fotorreceptores puede desencadenar una reaccién de lipoperoxidacion,
degradandolos y causando asi dafio membranal en los fotorreceptores. Por lo tanto,
cualquier desbalance en la produccion de ROS conlleva a alteraciones en la
fototransduccién y en consecuencia efectos citotoxicos a nivel celular®. Desde el punto
de vista fisiopatoldgico, el estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo
de multiples enfermedades oftdlmicas como la catarata, la degeneracion macular, la

queratitis o el glaucoma.*

La capa de los fotorreceptores y el epitelio pigmentario de retina son las zonas mas
propensas a sufrir dafio por estrés oxidativo. El nivel de este dafio dependera de la

intensidad y el tiempo de exposicion factores de dafio, por ejemplo: la exposicidén
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prolongada a la luz que aumenta la produccion de H,O, en la membrana nuclear

externa de fotorreceptores dando como resultado un proceso de lipoperoxidacién.*

La lipoperoxidacion es la degradacion oxidativa de los lipidos, en especial de los &cidos
grasos poliinsaturados (PUFAS) que forman parte de los fosfolipidos de la membrana
celular, y se da cuando el radical OH se combina con un hidrogeno de los lipidos
presentes en las membranas celulares, dando como resultado agua y un 4cido graso
radical, el cual es una molécula no estable que reacciona con el oxigeno molecular,
creando un radical acido graso peroxil, que es capaz de reaccionar con otro acido
graso, para producir H,O, o peroxido ciclico y otro &cido graso radical, iniciando de esa
forma un ciclo el cual se detiene cuando dos radicales libres se encuentran y producen
una especie no radical, esto es posible cuando la cantidad de ROS es lo
suficientemente alta para que se de este encuentro, o bien cuando encuentran una
molécula antioxidante*'. Es importante sefialar que esto ocurre en especial cuando hay
presencia de PUFAS debido a que en ellos se encuentran dobles enlaces, los cuales
contienen grupos metileno que poseen hidrogénos mas reactivos. La lipoperoxidacion
produce alteraciones morfoldgicas como la disrupcion de membranas, aumento de

granulos de lipofuscina en el epitelio pigmentado de retina. *?

Por otro lado, algunos estudios han determinado un aumento en el estrés oxidativo
asociado a patologias, como la degeneracion macular relacionada a la edad o AMD
(por sus siglas en inglés), caracterizada por una ruptura de las estructuras de la macula
y pérdida de la visién central. Entre sus causas se han descrito factores genéticos y
ambientales como la peroxidacion de los lipidos membranales que genera una
acumulacion de lipofuscina en el epitelio pigmentado de retina, proceso que se

relaciona con la progresiéon de la enfermedad.

Como ya se comento, la célula de Mdller juega un papel preponderante en el soporte

antioxidante de la retina, ya que utiliza el glutamato para producir glutation peroxidasa,
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inactivando el H,O,. En respuesta al estrés oxidativo esta enzima cataliza la siguiente

reaccion:
Glutation+ H,O, => glutation disulfuro + 2 H,O

Estudios realizados en linea MIO-M1, células de Miller humanas inmortalizadas, en
donde evalGan su capacidad de responder al estrés oxidativo, muestran una reduccién
en el metabolismo mitocondrial y un cambio en el potencial de membrana, sin embargo
la viabilidad celular no se ve afectada pues a las pocas horas, se muestra una
recuperacion de la actividad mitocondrial lo cual evita que se vea afectada la viabilidad
celular®® *. Esto sugiere, que las células de Miller presentan una gran capacidad de

amortiguamiento frente al estrés oxidativo.

Se sabe que los ROS participan en la fisiologia de las células progenitoras de la zona
subventricular y del giro dentado del hipocampo en el sistema nervioso central (SNC).
Por ejemplo, cambios en la concentracion intracelular de H,O, modulan los procesos
de activacion y proliferacion de estas células progenitoras®. Algunos reportes sefialan
qgue la produccion endogena de H,O, mantiene el crecimiento y la proliferacion de las
células progenitoras en el SNC*. Por otro lado, se ha observado un efecto
diferenciador del estrés oxidativo en neuroesferas obtenidas de la zona
subtventricular®’. Sin embargo, a pesar de estas evidencias experimentales adn no es
claro el mecanismo por el cual el H,O, regula el proceso de neurogénesis en las

células progenitoras del SNC.

En cuanto a los mecanismos por los cuales el H,O, genera los efectos antes descritos,
Perez-Estrada y su grupo de trabajo, sugieren que la proliferacion y la diferenciacion
pueden verse modificados en cultivos de celulas progenitoras neurales mediante la
sobrerregulacion de Sirt2, lo cual llevaria a las celulas a diferenciarse hacia
oligodendrocitos. Sirt2 es una proteina que participa en el control de ciclo celular. Asi
mismo encontraron gque la exposicion a peroxido disminuyd la expresiéon de genes B-llI
tubulina y Ngn2, relacionados con la diferenciacién hacia neuronas®. Por su parte Le

Belle y su equipo, describen que los efectos de las ROS sobre las células progenitoras
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de la zona subventricular son dependientes de la sefaliacion de la via PI3k/Akt, la cual
esta siendo regulada negativamente por la exposicon al H,O, lo cual parece mantener

la autorrenovacion y la neurogénesis®.

Como consecuencia de un dafio quimico o mecanico en un tejido, se presenta un
incremento en la produccién de las ROS®. Inclusive, algunos reportes recientes
seflalan la participacion de ROS en las respuestas tempranas de procesos de
reparacion o regeneracion de tejidos en respuesta a un dafio*. Sin embargo, atn no
hay reportes del efecto que tiene el H,O, sobre las células progenitoras obtenidas por
el proceso de desdiferenciacion de las células de Miller.
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2. JUSTIFICACION

El balance entre los procesos de proliferacion y diferenciacion a través del desarrollo
embrionario de la retina se debe principalmente a la participacion de factores
intrinsecos y extrinsecos™. La mayoria de los estudios se centran en el entendimiento
de los mecanismos intrinsecos que regulan los procesos de desdiferenciacion,

proliferacién y diferenciacién celular>**2.

Sin embargo, esta misma evidencia
experimental sefala la participacion de factores ambientales o extrinsecos que
pudieran participar en estos procesos celulares. Diversos trabajos de investigacion
reportan un efecto del estrés oxidativo en el proceso de neurogénesis de células

progenitoras neurales y oligodendrocitos®**“°.

Sin embargo, es muy escasa la
informacion acerca de la posible relacion entre el estrés oxidativo y los procesos de
desdiferenciacion de células progenitoras provenientes de células de Miiller. Dilucidar
esta posible interaccion nos permitira conocer mas a fondo los mecanismos celulares
que participan en el proceso de desdiferenciacién de células progenitoras derivadas de

glia de Muller en un modelo in vitro.
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3. HIPOTESIS

La exposicion a estrés oxidativo modula el proceso de desdiferenciacion en las células

progenitoras derivadas de la glia de Muller de retinas de mamiferos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Investigar si el estrés oxidativo, generado por la exposicién a peroxido de hidrégeno
(H20,), modula el proceso de desdiferenciacion de células progenitoras retinales

cultivadas in vitro y obtenidas a partir de glia de Muller de retina de ratén.

4.2 Objetivos Particulares
- Establecer si la exposicion a H,O, regula el proceso de desdiferenciacién de las

células progenitoras, derivadas de células de Mller.

- Determinar si las células expuestas a H,O, preservan su naturaleza progenitora o se

diferencian.
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5. METODOS Y METODOLOGIA

5.1 Sujetos
Todos los ensayos fueron llevados a cabo in vitro, empleando células de Miuller

obtenidas de la retina de ratones de la cepa CD-1, de 6 a 8 dias de nacidos, de sexo
indistinto, del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, NUumero de proyecto
083-602-17.

5.2 Cultivo primario de células de Muller

Para realizar los cultivos primarios de células de Muller de retina de raton, los animales
fueron sacrificados por decapitacion, para posteriormente extraer los globos oculares
que se incubaron en medio “Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12”
suplementado con penicilina/estreptomicina 1% (PenStrep, Gibco #15140-122) y suero
fetal bovino al 10% (SFB, Gibco #26140-079) durante toda la noche a temperatura

ambiente, en oscuridad y en agitacién constante.

Pasado este tiempo, se retir6 el medio y los globos oculares fueron incubados por 15
minutos a 37° C en la incubadora en tripsina-verseno (Tripsina 0.05% Verseno 0.05%
In Vitro #180206) y colagenasa 2% (sigma, C0130-100MG 2.5 mg/mL) para
posteriormente hemisectar el globo ocular y retirar la retina, la cual fue disociada de
forma mecéanica. El homogenizado se cultivd en DMEM-F12 suplementado con SFB
10% y Factor de Crecimiento Endotelial 4 ng/mL (hEGF, Roche 11376 454 001) en la
incubadora a 37° C con un 5% de CO; en cajas Petri de 60 (Corning CO101353001). A
las 72 horas se realiz6 un cambio de medio (DMEM-F12 suplementado SFB 10%) para
retirar células muertas y al quinto dia, o con una confluencia mayor al 85%, se realizo la

resiembra del cultivo (R1).

Para realizar la resiembra, se retir6 el medio y se realizaron dos lavados con buffer
salino de fosfatos (PBS pH7.4 1x Gibco #10010-023), posteriormente se levantd el
cultivo utilizando tripsina-verseno, 750 pyL por 15 minutos en la incubadora. Pasado
este tiempo se inhibe la tripsina con inhibidor de Tripsina (Gibco #17075-029) en
DMEM-F12 al 10%. Las células se recuperan en un tubo de 15 mL y se centrifugan a
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1000 rpm durante 5 minutos, se decanta el medio y se resuspenden las células con
1mL de medio DMEM-F12 y se realiza un conteo celular por camara de Neubauer.
Posteriormente, se resiembran de nuevo (R2) en una caja Petri de 60 con DMEM-F12
suplementado con SFB 10%. Posteriormente se desdiferenciaron las células de Muller

a células progenitoras.

5.3 Desdiferenciacion y Obtencion de Neuroesferas

Para desdiferenciar las células de Miiller hacia células progenitoras, los cultivos de
células de Muller, después de la segunda resiembra, fueron expuestos a un medio con
DMEM-F12 suplementado con B27 al 1% (B-27™ Supplement (50X), minus vitamin A
Gibco #12587-010) y EFG y FGF (hFGF Roche #11120417001) en una concentracion

de 4 ng/mL de cada factor. Pasadas 72 horas se obtienen neuroesferas.

5.4 Exposicion a H,0,

Para la exposicion de las células progenitoras al H,O, (Hydrogen Peroxide Solution;
Sigma-Aldrich # H1009-500ML) se construydé una curva concentracion-respuesta
para determinar la concentracion en la que induce un efecto sobre la viabilidad de las
células progenitoras. Basados en estudios que exponen células de Miller (MIO-1) a
H.O, a concentraciones que no generan toxicidad, decidimos utilizar las siguientes

concentraciones: 2.5uM, 50 uM y 150 uM*’

El tiempo de exposicion de las neuroesferas al H,O, fue de 2 horas, este se adiciond al
medio de cultivo (DMEM-F12 + B27 1%) para posteriormente recuperar las células y
resembrarlas en medio diferenciador en multipozos de 12, colocando 1X10* células por
pozo. Después de 48 horas se realizaron ensayos para evaluar la viabilidad de las

células y de esta forma conocer la dosis segura.

Un segundo ensayo se realizd exponiendo las neuroesferas al H,O, en las mismas
concentraciones anteriormente usadas, por 72 horas. Una vez obtenidas las
neuroesferas estas se disgregaron con tripsina y se resembraron en DMEM-F12 + B27
+ factores de crecimiento (FGF, EGF) adicionando H,O, en tres concentraciones 2.5,
50 y 150 uM, para posteriormente hacer ensayos para evaluar la actividad metabdlica

para saber la viabilidad de las células y determinar la dosis segura.

18



En el tercer y ultimo ensayo se expusieron las neuroesferas al H,O, por 2 horas,
agregando el H,O, al medio de cultivo, para posteriormente recuperarlas y hacer

pruebas de viabilidad.

Una vez obtenido el tiempo y la dosis donde hay un efecto sobre viabilidad celular, las
células fueron expuestas al medio de diferenciacion, este proceso fue evaluado con

ensayos de inmunofluorescencia.

5.5 Prueba de viabilidad celular por ensayos de actividad metabdlica

La viabilidad celular se midi6 a través de ensayos colorimétricos basados en la accion
de las deshidrogenasas celulares. Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en formazan, permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Es un método utilizado para medir
supervivencia y proliferacién celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido y se mide a una absorbancia de 560 nm. Para esto se
uso el kit Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay de Thermo Fisher Scientific.

En el caso de los ensayos con Cell Counting Kit-8 (cck-8 Sigma #96992), su principio
es la reduccion de sal de tetrazolio WTS-8 a través de 1-Methoxy PMS (metoxisulfato
de metoxifenazina) mediante la actividad de la deshidrogenasa (NAD(P)H), esto da
como resultado un colorante anaranjado cuya intensidad es directamente proporcional

al nUmero de células vivas. Se mide a una absorbancia de 460 nm.

5.6 Caracterizaciéon de las Células por Inmunofluorescencia

Se realizaron inmufluorescencias en cultivos primarios de células de Miller obtenidas
de la segunda resiembra para identificar los marcadores que expresan. Las células se
resembraron en cubreobjetos de cristal tratados con 150 yL de gelatina al 1% (sigma
Aldrich #G9391) incubados a temperatura ambiente por 1 hora, pasado ese tiempo los
cubreobjetos se lavaron 5 veces con 150 pL de agua destilada estéril y se dejo
secando 1 hora mas, posteriormente se sembraron las celulas y se incubaron en dos
ensayos, uno de 3 y otro de 12 horas, esto para saber si el tiempo influye en la

diferenciacion. Pasado ese tiempo fueron fijadas con para formaldehido al 4%, luego
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fueron lavadas (3 veces, 5 minutos cada una) con PBS (solucion salina tamponada con
fosfato 10x, pH 7.4 Gibco # 70011044) suplementado con 0.1% de BSA (albumina
bovina sérica Equitech-Bio, Inc. #BAC62), y bloqueadas con solucion de bloqueo, PBS-
BSA 0.1%, SFB 10% vy tritbn 3% (Triton x100 Sigma x100-1L) por una hora a

temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: CRALBP 1:500 (SantaCruz #sc-376052)
como marcador de células de Miuller, Nestina 1:300 (Cell-Signalling #4760T) para
identificar celulas neurales y Sox2 1:200 (SantaCruz #sc-365964) como marcador de
células progenitoras. Seguido por la incubacién con anticuerpo secundario por 1 hora
acoplado a Alexa Fluor 488. El nucleo se tifid con Hoechst 2 ug/mL (Hoechst 34580
Sigma 63493-5MG) por 20 minutos. Las laminillas fueron montadas con solucion de
montaje Fluoromount (Electron Miscroscopy sciences #17984) y las imagenes fueron
obtenidas y analizadas utilizando el equipo Cytation 5 (BioTek™ Cytation™ 5 Cell

Imaging Multi-Mode Reader).

Para determinar los marcadores expresados en las neuroesferas obtenidas a partir de
las células de Mdller, asi como el efecto por la exposicibn a H,O, en la
desdiferenciacion, las células fueron fijadas en cubreobjetos pretratados con gelatina
1% y se incubaron por 3 y 12 horas para posteriormente fijarlas y realizar la
inmunofluorescencia con el método descrito anteriormente. Se usaron los mismos

marcadores, Sox2, Nestinay CRALBP.

5.7 Preincubacién con a-tocoferol

Para confirmar que el efecto observado sea producido por el H,0O,, las células se
preincubaron por 24 horas en un antioxidante. En este caso usamos a-Tocoferol en
una concentracion de 200 pM. Una vez pasadas las 24 horas las células fueron
expuestas a H,O, por 2 horas, se fijaron en cubreobjetos, se incubaron por 12 horas, y

se les realizaron inmufluorescencias
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5.8 Analisis estadistico

Todos los resultados son reportados con la media de al menos 3 experimentos
independientes. La significancia se evalu6 utilizando ANOVA de una via, seguido de
una prueba Post hoc de Bonferroni para realizar las comparaciones multiples.

6. Resultados

6.1 Cultivos Células de Miller

Inicialmente se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en cultivos primarios de
células de Miller para determinar la presencia CRALBP y de marcadores para

progenitores neurales, como Nestina y Sox2. (Fig. 4).

Como se aprecia en la Fig. 4 A-C, la mayoria de las células en el cultivo son CRALBP+,
(96.18%), lo que sugiere que nuestro cultivo no contiene contaminacion por algan otro
tipo glial. En el caso de los marcadores para células progenitoras, el porcentaje de
células Nestina+ es de 10.83% (Fig.4 D-F) mientras que Sox2 (Fig.4 G-l) es de un
6.73%. Estos resultados indican que algunas células de Mdller en cultivo coexpresan
marcadores de células progenitoras. Esta observacion, reforzaria la hipotesis de las

células de Miller como progenitoras latentes en mamiferos.

21
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Fig 4. Expresion de marcadores celulares en glia de Miller cultivada in vitro. La
grafica muestra que el 96.18% son células CRALBP+ (A-C), mientras que Nestina
son el 10.83% (D-F) y Sox2 del 6.73% (G-I). En azul se muestra la tincién de los
ndcleos con Hoechst. Barra en el panel superior: 200 uM. . El resultado es el
promedio de 3 experimentos = SD en donde ****p <0.001, por ANOVA de una via.

Barra: 200 um



6.2 Obtencion de Neuroesferas

Con el modelo de desdiferenciacion de células de Miiller, se obtuvieron neuroesferas
de un didmetro de 75-100 um (Fig. 5) a las 72 horas de cultivo. Para determinar si
presentan marcadores caracteristicos de células progenitoras, se realizaron ensayos

de inmunofluorescencia para CRALBP, Nestina, y Sox2.

?

Fig.5 Fotografia representativa de neuroesferas derivadas de células de Mdiller
obtenidas después de 72 horas de cultivo en condiciones de desdiferenciacion.

Barra: 100 pum

6.3 Caracterizacion de Neuroesferas

Los resultados de las inmunofluorescencias muestran que las células que conforman a
las neuroesferas mantienen la expresion de CRALBP (Fig.6 D-F). Por otro lado, estas
neuroesferas también fueron positivas para Nestina (Fig.6 D-F) y Sox2 (Fig.6 G-I).
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Fig.6 Ensayos de inmunofluorescencia de neuroesferas obtenidas de Ia
desdiferenciacion de células de Miuller en cultivo. A) Muestra neuroesferas
obtenidas mayores a 100 uM. B-l) Se observa que las neuroesferas son positivas a
Nestina, Sox 2 y a CRALBP. En azul se muestra la tincién de los ndcleos con
Hoechst. Barra: 200um.

Para determinar si esta expresion de marcadores no se debia a una inespecificidad por
la forma esférica de la neuroesfera, estas se disgregaron de forma mecanica y se
cultivaron como células disgregadas para posteriormente realizar la
inmunofluorescencia. En la Fig. 7 se observa que, a pesar del proceso de
desdiferenciacion, las células disgregadas de la neuroesfera (CDN) (38.90%)
mantienen la expresion de CRALBP (Fig.7 A-G), sin embargo hay una diferencia
significativamente menor en comparacion con el cultivo de células de Miiller. Por otro
lado, las células positivas a Nestina (71.70%) (Fig.7 H-N) aumentaron
significativamente en comparacion con el cultivo de Miiller (10.83%), de la misma forma
Sox2 aumento su expresion de un 6.73% en el cultivo de Miller a 72.12% (Fig.7 O-U).

Estos experimentos muestran claramente el incremento en la expresion de los
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marcadores de células progenitoras y una disminucién en el marcador de células de
Miiller, reafirmando su capacidad de progenitora latente, sin embargo, estas células no

pierden su naturaleza glial durante el proceso de desdiferenciacion.
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Fig. 7 Comparacion de la expresion de marcadores celulares en células de Miiller y
células disgregadas de neuroesferas (CDN). Se muestra el porcentaje de células
CRALBP+ (95.55%), Nestina+ (10.88%) y Sox2+ (6.66%) en un cultivo de células de
Muller comparandola con las CDN. Se observa que la expresion de CRALBP
disminuye significativamente en CDN, mientras que Nestina y Sox2 aumenta su
expresion significativamente. La tincion de los nucleos fue hecha con Hoechst. El
resultado es el promedio de 3 experimentos + SD en donde ****p <0.001, por
ANOVA de una via. Barra: 200 pm
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6.4 Exposicion a H,0,

Curva concentracion -respuesta H,0,

Para determinar la participacion de ROS en el proceso de desdiferenciacion de células
de Mduller, determinamos la concentracién de H,O, que produjera menor toxicidad para
las células. Para esto, se realizd6 una curva concentracién-respuesta, considerando las
concentraciones previamente utilizadas por otros grupos. (Peters, S. 2017; Toft-Kehler,
A. 2016). En estas condiciones, la viabilidad celular se determiné por actividad
mitocondrial.

Las células fueron expuestas por 2 horas a diferentes concentraciones de H,0O, (2.5, 50
y 150uM), posteriormente fueron resembradas en medio de desdiferenciacion fresco
(DMEM +B27 + factores de crecimiento) sin H,O; por 72 horas, para finalmente realizar
ensayos de viabilidad celular. Como se observa en la figura 8, no hay diferencias
significativas entre el control y las diferentes concentraciones de H,0O; a las que fueron
expuestas las células.

125+
100 A I |
754

50

Viabilidad Celular
(% sobre control)

25+

Control 2.5 50 150

[Hzosz]
Fig. 8 Ensayo de viabilidad celular por MTT en células progenitoras expuestas por 2
horas a diferentes concentraciones de H,O,. No se observan cambios significativos,
respecto al control en la viabilidad celular con ninguna de las concentraciones de
H,O, utilizadas. El resultado es el promedio de 3 experimentos £ SD en donde si
*p<0.10, por ANOVA de una via.
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Ampliamos el tiempo de exposicion al H,O, a 72 horas con las mismas
concentraciones. En este caso se observd un pequeiio cambio significativo en la
viabilidad celular, a 150 uM (Fig. 9). Estos resultados muestran que el H,O, no genera
ningun tipo de efecto toxico en las células expuestas a diferentes concentraciones. Este
resultado era el esperado, debido a que las células de Miller tienen un eficiente
metabolismo oxidativo que le permite amortiguar condiciones de estrés oxidativo en la
retina. Esta caracteristica podria ser la responsable de mantener la viabiliad celular, e

inclusive del incremento que se observo a las 72 horas de exposicién con 150 uM de
H,0..
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Fig.9 Ensayo de viabilidad celular en neuroesferas expuestas por 72 horas a
diferentes concentraciones de H,O,. Se observan cambios significativos, respecto al
control, con 150 puM de H,0,. El resultado es el promedio de 3 experimentos + SD
en donde *p<0.01, por ANOVA de una via.
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6.5 Inmunofluorescencias de las células expuestas a H,0,

Una vez determinada la concentracion de H,O, a utilizar, se investigé su efecto en el
proceso de desdiferenciacion. Las neuroesferas se expusieron a 150 uM de H,O, por 2
horas, posteriormente fueron disgregadas mecanicamente. Las células disgredadas de
neuroesferas (CDN) fueron sembradas en cubreobjetos para su diferenciacion por 3 h

como se describe en la metodologia.

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron contra marcadores de glia de Miller
(CRALBP), de células progenitoras (Sox2) y de precursores neurales (Nestina). En el
caso de CRALBP se observa un incremento significativo en las células CRALBP+
(76.22%) comparado con el control (38.90%) (Fig. 10 A-G). Esto indicaria que la

exposicién a H,O, mantiene a las células principalmente con caracteristicas gliales.

Nestina (Fig. 10 H-N) presenta una ligera disminucion en su expresion en presencia de
H.O, (61.69%) comparando el control (71.71%), sin embargo esta diferencia no es
estadisticamente significativa. Para el caso de las imnufluorescencias contra Sox2 (Fig.
10 O-U) su expresion disminuye de manera significativa en las células expuestas a
H.O, (43.18%), control (72.12%). Estos datos indican que el H,O, modula de forma
negativa la expresion de marcadores de progenitores y precursores neuronales,
disminuyendo aun mas la capacidad progenitora de las células Muller bajo condiciones

de estrés.
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Fig. 10. Efecto del H,O, en la CDN. Las CDN que fueron expuestas a H,O, 150 uM
por 2 horas y expuestas por 3 horas a diferenciacién, aumenta significativamente
la expresion de CRALBP (A-C) en comparacion con el control (D-F), mientras que
la expresion de Nestina (G-I) se mantiene sin cambios significativos con respecto
al control (J-L) Mientras que la expresion de Sox2 (M-O) disminuye
significativamente en comparacion con el control (P-R). La tincion de los nucleos
fue hecha con Hoechst. El resultado es el promedio de 3 experimentos + SD en
donde *p <0.01, por ANOVA de una via. Barra: 200 um



El proceso de diferenciacion celular puede aumentar con el tiempo, por esta razén,
decidimos ampliarlo a 12 horas. En este caso, observamos que CRALBP (Fig.11 A-G)
presenta el mismo patron de aumento en la expresion (77.91%), significativamente
diferente al control (45.76%) e inclusive mayor a la observada a las 3h de

diferenciacion.

Para el caso de Nestina (Fig.11 H-N) y Sox2 (Fig.11 O-U), se observa una
disminucién de su expresion a las 12 horas de diferenciacion, esta disminucion es
estadisticamente significativa con respecto al control. Nestina muestra una expresion
en el 49.86% en las celulas expuestas a H,O, contra el 77.77% del control. Mientras
gue para Sox2 solo el 34.86% fueron células positivas despues de la exposicion al

H,O,, mientras que para el control fueron el 87.79% de las células.

Estos resultados refuerzan nuestra observacion acerca del efecto negativo del H,O; en
la expresion de marcadores para progenitores neurales en las células de Mduller
desdiferenciadas. Por lo tanto, podemos decir que la exposicion a condiciones de
estrés oxidativo, genera una perdida de las caracteristicas progenitoras que adquieren

las células de Miller durante su desdiferenciacion.
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Fig. 11 Las CDN que fueron expuestas a H,O, por 2 horas u diferenciadas en
gelatina por 12 horas aumenta significativamente la expresion de CRALBP en
comparaciéon con el control (A-G). Mientras que se mantiene la expresién de
Nestina en comparacion con el control (H-N). La expresion de Sox2 en
comparacion con el control se reduce significativamente (O-U). La tincion de los

nacleos fue hecha con Hoechst .El resultado es el promedio de 3 experimentos +
SD en donde si *p <0.01, por ANOVA de una via. Barra: 200 um



En la figura 12 se puede apreciar un comparativo en la expresion de los diferentes
marcadores entre los dos tiempos de diferenciacion en la matriz (3h y 12h) de las
células expuestas a H,0,. El comportamiento para CRALBP es el mismo, un
incremento de células CRALBP+ 76.22% desde las 3 horas a las a las 12 horas
77.91%.

Mientras que Nestina y Sox2 (Fig. 12 B y C) la proporcién cambia, disminuyendo el
namero de células Nestina+ significativamente hasta las 12h, mientras que a las 3h no
hay diferencia significativa. Por otro lado las células Sox2+ disminuyen desde las 3
horas (43.18%) de diferenciacion con respecto al control, tendencia que continua hacia
las 12 horas (34.86%). Interesantemente, las células control muestran un incremento
significativo en la expresion para del Sox2, (control 3 h 70.51%; control 12 h 87.79%)
(Fig.12 C) diferencia no observada en CRALBP y Nestina. Esta observacion
comprueba que las células progenitoras generadas a partir de células de Mduller,
efectivamente presentan caracteristicas de progenitoras durante su diferenciacion, sin
embargo esta capacidad disminuye en presencia de una condicion de estrés oxidativo
H20..
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Fig. 12 Expresion de marcadores respecto al tiempo de diferenciacién en CDN.

A) En la expresion de CRALBP podemos observar que la diferencia con respecto al
control se mantiene a las 12h de diferenciacién, sin embargo no hay diferencias
entre estas ni entre los controles con respecto al tiempo. B) En Nestina se observa
gue a diferencia de las 3 horas, la expresidén muestra una disminucion significativa
con respecto al control a las 12 horas de incubaciéon. C) En Sox2 se observa que la
disminucién en su expresion se mantiene con respecto al control en el tiempo, sin
embargo es interesante resaltar que las células control muestran un incremento
significativo a las 12h comparado con las 3h. El resultado es el promedio de 3
experimentos + SD en donde si *p <0.1, **p <0.05, ***p<0.01, ****<0.001, por
ANOVA de una via
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6.6 Exposicién a a-tocoferol

Para confirmar que el efecto observado era producto de la exposicion a HO»
decidimos usar a-Toc como antioxidante (200mM), este compuesto se incubo durante
24 horas previo a la exposicion de H,O, 150 uM (2 h). Posteriormente, las células
fueron diferenciadas por 12 horas, tiempo en donde observamos una diferencia
significativa en la expresién de los marcadores entre control y las condiciones con
H,0,150 pM. Los resultados muestran una expresion de los marcadores para

progenitores neurales similar a la observada en las condiciones control.

La inmunofluorescencia en los cultivos pretratados con 200 uM de a-Toc y expuestos a
H,O, muestran que el 45.51%, de las células fueron CRALBP+, mientras que para las
expuestas a H,O,, el 77.83% fueron CRALBP+. En el caso de las CDN, el 47.56%
fueron positivas para este marcador glial, lo que no muestra una diferencia significativa
con las pretratadas con a-Toc (Fig.13 A-J). Estos resultados sugieren que el
antioxidante genera una disminucién en la expresiéon de CRALBP+, en donde no hay

diferencia con las células control (CDN).
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Fig. 13 Efecto del a-Toc en la expresiébn marcadores celulares respecto al tiempo
de exposicion. A-C expresion de CRALBP en células control. D-F células
expuestas a H,O, se observa que hay un aumento en la expresion de células
positivas a CRALBP lo cual es una diferencia significativa (J). G-l células
pretratadas con a-Toc, se observa que una disminucion expresion parecida al
control, estos resultados parecen iniciar una diferenciacion hacia celulas gliales. La
tincion de los nucleos fue hecha con Hoechst. El resultado el promedio de 3
experimentos + SD en donde si **p <0.05, por ANOVA de una via. Barra: 200 um
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Fig. 14 Efecto del a-Toc en la expresion marcadores celulares respecto al tiempo
de exposicion. A-C expresion de Nestina en células control. D-F células
expuestas a H,O, se observa que hay una disminucion en la expresion de
células positivas a Nestina lo cual es una diferencia significativa (J). G-I células
pretratadas con o-Toc, se observa un aumento en la expresion a niveles
estadisticamente iguales a las CDN. La tincidon de los nucleos fue hecha con
Hoechst. El resultado el promedio de 3 experimentos + SD en donde si **p
<0.05, por ANOVA de una via. Barra: 200um
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Fig. 14 Efecto de a-Toc en la expresion de marcadores celulares. (A-C) expresion
de Sox2. D-F células expuestas a H,O, se observa que hay una disminucion
significativa en la expresion de Sox2 mientras que en (G-I) las células pretratadas
con a-Toc, se observa una recuperacion en la expresion de las CDN. Estos
resultados indican que el a-Toc protege del efecto del H,O, y nos confirma que
los efectos antes observados son producidos por la exposicion a H,O, La tincion
de los nudcleos fue hecha con Hoechst. El resultado el promedio de 3 experimentos
+ SD en donde si ****p <0.001, por ANOVA de una via. Barra 100 pm.
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La expresion de los marcadores de células progenitoras, nestina y Sox2, se incrementa
en las células pretratadas con a-Toc. En las figuras 13 y 14 se observa que no hay
diferencia significativa en el nimero de células Nes+ y Sox2+ entre la condicion control
y las pretratadas con a-Toc, sin embargo, las condiciones con H,0O,, disminuyen el

namero de células positivas para estos marcadores de la misma forma con las células.

Con estos resultados podemos sugerir que el estrés oxidativo promueve la expresion
de marcadores gliales (CRALBP), manteniendo la naturaleza glial de las células
desdiferenciadas, y posiblemente limitando la expresion de capacidad de generar
células progenitoras neurales, que se refleja en el aumento de los marcadores para

progenitores (Nestina y Sox2) en presencia del antioxidante.
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6.7 Efecto de H,O, sobre cultivos de neuroesferas

Una observacion interesante, es el hecho de que las neuroesferas expuestas a H,O»,
se disgregaban. Las células que quedaban en flotacion al ser resembradas en medio
de diferenciacion no tenian la capacidad de generar neuroesferas, mientras que las
células disgregadas con tripsina mantenian esta capacidad al ser expuestas al medio
diferenciador (Fig.16). Una explicacion, a este efecto podria ser que el H,O, actia
sobre uniones comunicantes, desacoplando la neuroesfera. Este efecto se observa en
cardiomiocitos cultivados in vitro y expuestos a H,0,>3, por otro lado neuroesferas
obtenidas de la zona subventricular del cerebro de ratén expresan la conexina 43, que
es sensible a condiciones de estrés oxidativo, por lo que probablemente las
neuroesferas provenientes de células de Miller, expresen este tipo de conexina
haciéndolas susceptibles al H,O, como se ha reportado en cardiomiocitos >°. Este
efecto de disgregacidn se observo también en neuroesferas provenientes de la zona
subventricular de raton, otro modelo experimental utilizado en el laboratorio, esto podria

sugerir

Neuroesferas+ [200 pM] a-tocoferol +
Neuroesferas Neuroesferas+H;0; [150] Hz0: [150]
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Fig. 16 Efecto del a-Toc en la disgregacion de neuroesferas expuestas a H,0-.
A) Neuroesferas en condiciones control, B) Neuroesferas expuestas a H,O, 150,
se puede observar células individuales en flotacion y sin formar neuroesferas, C)
Neuroesferas preincubadas a-toc durante 24 h y expuestas a H,O,, se observan
neuroesferas y pocas células individuales en flotacion. Barra : 200 um
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DISCUSION

El estrés oxidativo es el resultado inherente del proceso de la vision, sin embargo, se
sabe que bajo condiciones patologicas este proceso se incrementa. En este modelo
nosotros aumentamos el estrés oxidativo exponiendo las celulas a H,O,, obteniendo
como resultado una disminucion de los marcadores de células progenitoras y
aumentando la expresion de marcadores de célula de Miuller. Respecto al papel del
estrés oxidativo en otras celulas progenitoras, algunos reportes indican un incremento
en la migracién de células obtenidas de la zona subventricular bajo condiciones de
estrés oxidativo™. Mientras que en otras especies se ha reportado que el estrés
oxidativo induce el proceso de diferenciacion de células en Xenopus laevis y es
necesario para la regeneraciéon de la cola de los renacuajos®. Por lo tanto,
considerando que la glia de Miller es una célula progenitora latente en

mamiferos?*26:27:28

, es fundamental entender los procesos que regulan el mecanismo
de desdiferenciacion de estas células. En este caso, al determinar el efecto del H,0,
como generador de estrés oxidativo podremos comprender un poco mas el potencial de

glia de Miller como una fuente enddgena en la retina de células progenitoras neurales.

Los datos obtenidos muestran que la expresion de CRALBP, un marcador de células
de Miller, incrementan en las neuroesferas obtenidas de células de Miller y expuestas
a H,O, (150 uM), sin embargo, disminuye el nimero de células Sox2+ y nestina+,
marcadores de células progenitoras y progenitoras neurales, respectivamente. Estos
resultados sugieren que posiblemente el estrés oxidativo, generado por la presencia de
H.O,, regula de manera negativa el proceso de desdiferenciacion hacia células
progenitoras neurales y mantiene a las células con caracteristicas gliales, lo cual
concuerda con los trabajos de diferentes grupos que han observado que la exposicion
de células progenitoras neurales a ROS favorece su diferenciacion **#44°4047 Este
efecto del estrés oxidativo sobre las células progenitoras, podria ser el responsable de
que las células de Miller de mamifero, bajo condiciones de dafio respondan a través
del proceso de gliosis, limitando la capacidad regenerativa observada en otras

especies. Las células que fueron incubadas con a-Toc y posteriormente expuestas a
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H.O, mantienen las caracteristicas de células progenitoras, lo cual nos confirma que la
diminucion de células que expresan los marcadores para progenitores neurales es

resultado del estrés oxidativo.

A pesar de que los ensayos con a-tocopherol muestran que el efecto generado por
H,O, es consecuencia de un aumento del estrés oxidativo, es importante mencionar
gue una limitante en este trabajo fue que no se realizaron ensayos para comprobar
directamente la generacion de ROS. Sin embargo, existen varios trabajos que indican
la formacién de ROS en presencia de H,O, en diferentes modelos experimentales y los
cuales sustentan el uso del H,O, en nuestro modelo experimental. % > %% %960 ypg
forma de estimar los niveles celulares de ROS es mediante el uso de ensayos
fluorogénicos, por ejemplo, las moléculas de superdxido (O2-) pueden detectarse tras
la tincién con del ensayo fluorescente con dihidroetidio (DHE). Dentro de las células, el
anion superdxido oxida directamente el DHE a bromuro de etidio, el cual emite
fluorescencia de 585 nm, que se considera, por tanto, proporcional a los niveles
intracelulares de aniones superéxido®. Por otro lado, para medir el radical hidroxilo
(-OH) se puede utilizar el ensayo de deteccion de radical hidroxilo mitocondrial, el cual
penetra en la célula y reacciona con los radicales hidroxilo presentes en las células

vivas, lo cual genera una sefial fluorescente de 540nm®?

Recientemente, Adusumilli y colaboradores® demostraron que la formacién de
neuroesferas, tanto del giro dentado del hipocampo como de la ZSV, se ve restringida
en ambientes con altos niveles de ROS. Sin embargo, la disminucion de las
concentraciones de ROS permite a las células de la ZSV y el giro dentado entrar al
ciclo celular y promover la neurogénesis®. Un efecto similar observamos en nuestro
sistema experimental, al exponer los cultivos de células progenitoras de glia de Muller a
H,O,, en donde fueron incapaces de generar neuroesferas, o bien las neuroesferas
que proliferaban sufrian una disgregacion. Esta observacion podria sugerir que el
estrés oxidativo no solo alteraria la capacidad neurogénica de la células de Muller, sino
gue también seria capaz de fomentar el desacople de las uniones comunicantes
presentes en la diferentes capas retinales, principalmente en la capa de los segmentos

internos de los fotorreceptores, alterando el proceso de fototransduccion.
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Por otro lado, se ha descrito que la matriz extracelular regula el proceso de
diferenciacion en algunas células activando algunas vias de sefializacion involucradas
en este proceso como por ejemplo integrinas®. El tipo de matriz extracelular mas
utilizada en cultivos neuronales y gliales es poli-d-lisina. En nuestro sistema
experimental las células disgregadas de las neuroesferas expuestas a H,O, perdieron
su capacidad de adhesion, por lo que, para realizar los ensayos de inmunodeteccion
para los diferentes marcadores celulares las células aisladas fueron cultivadas en
gelatina al 1%, esta matriz permitio la adhesion de las células sin activar ningan tipo de

sefializacién asociada a proliferacién o diferenciacién celular®.

Ya que el aumento de la proliferacion de las células de Miller en los procesos de dafio
es parte importante del proceso de gliosis y puede acelerar los procesos patologicos en
la retina, seria importante comprobar que la exposicion a H,O, de las células
progenitoras procedentes de células de Miller da como resultado, ademas de la
diferenciacion, un aumento en la proliferacion. Para esto, se deberian utilizar formas de
medicidn que no estén basadas en el metabolismo mitocondrial ya que el estrés

oxidativo altera esas mediciones.

Otra observacion importante es la resistencia que las células progenitoras obtenidas de
neuroesferas muestran a las condiciones de estrés oxidativo. En este caso, las pruebas
de viabilidad celular no mostraron una disminucioén en el nimero celular de los cultivos
expuestos al H,O, Este efecto, coincide con la capacidad antioxidante de las células
de Mduller, por lo que, pareceria que esta caracteristica se conserva durante la

desdiferenciacién y en las neuroesferas obtenidas a partir de este tipo celular.

Por dltimo, cabe mencionar que en afios recientes se han desarrollado diversas
terapias para el tratamiento de diferentes retinopatias, una de ellas es la terapia de
sustitucion celular. Considerando las observaciones realizadas en este trabajo, es
probable que el ambiente citotdxico generado por el estrés oxidativo y exacerbado en
condiciones patoldgicas, promueva que la diferenciacion de las células implantadas,
desarrollen caracteristicas gliales y no neuronales, lo cual podria acelerar el proceso de

gliosis disminuyendo la eficiencia del tratamiento terapéutico.
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8. CONCLUSION

El modelo de neuroesferas para la obtencion de células progenitoras a partir de células
de Miiller es funcional y las células obtenidas expresan marcadores propios de células

progenitoras, Sox2 y Nestina, y disminuye la expresion de CRALBP.

La exposicion a H,O, no afecta la viabilidad celular, incluso se observa un aumento
significativo en la proliferacion, sin embargo, las lleva a aumentar la expresion de
CRALBP y a disminuir la expresion de marcadores propios de progenitoras neurales
(Sox2 y Nestina). Esto indica que a pesar de la capacidad de las células de Miller a
diferenciarse a células con caracteristicas progenitoras, la presencia de un ambiente de
estrés oxidativo regula de manera negativa el proceso de desdiferenciacion y promueve
que estas se mantengan con caracteristicas gliales, propias de células de Miiller.
Evitando de esta forma, la generacion de células progenitoras neuronales que puedan

resarcir la perdida neuronal como se observa en otras especies.
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