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RESUMEN
La neuroregeneracion es un proceso conservado en vertebrados inferiores pero parcial o
ausente en vertebrados superiores. Especificamente la retina de las aves después de un
dafio por excitotoxicidad, se regenera de manera parcial y reintegra un bajo porcenaje
células neurales originadas a partir de las células gliales de Muller a través del proceso
de transdiferenciacion. Factores como FGF2, IGF-1, Sox2, Ascl1 y Notch1 tienen una
participacion importante durante este proceso. En el presente estudio, se propone que la
hormona de crecimiento (GH) es capaz de potenciar la regeneracién de la retina después
de un daino por excitotoxicidad. El protocolo para inducir regeneracion incluyé una unica
inyeccion intravitreal de kainato (KA) (20 ng) para inducir excitotoxicidad al dia posnatal
1 (P1), seguido por 10 inyecciones de GH (300 ng) del P2 al P16. Las retinas se
colectaron al P21 para su analisis por medio de histoquimica, cuantificacion de ARNm y
cuantificacion de proteinas. También se analizaron los cambios en la proliferacion celular
despues del dafio con KA y con el tratamiento con GH, usando un marcaje con BrdU en
un protocolo de ocho dias con dafio agudo con KA y tratamiento crénico con GH. Se
confirmo el efecto regenerativo de la GH por medio de morfometria de la retina, en donde
se vio que la capa nuclear interna (INL) y la capa plexiforme interna (INP) se recuperaron
parcialmente con el tratamiento con GH. Se cuantificaron los cambios relativos en la
expresion de ARNm de marcadores de transdiferenciacion (Sox2, FGF2, PCNA),
marcadores sinaptogenicos (DLG1, SNAP25 y NRXN1), receptores a glutamato (NR1 y
GRIK4), factores de proteccion (BDNF y BMP4) y se analiz6 la participacién de la via de
sefalizacion Notch (Notch1, Ascl-1 y Hes5). Por otro lado, se analizdé Ia

inmunoreactividad por Western Blot, de factores de supervivencia (TNF-R2 y Bcl-2) y el



marcador sinaptogénico GAP43. Los resultados mostraron que después del dafio con
excitotoxicidad, la GH es capaz de promover la recuperacion de la retina, incrementando
la expresion del ARNm de FGF2 y Sox2, aunque no de Ascl1. Ademas se incrementé la
expresion de Notch1 asi como de Hes5. La GH también incrementé los niveles de BDNF,
NR1, GRIK4 y DLG1, pero no de los demas genes analizados. Por otro lado se observo
el incremento de la inmunoreactividad de Bcl-2, GAP43 y TNF-R2 con el tratamiento
cronico de GH. A través del marcaje con BrdU se confirmé que la GH promueve la
proliferacion después del dafio. En resumen, este trabajo muestra que el tratamiento
cronico con GH después de un dafo por excitotoxicidad, es capaz de potenciar e inducir
efectos neuregenerativos y protectores, asociados con la transdiferenciacion de la glia de

Mdller en la retina de pollo.



ABSTRACT
Neuroregeneration is a conserved process in lower vertebrates, but partially or completely
lost in upper vertebrates. Specifically, after an excitotoxic insult, the avian retina is able to
partially regenerate and re-integrate neural cells originated from transdifferentiated Muller
glial cells. Different factors, such as FGF2, IGF-1, Sox2 Ascl1, Notch1, among others, are
very important for this process. In this work, we propose that growth hormone (GH)
enhances retinal regeneration in the chicken after an excitotoxic event. The protocol to
induce regeneration was: a single intravitreal kainic acid injection (KA) (20ug) at post-
natal day 1 (P1), followed by 10 GH injections (300ng) from P2 to P16. Retinas were
collected at p21 for histochemistry, mRNA quantification and protein quantification. We
also analyzed cell proliferation after KA excitotoxicity damage and with the GH treatment
using BrdU labeling in an eight day protocol including acute KA-induced damage and
chronic GH treatment. We confirmed the regenerative effect of GH through retinal
morphometry, from which we saw partially recovery of the inner nuclear layer and the
inner plexiform layer after GH treatment. We quantified relative changes on the mRNA
expression of transdifferentiation markers (Sox2, FGF2 & PCNA), synaptogenic markers
(DLG1, SNAP25 & NRXN1), glutamate receptor subunits (NR1 & GRIK4), neuroprotection
factors (BDNF & BMP4) and the participation of the Notch pathway (Notch1, Ascl-1 &
Hes5). On the other hand, we analyzed the immunoreactivity by Western Blot, of survival
factors (TNG R2, Bcl-2) and the synaptogenic marker GAP43. Our results show that after
an excitotoxic event, GH is able to promote retinal regeneration, increasing the expression
of FGF2 and Sox2 mRNA, but not Ascl1. Notch1ando Hes5 mRNA expression were also

increased. GH also upregulated BDNF, NR1, GRIK4 and DLG1 mRNA levels, but not the



ones of the other analyzed genes. Bcl-2, GAP43 and TNF R2 immunoreactivity were also
increased with the GH treatment. Through BrdU labeling we confirmed that GH treatment
enhances proliferation after excitotoxic damage. In summary, this work demonstrates that
chronic GH treatment after excitotoxic damage is able to induce neuroregenerative and

protective effects, associated with Muller glia transdifferentiation in the chicken retina .
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l. INTRODUCCION
1.1Hormona de crecimiento

La hormona del crecimiento (GH por sus siglas en inglés) es una hormona peptidica
presente en todos los vertebrados; esta formada de una sola cadena de 191 aminoacidos
(aunque el numero puede variar segun la especie), y su peso aproximado es de 22 kDa
(Miller y Eberhardt, 1983; Kostyo y Reagan, 1976). Esta se sintetiza principalmente en
los somatotropos localizados en la seccion anterior de la hipdfisis, y se secreta a la
circulacidn sanguinea para ejercer efectos endocrinos mayoritariamente en el higado y
cartilago ademas de otros tejidos blanco, a través de un receptor de citoquinas tipo 1
(GHR) que activa la via JAK/STAT (Grumbach, Bin-Abbas y Kaplan, 1998; Brooks, et al.
2008). De igual manera se sabe que diversos érganos Y tipos celulares producen GH de
forma local, que actua de manera paracrina, autocrina e intracrina y ejercen efectos
variados, no solo de crecimiento y a diferentes etapas de desarrollo (Harvey et al. 2012).
La regulacién de la GH se da principalmente a través de dos moléculas cuya secrecion
es regulada por el hipotalamo: 1) la hormona liberadora de hormona de crecimiento
(GHRH, growth hormone releasing hormone) y 2) la somatostatina u hormona inhibidora
de la hormona de crecimiento (GHIH, growth hormone inhibitor hormone). Ademas,
existen otras-moléculas que modulan su sintesis y expresion a diferentes niveles, como
PACAP, GnRH, ghrelina, leptina y TRH (Ranke y Wit, 2018). Por otro lado, el principal
efector de la GH es el factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1 (IGF1, insuline-
like growth factor 1), cuyo efecto principal es de crecimiento y su sintesis se da

mayoritariamente en el higado (Ranke y Wit, 2018).



1.1.1 Funcién
La GH tiene acciones pleiotropicas involucradas en distintos fenomenos, principalmente
pero no unicamente relacionados con el crecimiento (Bartke, 2011). Mayoritariamente los
efectos que la GH ejerce son de manera endocrina, fomentando la expresion y sintesis
de IGF-1 en el higado, elevando la retencion de calcio y mineralizaciéon de huesos,
promoviendo la lipdlisis, modulando el crecimiento somatico, la maduracién sexual,
reduciendo la internalizacion de glucosa en el higado y mas recientemente descrito,
teniendo efectos inmuomoduladores y neuroprotectores (Ranke y Wit, 2018; Martinez-
Moreno, et al. 2018a). El dogma de la GH que describe funciones puramente relacionadas
con crecimiento ha cambiado gracias a la caracterizacion de funciones diversas y
produccion local de la GH en diferentes tejidos y etapas de desarrollo (Sanders, et al.

2005).

1.1.2 Hormona de crecimiento en SNC del pollo (Gallus gallus)
Se ha caracterizado la presencia de la GH y el ARNm de GH en la espina dorsal, cerebro,
nervios periféricos, retina, y otros tejidos del sistema nervioso en etapas adultas y
prenatales del pollo (Aramburo et al., 2014; Martinez-Moreno et al., 2018a). Ademas
ciertos tejidos no nerviosos (ej. Inmune y reproductor) también son capaces de sintetizar
y responder a la administracion de GH exdgena en diferentes grupos de vertebrados

(Baudet, et al. 2003; Harvey y Hull, 2003; Harvey et al. 2016).

La regulacion de la GH en el pollo se comporta de manera muy similar a los mamiferos,

siendo la GHRH la hormona liberadora principal y la somatostatina la hormona inhibidora



principal, a tarvés del eje hipofisiario (Scanes y Harvey, 1981). La GH en aves cumple
funciones metabdlicas y de crecimiento principalmente, y ademas, es particularmente
necesaria para la vitelogénesis y desarrollo reproductivo para la puesta de huevos,

actuando de manera conjunta con la prolactina (Scanes y Harvey, 1981).

1.1.3 Hormona de crecimiento en la neuroregeneracion y neuroproteccion

Actualmente esta bien caracterizada la expresion de la GH y su receptor en tejidos
neurales, esta produccién local ademas se suma con la GH que de manera circulante es
capaz de llegar al sistema nervioso (Harvey, 2010). Se han reportado efectos de la GH
durante el desarrollo y que participan en el mantenimiento de la homeostasis vy
organizacion del tejido nervioso, proliferacion, diferenciacion, formacién de sinapsis,
crecimiento dendritico, neuroproteccion, neuroregeneracion y establecimiento cognitivo
en diferentes estructuras del sistema nervioso de mamiferos y aves (Martinez-Moreno et
al. 2018a). La GH exogena tiene efectos neurotréficos en el sistema nervioso central y
periférico donde ademas favorece la supervivencia neuronal y modula la muerte celular
por necrosis y apoptosis (Bianchi, et al. 2017). En ratas, se ha demostrado que la GH
reduce las lesiones provocadas por hipoxia y disminuye las deficiencias cognitivas,
mejora la recuperacion motora después de lesiones en la corteza frontal, induce la
proliferacion de precursores neurales en el hipocampo posterior a dafio excitotoxico con
kainato (KA) y promueve la proliferacion en cerebros de ratas adultas hipofisectomizadas,
entre otras evidencias que sugieren un gran potencial terapéutico en el sistema nervioso
(Aberg, et al. 2009; Li, et al. 2011; Devesa, et al. 2011a; Heredia, et al. 2013). Ademas,
en humanos la GH ha sido utilizada exitosamente como tratamiento en pacientes con

traumas cerebrales por contusiones y ante lesiones de nervios periféricos, siendo capaz



de recuperar parcialmente funciones motoras y cerebrales (Devesa, et al. 2012; Bianchi,

et al. 2017).

1.2 Neuroregeneracion
El desarrollo del sistema nervioso es un proceso complejo y altamente regulado a través
de eventos de formacion y eliminacion de células e interacciones (Goda y Davis, 2003).
En vertebrados, la neurogénesis ocurre en el desarrollo embrionario tardio a partir del
ectodermo, que da origen a la cresta neural que formara al sistema nervioso periférico, y
el tubo neural que formara al sistema nervioso central (Gilbert, 2003). Este proceso esta
finamente regulado por la interaccidon de diversas vias de sefalizacion como Wnt, FGF y
BMP, ademas de la interaccion entre las células y microambientes que determinan los
destinos celulares o prevalencia de células progenitoras (Gilbert, 2003). Dicha dinamica
permanece estable una vez que el sistema nervioso se ha desarrollado completamente,
y durante la adultez, poca es la neurogénesis basal que se presenta en vertebrados; sin
embargo, existen diferencias muy marcadas entre los distintos grupos en cuanto a la
capacidad de regeneracion de tejido neural posterior a un dafo (Hua y Smith, 2004). La
mayoria de los anfibios y peces 6seos son capaces de regenerar completamente tejidos
nerviosos en._etapa embrionaria, tejidos inmaduros y algunos como adultos, siendo
limitados en su capacidad regenerativa unicamente por la senescencia (Vanhunsel, et al.
2017; Tazaki, et al. 2017). Los mamiferos han perdido casi toda capacidad de
regeneracion en etapas adultas y durante mucho tiempo se pens6é que no poseian
poblaciones de células progenitoras neurales en ninguna parte del sistema nervioso. Sin
embargo, reciente evidencia sugiere que si existen poblaciones de progenitores neurales

en el sistema nervioso central de los mamiferos y también existe cierta capacidad de



renovacion y regeneracion neuronal en el bulbo olfatorio e hipocampo del giro dentado
de algunos mamiferos pero dicha capacidad es limitada (Caroni, 1998; Armstrong y
Barker, 2001; Aldskogius, 2001; Barnea y Pravosudov, 2011;Ulloa, et al. 2018). Las aves
en cambio, son capaces de regenerar ciertos tejidos nerviosos en etapas embrionarias y
como adultos solo muestran una respuesta insuficiente de regeneracion en comparacion
a anfibios y peces (Barnea y Pravosudov, 2011). Se ha reportado una alta capacidad de
reemplazamiento de neuronas en el centro vocal superior de diversas aves y procesos
regenerativos posteriores a un dafio en el neoestriado, giro parahipocampal, region
paraolfatoria y la retina (Barnea y Pravosudov, 2011; Gallina, et al. 2014; Scharff y Adam,

2013; Hang-Chen, et al. 2015).

1.2.1 Neuroregeneracion en la retina de las aves
En los diferentes grupos de vertebrados, la regeneracion de la retina se presenta gracias
a diferentes fuentes de células progenitoras: 1) el epitelio pigmentado, 2)células
progenitoras en la zona marginal ciliar y 3) las células gliales de Muller (Fischer y Reh,
2001; Gallina, et al. 2014). La retina de las aves es capaz de regenerarse totalmente en
etapas embrionarias y existe evidencia creciente de una modesta regeneracion posterior
a la eclosion, generada principalmente por las células de Muller (Fischer y Reh, 2001).
Contrario a los peces y anfibios, la zona marginal ciliar no contribuye a la regeneracion
en aves posterior a la eclosion ni siquiera cuando sometida a estimulos exdgenos, sin
embargo tanto este como el epitelio pigmentado si poseen capacidades regenerativas en
etapas embrionarias, perdidas cuando se completa la diferenciacion y desarrollo de la

retina; por lo tanto, actualmente se sabe que las células gliales de Mduller son la fuente



regenerativa en la retina de las aves después de la eclosion (Park y Hollenberg, 1991;
Gallina, et al. 2014, Fischer, et al. 2014).

Evidencia reciente ha demostrado que ante un dano excitotoxico, se activa un proceso
de transdiferenciacion de la glia de Muller el cual genera células progenitoras, las cuales
son capaces de proliferar, sin embargo hasta ahora no se ha demostrado su reintegracion
funcional (Fischer y Bongini, 2010; Gallina, et al. 2014). Distintos factores de crecimiento,
como FGF2, GH, IGF1 e insulina, han demostrado tener importantes efectos
neuroprotectores ante un dafio excitotoxico en la retina y en cultivos primarios de
neuroretina de pollo, reduciendo la muerte celular y promaoviendo la transcripcion de
proteinas con acciones neurotréficas (Fleming, et al. 2018; Martinez-Moreno, et al. 2018b;
Fischer, et al. 2002). Ademas, la insulina y FGF2 en conjunto son capaces de activar y
potenciar el proceso de transdiferenciacién de la glia de Muller y su proliferacion aun en

ausencia de dafo neurotoxico, (Fischer, et al. 2002).

1.3 Ojo de pollo
Los ojos son una extension del cerebro que esencialmente permiten convertir estimulos
luminicos en impulsos electroquimicos (Hubel, 1995). Los elementos neurales de los ojos
de los vertebrados se comienzan a desarrollar durante la gastrulacion a partir del
ectodermo cefalico prospectivo adyacente, que bajo la induccién del endodermo en
involucion y el mesodermo, forma la vesicula éptica y primordio ocular. La vesicula optica
se divide en la region proximo-ventral que dara origen al nervio optico y la region dorso-
distal que dara origen a la neuroretina y al epitelio pigmentado; el cristalino y cérnea se
formar a partir del ectodermo superficial (Chow y Lang, 2001; Gilbert, 2003). Algunas

aves son animales precociales y otras son altriciales, los pollos son precociales y al



eclosionar tienen completamente desarrollada la capacidad de vision, ya no presentan
crecimiento por hiperplasia y tienen un escaso crecimiento hipertréfico, por lo que el ojo

de un pollo al dia uno post-natal esta totalmente desarrollado (Jones, et al. 2007).

1.3.1 Estructura y elementos oculares
Los ojos del pollo son anatémicamente muy similares al resto de los mamiferos, formados
de manera general por el iris, cristalino, cérnea, humor acuoso, pupila, humor vitreo, la
retina, coroides, nervio Optico y pecten, este ultimo no presente en mamiferos (Willis y
Wilkie, 1999). Las diferencias principales encontradas entre aves y mamiferos son: un
adelgazamiento de la cornea, abundantes musculos estriados que permiten un control
parcialmente voluntario de la pupila y una retina avascular que es alimentada
principalmente por la coroides subyacente y el pecten oculi, el cual es una extension de
la coroides formada por vasos sanguineos (Willis y Wilkie, 1999; Jones, et al. 2007). Los
ojos de los pollos ocupan mas del 50% de su cavidad craneal total, mucho mayor a lo
comunmente encontrado en mamiferos y en el caso especifico de los pollos, el volumen
de humor vitreo es equivalente a mas de dos tercios del volumen total del ojo (Willis y

Wilkie, 1999).

La retina es una extension del sistema nervioso central formado basicamente por tejido
nervioso sensible a la luz (Martin, 1985). Posee seis tipos de neuronas que a su vez
pueden dividirse en subtipos: Fotorreceptores (conos y bastones), células bipolares,
células amacrinas, células horizontales y células ganglionares, que junto con la glia de
Muller y astrocitos, se disponen en tres capas principales que pueden subdividirse: la

capa ganglionar que contiene a las células ganglionares, la capa nuclear interna que



contiene a las células bipolares, amacrinas y horizontales y se subdivide en la capa
nuclear interna y la plexiforme interna, y la capa externa que contiene a los
fotorreceptores y sus segmentos y se subdivide en la capa nuclear externa y plexiforme
externa; la parte mas externa de la retina es el epitelio pigmentado que se encuentra
posterior a la capa de los fotorreceptores (Cheng, et al. 2006; Masland, 2001). Cuando
se genera un dafio por excitotoxicidad, especificamente por inyecciones intraoculares
agudas de KA, que es un analogo al glutamato y activa sus receptores provocando una
sobreexcitacion y muerte principalmente por necrosis; las capas mayormente afectadas
son la nuclear interna y plexiforme interna, generando una pérdida de células amacrinas
(McGeer et al. 1978). Sin embargo, se ha observado que a dosis bajas (6 nmoles o
menos), solo se afectan las capas nuclear interna y plexiforme interna, pero a dosis de
mas de 60 nmoles, el dafio se extiende hacia la capa plexiforme externa y se genera
muerte de las células horizontales y bipolares ademas de las amacrinas (Morgan e

Ingham, 1981).

1.3.2 Ojo de pollo como modelo de investigacion
Los ojos del pollo han sido utilizados por décadas como modelo de investigacion para
entender las dinamicas y mecanismos del desarrollo de la retina, retinopatias diversas,
fendbmenos de neurogénesis y las respuestas celulares ante posibles tratamientos contra
patologias cuya aplicacion es facilitada ademas por la naturaleza avascular de la retina
(Wiedemann y Hanke, 1997; Vergara y Canto-Soler, 2012). Con solo seis tipos
neuronales, alto volumen de humor vitreo y un gran tamafo en proporcion al cerebro, los
ojos del pollo son la extensidn del sistema nervioso de mayor simplicidad y accesibilidad

(Agathocleous y Harris, 2009). Ademas, al pertenecer al grupo de endotermos con



mayores capacidades regenerativas, representan al modelo no mamifero mas util para
entender la dinamica de neuroregeneracion y su ausencia en mamiferos (Hamon, et al.
2016). Es por ello que crecientes estudios se han enfocado a dilucidar los mecanismos
moleculares del fendmeno de transdiferenciacion, proliferacion y diferenciacion de las
células gliales de Muller, que parecen ser la clave para la regeneracion aun imposible de
las neuronas de la retina en los mamiferos (Gallina, et al. 2014, Agathocleous y Harris,

2009).

1.4 Factores asociados a la neurorregeneracion y neuroproteccion
Numerosos estudios han mostrado la dinamica de expresion de genes y proteinas a
través del proceso de transdiferenciacion de las células gliales de Muller, ademas de
marcadores tipicos de proteccion y neurogénesis en la retina, que se encuentran
resumidos en la Tabla 1 y su medicion nos indica las acciones que el tratamiento con GH

tiene sobre la retina posterior a un dafo.



Tabla 1: Factores asociados a la neuroregeneracion en la retina de las aves

Nombre Descripcion Marcador Referencias
Discs large homolog 1 Proteina post-sindptica Sinaptogénico [Le Greves, et al., 2006;
(DLG1) Kumar, et al., 2014]
Neurexin 1 (NRXN1) Proteina sinaptica de Sinaptogénico [Uchigashima, et al.,
superficie celular 2019; Paraoanu, et al.,
2006]
Synaptosomal nerve- Proteina sinaptica de fusion Sinaptogénico [Fleming, et al., ,2018;
associated protein 25 de vesiculas Lawrence, et al, 2014,
(SNAP2S) Ulloa, et al. 2018]
Growth associated Proteina expresada en la Axogénico [Wang, etal., 2018,
protein 43 (GAP43) regulacion del crecimiento Leon, etal., 2000]
axonal
NR1 Subunidad del receptor a Sinaptogénico [Ramis, ef al., 2013,
NMDA (NMDA-R) Nylander, et al.,2016;
Elias, et al., 2018;
McAllister, 2000]
GRIK4 Subunidad del receptor a KA Sinaptogénico [Elias, et al., 2018;
(KA-R) McAllister, 2000; Lee, et
al., 2012]
Tumor necrosis factor Receptor pro-supervivencia Neurotrofico [Wajant y Siegmund,

receptor 2 (TNF-R2)

B-cell lymphoma 2 (Bcl-
2)

Brain-derived
neurotrophic factor
(BDNF)
Bone morphogenic
protein 4 (BMP4)

Fibroblast growth factor
(FGF2)

Sex determining Region
Y-box 2 (Sox2)
Achaete-scute homolog 1
(Ascll)

Notch Receptor 1
(Notchl)

Hes5

Proliferating cell nuclear
antigen (PCNA)

Proteina anti-apoptotica

Factor neurotréfico

Factor de crecimiento y
supervivencia

Factor de crecimiento

Factor de transcripcion
asociado a pluripotencialidad
Factor de transcripcion
asociado a desdiferenciacion
Receptor membranal de la
via de Notch

Factor de transcripcion
responsivo a via de Notch

Proteina de proliferacion

Anti-apoptotico

Neurotréfico

Neurotréfico

Proliferacion y
transdiferenciacion
Transdiferenciacion

Transdiferenciacion

Transdiferenciacion

Transdiferenciacion

Proliferacion

2019; Fontaine, et al.,
2002; Nakazawa, et al.,
2006]
[Martinez-Moreno, et al.,
2019; Wang, et al., 2018;
Leon, et al., 2000]
[Martinez-Moreno, et al.,
2018b, Mysona, et al.,
2017]

[Fischer, et al., 2004,
Todd, etal, 2017,
Seydewitz, et al., 2004]
[Liu, et al., 2019;
Fischer, et al., 2002]
[Gallina, et al., 2014,
Zelinka, et al., 2016]
[Elsaeidi, et al., 2018,;
Wilken y Reh, 2016]
[Elsaeidi, et al., 2018,;
Ghai, et al., 2010; Hayes,
et al.,, 2007; Mills y
Goldman, 2017; Li, et
al., 2018; Fleming, et al.,
2019]

[ Ghai, et al., 2010;
Hayes, et al., 2007; Mills
y Goldman, 2017; Li, et
al., 2018; Fleming, et al.,
2019]

[Fischer y Reh, 2000;
Boehm, et al, 2016 ]
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Il. HIPOTESIS
La administracion cronica intravitreal de hormona de crecimiento exdégena promueve la
neuroregeneracion y neuroproteccion posterior a un dafio agudo por excitotoxicidad en

la retina de pollo.
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Il. OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de la administracion cronica de GH después de un dafio excitotoxico
en la retina de pollo

Particulares

1) Determinar los efectos morfolégicos del dafio agudo con KA (20 ug) a 8, 15 y 21 dias
posteriores en la retina de pollo

2) Evaluar el efecto de la GH sobre marcadores neurotréficos, de proliferacion,
antiapoptoticos, sinaptogénicos y de transdiferenciacion después del dafo por
excitotoxicidad en la retina de pollo

3) Analizar el efecto de la GH sobre la proliferacion después del dafio excitotéxico en la
retina de pollo

4) Determinar cambios morfoldgicos inducidos por el dafio excitotoxico y el tratamiento

con GH en la retina de pollo
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IV. METODOLOGIA
4.1 Animales experimentales

Huevos fertilizados de 15 dias de dessarrollo de Gallus gallus (Raza Leghorn) fueron
donados por Pilgrim’s Pride (Querétaro, México) y se mantuvieron en incubacion a 39 °C
con humedad constante (IAMEX, México), con rotacion de un cuarto de revolucion cada
50 minutos hasta su eclosion. Posterior al tratamiento los pollos fueron sacrificados por
decapitacion de acuerdo a lo establecido por el comité bioético del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Todos los animales se
anestesiaron con una inyeccion subcuténea de xylazina (1 mg/kg) y ketamina (2.2 mg/kg)

previas a cada aplicacion de tratamientos.

4.2 Tratamientos y disefio experimental
Se llevaron a cabo tres protocolos distintos; para todos, la aplicacion de los tratamientos
con inyecciones intravitreales se realizaron en el ojo izquierdo, y los ojos derechos fueron
utilizados como grupo control. sin tratamiento. Todos los grupos en todos los
experimentos se mantuvieron en condiciones controladas con un ciclo de luz/obscuridad

12/12 y agua y alimento ad libitum.

El primer protocolo fue para la evaluacién morfométrica de la retina a los 8, 15 y 21 dias
posterior a una unica inyeccion intravitreal de KA (20 ug) en el dia posnatal uno (P1)
(Figura 1), en 12 animales en total; cuatro se sacrificaron al dia ocho, cuatro al dia quince

y cuatro al dia veintiuno
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Grupos  P1 P8 P15 P21

KA ka(2009) Sacrificio Sacrificio Sacrificio
Figura 1: Representacion esquematica como linea del tiempo del protocolo para evaluar la morfologia de

la retina después de un dafio agudo con kainato (KA) a 8, 15 y 21 dias. Unidades en microgramos (ug);

P: Posnatal.

El segundo protocolo se realizé para evaluar el tratamiento cronico de GH (300ng)
posterior a una unica inyeccion intravitreal de KA (20 ug) en el P1 (Figura 2). Este
protocolo se llevd a cabo dos veces, la primera para realizar morfometria y cuantificacion
de ARNm, y la segunda vez para realizar extraccion de proteinas y Western Blot. Al final
del experimento los grupos resultaron de tres individuos para el grupo de GH, cuatro para
el grupo de KA+GH y cinco para el grupo de KA en la primera repeticion, y en la segunda

repeticion de cuatro individuos por grupo.

Grupos P1 P2-P7 P9 P12 P14 P16 P21
GH Vehicle ~ GH (300ng) GH (300ng) GH (300ng) GH (300ng) GH (30ong)Sacrificio

KA KA (20ug) Vehicle Vehicle Vehicle Vehicle Vehicle

KA+GH = kA (20pg) GH (300ng) GH (300ng) GH (300ng) GH (300ng) GH (300ng)

Figura 2: Representacion esquematica como linea del tiempo del protocolo para evaluar el tratamiento

cronico con hormona de crecimiento (GH) en la retina después de un dafio agudo con kainato (KA) a 21

dias. Unidades en microgramos (ug) y nanogramos (ng); P: Post-natal.
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Por ultimo, se llevo a cabo un tercer protocolo para identificar la proliferacidon celular ante
el dafio con KA (20 ng) y con dafio y tratamiento crénico con GH (300 ng), a través del
uso de inyecciones de BrdU de manera intravitreal (1.V.) e intraperitoneal (I.P.) (Figura 3).

Todos los grupos fueron de cuatro individuos cada uno.

Grupos P1 P2-P4 P5 P6 P7 P8
Sacrificio
GH Vehicle GH (300ng) GH(300ng)  GH (300ng)  GH (300ng)
@ KA (20ug) Vehicle Vehicle Vehicle Vehicle

KA+GH KA (20ug) GH (300ng) GH (300ng)  GH(300ng)  GH (300ng)

+20 pg de +1.5mgde
BrdU (I.V.) BrdU (I.P.)
A todos los A todos los
grupos grupos

Figura 3: Representacion esquematica como linea del tiempo del protocolo para evaluar el tratamiento

cronico con hormona de crecimiento (GH) sobre la proliferacion en la retina después de un dafio agudo con
kainato (KA) a 8 dias. Unidades en microgramos (ug), miligramos (mg) y nanogramos (ng); P: Post-natal;

[.V. Intra vitreal; |.P.Intra peritoneal; BrdU: bromodesoxiuridina.

4.3 Colecta de ojos y procesamiento de las muestras
En el correspondiente dia de sacrificio se procedio a extraer los ojos completos de cada
animal. Para las muestras que serian utilizadas para histoquimica, los ojos se cortaron
longitudinalmente. Posteriormente se extrajo el vitreo y se fijaron en paraformaldehido al
4%, pH 7.4 durante 24 horas, después se lavaron dos veces con PBS (0.05 M buffer
fosfato salino, 195 mM NaCl, y 3 mM NaN3, pH 7.4) y se mantuvieron en sacarosa al

30% en PBS por al menos 24 horas y hasta el momento de realizar los cortes en criostato.
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Para las muestras que serian utilizadas para inmunohistoquimica, los ojos se cortaron
longitudinalmente. Posteriormente se extrajo el vitreo y se fijaron en paraformaldehido al
4% con 3% de sacarosa, pH 7.4 durante 25 minutos, después se enjuagaron con PBS y
se mantuvieron en sacarosa al 30% por al menos 24 horas y hasta el momento de realizar
los cortes. Para los ojos que serian utilizados para extraccion de ARN o cuantificacion de
proteinas, inmediatamente después de ser disectados se congelaron en hielo seco y se

almacenaron a -80 °C hasta ser utilizados para realizar las extracciones.

4.4 Extraccion de ARN total
A cada mitad de ojo le fue extraido el ARN total utilizando el kit Direct-zol RNA MiniPrep
(Zymo Research) de acuerdo a las indicaciones del fabricante: Se agreg6 1 ml de TRIZOL
a cada mitad de ojo en un tubo de ensaye, y se homogeniz6 con ayuda de un
homogenizador Polytron® durante 60 segundos. El homogenizado se centrifugd por dos
minutos a 10,000 rpm en una centrifuga (Sorvall RMC), se recuperé el sobrenadante y
se descarto el pellet. Del sobrenadante, se transfirieron 500 pl a un tubo eppendorf de
1.5ml, se agregaron otros 500 pl de TRIZOL y 200 pul de cloroformo. Posteriormente se
centrifugd durante diez minutos a 12,000 rpm a 5 °C. Después se colectaron 400 ul de
la fase acuosa y se transfirid a una columna con tubo colector donde se le adicionaron
200 pl de etanol (95-100%). La mezcla se centrifugd por un minuto a 5 °C a 10,000 rpm.
Posteriormente se agregaron 400 pl de amortiguador de lavado para ARN en la columna
y se centrifugd nuevamente por un minuto a 5°C a 10,000 rpm. Se aplicd luego un
tratamiento con ADNasa (Zymo Research DNase |) durante 15 minutos directo en las
columnas. Seguidamente se afiadieron 400 pl de solucion pre-lavado Directo-zol ARN a

la columna y se centrifugd a 5 °C a 10,000 rpm. El paso anterior se repitio dos veces. A
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continuacion se agregaron 700 ul de amortiguador de lavado de ARN a la columna y se
centrifugé a 5 °C por dos minutos a 12,000rpm. Posteriormente se desechd el tubo
colector y se transfirid la columna a un tubo estéril eppendorf de 1.5 ml. Se le agregaron
50 ul de agua libre de ARNasas y ADNasas directamente a la matriz y se centrifugd por
dos minutos a 5 °C a 10,000 rpm, obteniendo asi el ARN total. De cada muestra se

cuantificd el ARN utilizando el espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific).

4.5 Retrotranscripcion
A partir del ARN total extraido, se generd el ADN complementario de la siguiente manera:
de la cuantificacion del ARN, se obtuvo el volumen necesario para tener 1.5 mg de cada
muestra. Se agrego a cada muestra 1 pl de oligos DT (10 mM), 1 ul de dNTP’s, 1 pl de
hexameros y 8 pl de amortiguador de reaccion 5X (TRIS-HCL [50 mM, pH 8.3], KCI [75
mM], MgCl> [3 mM] y DTT [10 mM], esta mezcla se incubd a 65°C durante 5 minutos,
posteriormente se realizé un choque térmico colocandolos en hielo durante 5 minutos y
se agrego6 a cada muestra 0.25 ul de Inhibidor de ARNasas, 4 yl de DTT (0.1M) y 1ul de
transcriptasa reversa (200 U/pl Promega), y se incubaron a 42 °C por 60 minutos,
seguidamente a 70-°C por diez minutos y finalmente a 4 °C. Una vez terminado el ciclo,

los ADNc se mantuvieron almacenados a -20 °C.

4.6 PCR cuantitativa (qPCR)
Del ADNc obtenido, se realizaron PCRs en tiempo real agregando por muestra 5ul de
mezcla Maxima SYBR Green (Thermo Scientific) (Maxima Taq ADN polimerasa, dNTP’s

y amortiguador de PCR) 0.5 yl de los oligonucléotidos sentido y anti-sentido para el gen
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de interés (ver Tabla 1), 3 pl del ADNc diluido 1:3 para todos los genes excepto 18S, que
fue diluido 1:20, y 1ul de agua libre de ARNasas y ADNasas, dejando un volumen de
reaccion final de 10 pl. Las condiciones de amplificacion en el termociclador (Step one,
Real Time PCR System, Applied Biosystems Foster, CA, USA) fueron: diez minutos a 95
°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C,
seguidos de la amplificacién final a 95 °C por quince segundos y 60°C por un minuto. La
abundancia relativa de RNAm se calcul6 usando el valor Ct (Comparative threshold cycle)
y empleando la formula 2722CT (Livak y Schmittgen, 2001), expresando la cuantificacion
relativa a la media geométrica del RNAm del gen ribosomal 18S (Bas, et al. 2004; Kozera

y Rapacz, 2013).

Tabla 2: Lista de oligonucleétidos iniciadores (primers).

. \. s o - Numero de
Blanco Primer Secuencia (5’-3’) Tamafio ACCESO
cNotch1 Fwd GGCTGGTTATCATGGAGTTA 155bp NM_001030295.1
Rev CATCCACATTGATCTCACAG
cHes5 Fwd GGAGAAGGAGTTCCAGAGAC 171bp NM_001012695.1
Rev ATTTGCAGAGCTTCTTTGAG
cBDNF Fwd AGCAGTCAAGTGCCTTTGGA 167bp NM_001031616
Rev TCCGCTGCTGTTACCCACTCG
cASCL Fwd AGGGAACCACGTTTATGCAG 188bp NM_204412.1
Rev TTATACAGGGCCTGGTGAGC
cSox2 Fwd AGGCTATGGGATGATGCAAG 163bp NM_205188.2
Rev GTAGGTAGGCGATCCGTTCA
cFGF2  Fwd TGCAGCTTCAAGCAGAAGAA 173bp NM_205433.1
Rev CTTCCGTGACCGGTAAGTGT
cDLG1 Fwd ACCAGCCAGAAGAGATCCCT 162bp XM_025153616.1
Rev TGGAGTTACCTGCCGTGCTT
cBMP4 Fwd CGCTGGGAGACCTTTGATGT 153bp NM_205237.3
Rev CCCCTGAGGTAAAGATCGGC
cSNAP25 Fwd GCCTGCCCGTGTGGTAGAT 185bp NM_205458.1
Rev TCTGGCGATTCTGTGTGTCG
cNRXN1 Fwd CCACTCTGATCATTGACCGGG 392bp NM_001198975.1
Rev CGCCAGACCTTCCACATAGT
c18S Fwd CTCTTTCTCGATTCCGTGGGT 100bp M59389

Rev TTAGCATGCCAGAGTCTCGT
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cNR1 Fwd ACGGTCCCACCATACTCTCA 156bp NM_206979.1
Rev AGCCTTGGACTCTCTCTCCT
cGH Fwd CGCACCTATATTCCGGAGGAC 128bp NM_204359
Rev GGCAGCTCCATGTCTGACT
cGRIK4 Fwd AAATGTCCCAAGGAGGAGGACCAC 215bp XM_015298177.2
Rev AAACTGTCCTTGCAGAGGATGATG
TTGCGC

Fwd: Forward (sentido); Rev: Reverse (anti sentido).

4.7 Extraccion de proteinas
Los ojos previamente disectados y almacenados a -80 °C, se homogeneizaron en un
homogeneizador Polytron® junto con 300pl de Buffer de extraccion (HCL-Tris 0.05 M, pH
9.0 con Inhibidor de proteasas ProOmega). Se utilizo. el método de Bradford para
cuantificar la concentracion total de proteinas en los homogeneizados de retina
realizando una extrapolacién de valores a partir de una curva patrén de concentraciones
conocidas por duplicado, utilizando BSA (Albumina de suero bovino) en intervalos de
concentraciones de 0 a 20 pg/ml. El volumen usado para cuantificar las muestras fue de
800 pl y se le adicionaron 200 ul-del reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se dej6 incubar la
mezcla durante 20 minutos a temperatura ambiente y después se cuantific utilizando un

espectrofotometro de luz UV/Vis (Beckman Coulter DU 730) (Bradford, 1976).

4.8 Western Blot
Se cargaron 60 ug de proteina por muestra, determinados por la cuantificaciéon de
proteinas con el método de Bradford, en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico al 12.5% (SDS-PAGE) para realizar la electroforesis (150V hasta que el frente
llegara al fondo del gel). Se realiz6 la transferencia a membranas de nitrocelulosa (Bio-

Rad) aplicando corriente en humedo a 200 mA por dos horas. Las membranas se
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bloquearon con leche sin grasa al 5% (Bio-Rad) en buffer Tris-salino (TBS) por dos horas
a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con TBS dos veces por cinco minutos
y se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 3) diluido en TTBS (1X
TBS con 0.05% de Tween 20 [Bio-Rad]) con leche sin grasa al 1% durante toda la noche
en agitacion constante y temperatura ambiente. En seguida se lavaron las membranas
con TTBS tres veces por cinco minutos y se incubaron por dos horas con el anticuerpo
secundario correspondiente (Tabla 3) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP) diluido
en TTBS con leche sin grasa al 1%. Finalmente se lavaron una vez con TTBS y una vez
con TBS por dos minutos. Las bandas fueron visualizadas utilizando el reactivo de
deteccion de blottings ECL (Amersham-Pharmacia) en peliculas de autorradiografia
(Fujifilm). En todos los geles se utilizaron marcadores de peso molecular (Bio-Rad) como
referencia para determinar el peso molecular de las bandas detectadas. Las imagenes
de cada luminograma fueron capturadas con el equipo Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad) y
se analizaron por densitometria en el programa ImagelLab (Bio-Rad). La
inmunoreactividad de cada banda fue corregida a la inmunoreactividad de [B-actina
utilizada como control de carga en re-blots realizados para cada membrana.

Tabla 3: Lista de anticuerpos y diluciones

Blanco Animal/tipo Dilucién Marca No. Catalogo
Bcl-2 Ratén/policlonal 1:1000 Invitrogen 138800
B-Actina Ratén/monoclonal 1:5000 Santa cruz SC-47778
TNF-R2 Cabra/policlonal 1:1000 Santa Cruz SC-1072
GAP 43 Ratén/monoclonal 1:2000 Sigma-Aldrich GAP-7B10
BrdU Rata/monoclonal 1:100 Abcam AB-6326

IgG de raton  Cabra/HRP conjugado  1:6000 Abcam AB-20043
IgG de rata Cabra/ Alexa fluor 488  1:1000 Abcam AB-150157

IgG de cabra Conejo/HRP conjugado 1:6000 Life technologies 811620
IgG: Inmunoglobulina G
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4.9 Cortes histologicos
Las mitades de ojos previamente fijadas y procesadas, se congelaron y montaron con
OCT (TissueTek) en bloques de montaje de aluminio para criostato, orientados de
manera que se obtuvieran cortes sagitales. Se dejaron estabilizar a -20 °C por veinte
minutos y se procedié a obtener las secciones. De cada ojo, se obtuvieron un total de
nueve cortes de 15 uym utilizando un criostato (Leica CM3050 S) dispuestas de tres cortes
por portaobjetos en portaobjetos pretratados (Fisherbrand, Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Los portaobjetos se dejaron reposar 24 horas a 37 °C y posteriormente se

almacenaron a -20°C hasta ser utilizados para histoquimica o Inmunohistoquimica.

4.10 Tincion con Hematoxilina
Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina durante dos minutos, y posteriormente
enjuagados con agua destilada por cinco minutos. Se elimind el exceso de agua y se

montaron con Entellan® (MERCK).

4.11 Medicion de la retina
De cada corte se midi6 el grosor de las capas de la retina: capa de células ganglionares
(GCL), plexiforme interna (IPL), nuclear interna (INL), plexiforme externa (OPL), nuclear
externa (ONL), fotorreceptores (PR) y el grosor total (de fotorreceptores a capa de células
ganglionares), en un microscopio optico (Olympus BX51) con objetivo 20X. Todas las
mediciones de la misma retina fueron promediadas (tres mediciones por corte en nueve

cortes por muestra.
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4.12 Inmunohistoquimica
Los cortes se dejaron estabilizar a temperatura ambiente durante diez minutos,
posteriormente se le coloco al tejido una solucion de HCI 2M durante una hora para
realizar hidrdlisis del ADN. En seguida se lavaron con PBS 1X (10 mM PO43-, 137 mM
NaCl y 2.7 mM KCI, pH 7.4) dos veces y una vez con TPBS 1X (PBS 1X con 0.05%
TritonX). A continuacién se bloquearon con leche descremada (Bio-Rad) al 5% en PBS
durante 45 minutos. Se realizaron dos lavados con PBS 1X de cinco minutos y un lavado
con TPBS 1X de 5 minutos. Después de incubaron durante 24 horas a 4 °C con la solucion
del primer anticuerpo en leche descremada al 1% en TPBS (ver Tabla 2), dejando un
corte por portaobjetos como control negativo, sin el anticuerpo primario y unicamente con
la solucion de leche descremada al 1% en TPBS (se utilizd un plumén hidrofébico para
delimitar cada corte y evitar que las soluciones se mezclaran entre el control negativo y
los cortes con el anticuerpo primario). Transcurrido el tiempo de incubacién, se lavaron
tres veces con TPBS 1X. Posteriormente se incubaron por dos horas a temperatura
ambiente con la solucién del anticuerpo secundario en leche descremada al 1% con
TPBS 1X (Ver Tabla 2). Se levaron dos veces con TPBS e incubaron durante veinte
minutos con DAPI y luego se enjuagaron dos veces con PBS 1X. Finalmente se montaron

con glicerol al 100%.

4.13 Analisis estadistico
Para cada disefio experimental se utilizé el ojo izquierdo para aplicar el tratamiento y el
ojo derecho como control contralateral para calcular los cambios relativos (delta). Se

realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba de comparaciones
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multiples (post hoc Sidak) para cada grupo de resultados. Se tomé un valor de alfa de

0.05. Las barras de las graficas representan la media aritmética + el error estandar.
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V. RESULTADOS

5.1 Efecto excitotoxico del KA sobre la morfologia de la retina a los 8, 15 y 21 dias

posteriores al dafio

Las retinas fueron dafiadas en pollos de un dia postnatal, con una dosis aguda de KA (20
Mg) y colectadas a los 8, 15 y 21 dias posteriores a la inyeccion intravitreal de acuerdo al
protocolo de la Figura 1. El analisis histolégico de las retinas tefiidas con hematoxilina
(Figura 4H, |, J y K) muestran una clara disminucién (p < 0.0001) del grosor total (de
fotorreceptores a capa ganglionar [Figura 4G]) en comparacion al control a los tres
tiempos medidos, siendo esta diferencia dada por la disminucion en el grosor de las capas
nuclear interna (p < 0.0001 y p < 0.001), y plexiforme interna (p < 0.0001) (Figura 4E y
F) con respecto al control. En ninguna otra capa se observé una disminucion del grosor

y no hubo diferencias entre los grupos de los diferentes tiempos (Figura 4A, B, C y D).
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Grosor en pm

Capa de células ganglionares (GCL) Capa plexiforme externa (OPL) Capa nuclear externa (ONL) Capa de fotorreceptores (PR)
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Figura 4. Efectos del dafio agudo con kainato (KA) en la morfologia de retinas de pollo evaluadas a 8, 15
y 21 dias posteriores a la inyeccion intravitreal de KA (20ug). Se muestra el promedio del grosor de las
capas (A) Capa de células ganglionares (GCL), (B) Capa plexiforme externa (OPL), (C) Capa nuclear
externa (ONL), (D) Capa de fotorreceptores (PR), (E) Capa plexiforme interna (IPL), (F) Capa nuclear
interna (INL) y(G) el grosor total de la capa de fotorreceptores a la capa de células ganglionares. Los
imagenes representativas muestran (H) Una retina control no dafiada, () Retina a 8 dias posteriores del
dano con KA (J) Retina a 15 dias posteriores del dafio con KA y (K) Retina a 21 dias posteriores del dafio
con KA. Las barras representan la media aritmética + el error estandar (n=4 analizado por triplicado). Los
asteriscos indican diferencias significativas en comparacion al control (***, p < 0.001; ****, p < 0.0001)

determinado por ANOVA de una via y Sidak como prueba post-hoc para mdltiples comparaciones.
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5.2 Efecto del tratamiento cronico con GH sobre la morfologia de la retina dafiada por
excitotoxicidad con KA
Las retinas de pollos a 1 dias post-natal fueron dafadas con una unica inyeccion
intravitreal de KA (20 ug) y tratadas con 10 inyecciones intravitreales de GH (300 ng por
dosis) a lo largo de tres semanas, de acuerdo al protocolo establecido en la Figura 2. Los
cortes se tifieron con hematoxilina y se midieron las capas de la retina. Al analizarlas se
observa una clara desorganizacién de la estructura celular de las capas nuclear interna
y nuclear externa en el grupo de KA en comparacion al control, parcialmente recuperadas
en el grupo de KA+GH (Figura 5A). Se observa una disminucidn significativa en el grupo
de KA comparado al control en el grosor de la capa nuclear interna (p < 0.0001) y
plexiforme interna (p < 0.0001) asi como el grosor total de los fotorreceptores a la capa
de células ganglionares (p < 0.0001) sin embargo, en las mismas capas, el grupo de
KA+GH recupera parcialmente el grosor, aumentandolo significativamente en
comparacion al grupo de KA (p <0.05 y p <0.0001) (Figura 5D, C y H). Por otro lado, las
capas de células ganglionares (p< 0.01), nuclear interna (p < 0.001) y el total de
fotorreceptores a capa de células ganglionares (p < 0.05) mostraron un aumento
significativo en el grosor con el tratamiento solo de GH (Figura 5B, D y H). La capa nuclear
externa (Figura 5F) mostré un aumento significativo tanto para el grupo de KA como para
KA+GH en comparacion al control (p < 0.05). La capa de fotorreceptores mostré un

aumento significativo en el grupo de KA (p < 0.05), disminuido comparado con el grupo
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Grosor en pym

de KA+GH (p < 0.001) (Figura 5G). La capa plexiforme externa no mostr6 diferencias

para ninguno de los grupos (Figura 5E).
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Figura 5. Efecto del tratamiento crénico con hormona de crecimiento (GH) después de dafio excitotoxico
agudo con kainato (KA) en retinas de pollo. Se muestran (A) imagenes representativas del analisis
histoldgico en cortes tefiidos con hematoxilina de un grupo control (ojo derecho), el grupo con GH, el grupo
dafnado con KA y el grupo con el tratamiento neuroprotector (KA+GH) (Tratamientos aplicados en los ojos
izquierdos). Las graficas muestran el promedio del grosor de las capas (B) Capa de células ganglionares
(GCL), (E) Capa plexiforme externa (OPL), (F) Capa nuclear externa (ONL), (G) Capa de fotorreceptores

(PR), (C) Capa plexiforme interna (IPL), (D) Capa nuclear interna (INL) y (H) el grosor total de la capa de
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fotorreceptores a la capa de células ganglionares. Las barras representan la media aritmética + el error
estandar (n=3, 4 o 5; analizados por ftriplicado). Los asteriscos indican diferencias significativas en
comparacion al control (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001) y el simbolo numeral
representa diferencias significativas entre grupos(#, p < 0.05; ##, p < 0.001; ##HH#, p < 0.0001)

determinado por ANOVA de una via y Sidak como prueba post-hoc para muiltiples comparaciones.

5.3 Efecto del tratamiento cronico con GH sobre factores de supervivencia y

neurotroficos, y la expresion endégena de GH

Los efectos de la GH sobre factores de crecimiento, neurotréficos y la expresion
endogena de GH después de un dafio con KA se exploraron mediante qPCR y Western
blot de diferentes moléculas (Figura 6). Puesto que las actividades de supervivencia de
TNFa estan mediadas por el receptor TNF-R2, se midi6é la inmunoreactividad de este,
mostrando una disminucién significativa en el grupo de retinas dafiadas con KA (p < 0.01),
el grupo de KA+GH restaurd los niveles control del mismo (Figura 6A, B). La
inmunoreactividad de Bcl-2 incremento significativamente (p < 0.05) para el grupo de
KA+GH en comparacién con el grupo de KA (Figura 6A, C).

De la misma manera, la expresion del ARNm de BDNF increment¢ significativamente en
el grupo de KA+GH en comparacion con el grupo control (p < 0.001) (Figura 6D). La
expresion del ARNm de BMP4 incremento significativamente unicamente en el grupo con
solo el tratamiento con GH en comparacién al control (p < 0.05), pero no se mostré
diferencias cuando aplicada la GH en conjunto con el dafio (Figura 6E). La expresion
endogena del ARNm de GH se incremento significativamente en respuesta al dafio con
KA en comparacién al control (p < 0.0001), esta diferencia desaparecioé cuando el dafio

fue tratado con GH en el grupo KA+GH (Figura 6F).
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Figura 6. Efecto del tratamiento con hormona de crecimiento (GH) después de dafo excitotoxico con
kainato (KA) sobre la inmunoreactividad de Bcl-2 y TNF R2, y la expresion del ARNm de BDNF, BMP4 y
GH. Se muestran (A) luminogramas representativos para Bcl-2 y TNF-R2 para cada grupo experimental y
el control de carga (B-Actina) con base al cual se realizd la normalizacion. Los nimero 1, 2 y 3 representan
diferentes muestras. El analisis por densitometria de las bandas se ilustra en las graficas (B) TNF-R2 y (C)
Bcl-2. La expresion relativa de los ARNm de (D) BDNF, (E) BMP4 y (F) GH se determiné mediante RT-
gPCR vy se corrigio utilizando el valor Ct en la férmula 2722CT al valor del gen ribosomal 18s. Las barras
representan la media aritmética + el error estandar (n=3, 4 o 5; analizados por duplicado). Los asteriscos

indican diferencias significativas en comparacion al control (¥, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p <
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0.0001) y el simbolo numeral representa diferencias significativas entre grupos (#, p < 0.05; ##H#, p <

0.0001) determinado por ANOVA de una via y Sidak como prueba post-hoc para muiltiples comparaciones.

5.4 Efecto del tratamiento cronico con GH sobre la expresion de factores de

transdiferenciacion y proliferacion

Se analizaron marcadores de transdiferenciacion para explorar los. efectos
neuroregenerativos de la GH después del dano excitotoxico con KA (Figura 7). Se
observo un incremento significativo en la expression del ARNm de FGF2 y Sox2 en el
grupo de KA+GH en comparacion al grupo dafiado con KA (p.<0.05y p < 0.01) (Figura
7A y B). Los tratamientos con GH o KA no tuvieron diferencias con el control. Para
determinar la activacion de la via de senalizacion de Notch, se determinaron los niveles
expresados del ARNm para Notch1 y Hes5. Estos mostraron un incremento significativo
en el grupo de Ka+GH en comparacion. al grupo tratado con KA (p < 0.0001 y p < 0.001),
ademas, la expresion de Hes5 disminuy6 dramaticamente (p < 0.01) en el dafio con KA
en comparaciéon al control, mientras que el tratamiento con KA+GH incrementd

significativamente su expresion en comparacion al control (p < 0.001) (Figura 7Dy E). La

30



expression de los ARNm e Ascl1 y PCNA no mostraron diferencias significativas para

ningun grupo (Figura 7C y F).
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Figura 7. Efecto del tratamiento con hormona de crecimiento (GH) sobres la expresion del ARNm de

FGF2, Sox2, ASCL1, Notch1, Hes5 y PCNA en retinas dafiadas por excitotoxicidad aguda con kainato

(KA). Las graficas muestran la expresion relativa del ARNm de (A) FGF2, (B) Sox2, (C) ASCL1, (D) Notch1,

(E) Hes5 y (F) PCNA, determinada mediante RT-qgPCR corregida utilizando el valor Ct en la formula 2724€T

al valor del gen ribosomal 18s. Las barras representan la media aritmética + el error estandar (n=3, 4 0 5;

analizados por duplicado). Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion al control (*, p

<0.05;**, p<0.01; ***, p<0.001) y el simbolo numeral representa diferencias significativas entre grupos(#,

p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001 ####, p < 0.0001) determinado por ANOVA de una via y Sidak como

prueba post-hoc para multiples comparaciones.
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5.5 Efecto del tratamiento cronico con GH sobre marcadores sinaptogénicos y

receptores a glutamato

Se analizo el efecto del tratamiento con GH sobre diversos marcadores sinaptogénicos y
los receptores a glutamato NMDA y KA por medio de RT-qPCR o Western Blot (Figura
8). La expresion del ARNm de la proteina post-sinaptica DLG1 se incrementd
significativamente (p < 0.05) en el grupo correspondiente a KA+GH (Figura 8A). De igual
manera el ARNm de la proteina presinaptica NRXN1 se vié contundentemente elevado
en el grupo de KA+GH en comparacién al control (p < 0.0001) y al grupo de KA (p < 0.01)
(Figura 8B). Por otro lado, los niveles del ARNm del componente post-sinaptico SNAP25
incrementaron significativamente (p < 0.01) solamente en el grupo de KA en comparacion
al control (Figura 8C). Para los receptores a glutamato NMDA y KA, medidos a través del
ARNm de las subunidades NR1 y GRIK4, los grupos de KA y KA+GH mostraron
aumentos significativos en comparacion al control (p < 0.05 y p < 0.0001), ademas la
administracion de GH después del dafio ocasiond aumentos aun mayores en
comparacion al grupo solamente dafiado con KA (p < 0.001 y p < 0.0001), por otro lado,
la GH por si sola disminuyé el ARNm de GRIK4 (p < 0.05) (Figura8 E y F). Por ultimo,
mediante Western Blot, se observé un incremento en la inmunoreactividad de la proteina
GAP 43 en el grupo dafnado y tratado con GH (KA+GH) con respecto al grupo control (p

< 0.05) (Figura 8D).
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Figura 8. Efectos del tratamiento con hormona de crecimiento (GH) sobre la expresiéon del ARNm de

DLG1, NRXN1, SNAP25, NR1 y GRIk4, y la inmunoreactividad de GAP43, después de dafio excitotoxico
con kainato (KA) en retinas de pollo. Se muestra la expresion relativa de (A) DLG1, (B) NRXN1, (C)
SNAP25, (E) NR1 y (F) GRIK4, determinada mediante RT-gPCR corregida utilizando el valor Ct en la
formula 2724€T al valor del gen ribosomal 18s.La inmunoreactividad de (D) GAP43 fue analizada mediante
densitometria y noramlizada al control de carga B-actina, los nimeros 1,2 y 3 representan diferentes
muestras, se presentan luminogramas representativos para cada grupo. Las barras representan la media

aritmética + el error estandar (n=3, 4 o 5; analizados por duplicado). Los asteriscos indican diferencias
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significativas en comparacion al control (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ****, p < 0.0001) y el simbolo numeral
representa diferencias significativas entre grupos (##, p < 0.01; ##, p < 0.001 ###, p < 0.0001)

determinado por ANOVA de una via y Sidak como prueba post-hoc para multiples comparaciones.

5.6 Efecto del tratamiento cronico con GH sobre la proliferacion celular
Se determind el efecto proliferativo de la GH después de dafno excitotdéxico con KA por
medio de marcaje con BrdU conforme al protocolo establecido en la Figura 3 (Figura 9).
Las flechas sefialan células positivas a BrdU en cortes de retina (Figura 9 B-P). Una
semana posterior al dafo, encontramos un aumento notorio del numero de células
positivas a BrdU en los grupos de KA (Figura 9A, H-J) y KA+GH (Figura 9A, K-M) en
comparacion al control (Figura 9A, B-D) (p < 0.0001), que no mostrdé ninguna célula
positiva. Esta proliferacion se vio aumentada cuando el dafo se traté con GH (KA+GH)
en comparacion al grupo solamente danado con KA (p < 0.05) (Figura 9A). Los controles
negativos incubados sin el anticuerpo primario no mostraron ninguna célula positiva a
BrdU (Figura 9N-P). El tratamiento unicamente con GH muestra un bajo porcentaje de
células positivas a BrdU, sin embargo, no es estadisticamente significativo (cuando
analizado por ANOVA de una via y Sidak como prueba post-hoc para mdltiples

comparaciones) (Figura 9A, E-G).
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Figura 9. Efectos proliferativos del tratamiento con hormona de crecimiento (GH) en retinas dafiadas por
excitotoxicidad con kainato (KA) mediante marcaje de inmunoreactividad a BrdU. (A) Células positivas a
BrdU por grupo, cuantificadas como porcentaje relativo en relacion a las células totales marcadas con DAPI.
Se muestran imagenes representativas de cortes de retina para cada grupo, en azul (C, F, | y J) marcaje
con DAPI, en verde (B, E, H y K) la inmunoreactividad a BrdU y (D, G, J y M) la unién de ambos canales.
N, O y P muestran el control negativo sin anticuerpo primario. Las flechas sefialan marcaje positivo y co-
localizacion de BrdU con DAPI. Las barras de cada panel representan 40um de largo. Las barras
representan la media aritmética + el error estandar (n= 4; analizados por triplicado). Los asteriscos indican

diferencias significativas en comparacion al control (****, p < 0.0001) y el simbolo numeral representa
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diferencias significativas entre grupos (#, p < 0.05) determinado por ANOVA de una via y Sidak como

prueba post-hoc para multiples comparaciones.
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VI. DISCUSION

El presente estudio explor6 los efectos del tratamiento cronico con hormona de
crecimiento (GH) en la retina de pollo dafiada por excitotoxicidad con kainato (KA) a tres
semanas del dafno a través de la evaluacion de la expresidn de marcadores
sinaptogeénicos, neuroprotectores, de supervivencia, receptores a glutamato y factores
relacionados con la activacion de la via de Notch y al proceso de transdiferenciacién de
las células gliales de Mduller; proceso que se relaciona con la neuroregeneracion de la
retina en aves y otros grupos de vertebrados. También, se exploré la influencia de la GH
sobre la proliferaciéon basal provocada por un dafio excitotoxico con KA a ocho dias
posteriores, y se determind la morfometria de la retina dafiada con KA a los ocho, 15y
21 dias después del dafo. Los resultados obtenidos, muestran por primera vez un efecto

positivo de la GH sobre la neuroregeneracion de la retina de pollo.

El primer acercamiento para corroborarun efecto de la GH sobre el dafio excitotoxico fue
a través de la observacion de la morfologia retiniana. Se ha reportado que la GH y otros
factores de crecimiento actian eficazmente como neuroprotectores y previenen el dafo
neurotoxico evitando la muerte celular y disminucién del grosor de las capas plexiforme
interna y nuclear interna, las cuales son las principalmente dafadas cuando existe
excitotoxicidad por KA (Morgan e Ingham, 1981; Martinez-Moreno, et al. 2016; Martinez-
Moreno, et al. 2018b; Fleming, et al. 2018). Se comprobd que no existe ningun tipo de
recuperacion en la morfologia de la retina después de el dafio excitotoxico a los 8, 15y
21 dias posteriores, sin embargo, por primera vez se reporta que el tratamiento crénico
con GH después del dafo, con diez dosis durante tres semanas, es capaz de recuperar

parcialmente el grosor de las capas mas severamente dafiadas por el KA: la capa

37



plexiforme interna (IPL) y capa nuclear interna (INL). La capa plexiforme interna, al estar
formada principalmente por conexiones dendriticas de las neuronas bipolares, amacrinas
y ganglionares, representa una estructura fundamental para el correcto funcionamiento
de la transmisidn de impulsos nerviosos hacia el nervio éptico y por tanto, una correcta
capacidad de vision (Balasubramanian y Gan, 2014). La GH tiene acciones neurotroficas
conocidas, in vitro e in vivo se ha comprobado que promueve la transcripcién de genes
relacionados con la neuroproteccion y previene la degeneracién de axones (Bianchi, et
al. 2017; Martinez-Moreno, et al. 2018b; Fleming, et al. 2019). Esto concuerda con lo
observado en la restauracion parcial de la IPL, que -ademas puede sugerir una
regeneracion incompleta de interconexiones neuronales, como se ha observado en el
tratamiento de distintos tipos de dafos nerviosos al aplicar tratamiento con GH (Nyberg
y Hallberg, 2013; Martinez-Moreno, et al. 2018b; Devesa, et al. 2018). Aunado a esto,
observamos un aumento significativo en la expresion de BDNF con el tratamiento de GH;
BDNF es una neurotrofina clasica expresada en todo el sistema nervioso, la cual se ha
visto que es responsiva a la GH en las células ganglionares de la retina (Martinez-
Moreno, et al. 2018b). Las acciones protectoras de BNDF son amplias y por lo tanto se
especula que juega un papel importante en la regeneracion observada por morfometria,
pues ademas se ha observado que en conjunto con CNTF regulan la formacion de
MGPCs en laretina de pollo (Fischer, et al. 2004). BMP4 se sabe que puede actuar como
factor de supervivencia y protector en el sistema nervioso, sorprendetnemente la GH por
si sola promueve su expresion en la retina, pero no cuando se aplica en conjunto con
dafio por KA (Fischer, et al. 2004). Otros factores protectores y de supervivencia
explorados, fueron TNF-R2 y Bcl-2; el papel de TNF R2 es controversial en cuanto a su

relacion con muerte o supervivencia, sin embargo, creciente evidencia parece mostrar
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que, salvo ciertas condiciones celulares, en general TNF R2 esta involucrado con el papel
protector en la retina a través de TNFa (Fontaine, et al. 2002; Nakazawa, et al. 2006). Se
observé que los niveles control de TNF-R2 se restauraron con el tratamiento con GH en
condiciones de dano. Por otro lado, la proteina antiapoptética por excelencia Bcl-2, se vid
incrementada con el tratamiento con GH, complementando evidencia ya existente de que
la GH promueve efectos antiapoptéticos mediados por esta proteina (Alba-Betancourt, et
al. 2013; Luna-Acosta, et al. 2015; Martinez-Moreno, et al. 2016). Analizando la expresion
retiniana de GH, se observo que ante el dafio con KA hay un gran aumento en la
expresion de la misma, por lo que probablemente la GH enddgena participe en el proceso
normal de regulacién de las células progenitoras derivadas de la glia de Muller (MGPCs)
y regeneracion ante un dafo excitotdxico. Es importante destacar que la expresion local
de GH es extremadamente baja, por lo cual no es suficiente para promover un proceso
regenerativo como el observado por la administracion de GH exdgena. Este incremento
de la expresion de GH en la retina concuerda con lo ya reportado en el modelo de iguana
verde (Iguana iguana) ante dano excitotoxico inducido por la administracién intravitreal

de KA (Avila-Mendoza, et al- 2016).

En adicién a'los efectos protectores y de supervivencia mediados por la GH, exploramos
los efectos sobre los cambios de expresion de marcadores sinaptogénicos. DLG1, el
homologo de las aves para DLG4, que en mamiferos codifica para la proteina PSD95,
mostré aumento con el tratamiento con GH después del dafio, esto es consistente con
previos reportes en los que se evalud la inmunoreactividad de la proteina PSD95 en
retinas dafiadas con KA, relacionando esto con efectos neuroprotectores puesto que

PSD95 es una proteina post-sinaptica del tipo scaffold comunmente encontrada en
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asociacion a receptores a glutamato en sinapsis excitatorias (Kumar, et al. 2014; Fleming,
et al. 2018). NRXN 1 es una molécula presinaptica de adhesion, y su presencia en el
sistema nervioso central asi como su papel durante la formacién de sinapsis esta bien
establecida (Uchigashima, et al. 2019). Sin embargo, esta es la primera vez que se
reporta la expresion de NRX1 en la retina de pollo, la cual parece estar relacionada con
los efectos sinaptogénicos pormovidos por la GH, mostrando una alta regulacion con el
tratamiento después del dafno. GAP43 también mostré un incremento con el tratamiento
de GH, esta proteina es un marcador de crecimiento axonal. EI aumento de GAP43
inducido por GH ya se habia reportado in vitro en la linea celular derivada de neuroretina
de codorniz QNR/D, ademas se ha desmotrado que es una proteina muy importante
posterior al dafio y apoptosis en la retina, pues su inhibicion incrementa la muerte celular
en lesiones de la retina (Fleming, et al. 2016; Wang, et al. 2018). Los receptores a
glutamato fueron evaluados a través de la expresion del ARNm de las subunidades NR1
para NMDA y GRIK4 para KA, estos mostraron un incremento con el dafio con KA, y un
mayor aumento con el tratamiento de GH posterior al dafio, esto nos hace pensar que los
receptores a glutamato estan involucrados positivamente en el proceso de regeneracion
y mediacion del dafio en la retina, seguramente relacionado con las funciones ya
reportadas de los mismos con respecto a crecimiento de neuritas y formacion de sinapsis
(McAllister, 2000; Lee, et al. 2012; Elias, et al. 2018). Contrario a lo encontrado en
estudios previos que muestran una inhibicién considerable de SNAP 25, una proteina
presinaptica, a corto tiempo después de un dafio excitotoxico con KA, nosotros
encontramos que a tres semanas del dafio, hay una regulacién a la alta con el dafio con
KA, mientras que la GH no ejerce ningun efecto sobre esta, en concordancia con estudios

previos donde tampoco se encontro efecto (Fleming, et al. 2018).

40



Existe amplia evidencia de que el dafo excitotoxico inducido por la inyeccion intravitreal
de agonistas de receptores al glutamato en el dia postnatal 1 en la retina de pollo es
capaz de inducir el proceso de transdiferenciacion de las células gliales de Muller; en el
que estas se desdiferencian y vuelven a entrar al ciclo celular, para de nuevo proliferar
en un intento insuficiente por reparar el dano provocado por la excitotoxicidad (Gallina, et
al. 2014). Este proceso, si el dafio es agudo, cesa significativamente después de 14 dias,
parando la proliferacion y probablemente sin ninguna reparacion funcional del tejido
(Fischer y Reh, 2001). Diversos factores son regulados positivamente para permitir la
transicion de ceélulas gliales a células progenitoras derivadas de la glia de Mduller
(MGPCs), entre ellos un factor fundamental es Sox2 (Zelinka, et al. 2016). Las MGPCs
son capaces de proliferar pero no logran re-diferenciarse en neuronas funcionales que se
reintegren al tejido como ocurre en peces, y a tres semanas posteriores al dafo
excitotoxico (como en nuestro modelo) el proceso de transdiferenciacion y proliferacion
ya deberia haber terminado..De acuerdo a nuestros resultados, el tratamiento con GH
logra prolongar los niveles del ARNm de Sox2 y de FGF2, el cual es un factor de
crecimiento también importante para la transdiferenciacion y ademas factor promotor de
proliferacion, lo que nos lleva a especular que pasadas tres semanas del dafo, el fenotipo
progenitor de la glia de Muller podria seguir presente, extendido gracias al tratamiento
con GH, cuando con solo el dafo inducido con KA a este tiempo ya no parece haber el
fenotipo a pesar de que en las primeras etapas del dafio si se genera la
transdiferenciacion (Gallina, et al. 2014; Zelinka, et al. 2016; Liu, et al. 2019). No podemos
afirmar que estos factores provengan directamente de las células gliales de Mdller, sin

embargo, existe mucha evidencia de que la expresion de Sox2 se relaciona
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principalmente con las células gliales de Muller, ademas se ha utilizado como marcador
para identificar MGPCs después de daino excitotoxico con NMDA (Hayes, et al. 2007;

Zelinka, et al. 2016).

De igual manera, se ha visto que la activacion de la via de Notch juga un papel
muy importante para el proceso de transdiferenciacion de la glia de Muller, y -aunque
existe evidencia controversial sobre si promueve o inhibe el proceso, parece ser que todo
recae en los tiempos de activacion, el grupo de vertebrados del cual se trate y las
condiciones celulares bajo las cuales se da la activacion (Schweisguth, 2004; Hayes, et
al. 2007; Ghai, et al. 2010). En nuestro caso, encontramos una regulacion positiva
importante cuando el dafio fue tratado con GH, esto se suma a reciente evidencia que
establece que la activacién de la via de Notch es esencial para la neuroproteccién contra
dafio excitotoxico con KA, y esta proteccion se ve considerablemente disminuida cuando

se bloquea la via de Notch con DAPT (Fleming, et al. 2019).

Finalmente, se midié la expresion de PCNA para evaluar proliferacion, sin
embargo, no se encontraron diferencias para ningun grupo; esto coincide con el hecho
de que a 14 dias posteriores al dafio, baja contundentemente la proliferacién de la retina
(Gallina, et al. 2014). Basandonos en esto y en que el pico de proliferacion reportado por
Gallina, et al. 2014 después de un dafo excitotoxico fue a los ocho dias, se realizo el
protocolo con BrdU para observar proliferacion de acuerdo a dichos tiempos. Aqui, se
encontré como era de esperarse, una gran proliferacion después del dafio, incrementada
aun mas por el tratamiento con GH, sin embargo, es el primer reporte de proliferacion en

la retina con solamente aplicacion de GH, por lo que un porcentaje pequefo de la
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proliferacion observada en el grupo de KA+GH, podria ser de células no relacionadas al

proceso de regeneracion. Hasta ahora, no se ha podido identificar ni inducir la reconexion

funcional de estas células al circuito neuronal de la retina. Este trabajo presenta nuevos

datos relacionados con el proceso de transdiferenciacion de la retina de pollo, ademas,

reporta el papel positivo que tiene la GH como factor neuroprotector y promotor de

neuroregeneracion después del dafio excitotoxico en la retina de pollo. Estos datos

pueden ayudar a dilucidar los factores clave para poder llegar a promover una

regeneracion de la retina completa en aves o mamiferos asi como los procesos

moleculares que ocurren durante este proceso.

En la Tabla 4, se presenta un resumen de los resultados obtenidos para cada marcador

y tratamiento.

Tabla 4: Efecto de la hormona de crecimiento (GH) sobre la expresion de marcadores de

regeneracion después del dafo excitotéxico inducido con kainato (KA)

Respuesta por tratamiento

GHvs C KA vs C KA+GHvs C  KA+GH vs
KA
DLG1 s/e s/e ™M s/e
NRXN1 s/e s/e MMM ™~
Sinaptogénicos SNAP25 s/e ™~ s/e s/e
GAP43 s/e J M s/e
NR1 s/e M1 ™~ ™~
GRIK4 ¥ T ~Mr ~m1r
TNF-R2 s/e N s/e s/e
Pro-supervivencia Bcl-2 s/e s/e s/e »
BDNF s/e s/e MM s/e
BMP4 M s/e s/e s/e
FGF2 s/e s/e ) ™~
Sox2 s/e s/e RN T
Transdiferenciacion Ascll s/e s/e s/e s/e
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Notchl s/e s/e s/e M1
Hes5 s/e N2 M1 "Mt
PCNA s/e s/e s/e s/e

s/e: sin efecto; Regulacion postiva: P (P <0.05); M (P <0.01); M (P <0.001); MMM
(P <0.0001); Regulacidn negativa: 4 (P <0.05); ¥4 (P <0.01).
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VII.CONCLUSION

El tratamiento crénico con GH en la retina de pollo dafnada por excitotoxicidad inducida
con KA fue capaz de recuperar parcialmente el grosor de la capa nuclear interna y la capa
plexiforme interna, y promovio el incremento de receptores a glutamato (KA y NMDA),
factores antiapoptéticos (Bcl-2, TNF R2 y BDNF), factores sinaptogénicos (GAP 43,
NRXN 1 y DLG1) y marcadores de transdiferenciacion (FGF2 y Sox2), ademas de la
proliferacion celular. Estos resultados apoyan la idea de que la GH promueve la

regeneracion de la neuroretina después de un evento neurotoxico.
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