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Cambios en la expresion de proteinas apoptoticas
en retinade ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina
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RESUMEN

Objetivo. Determinar |aexpresién de proteinas apoptéticas en
retina de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina mediante
citometriadeflujo einmunohistoquimica.

M étodos. Se utilizaron ratas Long-Evans de seis semanas de
edad y seformaron dos grupos de 10 ratas cadauno alasque seles
indujo diabetes mellitus experimental mediante inyeccién de es-
treptozotocina intraperitoneal, posteriormente se les realizé enu-
cleacion de ambos 0jos para su posterior procesamiento 'y analisis
inmunohistoquimico por citometria de flujo, para determinar los
niveles de expresion de Fasy Fasl.

Resultados. Se detect6 lapresenciade Fasy FasL en células
del EPR dondelos niveles de expresion estaban altosal inicio del
experimento, a diferencia de los niveles de expresion en células
del EPR en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina, detec-
tando que los niveles de expresidn en este caso se invirtieron con
un aumento importante en los niveles de Fas'y disminucion consi-
derableenlosnivelesde FasL (P < 0.0001). Asi también, se obser-
varon depdsitos de hemosiderinaanivel delacapade células gan-
glionaresen el estudio histopatol égico.

Conclusiones. En fasestempranas, existe aumento en laexpre-
sién de Fas 'y disminucién importante en la expresion de FasL, la
cual se correlacionacon cambios en laexpresion de proteinas apop-
téticas en ladiabetesinducidaexperimentalmente. Laexpresion de
FasL describelainfluencia, por unaparte, enlaproteccioninmuno-
I6gicadel ojoy por otro lado, probablemente conteniendo el desa-
rrollo de la neovascul arizacion en la retinopatia diabética experi-
mental en ratas.

Palabras clave: Apoptosis, diabetes mellitus, Fas/FasL, pro-
teinas apoptaticas, retinopatia diabética.

Changesin the expression of apoptotic proteinsin
retina of diabetic ratsinduced with estreptozotocin

SUMMARY

Purpose. To determine the expression of the apoptotic pro-
teins in the retina of diabetic rats induced with estreptozotocin,
through flow cytometry and immunohistochemical technique.

Method. Six weeks old Long-Evans mice were used and were
formed two groups of 10 rats each, one of those were Diabetes-
induced experimentally through intraperitoneal injection of es-
treptozotocin, posteriorly both eyes were enucleated for its sub-
sequent flow cytometry and immunohistochemical analysis, to
determine the levels of Fas and FasL expression.

Results. It was detected the presence Fas and FasL in EPR
cells, wherethe expression levelswere high at the beginning of the
experiment; as opposed to the expression levels in EPR cells of
diabetes-induced rats with estreptozotocin, detecting that the ex-
pression levelsin this case wereinvested with animportant increa-
sein the levels of Fas and considerable decrease in the levels of
FasL (P < 0.0001). Thus also we observe hemosiderin deposits at
Ganglion cell layer in the histopathology study.

Conclusions. In early phases, exist increase in the expression
of Fas and important decrease in the expression of FasL, the one
whichisinterrelated with changesin the apoptotic proteins expre-
ssion in the Diabetes-induced experimentally. The expression of
FasL tell usabout therole that plays, in one side through immuno-
logic protection of the eye and on the other hand probably contai-
ning the development of the neovascularization in rats diabetic
retinopathy induced experimentally.

Key words: Apoptosis, diabetes mellitus, Fas/FasL, apoptotic
proteins, diabetic retinopathy.
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Proteinas apoptoticas en retina de ratas diabéticas

Introduccién

La diabetes mellitus (DM) es un problema de salud
publica, ya que mas de 10% de la poblacion adulta del
pais la presenta. La DM y sus complicaciones son ac-
tualmente la tercera causamas importante de mortalidad y
unadelas principal es causas de ceguerairreversible en adul-
tos. A nivel ocular se hareportado que después de 20 afios
de iniciada esta enfermedad, 90% de los pacientes con DM
tipo 1y 60% delos pacientes con DM tipo 2 presentan reti-
nopatiadiabética (RD) lo que constituye laprimeracausade
ceguerairreversible en personas en edad productiva. Lafi-
siopatogenia de la RD alin no es bien conocida, aunque se
sabe que existe una ruptura de la barrera hemato-retineana
internaque incrementalapermeabilidad vascular.**

El epitelio pigmentario delaretina (EPR) es unacapasi-
tuada externaalacapadefotorreceptoresdelaretinaeinter-
na a la membrana de Bruch. La funcion del EPR es la de
mantenimiento y soporte de los fotorreceptores mediante la
fagocitosis y degradacion de desechos de segmentos reti-
nianos externos; por lo que, el dafio al EPR resultaen dege-
neracion delaretinasensorial y puede contribuir alapato-
génesis de laretinopatia diabética.>”

El mecanismo molecular parael dafio decélulasdel EPR no
seentiendeen formaclara. Laapoptosisesunaformade muer-
tecelular caracterizada por condensacion delacromating, frag-
mentacion del DNA y externdizacién delafosfatidil serina. En
laRetinopatia Diabética Proliferativa(RDP), que esaltamente
vascularizada, se ha observado una apoptosis extensa en las
células del EPR; sugiriendo que la apoptosis de células del
EPR estainvolucrada en lapatogénesisde laRDP.®

La disfuncién o dafio endotelial puede ser resultado de
apoptosis de células endoteliales, por 1o tanto, los marcado-
res de apoptosis en plasma pueden proveer variables para
identificar dafio endotelial grave; se han analizado reciente-
mente algunos marcadores de apoptosis; entre ellos citoci-
nascomo FNTa, Fasligando (FasL ), glucocorticoidesy otras
enzimas que pueden inducir apoptosis en algunas poblacio-
nes celulares.®1

En muchos sistemas la apoptosis esta mediada por lain-
teraccion entre Fasligando (Fas-L) y Fas. Launion del Fas-L
al Fasiniciaunasefia de transduccion hacialaapoptosisen
células susceptibles y estan expresados en un rango amplio
detegjidos. El sistema Fas provee un mecanismo importante
para la regulacion de la respuesta inmune. Una expresion
sustanciosa de Fas-L ha sido encontrada en lareting; por lo
gue ha sido propuesto que Fas-L participa en el manteni-
miento de lainmunidad ocular induciendo |a apoptosis me-
diante la activacion de linfocitos. 213

El ojo es el prototipo de un sitio inmune privilegiado. En
algunos estudi os se hacomprobado que laexpresion de FasL
controla la difusién de la inflamacién mediante la muerte
(apoptosis) de célulaslinfoides queinvaden el tejidoy como
regulador negativo de la angiogénesis, ya que induce apop-
tosis deleucocitos|os cual es proveen factores de crecimien-
to angiogénico que dafian al ojo y afectan la vision.*
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El model o que se haempleado parareproducir las complica-
ciones deladiabetes humanaeslaadministracion delaestrep-
tozotocina (SZ) en ratas, un antibiético de amplio espectro con
actividad antitumoral, oncogénicay diabetogénica, estadltima
accion mediada por destruccion de células betadel pancreas.®

El sistema de Fas/FasL es parte de un complejo sistema
encargado del control de laformacion de vasos sanguineos,
evitando en condiciones basales la neoformacion de vasos
en laretina que interfieran con la vision, sugiriendo que la
baja expresién de FasL en ratas diabéticas, como resulté en
el experimento, se correlaciona con |os estudios reportados
en laliteratura donde no se conserva e privilegio inmune del
0jo; todo esto a través de limitar los mecanismos de muerte
celular programada (apoptosis), ocasionando la activacion ce-
lular mediante factores de crecimiento como €l endotelio vascu-
lar (FCEV), queesun mediador importante en laneovascul ari-
Zacion ocular secundariaaisquemiaretiniana.®

Valorar los niveles del sistema de receptores Fas/Fas li-
gando (FasL) sirvi6 paradeterminar el grado de apoptosisy
por consiguiente el dafio en el endotelio vascular y epitelio
pigmentado de laretina. El conocimiento de las moléculas
gue inducen neovascularizacion y apoptosis para controlar
laangiogénesis esimportante paradesarrollar terapiasracio-
nales en el tratamiento de este tipo de enfermedades.*®2°

Méodos

Sujetosdeexperimentacion

Se utilizaron ratas Long-Evans de seis semanas de edad
alimentadas con alimento Harlan Teklad para roedores de
laboratorio LM-485 con 4.05 Kcal/g y agua ad libitum; las
que se mantuvieron en el laboratorio de Farmacologiaen la
EscuelaMilitar de Graduados de Sanidad, fueron sometidas
aciclos de luz-oscuridad de 12 x 12 hrsy temperatura am-
bienteentre 18y 22°C.

Material paralainduccion deladiabetesexperimental
enratas

1 Farmacos:. Estreptozotocina.

2. Instrumental demicrocirugia.

3. Equipo para procesamiento de histopatol ogia.

4. Tincion dehematoxilinay eosina.

5. Tincion de écido perydédico de Schiff.

6. Equipo para procesamiento de tejido para microscopia

electrénica.

Glucometro. Precision Q-1-D Medisense.

8. Tiras reactivas para glucémetro Precision Q-1-D Medi-
sense.

~

Material utilizado en lainmunohistoquimica

1 PGN amortiguador salino de fosfatos pH 7.2, 20 mM de
glucosay 5% de suero normal de raton.

2. PGB amortiguador salino de fosfatos 7.2, 20 mM de glu-
cosay 0.5 de alblmina séricabovina.
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3. PFamortiguador salino defosfatos pH-7.2, 2% deformal-
dehido.

4. PBSamortiguador salino defosfatospH 7.2.

5. Anticuerpo policlonal Fas A-20 (sc-1023) purificado de
conejo en contra del extremo amino terminal de Fas que
reacciona contra el Fas derata. Santa Cruz Biotechnolo-
ay, Inc.

6. Anticuerpo policlonal FasL C-178 (sc-6237) purificado de
conejo en contra del extremo carboxilo de FasL de rata.
Santa Cruz Biotechnology, Inc.

EquipoparaandlissmediantecitometriadeflujoFACS-
CALIBUR (Becton Dickinson) con € softwar e CellQuest

M etodologia

1 Seformaron dosgruposde 10 ratas cadauno, alasque se
lesindujo diabetes mellitus experimental medianteinyec-
cién de estreptozotocina intraperitoneal en dosis Unica
de 50 mg/kg de peso disuelto en 1 mL de amortiguador de
citratos con pH de 4.5.

2 Seregistrod pesoy laglicemiainicial, previoalainduccion
deladiabetesy alas48 hrsdespués delainduccion farma-
colégica de diabetes y posteriormente cada semana.

3. Fue establecido un grupo control con 10 ratas, alos que
selesadministré amortiguador de citratos, se mantuvo en
observacion bajo las mismas condiciones de aislamiento
e ingesta de agua y alimento desde las seis semanas de
edad sin induccién de diabetes experimental y sin recibir
ningun tipo de tratamiento farmacol égico. Cada uno de
los grupos se estudi6 de la siguiente forma: a partir de la
segundasemanadeinicio del experimentoy hastalacuar-
ta semana fueron sacrificadas cinco ratas de cada grupo,
cada dos semanas, se realiz6 la enucleacion de ambos
ojos para incluirlos en glutaraldehido, para su posterior
procesamiento y andlisisinmunohistoquimicoy por cito-
metriadeflujo.

M éodo deinmunohistoquimica
1 Procedimiento.

1.1 Método de inmunoperoxidasa

a Seobtienenlaslaminillascon el tejido fijado a estu-
diar, en este caso, cortes histol 6gicos de ojos de las
ratas.

b) Se colocan los portaobjetos en un horno de vacio a
60° por 45 min.

C) Se desparafina en el orden siguiente: se sumergen
los portaobjetos con Xilol 10 mina60° C, verificando
su posicion en el horno y después otros 10 min ala
misma temperatura; después se sacan de dicho hor-
no y se sumergen en Xilol a 25° C durante 20 min,
luego en unadilucién 1:1 de Xilol y etanol, se espera
por 3 min, después se pasan | os portaobjetos sucesi-
vamente por etanol aconcentracion de 100, 96, 70, 50,
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30y 10% por el mismo periodo entre cada cambio.

d) Sehidrataenaguadestiladadurante 3 min atempera
turaambiente.

€) Blogueo de peroxidasa enddgena: Al sumergir los
portaobjetos en alcohol metilico 80% (4 min) y de
peréxido a 3% que serian 20.

f) Serehidratan |las preparaciones coninmersion de és-
tas en las siguientes soluciones de etanol: 100, 95,
70, 25y 10% durante 5 min en cada una de las con-
centraciones de etanol.

g) Selavan los portaobjetos en una solucion de suero
dos veces durante 5 min cada uno.

h) Seaplicael anticuerpo (Faso FaslL) y seincubaen
unacémara himedadurante 18 hrsa37°C.

i) Después se quita el exceso y se aplica € segundo
anticuerpo, que esun complejo deavidinay biotinay
seincubadurante 30 min.

j) Lavarlaspreparacionesensuero (TBS) durante3min.

K) Seaplicaladiaminobencedinaatemperaturaambien-
tedurante5a10 min.

[) Detener la reaccion poniendo los portaobjetos en
suero fisiol 6gico.

m) Secontratifien las preparaciones sumergiéndolas du-
rante 1 0 2 min en hematoxilina.

n) Sedeshidratan nuevamente | as preparaciones sumer-
giéndolas en concentraciones progresivas ascenden-
tes de etanol.

0) Selimpian|osportaobjetos sumergiéndolosen xilol y
selesretirael exceso, selesaplicaresinaparacubrir-
los con el portaobjetos.

Como pardmetro paracalificar dichaexpresion de manera
cualitativa serevisaron por los miembros del equipo detesis
laslaminillas calificandolas como: 1 (+) cuando laexpresion
era apenas patente tanto en su distribucién como en su in-
tensidad; 2 (++) cuando dichatincién era patente tanto ala
observacion macro 10x como alade 40x, 3 (+++) cuando se
presentaba evidente y definida la expresion del anticuerpo
enlacapadel epitelio pigmentado delaretina. Paraverificar
gue dicha calificacién era congruente con la edad, se hace
patente la necesidad de valorar tanto la escala como la ob-
servacion al microscopio de lapreparacion retinianade rata
por parte del equipo de observadores en conjunto y se dis-
puso que cada integrante las calificara por separado.

12 Método de tincién de Pearl’s.

a) Seobtienenlaslaminillascon el tejidofijado aestudiar, en
este caso, cortes histol dgicos de ojos de |as ratas.

b) Se colocan los portaobjetos en un horno de vacio a 60°
por 45 min.

¢) Se desparafina en €l orden siguiente: se sumergen los
portaobjetos con Xilol 10 min a60° C, verificando su posi-
ciénen el hornoy despuésotros 10 min alamismatempe-
ratura; después se sacan de dicho horno y se sumergen
en Xilol a25° C durante 20 min, luego en unadilucion 1:1
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de Xilol y etanol, se espera por 3 min, después se pasan
los portaobjetos sucesivamente por etanol a concentra-
cion de 100, 96, 70, 50, 30 y 10%, por € mismo periodo
entre cadacambio.

d) Selavan los portaobjetos en una solucion de suero dos
veces durante 5 min cada uno.

€) Setifien las preparaciones sumergiéndolas durante 1 o 2
min entincion de Pearl’s.

f) Sedeshidratan nuevamente | as preparaci ones sumergién-
dolas en concentraciones progresivas ascendentes de
etanal.

g) Selimpian los portaobjetos sumergiéndolos en Xilol, se
lesretirael excesoy selesaplicaresinaparacubrirloscon
el portaobjetos.

M éodo paracitometriadeflujo

El segmento anterior del ojo seeliminay laporcién pos-
terior del globo ocular seincubacontripsina0.1% en EDTA
5 mM por 20-30 min a 37° C para crear una suspension
de células individuales. Se lavan las células en un Bu-
ffer de fosfatos (PBS) y se distribuyen en tres tubos; dos
de los cuales se marcan con anticuerpos Fas/FasL, respec-
tivamente y un tubo de gjuste sin tratamiento. Se mantie-
nen por 24 hrs a4° C y posteriormente se lavan con PBSy
se resuspenden en 500 pL de PBS pararealizar el andlisis
mediante citometriadeflujo.

Andlisisestadistico

Muestra

Serealiz6 un muestreo sin reemplazos a partir de unapo-
blacion finitade 10 ratas experimental es (dos grupos separa-
dos Unicamente en el tiempo de experimentacion) y 10 ratas
control negativo (pues no selesrealizaningln tipo deinter-
vencion).

M éodo estadistico

Se trata de un estudio experimental, prospectivo, trans-
versal, comparativo en € que se pretendié establecer una
relacion de causalidad, asaber: quelaexpresion del sistema
Fas/FasL esta o no disminuido en la retinopatia diabética
experimental enratasy si dicha asociacion muestra una se-
cuenciaen el tiempo, en este caso, que conforme seinstalala
retinopatiadiabéticahay unadiferenciatemporal enlaexpre-
sion del sistema Fas/FasL. En este caso através de unat de
Student se analizd laevolucién del peso en gramosy laglice-

miaen miligramos por decilitro, contrael tiempoy unanalisis
con la prueba de U de Mann-Whitney que es el equiva-
lente de lat de Student para valores no paramétricos (ca-
lificacion de distribucion e intensidad de la expresién in-
munohistoquimicade Faso Fasl ).

Resultados

Como partedelaverificacion enlaevolucién delaenfer-
medad diabética se utilizé la glicemiay el control de peso;
asi, los niveles de glucosay peso al inicio del experimento
eran: para el grupo control (alas seis semanas de vida) un
promedio de 92.6 mg/dL + 20.80y de peso de 160 mg + 22.5
mg; paralasratas del grupo experimental (diabéticas) lagli-
cemiainicid fuede95.1 mg/dL +19.3mg/dL y pesode172mg
+18.5g. Sin mostrar unadiferenciasignificativa (P = 0.936)
paralaglicemiay el peso deambosgruposal inicio del estu-
dio (Cuadro 1). A lasemanadeiniciado el experimento, €l
promedio de glucosa paralas ratas control fue de 95.2 mg/
dL + 18 mg/dL y para las ratas experimental es fue de 598
mg/dL + 16.00 mg/dL (P < 0.001) siendo estadisticamente
significativo entrelas glicemias, estableciéndose alasratas
del grupo experimental como diabéticas, permaneciendo con
los nivelesde glucosasimilares durante todo el experimento
(Figura 1); sin embargo, en este momento no hay diferencia
estadistica entre los pesos de ambos grupos con una P =
0.204 (Figura 2). Presentando un val or estadisticamente sig-
nificativo entre las glicemias (P < 0.001), estableciéndose a
las ratas del grupo experimental como diabéticas, permane-
ciendo con los niveles de glucosa similares durante todo €l
experimento.

Citometriadeflujo

Paradeterminar laexpresion de FasL y Fasenlasuperficie
celular del EPR, setrabaj6 con célulasintactasy anticuerpos
paraFasL y Fas, respectivamente; se analizaron las muestras
por citometria de flujo, detectando la presencia de FasL en
célulasdel EPR dondelos niveles de expresién estaban altos
adiferenciadelosnivelesdeexpresion paralascélulastrata-
das con anticuerpos para Fas que se encontraban en menor
cantidad (Figura 3).

Al analizar lasmuestrasde célulasdel EPR enratasdiabé-
ticas inducidas por estreptozotocina, se detectd que los ni-
veles de expresion en este caso seinvirtieron, detectando un
aumento importante en los niveles de Fasy disminucién con-
siderableen losnivelesde FasL (P < 0.0001) (Figura 4).

Cuadro 1. Niveles de glucosa y peso en el grupo control y experimental.

INICIAL SEMANA 1 SEMANA 2
Grupo control Peso 160 mg = 22.5 178 mg = 22.5 188 mg = 22.5
Glicemia 92.6 mg/dL + 20.8 95.2 mg/dL + 18 98.6 mg/dL + 18.8
Grupo experimental Peso 172 mg = 18.5 178 mg + 16.5 184 mg £ 5.5
Glicemia 95.1 mg/dL + 19.3 598 mg/dL + 16 592 mg/dL * 19.3
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Figura 1. Niveles de glucosa al inicio, primera y segunda semana del estudio en ratas control y ratas experimentales.
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Figura 2. Vaoracion del peso al inicio, primera y segunda semana del estudio en ratas control y ratas experimentales.

I nmunohistoquimica

Serealiz0 el estudio de inmunohistoquimicatanto en
las 10 ratas experimentales como en las 10 ratas del gru-
po control para determinar la intensidad y localizar la
distribucion de las proteinas FasL y Fas en la reting;
detectando |la presencia de la proteina FasL en una ma-
yor distribucion sobre el epitelio pigmentado de laretina
y un patrén definido en la periferiade laretinaal inicio
de lainvestigacion (Figura 5A). Posteriormente al eva-
luar las muestras de dos semanas de evolucion se de-
mostré unadiferencia estadisticamente significativa (P <
0.009) parael sistemade evaluacién yaquelaexpresion
de la proteina FasL se encontraba disminuida en forma
importante (Figura 5B). La tincién de la proteina Fas
estaba aumentada en su expresi 6n encontrandose varia-
cion conforme a la evolucion de la retinopatia (Figura
6A) y ofrecia bastante diferenciacion cualitativa entre
las preparaciones del grupo experimental y el de control
valiéndose una clasificacion de (+++) cruces durante
todas las semanas, con una P < 0.005, que es muy signi-
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Figura 3. Niveles basales de expresién de anticuerpos para Fas 'y FasL,
respectivamente, en la superficie celular del EPR en ratas control.

ficativa (p = 0.0056 para la primera semana, p = 0.0005
para la segunda) (Figura 6B).



Proteinas apoptdticas en retina de ratas diabéticas

Expresion Fas/FasL en ratas diabéticas
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Figura 4. Niveles de expresion en células del EPR de ratas diabéti-
cas, donde se observa un aumento importante en los niveles de
expresion de Fas y los niveles de FasL disminuyen considerablemen-
te (P < 0.001).

Histopatologia

Serealiz6 €l estudio histopatol 6gico de cortes del glo-
bo ocular de rata con latincion de Pearl”s, con lafinalidad
de conocer el avance de la retinopatia diabética experi-
mental y el dafio subsiguiente anivel vascular, observan-
do que conforme evolucionaba la diabetes experimental
se presentaban en mayor cantidad granulos de hemoside-
rinaanivel delacapade células ganglionares en laretina
(Figura 7).

Primerasemana:

1 Grupo experimental: Sin alteraciones patol dgicas en
la retina, con presencia de escasos granulos de he-
mosiderinacon latincion de Pearl’s, anivel delacapa
de células ganglionares en laretina (Figura 7A).

2 Grupo control: Sin alteraciones patol 6gicas en retina.
Segunda semana:

1 Grupoexperimenta: Sin ateraciones patol égicasenla
retina, con presenciade climul os granul ares de hemo-
siderina de mayor tamafio con latincion de Pearl’s, a
nivel de la capa de células ganglionares (Figura 7B).

2 Grupo control: Sin alteraciones patol 6gicas en retina.

Discusion

Entre los model os que mas se han empleado para repro-
ducir ladiabetes mellitus humanase encuentrael delaadmi-
nistracion de estreptozotocina en larata.® Se sabe que este
modelo reproduce también las complicaciones del padeci-
miento durante las primeras semanas de haber inducido la
diabetesmellitus.?®

El ojo es €l prototipo de un sitio inmune privilegiado. En
diversos estudios se ha comprobado que la expresion de
FasL controlaladifusion delainflamacion mediante lamuer-
te (apoptosis) de célulaslinfoides que invaden el tgjido. Por
lo que FasL no solo controlalainvasion de los linfocitos a
0jo, sino que también bloquea el crecimiento excesivo de
vasos sanguineos | os cual es pueden dafiar €l ojoy afectar la
vision.

En procesos inflamatorios, la angiogénesis facilita el re-
clutamiento deleucocitosen €l sitio deinflamacién. Losleu-
cocitos, por lo tanto, pueden estimular laformacion de vasos
mediantela produccion de citocinasy factores de crecimien-
toendotelial. FasL anivel endotelia puede considerarse como
un regulador negativo de la angiogénesis; ya que induce
apoptosis de leucocitos los cuales proveen factores de cre-
cimiento angiogénico.!>1&20

En este estudio valoramos los cambios de expresion de
Fas/FasL enlaretinaderatas con diabetes mellitusinducida

Figura 5. A) En € estudio de inmunohistoquimica, con una magnificacion de 40x, se observa una mayor presencia de la proteina FasL (flecha)
en una distribucién uniforme sobre el epitelio pigmentado de la retina (EPR) a inicio del experimento. B) Después de inducir diabetes mellitus
a las dos semanas, se observa una disminucién importante en los niveles de FasL. C-B: Capa conos y bastones. NE: Capa nuclear externa. PE:
Plexiforme externa. NI: Nuclear interna. PI: Plexiforme interna. CG: Capa células ganglionares.
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Figura 6. A) En el estudio de inmunochistoguimica, con una magnificacién de 40x, se observa una presencia de la proteina Fas (flecha) en una
distribucién uniforme sobre €l epitelio pigmentado de la retina (EPR) a inicio del experimento. B) Después de inducir |a diabetes mellitus a las
dos semanas, se observa un aumento importante en los niveles de Fas. NE: Capa nuclear externa. PE: Plexiforme externa. NI: Nuclear interna.

PI: Plexiforme interna. CG: Capa células ganglionares.

. Grénulos
" \.“

Figura 7. A) En el estudio histol6gico con la tincion de Pearl’s, se observan escasos granulos de hemosiderina a nivel de la capa de células
ganglionares en la retina a inicio del experimento (flechas). B) A las dos semanas existen cimulos granulares de hemosiderina de mayor tamafio
(flecha). NE: Capa nuclear externa. PE: Plexiforme externa. NI: Nuclear interna. Pl: Plexiforme interna. CG: Capa células ganglionares.

con estreptozotocinamediante citometria de flujo einmuno-
histoquimicay se demuestralarelacion entrelaexpresion de
Fas /FasL y la presencia de ateraciones vasculares en la
retina de ratas con diabetes mellitusinducida de manera ex-
perimental. En el estudio de inmunohistoquimica se detect6
gue en lasratas diabéticas, lainmunoreactividad para Fas se
observa en una mayor proporcion a nivel del epitelio pig-
mentado de laretinay que disminuyen considerablemente
losniveles paraFasL.

El sistemade Fas /FasL es parte de un complejo sistema
encargado del control de laformacién de vasos sanguineos,
evitando en condiciones basales la neoformacion de vasos
en laretina que interfieran con lavision, sugiriendo que la
baja expresion de FasL en ratas diabéticas—como resultd en
el experimento realizado— se correlaciona con los estudios
reportados en laliteraturadonde no se conservael privilegio
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inmune del ojo; todo esto através de limitar |os mecanismos
de muerte celular programada (apoptosis), ocasionando la
activacion celular mediante factores de crecimiento como el
endotelio vascular (FCEV), que es un mediador importante
en la neovascul arizacién ocular secundaria aisguemiareti-
niana. Valorar los nivelesdel sistemade receptores Fas/ Fas
ligando (FasL) sirvié paradeterminar el grado de apoptosisy
por consiguiente el dafio en el endotelio vascular y epitelio
pigmentado delaretina

Desde un punto de vista clinico, los leucocitos que se
han acumulado en la retina dafian el tejido directamente a
través de reaccionesinflamatorias ya que se adhieren al en-
dotelio, causan dafio celular endotelial, alteracion en laba-
rrera hemato-retinianay oclusion capilar; 1o cual conduce a
sangrado, permeabilidad vascular elevada y formacién de
areas no perfundidas. Estas son manifestaciones tempranas



Proteinas apoptoticas en retina de ratas diabéticas

delaretinopatia diabética; lo cual se pudo valorar mediante
€l estudio histopatol gico con la tincion de Pearl’s; donde
se observo en las ratas diabéticas presencia de cumulos
granulares de hemosiderina de mayor tamafio a nivel de la
capa de células ganglionares principalmente, demostrando
la presencia de hemorragia antigua y por lo tanto dafio a
endotelio vascular y lesion alabarrerahemato-retiniana. Los
factores que regulan €l crecimiento anémalo de los vasos
sanguineos se conocen cada vez mas. El conocimiento de
las moléculas que inducen neovascularizacion y apoptosis
para controlar la angiogénesis, son importantes para desa-
rrollar terapias racionales en el tratamiento de este tipo de
enfermedades, por lo cual esimportante conocer |os meca-
nismos involucrados en €l desarrollo de la retinopatia debi-
do aque manejaunaenfermedad com(in causante de pérdida
delavision detipoirreversible.’s

Conclusiones

* Selogro6 reproducir un modelo experimental de diabetes
mellitus inducido por estreptozotocina en ratas.

* En fases tempranas de la diabetes inducida experimental -
mente, existe aumento en laexpresion de Fasy disminucién
enlaexpresion deFasL. Cuantitativamente se pudo compro-
bar una expresion disminuidade FasL (de manera estadisti-
camente significativa) por 1o menos a partir de la segunda
semanade desarrollo experimental en ratas diabéticasy au-
mento delaexpresion Fas mediante citometriadeflujo.

* Lainteraccion del sistemaFas/FasL controlalaextension
delaneovascularizacion enlaretinay coroides, conside-
rando que esta accién no es una barrera absol uta, pero si
un mecanismo pararegular laextension delaenfermedad.
Laexpresion de FasL en el epitelio pigmentado delareti-
na permite acercarse a su relevancia, por una parte en la
proteccion inmunol égicadel ojo (cuyaevidenciaaparen-
teesmasimportante) y por otro lado probablemente con-
teniendo el desarrollo delaneovascularizacion en lareti-
nopatiaexperimental enratas.

« Laproteina Fas es un mediador importante en la apopto-
sisde células del EPR y este mecanismo contribuye ala
muerte celular inducida por dafio oxidativo como ocurre
en la patogénesis de la retinopatia diabética.

 Durante la diabetes inducida experimental mente se pre-
sentahemorragiaretinianaen formatemprana.

 Lapresenciade hemorragiaretinianaen ladiabetes expe-
rimental, se correlaciona con cambios en la expresion de
proteinas apoptoticas.

« Laformacién de vasos sanguineos en el 0jo esun compo-
nente importante en laretinopatia diabética. Losfactores
que regulan el crecimiento anémalo de los vasos sangui-
neos se conocen cada vez mas. El conocimiento de las
moléculas que inducen neovascularizacion y apoptosis
para controlar laangiogénesis, esimportantes para desa-
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rrollar terapiasracionalesen el tratamiento de estetipo de
enfermedades.
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