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Resumen

Propdsito

El propdsito de esta tesis fue investigar algunos de los mecanismos que protegen a los
fotorreceptores. Trabajos anteriores de nuestro laboratorio sefialaron el compromiso del
sistema endotelinérgico en la degeneracion de la retina inducida por luz. Otros grupos
demostraron que, en el raton, la expresion de los genes de endotelina-2 (Edn2), factor
inhibidor de la leucemia (Lif) y factor de crecimiento fibroblastico 2 (Fgf2) integraban
una respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores. Por otra parte, se sabe que los
glucocorticoides pueden proteger a los fotorreceptores expuestos a niveles no
fisiologicos de iluminacion. Dado que en otros tejidos se conocen interacciones entre
los glucocorticoides y la expresion de endotelinas, pensamos que la administracion de
glucocorticoides o la inhibicion de su receptor podrian dar informacion sobre el

funcionamiento de la respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores.

Objetivos

1. Estudiar la distribucion del receptor de glucocorticoides (GR) y de sus formas
fosforiladas (p-Ser 211-GR y p-Ser 203-GR) en la retina normal y después de
intervenciones farmacolégicas que modifican la sefializacion dependiente de
glucocorticoides.

2. Determinar si el blogueo de efectos provoca lesiones de dichas células. La
confirmacion de esta hipdtesis nos permitiria contar con un modelo para evaluar las
modificaciones producidas por un agonista (dexametasona, DEX) y un antagonista
(mifepristona, MFP) sobre los niveles de proteinas involucradas en la muerte celular

programada, los factores de supervivencia y el sistema endotelinérgico.

3. Comparar la respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores inducido por MFP,
con el patrén de la respuesta al dafio de los fotorreceptores provocado por exposicion a

la luz.

Resultados y conclusiones

Todos los estudios fueron realizados en ratones de la cepa Balb-c, machos. La

localizacion inmunohistoquimica de los GRs y de sus formas fosforiladas sugirio que,



ademas de la conocida accion gendmica de los glucocorticoides, estos podrian también

ejercer acciones no genémicas sobre los componentes de la cadena de fototransduccion.

En condiciones basales, DEX aument6 la proteina Bcl-X., una molécula anti-
apoptética. Por el contrario, MFP indujo dafio selectivo de los fotorreceptores, con
descenso de Bcl-Xv, aparicion de un ejecutor de la muerte, la caspasa-3 clivada (CC-3),
la fragmentacion del ADN (TUNEL) y la activacion de su reparacion. Finalmente,
desaparecié un numero significativo de fotorreceptores. Al correlacionar estos estados
con la expresién de endotelinas (Ednl, Edn2 y Edn3), sus receptores (Ednra y Ednrb),
Fgf2 y Lif distinguimos dos modos de respuesta. Uno de mantenimiento, dependiente
de glucocorticoides, con aumento en la expresion de Ednl, Edn3, Ednra, Ednb y Fgf2; y
un modo de rescate, blogueado por los corticoides y activado por MFP, con aumento en
la expresion de Edn2, Lif, y Fgf2. Este ultimo factor parece ser el efector comun de

ambos modos de respuestas.

En la degeneracion inducida por luz, el patrén de activacion de estas moléculas sugirid
la activacion de ambos modos de respuesta. En las retinas protegidas por DEX, los
resultados fueron compatibles con la sobreactivacion del modo de mantenimiento y
bloqueo del modo de rescate. En las retinas expuestas a la luz, la administracion de
MFP agravé el dafio, es decir, que los mecanismos de supervivencia no eran
funcionales. Aunque en estas retinas aparecia activado el modo de rescate, la expresion
de Fgf2 estaba reducida. La falla del modo de rescate puede atribuirse a un defecto en la
sefializacion, ya que MFP también determind el descenso en la expresion de los

receptores endotelinérgicos.

Nuestros resultados confirman el papel esencial de los glucocorticoides para el
mantenimiento de los fotorreceptores. También muestran que el sistema endotelinérgico

es un intermediario indispensable para la funcién protectora de los glucocorticoides.



Abstract



Abreviaturas

AdrX, adrenalectomia

CC-3, caspasa-3 clivada

CCG, capa de células ganglionares

CNE, capa nuclear externa

CNO, capa del nervio dptico

CPE, capa plexiforme externa

CPI, capa nuclear interna

CPI, capa plexiforme interna

Cor, coroides

DEX, dexametasona

Edn1, gen murino de ET-1

EDN1, gen humano de ET-1

EDNZ2, gen humano de ET-2

Edn2, gen murino de ET-2

EDN3, gen humano de ET-3

Edn3, gen murino de ET-3

Ednra, gen murino de ETa

Ednrb, gen murino de ETs

EP, epitelio pigmentario

ET-1, endotelina 1

ET-2, endotelina 2

ET-3, endotelina 3

ETa, receptor endotelinérgico de tipo A

ETs, receptor endotelinérgico de tipo B

Fgf2, gen murino de FGF2

FGF2, factor de crecimiento fibroblastico de tipo 2
Gapdh, gen murino de gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa
GFAP, proteina glial fibrilar &cida

GS, glutamino sintasa

Lif, gen murino del leukemia inhibitory factor



LIF, leukemia inhibitory factor
MFP, mifepristona (RU486)
MLE, membrana limitante externa
SE, segmento externo

Sl, segmento interno

VHC, vehiculo
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Capitulo 1

Finalidad y fundamentos de esta tesis

Finalidad

Esta tesis intenta aportar informacion original sobre los mecanismos de supervivencia
de las células fotorreceptoras de la retina. Estas células son altamente vulnerables a los
efectos estresantes de su propio metabolismo, que es muy elevado, y de su prolongada
exposicion a la radiacion luminosa (Graymore, 1959; Winkler, 1981; Lamb, 2009). Se
conoce que la retina produce moléculas neuroprotectoras capaces de aumentar la
resistencia de las células fotorreceptoras a distintos agentes nocivos. Trabajos anteriores
de nuestro laboratorio demostraron la participacion de las endotelinas en estos
mecanismos de supervivencia, mientras que el papel de los glucocorticoides como
protectores de los fotorreceptores es un fenémeno ampliamente estudiado(Organisciak y
Vaughan, 2010) y las interacciones entre endotelinas y glucocorticoides constituyen la
base molecular de la fisiopatologia en diversas enfermedades (Nickel y col, 2009). Por
lo tanto, razonamos que el analisis de las posibles interacciones de las endotelinas con
los glucocorticoides en la retina podria clarificar el rol de estas moléculas en la
proteccion de los fotorreceptores. El objetivo general de esta tesis consiste entonces, en
determinar el efecto de los glucocorticoides sobre la expresion de las endotelinas y otros
factores neuroprotectores bajo distintas condiciones experimentales. A continuacion,
explicaremos los fundamentos de nuestras hipdtesis y los objetivos especificos

derivados de las mismas.

Fundamentos

Caracteristicas generales de la retina

Estructura

La retina es un derivado del diencéfalo, es decir, una parte del sistema nervioso central
(SNC), que recibe informacion luminosa del medio exterior y la proyecta hacia el
cerebro. Estd formada por dos laminas estrechamente adheridas: una interna, la retina

neural (RN) y otra externa, el epitelio pigmentario (EP) (Fig. 1.1).
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La RN contiene diversos tipos celulares. Las neuronas de la retina son: los
fotorreceptores (conos y bastones), las células bipolares, las células horizontales, las
celulas amacrinas y las células ganglionares. A estos se agregan los tres tipos gliales: las

células de Miller, los astrocitos y la microglia.

Las células retinales se organizan en capas o estratos: las capas nucleares contienen los
cuerpos celulares, mientras que los contactos sindpticos se ubican en las capas
plexiformes (Figs. 1.1 y 1.2). Los cuerpos celulares de los conos y bastones se
encuentran en la capa nuclear externa (CNE), mientras que la capa nuclear interna
(CNI) contiene los cuerpos de las células horizontales, bipolares y amacrinas y de
Muiller. Los cuerpos de las células ganglionares se ubican cerca de la superficie vitrea,
en la capa del mismo nombre (CCG), que ademaés incluye un namero importante de
amacrinas desplazadas. Por dentro de la CCG se encuentra la capa de fibras del nervio
optico (CNO). En la capa plexiforme externa (CPE) se encuentran los pediculos de los
fotorreceptores que forman la triada sindptica con las prolongaciones de las células
bipolares y horizontales (Dacey, 1999). En la capa plexiforme interna (CPI) es donde
los terminales de las células bipolares y amacrinas contactan con las dendritas de las

células ganglionares (Kolb, 1995a).

Las células del EP forman un epitelio cubico simple, ubicado entre los segmentos
externos de los fotorreceptores y la coroides. Las células del EP deben su nombre a los
granulos de melanina que llenan el citoplasma, tanto en el cuerpo celular como en las
prolongaciones ubicadas entre los segmentos externos. Este pigmento recibe toda la luz
no absorbida por los segmentos externos. El EP forma la barrera hemato-retinal externa,
que controla los intercambios moleculares entre la circulacion coroidea y el espacio
subretinal. Ademas, participa en el ciclo visual, fagocita los discos gastados del
segmento externo de los fotorreceptores y contribuye a la produccion de la matriz inter-
fotorreceptora (Kolb, 1995b).

Células fotorreceptoras y fototransduccion

Los fotorreceptores se diferencian longitudinalmente en cuatro regiones: segmento
externo, segmento interno, cuerpo celular y terminal sindptico. El segmento externo

contiene el pigmento visual para la conversion de la luz en energia neuroquimica,
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Figura 1.1. A. Corte meridional de una retina de ratén Balb-c, donde los nicleos celulares
fueron coloreados con Rojo Neutro. Se observa el nervio optico (NO) extraocular, que se
continia en la porcidn intrarretiniana o papila del del NO. Por fuera de la retina se encuentra
una capa vascular, la coroides (cor), y el epitelio pigmentario (EP), marcado con una flecha.
B. La zona del recuadro se muestra a mayor magnificacion para observar la coroides, el EP y
las capas nucleares y sinapticas de la retina neural: segmentos externos (SE), Capa nuclear
externa (CNE), capa plexiforme externa (CPE), capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme

interna (CNI), capa plexiforme interna (CPI), capa de células ganglionares (CCG).
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mientras que el segmento interno incluye el aparato metabolico. Ambos estan
conectados por un cilio rodeado por una delgada capa citoplasmatica (Tasman, 2002).
La principal diferencia estructural entre bastones y conos se encuentra en la forma del
segmento externo, que en los bastones es largo y delgado, mientras que en los conos es

grueso, mas corto y posee un extremo externo afilado (Fig. 1.2).

Los dos tipos de fotorreceptores, los bastones y los conos, estadn especializados para
distintas condiciones de iluminacion. Los bastones son altamente sensibles y se activan
con bajos niveles de iluminaciéon (vision escotopica), mientras que los conos solo

funcionan con altos niveles de iluminacién (vision fotdpica).

Los segmentos externos contienen una pila de discos membranosos aplanados. La
membrana discal contiene una alta concentracion del pigmento visual (25.000
moléculas/um?), que en los bastones es la rodopsina. Los ratones tienen dos opsinas de
conos, S y M, cuyas sensibilidades espectrales méximas son 360 y 508 nm,
respectivamente. En el raton, los conos pueden expresar simultineamente ambos
pigmentos, pero el pigmento M decrece en un gradiente dorsoventral (Applebury y col,
2000; Fu y Yau, 2007). Otras proteinas necesarias para la foto-transducion forman parte
de la membrana discal o estdn asociadas a la misma. Por su parte, la membrana
citoplasmatica del segmento externo contiene proteinas que forman canales iénicos,
necesarios para transformar la sefial transducida por el fotopigmento en una sefial
eléctrica (Ryan, 2001; Tasman, 2002).

La rodopsina es un miembro de la superfamilia de proteinas receptoras de 7 pasos,
acopladas a una proteina G (GPCRs). El 11-cis retinal es el ligando que esta
incorporado a esta proteina como grupo prostético. Cuando absorbe un fotén, el 11-cis
retinal es isomerizado a todo-trans retinal generando un cambio conformacional en la
proteina. La rodopsina asi activada cataliza la union de GTP a la subunidad o de la
transducina (G), que es la proteina G heterotrimérica correspondiente, ubicada en la
periferia de la membrana discal. La subunidad o se separa del del dimero GPy y
estimula a la enzima efectora, la fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos (PDE). Esta
consta de dos subunidades cataliticas (o y B), y dos subunidades inhibitorias (y). Dos
moléculas G activadas se unen a las subunidades cataliticas de PDE, que se separan e

hidrolizan el guanosin monofosfato ciclico (cGMP) (Fig. 1.3).
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Figura 1.2. A. Esquema de los distintos tipos neuronales y gliales de la retina y los
principales circuitos sinapticos. ElI camino de la luz esta indicado por la flecha
amarilla. EP, epitelio pigmentario; B, baston; C, cono; B, célula bipolar; H, célula
horizontal; A, célula amacrina; G, neurona ganglionar; M, células de Miiller. B y C.
Estructura de los bastones y sus distintas regiones. SE, segmento externo en contacto
con el EP. Sl, segmento interno con alto contenido de mitocondrias. Nu, nicleo ubicado
en el cuerpo celular. TS, terminal sinaptico. Modificado de (Sung y Chuang, 2010).

-—->
Canal abierto

por cGMP

GMP
GDP GTP
Transducma cGMP

cGMP

Figura 1.3. Pasos de la fototransduccion. Después de absorber un fotdn, la rodopsina
activada (R*) se contacta con moléculas de transducina, catalizando el intercambio de
GDP por GTP y produciendo la forma activa Go-GTP (G*). Dos G*s se unen a
subunidades inhibitorias de la fosfodiesterasa (PDE), facilitando la hidrélisis de cGMP
y permitiendo el cierre de los canales de membrana abiertos por cGMP. Modificado de
(Fain, 2006).
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Las proteinas que intervienen en la fototransduccion de los conos son semejantes a las
de los bastones. Sin embargo, mientras que los bastones se saturan con luz
moderadamente brillante, los conos pueden ajustar su sensibilidad y permanecen

fotosensibles atn con iluminacién muy brillante.

Células gliales de la retina

Entre las células gliales de la retina cabe destacar a las células de Miller y a los
astrocitos. Las células de Miller constituyen el soporte estructural extendiéndose
radialmente a traves del espesor de la retina. El cuerpo de las mismas se encuentra en la
CNI y sus prolongaciones externas se mantienen unidas entre si y a su vez se unen con
los fotorreceptores formando la membrana limitante externa (MLE). Las prolongaciones
internas de las células de Miller forman la MLE, pero aqui no se dan uniones
especializadas. (Miller y Dowling, 1970). Estas células gliales interacttan con los vasos
de los plexos vasculares retinianos y contribuyen al establecimiento de la barrera
hemato-retinal interna. Ademas cumplirian un rol en la neuroproteccion v,
probablemente regeneracion, en caso de injuria de la retina (Garcia y Vecino, 2003;
Abrahan y col, 2009).

Los astrocitos retinales se restringen a la capa de fibras nerviosas de la retina (Stone y
Dreher, 1987). Actllan como intermediarios entre los vasos del plexo interno de la retina
y las células ganglionares y sus axones (Stone y col, 1995). También podrian participar
en la respuesta de la retina ante distintas formas de injuria (Torbidoni y col, 2005;
Iribarne y col, 2008).

Irrigacion de la retina

Las principales fuentes de suministro de sangre a la retina son la arteria central de la
retina y los vasos sanguineos coroideos. La coroides recibe la mayor parte (65-85%) del
flujo sanguineo ocular (Kolb, 1995b), imprescindible para el mantenimiento de los
fotorreceptores y la retina externa. Para que los nutrientes lleguen a los fotorreceptores,
estos deben atravesar la membrana basal de los capilares coroides, la membrana de
Brunch y el EP (Foulds, 1990). Los mecanismos de cierre de este ultimo epitelio, p.e.
las uniones estrechas, controlan la cantidad y calidad de las moléculas que pueden llegar
al espacio subretinal, por eso se describe que los capilares coroideos y los
fotorreceptores estan separados por la barrera hematorretinal externa (Cunha-Vaz,
2004).
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La arteria central de la retina ingresa por la papila del nervio Optico irrigando a la retina
interna (Blanks y Johnson, 1986). Esta arteria origina las arteriolas radiales que a su vez
forman tres plexos en el espesor de la retina: uno interno, asociado con las células
ganglionares, un plexo intermedio, que se asocia con la CNI y por Gltimo un plexo
externo en relacion con la CPI. (Blanks y Johnson, 1986; Kolb, 1995b). Las células
endoteliales de estos plexos poseen una alta resistencia al pasaje de moléculas y forman
la barrera hematorretinal interna. Los pericitos, astrocitos, células de Miller que rodean
a estos vasos son necesarios para el mantenimiento de esa barrera (Cunha-Vaz, 2004;
Abbott y col, 2006).

Degeneraciones de laretina

Aunque la retina contiene varios tipos neuronales susceptibles de degeneracion, el
término degeneracion de la retina suele reservarse para las enfermedades que
determinan la muerte de los fotorreceptores. Estos trastornos constituyen un grupo
heterogéneo, donde el defecto inicial ocurre a nivel de los fotorreceptores y/o el EP. Las
fallas de los bastones son seguidas por un efecto perjudicial sobre los conos, la capa
nuclear interna, las células ganglionares. Las causas son variadas, defectos genéticos en
la funcion de los pigmentos visuales o en las interacciones con el EP, alteraciones
metabdlicas e inmunes, lesiones por estrés oxidativo, pero cualquiera de ellas puede
llevar a la ceguera. La muerte de los fotorreceptores ocurre en enfermedades como la
degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE) vy las diversas formas de retinitis
pigmentosa, aunque también contribuye a la pérdida de vision en la retinopatia

diabética.
Degeneracion de la retina y exposicion a la luz

La retina es la Unica parte del SNC que esta constantemente expuesta a la luz. Por lo
tanto, enfrenta el desafio de proteger a una poblacién neuronal postmitética
constantemente agredida por la injuria fotoquimica. Numerosos estudios en la retina
humana y animal muestran que, después de la exposicion a niveles excesivos de luz, los
segmentos externos de los fotorreceptores son las estructuras mas dafiadas de la retina.
Con exposiciones muy intensas también se observa lesion del epitelio pigmentario (EP)
y la muerte de los fotorreceptores (Tso y La Piana, 1975; Lanum, 1978; Takahashi y
col, 1997; Wu y col, 2006; Mandal, 2010; Organisciak y Vaughan, 2010). Cuando el
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fotorreceptor sobrevive, el segmento externo puede ser regenerado (Guerin y col, 1993;
Williams y col, 1998).

La luz solar fue considerada durante mucho tiempo un posible factor de riesgo para la
DMAE (Young, 1988). Aunque pequefa, parece existir una asociacion inversa entre
maculopatia y catarata nuclear (Sperduto y col, 1981), que al impedir el paso de la luz
reduciria la exposicion de la retina. El exceso de iluminacion es una factor ambiental
asociado a la DMAE (Taylor y col, 1992), pero la magnitud de este riesgo es dificil de
evaluar y esta sujeta a controversias. No existen dudas, sin embargo, sobre la capacidad
de la luz para acelerar la muerte de fotorreceptores afectados por alteraciones genéticas
(Cideciyan y col, 1998; Mata y col, 2000; Cho y col, 2009).

Aun bajo condiciones normales de iluminacion, el fotorreceptor estd expuesto a un
considerable estrés oxidativo, debido al gran requerimiento energético de la
fototransduccion visual (Kagan y col, 1973). La sobre-estimulacion aumenta las
especies reactivas del oxigeno, que lesionan el ADN y otras macromoléculas
importantes para la supervivencia del fotorreceptor (Organisciak y Vaughan, 2010;

Rodriguez-Rochay col, 2011).

Degeneracion experimental inducida por iluminacion excesiva

La injuria por luz se utiliza frecuentemente para el estudio de la degeneracion retinal
(Kuwabara y Gorn, 1968) y produce la muerte de los fotorreceptores por apoptosis
(Wenzel y col, 2005). En los modelos de injuria fética, la presencia del pigmento visual
rodopsina es esencial mediador de la sefial de muerte (Grimm y col, 2000b). La lesion
comienza en el segmento externo y progresa hacia las regiones mas internas de la
célula. Una vez lesionado el segmento interno se induce la muerte apoptdtica del
fotoreceptor (Sykes y col, 1981). La sensibilidad a la injuria luminosa y los mecanismos
de muerte celular varian segun los niveles de iluminacién y el tiempo de exposicion. Por
ejemplo, cuando la exposicién comienza durante la etapa de oscuridad, el dafio es

mayor que cuando comienza durante el dia (Vaughan y col, 2002).

En la muerte de los fotorreceptores inducida se activan distintos sistemas de proteasas
(Lohr y col, 2006; Kanan y col, 2007). La participacion de las caspasas ha sido
ampliamente demostrada (Grimm y col, 2000a; Torbidoni y col, 2006; Perche y col,
2007;2008), pero también intervienen calpaina (Imai y col, 2010), AIF (apoptosis-
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inducing factor) (Hisatomi y col, 2001; Hisatomi y col, 2002; Hisatomi y col, 2008;
Murakami y col, 2008).

Aunque la toxicidad de la luz se inicia con su absorcion por la rodopsina del segmento
externo, la respuesta de la cadena visual incluye la generacion de especies reactivas del
oxigeno que determinan dafio foto-oxidativo (Demontis y col, 2002). Esta forma de
estrés parece estar siempre involucrada en la muerte de los receptores determinada por
la iluminacién excesiva (Haruta y col, 2009; Imai y col, 2010; Oveson y col, 2010;
O'Driscoll y col, 2011; Yamauchi y col, 2011).

En ciertas formas de degeneracion por luz, la activacion del factor de transcripcion pro-
apoptotico AP-1 constituye una sefial esencial para la muerte, ya que su supresion por

glucocorticoides o por deficiencia genética confiere total proteccion (Hao y col, 2002).

Proteccién de la retina

Teniendo en cuenta que la exposicion es parte del habitat y que los fotorreceptores son
altamente sensibles a la radiacion, debemos concluir que los mecanismos de auto-
proteccién de las células visuales actuarian en forma constante. La membrana de los
segmentos externos de los fotorreceptores se mantiene por una constante biogenesis
acoplada con la fagocitosis, en el EP, de las membranas méas antiguas (Young y Droz,
1968). Esta constante renovacion de los segmentos externos permite eliminar en forma
eficiente a las macromoléculas fotoquimicamente dafiadas. EI EP también recicla el
acido docosahexaenoico (DHA) y la vitamina A. La fagocitosis de los segmentos
externos de los fotorreceptores estimula la sintesis, a partir del DHA, de la
neuroprotectina D1 (NPD1). La sintesis de esta molécula también es activada por el
estrés oxidativo. NPD1 puede gatillar las vias de sefializacion que modulan sefiales pro-
apoptoticas y anti-apoptoticas (Bazan y col, 2010). Es decir, promueve cambios en la
expresion de proteinas de la familia Bcl-2 (ver més adelante), aumentando la expresion
de Bcl-2, Bel-XL y Bfl-1/Al1 y disminuyendo la de Bad, Bak y Bid (Bazan y col, 2010).

Independientemente de la causa, la lesion de los fotorreceptores siempre determina la
activacion de las células de Muller (Bringmann y Reichenbach, 2001; Garcia 'y Vecino,
2003; Torbidoni y col, 2006). La activacion presenta distintos grados, con
consecuencias diversas. En primer término, las células gliales activadas producen

factores de crecimiento u otras substancias que promueven la supervivencia de los
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fotorreceptores (Wahlin y col, 2000) (Joly y col, 2008; Vazquez-Chona y col, 2011),
pero en otros casos pueden reducir las posibilidades de reparacion tisular, aumentando

inclusive las lesiones (Torbidoni y col, 2008).

Al comparar los cambios en la expresién génica provocados durante la injuria de la
retina, se observo que el repertorio de respuestas parece ser comun a distintas causas de
agresion (Rattner y Nathans, 2005). Entre los transcriptos mas expresados después de la
agresion se encuentran los correspondientes al gen de la endotelina 2 (Edn2), el receptor
de endotelina B (Ednrb) y el factor de crecimiento fibroblastico 2 (Fgf2). Dado que
Edn2 parece estar localizado en los fotorreceptores, estos autores postularon que la ET-
2 actuaria como una sefial de estrés que promoveria la expresion de factores

neuroprotectores por parte de las células de Mdller.

Endotelinas

El sistema endotelinérgico

El sistema endotelinérgico estd formado por tres isoformas de endotelinas, ET-1, ET-2 y
ET-3 que, aunque derivan de genes separados (Ednl, Edn2 y Edn3), comparten una
estructura molecular semejante. Los productos genicos sufren un procesamiento
proteolitico postraduccional hasta llegar al péptido maduro de 21 aminoéacidos (Fig.
1.4A). El procesamiento comienza con el primer precursor, de 203 aminoacidos,
denominado preproendotelina (prepro-ET). Este es recortado por peptidasas de tipo
furina para formar Big-ET, que a su vez es clivada por enzimas convertidoras de
endotelinas (ECEs) (Hynynen y Khalil, 2006). Las tres isoformas poseen un dominio N-
terminal, y un dominio hidrofébico C-terminal (Fig. 1.4B). Poseen dos puentes
disulfuro y conservan un triptéfano terminal (Trp21), que parece ser importante para su
actividad (Masaki, 2004; Kawanabe, 2011).

Las endotelinas actlan via receptores pertenecientes a la familia de receptores
acoplados a proteinas G. Se conocen dos receptores endotelinérgicos, ETay ETs (Arai
y col, 1990; Davenport y Maguire, 2006). El receptor ETa tiene distinta afinidad para
cada endotelina, ET-1> ET-2 >> ET-3, mientras que el receptor ETs presenta
practicamente la misma afinidad para las tres isoformas (Kis y col, 2006). Durante el

desarrollo, ninguna de las endotelinas puede compensar a la otra (Pla y Larue, 2003).
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ET-1 es la mas conocida. Aunque originalmente caracterizada por sus propiedades
vasoconstrictoras y su papel en la hipertension arterial (sistémica y pulmonar), se sabe
actualmente que desempefia maltiples papeles en la fisiologia neural, cardiovascular,
pulmonar, reproductiva y renal. Se han documentado alteraciones de esta hormona en
numerosas enfermedades, como asma, cancer, retinopatia diabética, entre otras. Los
efectos de ET-1 son pleiotropicos, ya que modulan mdaltiples vias de sefializacion
(Schorlemmer y col, 2008).

Las tres endotelinas se encuentran en el sistema nervioso central (SNC), donde actGan
en una variedad de procesos tales como la activacion glial y la modulacion de la
neurotransmision (Schinelli, 2006a;b). ET-1 y ET-3 intervienen en la diferenciacion de
los derivados de las crestas neurales y su transformacion en melanomas (Pla y Larue,
2003). El sistema endotelinérgico también es necesario para la proliferacion y
migracion de las células precursoras neurales embrionarias (Morishita y col, 1999;
Shinohara y col, 2004; Mizuno y col, 2005) y adultas (Castafieda y col, 2010; Castafieda
y col, 2011). También esta involucrado en el crecimiento de los glioblastomas (Liu y
col, 2011).

Las endotelinas pueden intervenir en los mecanismos de supervivencia celular, como lo
evidencian los astrocitos con deficiencia de ET-1, que son mas vulnerables a situaciones

de hipoxia o hipoxia/isquemia (Ho y col, 2001).

Los tres genes de las endotelinas, Ednl, Edn2 y Edn3 son expresados en la retina (Stitt
y col, 1996; Chakravarthy y col, 1997; Rattner y Nathans, 2005; Torbidoni y col, 2005).
ET-1 cumple un importante papel en el control de la barrera hematorretinal y otras
funciones astrocitarias (Torbidoni y col, 2005; Iribarne y col, 2008). Como
mencionamos previamente, ET-2 parece estar involucrada en la reaccién de la retina al

dafio de los fotorreceptores (Rattner y Nathans, 2005; Joly y col, 2008).

El gen EDN1 (humano) contiene 5 exones y abarca aproximadamente 6.8 kb de ADN
gendmico. Posee dos sitios de iniciacion, uno primario y otro alternativo, que no
modifican la secuencia codificante de preproET-1. La transcripcion a partir del sitio de
inicio alternativo es especifica de tejido y predomina en cerebro y corazén. También se
conocen tres isoformas de preproET-1 de 211, 178 y 78 aminoacidos de longitud,

producto del recorte y empalme alternativos del transcripto primario. Todas conservan
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la secuencia correspondiente al péptido maduro de ET-1. El promotor de Ednl esta

altamente conservado en los mamiferos (Stow y col, 2011a).

La disponibilidad de ET-1 es principalmente regulada mediante el control de la
velocidad de transcripcion de su gen Ednl (Stow y col, 2011a). Este puede responder a
diversas hormonas y estimulos que contribuyen a mantener la expresion de ET-1
caracteristica de los distintos tipos celulares y adaptarla a las condiciones ambientales
enfrentadas. Las sefiales que aumentan la expresion de Ednl incluyen: Akt (proteina
quinasa B), AP-1 (proteina activadora-1); GATA-2, ALKS5 (quinasa semejante al
receptor de activina 5), ERK1/2 (quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2),
FOXO1 (forkhead box O1), GR (receptor de glucocorticoides), GSK3p (quinasa B de la
glucdgeno sintasa 3), HIF-1 (factor inducible por hipoxia 1), 1B (inhibidor de kB),
IKK (quinasa de 1kB), JNK (c-Jun N-terminal quinasa), MAPK (quinasa de proteinas
activada por mitégenos), MR (receptor de mineralocorticoides), NADPH (nicotinamida
andenina dinuclettido fosfato), Perl (period 1), PI3K (quinasa de fosfoinositidos 3),
PKC (quinasa de proteinas C), TGFB (transforming growth factor ), TNFa (tumor
necrosis factor o), ARN polimerasa, RhoA (Ras homology kinase A) y otros (Dorfman
y col, 1992; Stow y col, 2011a). También depende de la disponibilidad del factor
transcriptional nuclear -kappaB (NF-kB) (Quehenberger y col, 2000). El resultado final
para la vida de la célula es muy variable segun el tipo celular y las condiciones
ambientales, ya que ET-1 puede determinar la union de subunidades de AP-1y NF-xB a
otros genes (Sutcliffe y col, 2009). NF-xB también favorece la expresion de ETs
(Zheng y col, 2010).

En los cardiomiocitos, donde los receptores ETa predominan sobre los ETs, ET-1
desempefia una funcion pro-supervivencia regulando, entre otras vias, la expresion de
Bcl-XL (Schorlemmer y col, 2008). ET-1 también inhibe las sefiales pro-apoptdticas
extrinsecas de la via FasL/TNF, y promoveria la expresion de genes necesarios para la

supervivencia (Schorlemmer y col, 2008).

Endotelinas en la retina
Las endotelinas estan ampliamente distribuidas en la retina (Stitt y col, 1996;

Chakravarthy y col, 1997; Rattner y Nathans, 2005; Torbidoni y col, 2005).

Estudios previos de este laboratorio demostraron la presencia de ET-1 en el epitelio

pigmentario de la retina (EP), la CPE, las células ganglionares y los astrocitos de la
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retina normal (Torbidoni y col, 2005). Los terminales nerviosos de la CPE contienen
receptores ETa, mientras que las prolongaciones de las células horizontales, que
también hacen contacto sindptico con los fotorreceptores, poseen receptor ETs
(Torbidoni y col, 2006). La funcion fisioldgica de ET-2 es desconocida, sin embargo,
esta isoforma es bien conocida por el gran incremento de su expresion en diversas
formas de injuria de los fotorreceptores (Rattner y Nathans, 2005; Joly y col, 2008;
Torbidoni y col, 2008).

En la degeneracion de la retina inducida por luz, el bloqueo de ambos receptores
endotelinérgicos reduce los niveles de endotelina y la actividad de la caspasa-3 clivada
(CC-3) (Torbidoni y col, 2006). Ademas, disminuye el proceso de gliosis que acompafia

a la degeneracion (Torbidoni y col, 2006).

Todas las endotelinas parecen estar involucradas en la retinopatia diabética (Deng y col,
1999) y en el glaucoma (Prasanna y col, 2010; Howell y col, 2011).

Otros factores protectores de los fotorreceptores

Se han identificado numerosos factores que retardan la muerte de los fotorreceptores en
diversos modelos animales. La lista incluye FGF2, las neurotrofinas como BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) y NGF (nerve growth factor), y diversos miembros
de la familia interleuquina 6 como cardiotrofina-1, LIF (factor inhibidor de la leucemia)
y CNTF (factor ciliar neurotréfico) (Heinrich y col, 2003; Harada y col, 2011; Sahni y
col, 2011). Aqui solo nos ocuparemos de FGF2 y LIF, debido a su particular relacion

con el sistema endotelinérgico.

FGF2, también conocido como FGF basico, pertenece a la familia de factores de
crecimiento fibroblasticos. Tanto en el humano como en el raton, esta familia posee 22
miembros, FGF1-FGF23. En el humano no se ha identificado FGF15, mientras que en
el ratdn no se encuentra su ortélogo FGF19 (Itoh, 2010). Se dividen en tres grupos: las
subfamilias intracelulares (FGF11/12/13/14), las endocrinas (FGF19/21/23) y las
canodnicas, que constituyen el grupo mas numeroso. FGF2 forma parte de esta familia
candnica. Sus miembros actian en forma autocrina/paracrina, como proteinas
extracelulares que se unen a receptores con actividad de tirosina quinasa (FGFRS)
(Delrieu, 2000).
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FGF2 se expresa abundantemente en el SNC, donde es necesario para el crecimiento,
diferenciacion, migracion y supervivencia de las neuronas embrionarias (Morrison y
col, 1986) y las neuronas adultas lesionadas (Dietrich y col, 1996; Reuss y von Bohlen
und Halbach, 2003). Puede proteger a la retina contra variados insultos (Faktorovich y
col, 1992; Unoki y LaVail, 1994; LaVail y col, 1998; Liu y col, 1998; Schuettauf y col,
2004; O'Driscoll y col, 2007; O'Driscoll y col, 2008) y su expresion aumenta bajo
distintas condiciones de sufrimiento retinal (Gao y Hollyfield, 1995;1996; Hackett y
col, 1997; Grimm y col, 2002). FGF2 es considerado como un efector esencial para las
respuestas de condicionamiento, cuando la exposicion a estimulos potencialmente
dafinos pero en baja intensidad protege a los fotorreceptores contra lesiones de mayor
magnitud (Casson y col, 2004; Valter y col, 2005; O'Driscoll y col, 2008).

LIF no parece ser necesario para la supervivencia de los fotorreceptores en condiciones
fisiologicas (Amaravadi y Thompson, 2005) pero la injuria promueve la produccién de
LIF en una subpoblacién de células gliales de Muller (Joly y col, 2008). En los ratones
con déficit genético (Lif"), las degeneraciones inducidas por otros agentes progresan
mas rapidamente que en los animales que expresan LIF (Lif**). En ausencia de este
factor, la cadena de sefiales intracelulares que culmina con la elevacion de FGF2
permanece inactiva. Tampoco se produce reaccion glial (Joly y col, 2008). La via de
sefializacion de LIF incluye a la quinasa Janus 2 (Jak2), el Transductor de sefial y
activador transcripcional 1 y 3 (STAT1 y STAT3), ET-2 y el receptor ETs (Samardzija
y col, 2006; Burgi y col, 2009). Estudios recientes sugieren que LIF afectaria

directamente a los fotorreceptores (Ueki y col, 2009).

Glucocorticoides y su papel en la supervivencia celular

Los glucocorticoides son producidos por la adrenal en forma circadiana y en funcién de
las condiciones de estrés (Chrousos y Kino, 2005). Estas hormonas esteroideas son
esenciales para la regulacion de diversos procesos fisiologicos. Influyen sobre la
actividad y direccién de las reacciones quimicas determinantes del metabolismo
intermedio, el mantenimiento del tono cardiovascular, la actividad y caracteristicas de
las reacciones inmunes e inflamatorias y numerosas funciones del sistema nervioso
central (Zanchi y col, 2010).
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Figura 1.4. A. Esquema que muestra la biosintesis de endotelina-1 (ET-1) a partir de
su gen Ednl. EI ARNm transcripto a partir de dicho gen genera un péptido precursor
de 200 o mas aminoéacidos, preproendotelina-1, que a su vez es clivado para formar un
péptido de 31 aminoacidos (Big-ET) por una proteasa tipo furina. El clivaje final
depende de una enzima convertidora de endotelina (ECE) que genera el peptido
maduro (ET-1). B. Todas las isoformas maduras poseen 21 aminoacidos con dos
uniones disulfuro. Los aminoacidos del extremo —C son los mismos en las tres
isoformas. Modificado de (Masaki, 2004).
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Figura 1.5. Estructura de la proteina del GRo, donde se indica el dominio N-terminal
(NTD), el dominio de union al ADN (DBD), altamente conservado y unido por una
region bisagra (HD) al dominio C-terminal de union al ligando (LBD). Los sitios de
fosforilacion se encuentran en el NTD, predominantemente en una region denominada
motivo de activacion funcional 1 (AF1). LBD también posee un motivo de activacion

funcional 2 (AF2) dependiente de la union al ligando. Modificado de (Kino, 2007).
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Los glucocorticoides pueden inducir muerte celular programada (MCP) en las células
del sistema hematopoyético que participan en las reacciones inflamatorias, como
monocitos, macrofagos y linfocitos T. Por el contrario, en células glandulares, como las
del epitelio mamario, los hepatocitos o las células foliculares ovéricas, y también en los
fibroblastos, antagonizan las sefiales apoptoticas provocadas por citoquinas, AMPc,
supresores tumorales y genes de muerte (Amsterdam y col, 2002). El efecto anti-
apoptotico depende de la modulacion de diversos genes de supervivencia, tales como
Bcl-2, Bel-XL o NFkB. La expresion de un mismo producto génico puede ser
aumentada o reducida por los glucocorticoides, en forma especifica para cada fenotipo
celular. Por lo tanto, es posible concebir el efecto anti-inflamatorio de estos esteroides
como la resultante de dos procesos complementarios: la induccion de MCP en las
células que provocan la inflamacion y la proteccion de las células residentes del tejido

inflamado (Amsterdam y col, 2002).

Los genes més activos en la induccion o prevencion de la MCP son los miembros de la
familia Bcl-2, asi denominada porque fue descubierta en un linfoma de células B (BCL-
2). Las proteinas de esta familia se caracterizan por su capacidad de regular la liberacion
mitocondrial de citocromo ¢ y se agrupan en tres subfamilias con diferente namero de
dominios de homologia Bcl-2 (dominios BH1, BH2, BH3 y BH4). Los miembros de la
subfamilia anti-apoptdtica, como Bcl-2 y Bcl-XuL poseen los cuatro dominios BH. La
subfamilia pro-apoptdtica no posee dominios BH4 y sus miembros, como Bax y Bak, se
conocen como BH123 (proteinas con multidominio BH1, BH2 y BH3). Los miembros
de una tercera subfamilia, como BID y BAD, solo poseen BH3 y regulan a otros
miembros de la familia (Taylor y col, 2008). Los glucocorticoides pueden afectar la
transcripcion o la estabilidad de estas proteinas (Chang y col, 1997; Amsterdam y col,
2002). La direccion negativa o positiva de estos efectos determinard un efecto pro- o
anti-apoptotico. En cada fenotipo, estas hormonas afectarian en forma diferente la
expresion y estabilidad de distintas isoformas de Bcl-X. La tendencia hacia la muerte o
hacia la supervivencia dependeria del predominio de las isoformas cortas (Bcl-Xs, pro-
apoptéticas) o de las isoformas largas (Bcl-Xv, anti-apoptéticas) (Viegas y col, 2004;
Viegas y col, 2008).

El bloqueo de la proteina activadora-1 (AP-1) y NF-kB constituye la base de las
funciones anti-inflamatorias de los glucocorticoides (Smoak y Cidlowski, 2004), y

probablemente también intervienen en su capacidad de controlar la muerte celular
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(Angel y Karin, 1991; Evans-Storms y Cidlowski, 2000). El supresor tumoral p53,
también parte esencial de los mecanismos de MCP, es también parte de la cadena de
sefializacion que permite la accion represora de los glucocorticoides sobre la

transcripcion regulada por NF-xB (Murphy y col, 2011).

Receptores de glucocorticoides

Los glucocorticoides atraviesan facilmente la membrana celular, donde interactian con
sus receptores (GRs) disponibles en el citoplasma. Un solo gen codifica a distintas
isoformas de estos receptores. La region promotora del gen de GR (NR3C1, subfamilia
3 de receptores nucleares 3, grupo C, miembro 1) contiene sitios de union para diversos
factores de transcripcion, entre los que se cuentan factores Spl, AP-1, YY1, NF-xB, y el

mismo producto génico, GR (Yudt y Cidlowski, 2002).

El recorte y empalme alternativos del gen de GR genera dos isoformas principales, GRa
y GRp, que difieren en la secuencia C-terminal (Oakley y Cidlowski, 2011). Existen
otras formas menos conocidas: GRy, que puede unirse a glucocorticoides y al ADN,
pero no activa a la misma cantidad de genes estimulados por GRa; GR-A y GR-P, dos
variantes que no se unen a los glucocorticoides, pero que pueden modular la actividad
de GRa (Oakley y Cidlowski, 2011). Los ARNm-GR humano y de raton, asi como el de
otras especies, poseen 8 codones de iniciacion AUG. El GRa clasico corresponde a la
mas larga de las 8 isoformas posibles, denominadas GRa-A, GRa-B, GRa-C1, GRa-C2,
GR0-C3, GRa-D1, GRa-D2 y GRa-D3. Todas parecen tener la misma afinidad por los
glucocorticoides y por los GREs. Varian, sin embargo, en su distribucién subcelular ya
que algunas isoformas se localizan constitutivamente en el nicleo, y en su capacidad
para reclutar co-reguladores y ARN polimerasa Il hacia los genes blanco (Oakley y
Cidlowski, 2011).

Estructuralmente, los GRs se asemejan a otros miembros de la superfamilia de
receptores nucleares, todos los cuales actGan como factores de transcripcion
dependientes de ligando. Este tipo de receptores presenta dominios separados para la
unién con el ligando y con el ADN (Weinberger y col, 1985): un dominio de unién al
ADN (DBD), altamente conservado, se une por una region bisagra (H) al dominio C-
terminal de union al ligando (LBD) (Fig. 1.5). EI dominio N-terminal (NTD) contiene

una interfase coactivadora independiente (motivo de activacion funcional 1, AF1), LBD
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posee una interfase coactivadora dependiente de la hormona (motivo de activacion
funcional 2, AF2)

En ausencia de ligando, el complejo citoplasmatico organizado por la chaperona
HSP90, reprime las funciones reguladoras del GR (Pratt y Toft, 1997). La unién con la
hormona determina un cambio conformacional en el receptor que a su vez promueve la
union con el ADN, la asociacion con otros cofactores reguladores de la transcripcion y

la regulacion de los genes blancos (Jenkins y col, 2001).

Unido el ligando, el receptor se libera y se transloca al nicleo donde se dimeriza. Los
complejos receptor-ligando se unen a elementos de respuesta a glucocorticoides
(GREsS), que pueden ser facilitadores o represores. Tanto el nimero de GREs, como su
relativa proximidad a la caja TATA parecen ser determinantes de la inducibilidad del
gen por accién de los glucocorticoides (Smoak y Cidlowski, 2004). Mientras que los
genes activados por DEX tienen un sitio de union a una distancia promedio de 11 kb del
sitio de iniciacion de la transcripcion, en los genes reprimidos por DEX, el sitio de
unién mas proximo se encuentra a un promedio de 146 kb del sitio de iniciacion de la
transcripcion (Reddy y col, 2009). La union de GRa a un GRE resulta en un cambio
conformacional del receptor que promueve el reclutamiento de varios co-activadores,
indispensables para la remodelacion de la cromatina por la presencia de actividad de
histona acetilasa (Smoak y Cidlowski, 2004). Los glucocorticoides aumentan la sintesis
de ciertas proteinas anti-inflamatorias, pero esta propiedad no explica el amplio espectro
de su accién. Como mencionamos previamente, gran parte de sus acciones anti-
inflamatorias se asocian con la inhibicion de NF-xB y AP-1 (De Bosscher y col, 2008;
Zanchi y col, 2010).

Otros mecanismos importantes en la acciéon de GRa son la induccién de una fosfatasa
de las MAP quinasas, la MKP-1; el bloqueo del factor nuclear de las células T activadas
(NF-AT); la interaccién facilitadora con los factores STAT (Signal Transduction and
Activator of Transcription) que pueden inducir ciertas citoquinas; los factores Smad
activados por TGF-B (transforming growth factor-f). Estos tltimos pueden a su vez

interactuar con GRa o sus genes blanco (Smoak y Cidlowski, 2004).

Otros efectos no genémicos de los glucocorticoides son mediados por receptores de la

membrana celular (Nicolaides y col, 2010).
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Fosforilacion de los receptores de glucocorticoides

La actividad de los GRs puede ser modulada por fosforilacién en diversas serinas de su
secuencia peptidica (Wang y col, 2002). Existen distintos niveles de fosforilacion, que
dependen de la ausencia o presencia del ligando. La fosforilacién es mayor después de
la unién de un agonista (aunque no de un antagonista). GRa se hiperfosforila una vez
que esta activado y puede unirse al ADN (Orti y col, 1993). La fosforilacion
dependiente de ligando puede modificar la unién a blancos nucleares, la interaccion con
cofactores, la fuerza y duracion de la sefial, y la estabilidad del receptor (Wang y col,
2002).

Los residuos de serina fosforilables se encuentran agrupados en el extremo N de la
molécula receptora. Ser203 y Ser21ll del GRa humano (hGRa), que resultan
hiperfosforilados en presencia de la hormona, se encuentran en la regién mas pequefa
de AF1 cuya mutacion reduce la capacidad de GRa para la transactivacion (Iniguez-
Lluhi y col, 1997). La Ser203 y la Ser211 del GR humano corresponden a la Ser212 y a
la Ser220 del receptor murino, respectivamente. Las p-Ser murinas cumplen la misma

funcion que las del receptor humano (Ismaili y Garabedian, 2004).

En ausencia de ligando, una gran proporcion de los receptores no esta fosforilada, y la
subpoblacion fosforilada se encuentra principalmente modificada en Ser203. El agonista
promueve el aumento de la fosforilacidon tanto en Ser203 como en Ser211 y en Ser226,
determinando un aumento de las formas doble- y triplemente fosforiladas. La
proporcion de fosforilacion en cada uno de estos sitios se modifica con el tiempo,
suponiéndose que cada modificacién induce cambios conformacionales y/o la
asociacion con distintas proteinas co-reguladoras (Wang y col, 2002; Blind y
Garabedian, 2008).

Solo las moléculas fosforiladas en Ser211 y S226 son reclutadas a los genes sensibles a
glucocorticoides, mientras que aquellas unicamente fosforiladas en S203 no ingresarian
al nacleo (Blind y Garabedian, 2008).

Mifepristona (MFP, RU486) es un agonista parcial de GRa que permite la translocacion
nuclear de este receptor. Sin embargo, MFP determina un cambio conformacional que
previene la union de co-activadores y activa el reclutamiento de co-represores (Schoch y
col, 2010). MFP no aumenta la fosforilacion del receptor (Weigel y Moore, 2007).
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El sitio de union al ligando de GR no se asocia con ningun glucocorticoide conocido y
esta isoforma se comporta como un inhibidor dominante negativo de GRa (Oakley and
Cidlowski, 2011). Los altos niveles de GRP presentes en los neutrofilos humanos
reducen su vulnerabilidad a los corticoides (Strickland y col, 2001). Algunos estudios
sugieren que las isoformas GRP poseen actividades transcripcionales intrinsecas,
independientes de GRa, tal vez moduladas por la uniéon a MFP (Lewis-Tuffin y col,
2007).

Glucocorticoides en la retina

Los glucocorticoides se utilizan ampliamente en distintas condiciones degenerativas de
la retina, experimentales o humanas (Wenzel y col, 2001a; Glybina y col, 2009;
Campochiaro y col, 2010). Su efecto protector sobre los fotorreceptores ha sido
demostrado en la degeneracion inducida por iluminacion y en la lesion por laser
(Wenzel y col, 2001a; She y col, 2008).

Sin embargo, su mecanismo de accién es poco conocido. Originalmente fue
correlacionado con una reduccion de la peroxidacion lipidica (Fu et al., 1992), pero
luego fue asociado a la supresion de la proteina activadora-1 (AP1) (Wenzel y col,
2001a). Este ultimo efecto no pudo ser comprobado en otros modelos experimentales de
degeneracion de la retina (Gu y col, 2009). La relaciéon del aumento de Bcl-Xc con la
proteccion de fotorreceptores dependiente de glucocorticoides no habia sido

previamente estudiada en la retina, y fue investigada en esta Tesis.

Asociaciones entre glucocorticoides y endotelinas

Se han descripto interacciones entre endotelinas y glucocorticoides en distintos tejidos.
El resultado funcional o patologico de estas interacciones depende del tejido y de otras
condiciones ambientales. Los glucocorticoides estimulan la liberacion de ET-1
producida por células musculares vasculares, pero no del endotelio (Kanse y col, 1991).
En las células musculares vasculares, el efecto depende de un aumento en la
transcripcion de Ednl (Morin y col, 1998). Los glucocorticoides también estimulan la
liberacion de ET-1 en células tumorales (Schrey y col, 1992). Por el contrario, la
bloquean en células del epitelio respiratorio (Calderon y col, 1994). En estas células, la

produccién de ET-1 es promovida por las citoguinas inflamatorias y la activacion del
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factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-xB), que es inactivado por los

glucocorticoides (Dschietzig y col, 2001).

Los glucocorticoides también pueden afectar la expresion de los receptores
endotelinérgicos. DEX reduce la expresion del receptor ETa en celulas musculares
vasculares y en células endoteliales de cerebro, atenuando la respuesta a ET-1 (Nambi y
col, 1992; Stanimirovic y col, 1994). En el tejido 6seo, ET1-1 estimula la proliferacion
y diferenciacion de los osteoblastos, que expresan el receptor ETa en forma constitutiva
(Borcsok y col, 1998). En estas células, los glucocorticoides aumentan la expresion de
ETa facilitando asi el efecto mitogénico de ET-1 (Borcsok y col, 1998). En el
hipotadlamo y el cerebelo, DEX (1 y 7 mg/kg) aumenta la expresion de Ednl, fendmeno
que precede a la reduccidn en la expresién del ARNm del receptor ETs (Shibata y col,
1995).

DEX actia exclusivamente mediante GRo, sin intervencion del receptor de
mineralocorticoides (Provencher y col, 1995). Los efectos de los mineralocorticoides
sobre la produccion de endotelinas también serian mediados por GRa (Stow y col,

2011b).

También se conocen interacciones entre los glucocorticoides y las endotelinas en el ojo.
Estos péptidos estan aumentados en el glaucoma, una patologia que puede ser inducida
por los glucocorticoides. Las células del trabeculado, un tejido involucrado en el flujo
del humor acuoso, transcriben Ednl y los receptores ETay ETs. DEX no modifica la
expresion de ET-1 y ETa, pero reduce la expresion de ETs y en consecuencia
disminuye la liberacion de NO dependiente de ET-1 (Zhang y col, 2003a). Por el
contrario, DEX aumenta la produccién de ET-1 en el epitelio ciliar no pigmentado, que
libera esta endotelina hacia la cadmara anterior del ojo. Simultaneamente, DEX
disminuye la expresion del receptor ETa, pero aumenta la del receptor ETs. Estos

efectos pueden ser prevenidos por MFP (Zhang y col, 2003b).

En las células del EP humano (lineas celulares ARPE19 y D407), la produccion basal de
ET-1 es aumentada por una combinacion de tres citoquinas (interferon-y, TNFo e
interleukina-1pB). En la linea D407, pero no en ARPE19, DEX aumenta la produccion de
ET-1. Por el contrario, DEX suprime el aumento de ET-1 inducido por las citoquinas en

ambas lineas celulares (Udono-Fujimori y col, 2004).
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Interacciones de glucocorticoides, Lif y Fgf2

LIF es uno de los efectores de las respuestas inflamatorias que estimula la produccién
del factor liberador de corticotrofina (CRH) en el hipotdlamo y la transcripcion y
liberacion de ACTH en la hipofisis (Chesnokova y col, 1998). Estos efectos son
eventualmente bloqueados por los glucocorticoides (Martens y col, 2005) que, sin
embargo, son necesarios para amplificar los blancos transcripcionales de la cadena
LIF/STAT3 (Langlais y col, 2008).

Existen pocos estudios sobre el efecto de MFP sobre LIF. En el endometrio, durante la
fase gestacional del ciclo menstrual, MFP disminuye la expresion de LIF (Chen y col,
2011), probablemente por bloqueo del receptor de progesterona. Por el contrario, MFP
aumenta la expresion de este factor en las vellosidades coriales, un efecto que podria
estar relacionado con GRa (Pei y col, 2010).

Los glucocorticoides y sus analogos aumentan la expresion de Fgf2 en todo el SNC,
tanto a nivel de la proteina (Chadi y col, 1993) como del ARNm (Hansson y col, 2000).
Se considera que los glucocorticoides ejercen un control ténico sobre la expresién de
Fgf2, que es atenuada por la adrenalectomia (AdrX) (Chao y McEwen, 1994; Riva y
col, 1995).

Los glucocorticoides y sus andlogos aumentan la expresion de Fgf2 en todo el SNC,
tanto a nivel de la proteina (Chadi y col, 1993) como del ARNm (Hansson y col, 2000).
Se considera que los glucocorticoides ejercen un control ténico sobre la expresion de
Fgf2, que es atenuada por la AdrX (Chao y McEwen, 1994; Rivay col, 1995).

A diferencia de la mayor parte de los genes conocidos, el locus de Fgf2 produce un
ARN a partir de la cadena antisentido (Fgf2 antisense, Nudt6). Esta secuencia es
complementaria de 464 nucle6tidos ubicados en la region no traducida 3’ (3'-UTR) del
gen codificante (Knee y col, 1997). La organizacion fisica de Nudt6 estd altamente
conservada, incluso en el raton (Gene ID 229228). En condiciones de estrés, los
corticoides reducen transitoriamente la expresion de Nudt6, aumentando la traduccidn
del ARNm-FGF2 (Frank y col, 2007). Nudt6 estd involucrado en la regulacion
postranscripcional de FGF2. Se expresa en el sistema nervioso y ha sido correlacionado
con conductas inteligentes en ratones (Kolata y col, 2010). Bloquea la traduccion de
FGF2 in vitro (Li y Murphy, 2000).
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Objetivos

Esta Tesis intenta describir el papel de las endotelinas, los glucocorticoides y sus
correspondientes receptores, en la respuesta de la retina a la injuria de las células

fotorreceptoras. Sus objetivos especificos son

1. Estudiar la distribucion del receptor de glucocorticoides (GR) y de sus formas
fosforiladas (p-Ser 211-GR y p-Ser 203-GR) en la retina normal y después de
intervenciones farmacoldgicas que modifican la sefializacién dependiente de

glucocorticoides.

2. Dado que los glucocorticoides son protectores de los fotorreceptores, determinar si el
bloqueo de efectos provoca la muerte de dichas células fotorreceptoras. En forma
complementaria, se desean evaluar las modificaciones producidas por un agonista
(dexametasona, DEX) y un antagonista (mifepristona, MFP) sobre los niveles de
proteinas pro- y anti-apoptoticas en la retina no expuesta a condiciones toxicas

conocidas.

3. Correlacionar los cambios pro- y anti-apoptéticos producidos por DEX y su
antagonista con modificaciones sobre las endotelinas y otros factores (FGF2 y LIF) que

integran la respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores.

4. Comparar los efectos de DEX y MFP en condiciones basales con los efectos de los
mismos farmacos en retinas expuestas a condiciones de iluminacion que inducen la

muerte de los fotorreceptores.

5. Comparar la respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores inducido por MFP,

con el patrén de dicha respuesta provocada por exposicion a la luz.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

Animales y tratamientos experimentales

Animales

Se emplearon ratones de la cepa Balb/c, de 35 a 45 dias de edad. Los animales fueron
mantenidos segln normas pre-establecidas (ARVO). Las condiciones de iluminacion
estandar fueron ciclos de luz/oscuridad, de 12 horas por etapa, con niveles maximos de
iluminacion de 60 lux. Todos los experimentos con animales comenzaron a las 12.00 h,
con un periodo de 24 horas en oscuridad. Los animales fueron entonces separados,
aleatoriamente, en los distintos grupos experimentales (ver mas abajo). Al finalizar el
experimento, los animales fueron sacrificados con inyeccion intraperitoneal de hidrato
de cloral (500 mg/kg)

Exposicién a la luz

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados segun las recomendaciones
para el uso de animales en investigaciones oftalmolégicas (ARVO). Los animales
fueron expuestos a 1.500 lux en cajas de vidrio transparente ubicadas en un médulo de
iluminacion regulada. Este mddulo cuenta con un sistema de recirculacion de aire que
opera 20 cambios por hora. Su fuente de iluminacidn es un tubo fluorescente (OSRAM
L58W/daylight). El tiempo de exposicion, que siempre comenzo a las 12.00 h, fue de 2

0 4 dias.

Tratamientos farmacolégicos

Los tratamientos farmacolégicos, fueron aplicados mediante inyecciones subcutaneas o
intraperitoneales. Las drogas utilizadas fueron dexametasona (DEX, Sidus, Buenos
Aires, Argentina) y mifepristona (MFP, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU), en dosis
que se describen en los capitulos correspondientes. Los controles siempre recibieron
voltimenes similares del vehiculo (VHC), propilen-glicol, en lugar de las inyecciones de

MFP, y solucién salina (CINa 0,9%) como reemplazo de las inyecciones de DEX.
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Procedimientos

Muestras para histologia e inmunohistoquimica

Fijacion

Los animales, anestesiados profundamente con una inyeccion intraperitoneal de hidrato
de cloral, fueron perfundidos por via transcardiaca con paraformaldehido (4 g/ 100 ml)

en solucion buffer fosfato al 0,1 M, pH 7,3 mediante una bomba de jeringa (Orion Sage
M 361).

Se marcaron con tinta indeleble los cuadrantes dorsolaterales de los globos oculares.
Estos fueron enucleados y disecados para extraer el cristalino. Los tejidos se
almacenaron por una noche en una solucién de sacarosa (5 g/ 100 ml) buffer fosfato 0,1
M a 4°C. Para obtener una criopreservacion apropiada del material, las muestras fueron

pasadas por soluciones crecientes de sacarosa (Barthel y Raymond, 1990).

Cortes por congelacion

El material se incluyd en el compuesto “optimal cutting temperature” (OCT, Biopack,
Buenos Aires), y congelado en acetona enfriada por nitrégeno liquido. Los tacos fueron
armados teniendo en cuenta la orientacion anatémica de cada ojo, a fin de estudiar las
mismas regiones en cada experimento. Cada taco incluia un ojo control y un ojo
experimental, a fin de asegurar un mismo procesamiento para todas las muestras. Se
utilizé un criostato Microm (HM 500 OM) para obtener cortes de 6 a 12 um de espesor,
que fueron montados en portaobjetos gelatinizados y secados a temperatura ambiente

durante 1.30 h 0 mas.

Inmunohistoquimica

Las criosecciones fueron deshidratadas por pasajes (1 min) en alcoholes de
concentraciones crecientes (70 %-100 %). Luego fueron deslipidizados en xilol durante
tres minutos, para ser finalmente rehidratados por pasajes en alcoholes 100 % y 96 %.
Seguidamente se bloqued la peroxidasa endégena mediante una incubacion en alcohol
96% con peroxido de hidrogeno (0,5 % v/v) por 20 minutos y finalmente se termind la

rehidratacion en alcoholes de menor concentracion hasta llegar a PBS.

Los anticuerpos primarios utilizados (ver tabla 1) fueron detectados con anticuerpos
secundarios biotinilados, los que fueron reconocidos por el complejo avidina-biotina-

peroxidasa (Elite Vector, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EEUU). La actividad
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de peroxidasa fue revelada con diaminobencidina en presencia de niquel. Como control

negativo el anticuerpo primario fue reemplazado con diluyente. Las fotografias de estos

cortes se realizaron con un microscopio de luz clara (Nikon E800) y una camara digital

(Nikon DN100).

Anticuerpos primarios

Tabla 2.1: Anticuerpos primarios para inmunohistoquimica y Western blots

Anticuerpo

Tipo

Origen

Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(GAPDH)

Monoclonal de ratén

(6C5, sc-32233) Santa Cruz,
Biotechnology, Inc. Santa Cruz,
CA, EEUU

Bcl-X

Policlonal de conejo

(B9304) Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EEUU.

Caspasa clivada-3 (CC-3)

Policlonal de conejo

(9661) Cell Signaling Technology
Inc. Danvers, MN, EEUU.

Histona H2XA fosforilada ( p-H2XA)

Monoclonal conejo

(ab2893) Abcam Inc. Cambridge,
MNs, EEUU.

Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)

Monoclonal de raton

(G3893) Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EEUU.

Rodopsina B6-30

Monoclonal de ratén

J. Nathans (Dpto. de Biologia
Molecular y Genética, Escuela de
Medicina, Universidad John
Hopkins, Baltimore, MD, EEUU)

GR total (N499, raised against hGR 1-
499)

Policlonal de conejo

M. Garabedian (Departamento de
Microbiologia, Instituto del
Céncer, Universidad de Nueva
York, NY, EEUU).

p-Ser203-GR
(C 194LQDLEFSSG(pS)PGKEzm.)

Policlonal de conejo

M. Garabedian (Departamento de
Microbiologia, Instituto del
Céncer, Universidad de Nueva
York, NY, EEUU).

p-Ser211-GR
(C 20:GSPGKETNE(pS)PWRS315)

Policlonal de conejo

M. Garabedian (Departamento de
Microbiologia, Instituto del
Céncer, Universidad de Nueva
York, NY, EEUU).
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Figura 2.1. Representacion esquematica de un corte de la retina paralelo al ecuador.
Para la evaluacion del dafio se examinaron ocho regiones: cuatro temporales (1-4) y
cuatro nasales (5-8). Los extremos periféricos, préximos al cuerpo ciliar no fueron

evaluados.
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Figura 2.2. A. Corte préximo al ecuador del 0jo en una retina lesionada, donde se indican las
zonas normales (0), y con distintos grados de lesién 1, 2 y 3. B. Con mayor magnificacion se
muestra el estado de la CNE en zonas de la retina con lesiones de distintas gravedad. 0, no

lesion, la CNE tiene mayor espesor que la CNI; 1, dafio leve, la CNE es del mismo espesor que
la CNI; 2, dafio grave, la CNE es mucho més angosta que la CNI, pero tiene 3 0 mas hileras de
nucleos de fotorreceptores; 3, dafio maximo, apenas quedan 1 o 3 hileras de ndcleos.
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La deteccion de los anticuerpos primarios en las retinas enteras se realizd con
anticuerpo secundario acoplado a un cromdforo fluorescente (Fluoresceina, fluorescein-
5-isothiocyanate-conjugated goat antirabbit 1gG, FITC). Estas retinas fueron montadas
en DABCO (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Para su observacion se utiliz6 un
microscopio confocal, Laser Scanning System Radiance 2000 (BioRad, Hemel
Hempstead, UK), utilizando la linea 488 del l&ser de argon y secciones Opticas de 1 pm.
Las imagenes fueron procesadas con el programa Confocal Assistant (BioRad, Hemel
Hempstead, UK).

Coloracién con Rojo Neutro y cuantificacion del dafio estructural

Se obtuvieron secciones de 9 um de espesor, que una vez secadas a temperatura
ambiente, fueron colocadas en una solucion de sacarosa al 5% (g/100 ml) en buffer
fosfato por 5 minutos, seguidas por un bafio en agua destilada por 10 minutos. Luego
los cortes se cubrieron con Rojo Neutro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) al 0,2
% en agua destilada por 8 minutos. Finalmente se sumergieron en alcoholes de
concentracién creciente (70-100%), se aclararon en xilol y se montaron en Balsamo de

Canada sintético.

Para valorar el dafio sufrido por las distintas zonas de la retinas se utilizaron cortes
seriados paralelos al ecuador del ojo, que incluian los hemisferios temporal y nasal. Una
vez coloreados con Rojo Neutro, los cortes fueron analizados por un investigador que
desconocia el tratamiento aplicado a cada muestra. Se midieron 11 cortes por ojo,
separados por 270 um y que representaban la zona préxima al nervio optico de los
hemisferios ventral y dorsal. Se analizaron 8 puntos en cada corte (como se indica en la
Fig. 2.1), con una escala de 0 a 3, donde O correspondio6 al espesor de la CNE en las
retinas controles y 3 a la CNE reducida a 1-3 hileras de nucleos (Fig. 2.2.). No se

incluyeron los extremos periféricos, proximos al cuerpo ciliar.

Fragmentacion del ADN (TUNEL)

Obtenidos los cortes por criostato, los mismos se dejaron secar a temperatura ambiente
por 2 h. Se utilizo el sistema FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Fluorescent
- TdT Enzyme (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los cortes fueron sumergidos 15 min en formaldehido 4%,
lavados durante 15 minutos en TBS 1X y colocados en camara himeda. Luego fueron

permeabilizados con proteinasa K 1% en Tris 1 M por 10 minutos, lavados en TBS,
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mantenidos en buffer de equilibrio 1X por 10 minutos, e incubados a 37°C con TdT
labeling reaction mixture. Finalmente se realizaron lavados con TBS 1X a temperatura
ambiente y los cortes se montaron con el medio de montaje del kit. Los especimenes
fluorescentes fueron observados con un microscopio de fluorescencia Nikon E800 con
una camara digital Nikon DN100, o con el microscopio confocal Laser Scanning
System Radiance 2000 (BioRad, Hemel Hempstead, UK), utilizando la linea 488 del
laser de argdn. Se tomaron secciones opticas de 1 um en el eje z, que fueron procesadas

con el software Confocal Assistant (BioRad, Hemel Hempstead, UK).

Proteinogramas analizados por Western blot

Luego de sacrificado el animal, las retinas se obtuvieron en solucién tamponada con 5
mM Tris-HCI, 2 mM MgCI2, 2 mM EDTA, 65 mM NaCl, 1% Triton X-100, y coctel de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Cada extracto contenia 6
retinas (el nimero total de animales se indica en los capitulos de resultados). Se utilizé
el método de Bradford (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) para estimar los niveles de
proteinas totales en los homogenatos (Bradford, 1976). Los extractos fueron separados
en geles de SDS-poliacrilamida (BioRAD, Canton, MA), a razon de 30 ug de proteina
por calle. La proteina separada fue transferida (120 v, 120 min) a un filtro de
nitrocelulosa (Hybon-P, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) con técnicas
convencionales. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios (Tabla
2.1), seguidos por lavados en Tween-PBS (Tween 20 1% en PBS 0,01 M) y luego
incubadas con los anticuerpos secundarios biotinilados apropiados para cada primario.
Posteriormente fueron incubadas con Extravidin-Peroxidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), reveladas por quimioluminiscencia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) y expuestas a placas sensibles (Amersham Hyperfilm ECL, GE
Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ). Para controlar la transferencia, los
anticuerpos primarios fueron levantados y las membranas reincubadas con el anticuerpo

contra GAPDH. Los resultados se expresaron como pixeles por banda.

RT-PCR semicuantitativa

Después de la enucleacion, las retinas fueron disecadas en solucion salina estéril. Se
utilizaron 2 retinas para cada extracto (ver el nimero total de animales en los capitulos

de resultados). Después de homogeneizar las muestras (Microhomogeneizador Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO), el ARN total fue aislado con el RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen, Inc, Valencia, CA). Las muestras fueron procesadas bajo flujo laminar (Class
Il A/ B3 Biological Safety Cabinet — Microlat S.R.L).

La concentracién de ARN total se midi6 en espectrofotometro (Beckman DU 640-
ESANCO S.R.L- Arg) obteniéndose una concentracion final de 7 pg/pl. La integridad
del ARN fue verificada en gel de agarosa al 2 %. El cADN se obtuvo por retro
transcripcion de 2 pg ARN con el kit de transcriptasa reversa SuperScript 1. Los

controles negativos fueron realizados sin el agregado de ARN.

La amplificacion por PCR se realizd utilizando la enzima Taqg DNA polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y primers especificos (ver Tabla 2). En el caso de Lif y Fgf2,
se accedio a la secuencia nucleotidica de interés a través de la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y los primers fueron escritos con el programa
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) del Howard
Hughes Medical Institute and National Institutes of Health. National Human Genome
Research Institute. Se utiliz6 la amplificacion de gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(Gapdh) como estandar interno (Rhinn y col, 2008). El ciclado se realizd segun el
siguiente protocolo, con diferentes temperaturas de apareamiento especificas para cada

par de primers (T° Annealing).

a. 1 ciclo de: 92°C por 5 min.
b. 35 ciclos de: 92°C por 1 min, TA°C por 1 min, 72°C por 1 min.
c. 1 ciclo de: 72°C por 10 min.

Las condiciones de reaccion fueron optimizadas para las siguientes concentraciones
finales: buffer PCR 1X; Cl2Mg 4 mM; dNTPs 0,2 mM; primers 10 pm; Taq 1U; ADN
2 pg. El Volumen Final de Reaccion (VFR) fue de 20 pl. El termociclador utilizado fue
Gene Cycler (BIO-RAD, Hemel Hempstead, UK). Para cada par de primers se
realizaron PCRs con nimero de ciclos creciente, 29, 32, 35, 38 y 41. En todos los casos
la meseta de la reaccion se alcanzd después de los ciclos 38-41. Como se utilizaron 35
ciclos, podemos afirmar que las diferencias medidas entre los distintos grupos
experimentales reflejaron la disponibilidad de transcriptos en los extractos, aungue no

podemos determinar sus valores exactos, ya que se trata de un método semicuantitativo.

Los amplicones fueron resueltos en geles de agarosa 4%, con marcadores de peso

molecular (DNA Ladder, Invitrogen, CA) y teflidos con bromuro de etidio al 5%


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Las bandas se midieron con las herramientas del Adobe
Photoshop CS4 Extended, (Adobe System Complex, San Jose, CA USA,
www.adobe.com) utilizando secuencias automaticas de ajuste y medicion. Los
resultados se expresaron como la proporcion entre los pixeles de la banda experimental

y los pixeles de la banda de Gapdh, multiplicados por 100.

Tabla 2.2. Primers utilizados para reacciones de PCR

cDNA Primer sentido Primer anti-sentido T™M | Tamafio
(°C)
Ednil AGCTGGTGGAAGGAAGGAAACTACG | GACAGTGCAGAAAGGTGAGGTAGACT 60 728
Edn2 CTGCTGCTGTGTTAAAGACTGGCAAG | AGGTTCTGTGCTCCCAAAAGTGTC 62 652
Edn3 CTTGTATGGGGGCGGATGACAAG TGCCTCGCTAACTTGCTCAGGC 62 679
Ednra CCCTTGATTACCGCCATTGAAA TGACAACCAAGCAGAAGACAGT 60 346
Ednrb GGCTAGTGTGTTTTCAGAGGCTTG CAGAACCACAGAGACCACCCAAAT 60 822
Lif AAATGCCACCTGTGCCATACG CAACTTGGTCTTCTCTGTCCCG 63 219
Fgf2 AAGCGGCTCTACTGCAAGAA TCAGCTCTTAGCAGACAT 60 381
Gapdh | ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 58 452

Adrenalectomias

Las adrenalectomias (AdrX) fueron realizadas segun procedimientos convencionales

(Foley, 2005). Los animales fueron anestesiados con desfluorano. Se hizo una incision
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de la piel en la linea media dorsal, a la altura de las veértebras lumbares. La pared
muscular se abrid por separado a la izquierda y a la derecha, con un instrumento romo.
La adrenal izquierda se localiza lateralmente con respecto al bazo, sobre el polo anterior
del rifidn. La adrenal derecha se localiza cranealmente con respecto al rifién, cerca de la
vena cava. Ambas adrenales fueron extraidas, junto con la grasa periadrenal. Se verifico
microscopicamente la presencia de las adrenales en los tejidos obtenidos. La pared
abdominal se cerrd con suturas absorbibles, y la piel con sutura no absorbible. Como
control de estos experimentos se utilizaron animales con incision y sutura de los planos

cutaneos.

Los ratones fueron sacrificados 6 o 48 h después de la AdrX y sus ojos fueron

procesados para histologiay TUNEL.

Estadisticas

Los datos cuantitativos son presentados como promedio + error estandar. EI nimero de
muestras para cada experimento se indica en las leyendas de las figuras
correspondientes. Las variaciones de cada marcador en distintas condiciones
experimentales fueron analizadas con ANOVA de una via para muestras repetidas. Los
promedios de todos los pares fueron comparados con el Test de Tukey para
Comparaciones Madltiples. En algunos casos se empled la prueba t de Student. Los
calculos fueron realizados con el programa GraphPad Prism version 5.00 for Windows

(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).
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Capitulo 3

Receptores de glucocorticoides en la retina

Objetivos especificos

Trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron la localizacion del sistema
endotelinérgico en la retina (Torbidoni y col, 2005). Para estudiar su posible interaccion
con los glucocorticoides comenzamos por describir la distribucién de los receptores

GRa en la retina de ratones Balb-c.

Fundamentos

El receptor de glucocorticoides a (GRa) actia como un factor de transcripcion
dependiente de ligando. En ausencia de éste ultimo, GRo permanece en el citoplasma
asociado a complejos de proteinas chaperonas que incluyen la heat shock protein 90
(Hsp90), p23 y cochaperonas, como la fosfatasa de proteinas 5 (Picard, 2006). Después
de unirse al ligando, el complejo hormona-receptor se transloca al nicleo donde se une
a secuencias especificas de ADN (Elementos de Respuesta a Glucocorticoides, GRE)
que modulan la transcripcion génica (Kumar y Thompson, 2005; Kumar y Litwack,
2009).

El receptor también sufre diversas modificaciones post-traduccionales, incluyendo la
fosforilacion, que pueden ocurrir en ausencia 0 en presencia de ligando. Las
fosforilaciones regulan diversas funciones tales como la estabilidad de la molécula, la
sensibilidad a la hormona, la localizacién nuclear, la unién al ADN vy otras interacciones
que a su vez determinan la especificidad y la intensidad de los efectos del complejo
receptor-ligando sobre sus genes blancos (Weigel y Moore, 2007). La mayor parte de
los sitios identificados son motivos Ser-Pro, que sugieren su activacion por quinasas-
dirigidas-a-prolinas, como Pinl, una peptidil prolil isomerasa (Yi y col, 2005), y las

quinasas dependientes de ciclinas (Kino y col, 2007)

En el GR humano se encuentran sitios de fosforilacion en las serinas 203, 211 y 226,

todas ubicadas en el motivo de activacion funcional (AF1) de la regién N-terminal del
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receptor. La fosforilacion de todos estos sitios aumenta después de la unién del ligando
(Wang y col, 2007).

En ausencia de ligando, la fosforilacién en ser211 es menor que en ser203. La unién a
los agonistas aumenta la fosforilacion en ambos sitios. La forma p-ser 203 se ubica
predominantemente en el citoplasma, mientras que la forma p-ser 211 se concentra en el
ndcleo (Wang y col, 2002). Las formas p-ser211 y p-ser226 se unen mas eficientemente
a sus sitios GRE de manera hormona-dependiente y se ha sugerido que los distintos
patrones de fosforilacion determinarian la union selectiva de los receptores a distintos
genes (Blind y Garabedian, 2008).

Disefio experimental

Al comienzo del periodo experimental (12.00 h), los animales fueron mantenidos en
oscuridad completa durante 24 horas. A las 12.00 h del dia siguiente, los animales
fueron divididos en grupos en forma aleatoria. Todos los grupos de animales retornaron

a condiciones de iluminacion estandar (12 h a 60 lux: 12 h en oscuridad).

Para estudiar la distribucion de GR total y sus formas fosforiladas, los animales fueron

fijados por perfusion 1 h después de completado el periodo de oscuridad total.

Para estudiar los efectos farmacoldgicos, los animales fueron inyectados
inmediatamente después del periodo de oscuridad con: DEX (10 mg/kg/dia, sc), MFP
(10 mg/kg/2 dias, sc,) o volumenes similares del vehiculo (VHC), propilen-glicol. Los
ratones recibieron 1 ml de dextrosa al 5% i.p. segin necesidad. Todos los animales
fueron anestesiados y fijados por perfusion 6 h despues del tratamiento farmacolégico, a
las 18.00 h. Empleamos el método inmunoenzimatico (Cap. 2) para determinar la
localizacion de los receptores GR y sus isoformas fosforiladas utilizando los anticuerpos
GR total, GRp-Ser203 y GRp-Ser211 (Wang y col, 2002) en las retinas con y sin

intervenciones farmacologicas.
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Resultados

Distribucion de GR total y sus formas fosforiladas

Se detectd inmunorreactividad de GR total en todos los estratos nucleares de la retina,
aunque con distinta intensidad en cada uno de ellos (Fig. 3.1A-C). Tanto para el GR
total como para las dos isoformas fosforiladas, encontramos la maxima intensidad de
inmunorreactividad en la CCG. También se detectd inmunorreactividad en la CNI y en
la CNE, pero de menor intensidad que en la CCG. La CNI y la CNE mostraron
inmunorreactividad moderada para el GR total y débil para p-Ser203- y p-Ser-211-GRs.
La primera de las isoformas fosforiladas, p-Ser203-GR, colored intensamente a las
estructuras gliales de la CCG y la CNO. Ademas, esta isoforma fue la Gnica que mostrd
afinidad por los segmentos externos. EI EP presentd una débil inmunorreactividad para

GR total, pero se tifid intensamente con p-Ser211-GR.

Cambios producidos por la administracién de DEX o MFP

No se detectaron cambios en la estructura de los fotorreceptores, ni de otras capas de la
retina, 6 0 24 h después de la administracion de DEX o MFP. Sin embargo, se

detectaron algunos cambios en la localizacion e intensidad de la inmunoreactividad.

En las retinas fijadas a las 6 h, la localizacidn de la inmunorreactividad para GR total
era predominantemente nuclear. Sin embargo, la inmunorreactividad tenia mayor
intensidad en las retinas en los animales que habian recibido DEX, que en los que
habian recibido VHC o MFP (Fig. 3.2A-C).

Las diferencias fueron mucho méas marcadas a las 24 h, cuando la inmunorreactividad
en las retinas de animales que habian recibido DEX o MFP era mucho mas intensa que
a las 6 h. Para poder evaluar las diferencias se utilizaron diluciones mas altas del
anticuerpo primario. Ademas, a las 24 h, se observé mayor inmunorreactividad en todas
las capas nucleares de las retinas MFP que en las retinas DEX. En ambas, la CNI
mostraba algunos nudcleos intensamente tefiidos y de forma alargada. El tamafio y
ubicacion de estos ndcleos permiten inferir que correspondian, presumiblemente, a las
células gliales de Muller (Fig. 3.2D-F y G-I).

A las 6 h, ademas de un aumento generalizado en la inmunorreactividad nuclear de las

isoformas fosforiladas en Ser203 y Ser211, observamos efectos selectivos sobre sus
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Figura 3.1: Distribucion de los receptores de glucocorticoides en la retina normal. A.
La inmunorreactividad GR total aparecio6 en todas las capas nucleares, pero con mayor
intensidad en la CCG. ElI EP mostré escasa inmunorreactividad. B. p-Ser203-GR
también reaccion6 con mayor intensidad en la CCG, donde también aparecio en
estructuras de tipo glial. La inmunorreactividad en la CNI y en la CNE fue debil, menor
que la correspondiente al GR total. Ademas, p-Ser203-GR se observo en los segmentos
externos. C. La inmunorreactividad de p-Ser211-GR también fue mas intensa en la
CCG, aunque no se observaron estructuras de tipo glial. Esta inmunorreactividad era
de intensidad comparable a la de p-Ser203-GR en la CNI y CNE, pero de mayor

intensidad a nivel del EP. Barra de calibracién, 50 um.
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Figura 3.2. Inmunorreactividad para GR total en retinas bajo condiciones de
iluminacion basal, provenientes de animales que recibieron VHC, DEX o MFP. A, B 'y
C. Retinas fijadas 6 h después de la inyeccion de VHC, DEX o MFO. Las
microfotografias corresponden a retinas que fueron procesadas simultdneamente y
muestran que la inmunorreactividad después de 6 h de DEX fue mayor que después de
6 h de VHC o MFP. Barra, 50 um. D, E y F. Retinas fijadas 24 h despues de la
inyeccion de VHC, DEX o MFO. Estas preparaciones se procesaron simultaneamente
con una dilucién del anticuerpo N499 mas alta que la utilizada para las retinas de 6 h.
En este experimento, la inmunonorreactividad despues de 24 h de MFP fue mayor que
después de DEX, y ésta a su vez, mayor que la de VHC. Barra, 50 um. G, H e I. El
aumento de inmunorreactividad afectd a todas las capas nucleares. En la CNI
aparecieron nucleos elongados (flechas), con mayor intensidad de marca,
probablemente correspondientes a células de Muller. Barra de calibracion, 20 pum.
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Figura 3.3. Inmunorreactividad para p-Ser203-GR en la capa de fotorreceptores de
retinas expuestas a iluminacion estandar, fijadas 6 h después de la administracion de
VHC, DEX o MFP. A. En los animales controles, inyectados con VHC, la
inmunorreactividad de esta isoforma fosforilada aparece en la porcion interna del
segmento externo. B. Después de DEX, los segmentos externos no mostraron
inmunorreactividad p-Ser203-GR. Esta se encontraba en la CNE, a nivel de la limitante
externa. C. Después de MFP, la mayor inmunorreactividad aparecio en los extremos
mas externos de los fotorreceptores, aunque también se detectdé inmunorreactividad de
menor intensidad cercana a la limitante externa. Barra de calibracion, 20 pm.
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Figura 3.4. Cortes semejantes a los anteriores, pero con inmunotincion para la
isoforma p-Ser211-GR. A. Los controles (VHC) mostraron débil coloracién nuclear en
la CNE. B. Después de DEX aument6 ligeramente la coloracion nuclear, y aparecio
inmunotincion en los segmentos internos. C. La inmunorreactividad observada después
de MFP era semejante a la observada en las retinas de ratones tratados con DEX.
Barra de calibracion, 20 pm.
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localizaciones en los segmentos internos y externos de los fotorreceptores. La
inmunorreactividad para p-Ser203-GR, desaparecio de los segmentos externos, donde se
encontraba en las retinas controles (VHC). Por el contrario, se detectd
inmunorreactividad en la zona de la CNE préxima a la membrana limitante externa
(MLE). En los ratones que habian recibido MFP; la inmunorreactividad para p-Ser203-
GR aparecia en el extremo méas externo de los segmentos externos, préximos al EP.

También se observo inmunorreactividad asociada a la MLE.

En los animales tratados con DEX, se observo inmunorreactividad para p-Ser211 en los
segmentos internos. También aparecié en idéntica localizacion en los animales que
habian recibido MFP.

Discusion

Localizacion de los GRs

La inmunorreactividad para GR total presentd localizacion nuclear en todas las capas de
la retina. Las diferencias en la intensidad de la inmunorreactividad nuclear en la CCG,
la CNI y la CNE probablemente reflejan la mayor proporcion de eucromatina en el

nucleo de las células ganglionares con respecto a los ndcleos de los fotorreceptores.

Solo en la CCG, donde la inmunorreactividad fue mas intensa, se encontr0 cierta
localizacion citoplasmatica. La falta de coloracién citoplasmética no fue un artificio del
procedimiento, ya que observamos inmunorreactividad citoplasmatica en el EP. La
preponderancia de la localizacion nuclear sobre la citoplasméatica podria ser una
peculiaridad de la retina, ya que en las neuronas del hipocampo la localizacion habitual
es en el citoplasma (Sarabdjitsingh y col, 2010). Generalmente se acepta que el GR no
unido a ligando reside predominantemente en el citoplasma, y que la activacion
hormonal determina su translocacién al nucleo con la consiguiente modulacién
gendémica (Nishi y col, 1999). En consecuencia, inferimos que este anticuerpo

principalmente mostraba GRa unido a sus ligandos enddgenos (Nicolaides y col, 2010).

Toda la evidencia disponible al momento de realizar esta tesis indicaba que los roedores

solo producian receptores de la forma o, ya que no se habian detectado transcriptos con
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la secuencia desordenada del extremo C basada en el distinto uso de los exones 90y 98
(Otto y col, 1997). Sin embargo, en 2010 se demostrd que los exones 9a. y 9f del raton
podian ser recortados y empalmados utilizando un sitio de recorte ubicado en una region
previamente asignada al exén 8. Este proceso origina una isoforma 3 murina con una
secuencia C-terminal de 15 aminoacidos, que es de la misma longitud y comparte buena
parte de los aminoacidos encontrados en el extremo C del GRp humano (Hinds y col,
2010). Por el momento se desconoce la fisiologia del GRB murino y no se dispone
actualmente de anticuerpos que permitan su localizacion. Mas aun, existen todavia
controversias sobre su localizacion en las células humanas. Originalmente se reportd
que su ubicacion es constitutivamente nuclear (Oakley y col, 1996). Sin embargo,
experimentos mas recientes sugieren que en algunos casos se localiza en el citoplasma y
se transloca al nucleo cuando las células son tratadas con MFP (Lewis-Tuffin y col,
2007). Entonces, es posible que parte de la inmunorreactividad detectada por el

anticuerpo contra GR total corresponda a la forma GR.

Sin embargo, todos los tipos celulares de la retina con inmunorreactividad para GR total
también mostraron inmunorreactividad para las dos isoformas fosforiladas, confirmando
la presencia de GRa en dichos sitios. Ademas, la presencia de las isoformas fosforiladas

en localizaciones no nucleares sugiere efectos no genomicos de GRa.

Cambios inducidos por DEXy MFP

La mayor inmunorreactividad de GR después de la administracion de DEX puede ser
explicada por la translocacion del receptor unido a su ligando (Nishi y col, 1999;
Nicolaides y col, 2010). La aparicion de nucleos de células de Mdller intensamente
inmunorreactivos es coherente con algunas actividades de los glucocorticoides en la
retina. En efecto, desde hace muchos afios se conoce que estos esteroides son
imprescindibles para la maduracién glial en el embrion, donde estimulan la expresion de
la glutamino sintasa (GS), una enzima selectivamente localizada en las células de
Miiller (Vardimon y col, 1986). Como las células de Muller son productoras de factores
troficos que estimulan la supervivencia de los fotorreceptores (Wahlin y col, 2000), el
aumento de la inmunorreactividad de GR en los ndcleos de estas células podria estar
correlacionado con el efecto protector de los corticoides para las neuronas de la retina
externa (Wenzel y col, 2001a).
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Algunos trabajos sugieren que se acumula ARNm de GR después de la adrenalectomia,
especialmente en cerebro y rifion (Kalinyak y col, 1987). Por el contrario, el tratamiento
con DEX resulta en una disminucion de la acumulacion de este ARNm, que también
afectaria selectivamente a los distintos tejidos (Kalinyak y col, 1987). Trabajos in vitro
de la misma época indican que DEX también reduce la disponibilidad de GR-ARNm
pero en el plazo de 2 0 mas dias (Silva y col, 1994). Sin embargo, no existe evidencia
sobre los factores fisiologicos que regulan la disponibilidad de las distintas isoformas

traduccionales de GRa.

El aumento de la inmunorreactividad en las células de Miller provocado por MFP,
podria atribuirse a la posible translocacion nuclear de los GRs acoplados a MFP (Lewis-
Tuffin y col, 2007). Por el contrario, podria reflejar una mayor expresion de ARNm-

GR, tal como la que se produce después de la adrenalectomia.

Los cambios de localizacion e intensidad de ambas isoformas fosforiladas en los
segmentos externos, encontradas apenas 6 h después de la administracion de
glucocorticoides o su blogueo, sugieren que estos GRs podrian actuar directamente
sobre el fotorreceptor en forma no gendmica. Aunque se requieren mayores estudios
para identificar su ubicacién submicroscopica, podrian ser GRs asociados a membranas,
ya sea a las membranas del segmento externo (p-Ser203-GR) o a las membranas
mitocondriales (p-Ser211-GR). Los GRs asociados a membranas se encuentran en
numerosas neuronas (Johnson y col, 2005), y permiten efectos ultrarrapidos, producidos
con la misma velocidad por conjugados impermeables de DEX-seroalbimina como por
corticosteroides solubles (Xiao y col, 2010). Por otra parte, se sabe que el GR puede
translocarse al interior de las mitocondrias, y que esta localizacion se asocia con

funciones de neuroproteccion (Du y col, 2009).

Los cambios en la asociacion de la isoforma p-S203-GR con el segmento externo
podrian relacionarse con la translocacion de las proteinas que intervienen en la
fototransduccion (Calvert y col, 2006). En los fotorreceptores adaptados a la oscuridad,
la transducina y la arrestina se concentran en el segmento externo e interno,
respectivamente. La estimulacion luminosa induce un rdpido movimiento de la
transducina hacia el segmento interno y el terminal sinaptico, mientras que la arrestina

se mueve en direccion inversa desde el segmento interno hacia el externo. Se postula
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que esta translocacion no solo contribuye a la adaptacion a la luz sino que también

protegeria a los fotorreceptores de las lesiones por estrés luminoso (Artemyev, 2008).

Sitios de accién de los glucocorticoides en la retina neural

La ubicacion de la inmunorreactividad para GR indica que, en condiciones de
iluminacién estandar, los glucocorticoides podrian actuar sobre los fotorreceptores
directamente, o a través de moléculas activadas por ellos en las células de Miller o en el
EP. La localizacién nuclear de los GRs no deja dudas sobre la importancia de los
efectos gendmicos. Sin embargo, la presencia de receptores fosforilados en los
segmentos externos e internos sugiere la posibilidad de efectos no gendmicos, que son

de gran importancia en la regulacion de la activacion neuronal (Groeneweg y col, 2011).
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Capitulo 4

Vida 'y muerte de los fotorreceptores: papel de

los glucocorticoides

Objetivos especificos

Dado que los glucocorticoides son protectores de la retina, intentamos demostrar que el
bloqueo de sus receptores tendria el efecto opuesto. Por lo tanto, los objetivos de este

capitulo consisten en:

e Evaluar el efecto de DEX, MFP o su combinacién sobre la supervivencia de los

fotorreceptores en condiciones de iluminacion estandar.

e Determinar las modificaciones de moléculas relacionadas con el control de la
muerte celular, Bcl-Xi, Bcl2, caspasa 3 clivada (CC-3), fragmentacion del ADN
(TUNEL), histona H2XA fosforilada (p-H2XA), inducidas por DEX, MFP o su

combinacion.

e Comparar las respuestas de la retina a MFP y a la adrenalectomia (AdrX).

Fundamentos

Hasta el presente, los efectos de glucocorticoides sobre la supervivencia de los
fotorreceptores solo fueron estudiados en retinas estresadas (Organisciak y Vaughan,
2010). Sin embargo, es razonable suponer que la ausencia de sefiales de esta via podria
afectar la viabilidad de los fotorreceptores. En este caso, deberiamos encontrar que la
administracién de DEX estimula la actividad de moléculas anti-apoptéticas, mientras
que su blogueo por MFP determinaria lo opuesto, el predominio de las moléculas pro-

apoptdticas, con la consiguiente injuria o desaparicion de los fotorreceptores afectados.

Es bien conocido que los glucocorticoides pueden ser pro- o anti-apoptoticos segun el
fenotipo celular (Amsterdam y col, 2002). La direccién de la respuesta en uno u otro
sentido parece depender de cambios en los niveles de Bcl-X. (Viegas y col, 2008) que,
curiosamente, es el miembro predominante de la familia bcl-2 en la retina (Levin y col,

1997). El gen de la proteina Bcl-X origina, por recorte y empalme alternativos,
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isoformas de distinta longitud que cumplen funciones pro- o anti-apoptéticas. La forma
larga, Bcl-Xi, es anti-apoptdtica y parece ser la molécula que determina la respuesta

celular a los corticoides (Viegas y col, 2004).

Dado que MFP es también un buen antagonista de los receptores de progesterona,
comparamos los efectos de esta droga con los de la AdrX, a fin de verificar si los

efectos dependen de corticosteroides.

Disefio experimental

Al comienzo del periodo experimental (12.00 h), los ratones (machos Balb-c, 35-45 dias
de edad) fueron mantenidos en oscuridad completa durante 24 horas. A las 12.00 h del
dia siguiente, los animales fueron divididos en distintos grupos en forma aleatoria.
Todos los grupos retornaron a iluminacion estandar (12 h a 60 lux: 12 h en oscuridad)

pero cada uno recibi6 un tratamiento farmacol6gico diferente.

Los animales recibieron inyecciones subcutaneas de DEX (4 mg/kg/dia, Sidus, Buenos
Aires) o de MFP (10 mg/kg/2 dias; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) disuelto en propilen-
glicol (VHC). Otros animales recibieron DEX y MFP (D+M) en inyecciones diferentes
pero simultaneas. En algunos casos, los resultados indicaron la necesidad de ensayar
otras dosis, que se indican en el texto. Los animales controles recibieron volimenes
equivalentes de VHC. Dos horas después de iniciado el experimento, los animales
tratados con MFP recibieron 1 ml de glucosa al 5% (Fidex, Buenos Aires).

Los animales fueron sacrificados a las 6 o 48 h, o a los 7 dias de iniciado el
experimento. Todos los grupos permanecieron bajo iluminacion estandar. Los grupos

tratados recibieron una Unica inyeccion de MFP, y 1 o 2 inyecciones de DEX.

A fin de comparar la respuesta a la MFP con la respuesta a la privacion de

glucocorticoides enddgenos, se estudiaron animales adrenalectomizados.

Para evaluar la pérdida de los fotorreceptores se analizaron las hileras de nucleos en la
CNE, tal como se describe en el Cap. 2. Para determinar el balance entre los
componentes pro- y antiapoptdticos se utilizaron Western blots e inmunohistoquimica
para la deteccion de Bcl-X., Bcl-2, CC-3 y p-H2XA, y el procedimiento de TUNEL
para la identificacion de ADN fragmentado.
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Resultados

Alteraciones en la estructura de la CNE

A excepcion de los cambios en la intensidad de la inmunorreactividad de GR, no se
observaron modificaciones de la CNE a las 6 y 48 h. Sin embargo, las células dafiadas
pueden parecer estructuralmente intactas para desaparecer despues de varios dias. Por lo
tanto, evaluamos la estructura de la CNE a los 2 y a los 7 dias de una Unica inyeccion de
MFP. Los animales de los grupos experimentales DEX y D+M recibieron
corticosteroide sOlo durante los dos primeros dias del experimento. Para todos los

puntos se estudiaron 3 0jos correspondientes a 3 animales diferentes.

No se detectaron alteraciones de la CNE en los animales que recibieron VHC o DEX, ni
a los 2 ni a los 7 dias. Por el contrario, se encontraron déficits de esta capa nuclear en
las retinas de animales MFP y D+M (Fig. 4.1). En ambos casos, el dafio estaba
focalizado cerca de la papila del nervio éptico. A los 2 dias, la zona lesionada de las
retinas MFP era de grado 1 y pequefia (18,2 £ 1,7 % del area total, n = 3). En las retinas
D+M, la lesion, del mismo grado, era ain de menor tamafio (4,9 + 2,5 % del &rea total,

n = 3). La diferencia fue estadisticamente significativa (prueba t, p < 0.012).

A los 7 dias se observo un &rea lesionada de mayor extension y gravedad (Fig. 4.1). En
las retinas MFP el area lesionada abarcaba aproximadamente la mitad de la superficie
(53,0 £ 1,5 % del &rea total, n = 3). En el grupo D+M, la lesién se extendia sobre una
superficie menor (14,0 £ 4,2 % del area total, n = 3). La diferencia fue estadisticamente
significativa (prueba t, p < 0.001). Sélo se encontraron lesiones de grado 3 en las retinas
del grupo MFP, donde ocupaban 14,9 £ 2.1% del area afectada. Este valor fue

significativamente diferente de 0 (prueba t de una muestra, p < 0.02).

Cambios en los niveles de rodopsina

Dos dias después de la administracion de DEX o MFP, los niveles de rodopsina de las
retinas controles (VHC) no eran estadisticamente diferentes de los niveles en las retinas
con DEX o MFP (Fig. 4.2A). A los 7 dias, el tratamiento con DEX no habia modificado
los niveles de rodopsina, mientras que la administracién de MFP los habia reducido a
una tercera parte de los controles. El tratamiento combinado evitd parte de esa
reduccion, aunque la rodopsina aun estaba aproximadamente al 50% de los controles
(Fig. 4.2B).
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Figura 4.1. Mapas de la CNE, con el hemisferio temporal a la izquierda y el nasal a la
derecha. Cada hilera representa 270 um a lo largo del eje dorsoventral del ojo, y cada
columna representa 1/8 del eje témporo-nasal. Se muestran las &reas lesionadas (0, no
lesion; 3, lesion maxima) en retinas de animales que recibieron MFP (una dosis al
comenzar el experimento), solo o combinado con DEX (dos dosis a las 0 y 24 h, D+M)
sin exposicion a niveles toxicos de iluminacion. A. En los animales fijados 2 dias
después del inicio del experimento Unicamente se encontraron lesiones de grado 1 en la
zona central de la retina. El area lesionada fue significativamente menor en los
animales D+M. B. En los animales fijados 7 dias después del inicio del experimento, el
area lesionada fue mayor, abarcaba parte del hemisferio ventral y alcanzaba grado 3.
El tratamiento combinado redujo la extension y gravedad de la lesion, pero no la evit6

totalmente.
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Figura 4.2. Rodopsina a los 2 y 7 dias después de la administracion de DEX, MFP o la
combinacion de ambas. A. Dos dias después de la administracién de DEX o MFP, no se
detectaron diferencias entre los distintos grupos experimentales (n = 3). B. A los 7 dias
(ANOVA, p < 0,001; n = 3) las retinas sometidas a MFP tenian una tercera parte de la
rodopsina basal, mientras que aquellas que habian recibido DEX y MFP mostraban un
descenso menor p < 0,001 para MFP y D+M vs cualquiera de los otros puntos).
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Figura 4.3. A. Andlisis densitométrico de proteinogramas para Bcl-XL 6 horas después
del tratamiento farmacolégico (ANOVA, p < 0,0001; n = 3). Todas las comparaciones
fueron significativas (p < 0,001VHC vs DEX, MFP o D+M; DEX vs MFP o D+M),
salvo las indicadas por dos letras iguales. Bcl-XL aumentd después de DEX, pero
descendié por debajo de los niveles de deteccion después de MFP o D+M. B.
Proteinogramas tipicos que muestran la total desaparicion de Bcl-XL en los animales
que recibieron MFP, o la combinacion con DEX 4 mg/kg (D4+M). En este experimento
se ensay0 una dosis mayor de DEX (10 mg/kg, D10+M) que tampoco evitd la
desaparicion de esta proteina.
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Figura 4.4. Inmunorreactividad de Bcl-X. en cortes de retinas fijadas 6 h después de
las intervenciones farmacoldgicas. A. Retinas controles, donde la inmunorreactividad
se concentrd en la CCG, la CNI y los SI. B. Después del tratamiento con DEX se
observo un ligero aumento especialmente a nivel de los segmentos internos (SI). C. No
se observo inmunorreactividad después de la administracion de MFP. D. El tratamiento
combinado (D+M) apenas produjo un ligero aumento de la inmunorreactividad en la
CCG. Barra de calibracion, 40 um.
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Marcadores de muerte o supervivencia celular

Bcel-XL

6 horas después del tratamiento encontramos que la proteina Bcl-XL aumentaba
significativamente a consecuencia de la administracion de DEX. Por el contrario, no se
pudo detectar esta proteina después de MFP, ni después de la administracion simultanea
de DEX y MFP (Fig. 4.3A). Tampoco se detectd Bcl-XL cuando se utilizd una
combinacion de 10 mg/kg/dia DEX y 10 mg/kg/2 dias MFP (4.3B). La ausencia de esta
proteina se mantuvo por lo menos durante los 2 dias siguientes a una Unica

administracion de MFP.

En las retinas controles se observo inmunorreactividad Bcl-XL en todos los estratos. La
mayor intensidad aparecia en las células de la CCG y la CNI. La inmunorreactividad en
la retina externa era de menor intensidad, y se concentraba en los segmentos internos
(Fig. 4.4A). Después de la administracién de DEX, la inmunorreactividad de Bcl-Xv.
aumento en todas las capas de la retina (Fig.4.4B) y desaparecio totalmente luego de
MFP (Fig. 4.4C). La inmunorreactividad con el tratamiento combinado fue escasa,
semejante a la observada en las retinas con MFP solamente (Fig. 4.4D).

Caspasa-3 clivada

Esta proteasa ejecutora de la apoptosis fue estudiada mediante Western blots. Como era
esperado, no se detectd esta proteina en los animales controles. Por el contrario,
aparecio en cantidades significativas apenas a las 6 horas de administrar distintas dosis
(4, 10 y 30 mg/kg) de MFP (Fig. 4.5A). Se observé proteina CC-3 aun con la dosis méas
baja de 4 mg/kg. Los niveles de proteina CC-3 se duplicaron con 10 mg/kg y se
cuadruplicaron con 20 mg/kg de MFP (Fig. 4.5A).

En el siguiente experimento estudiamos el efecto de distintas dosis de DEX sobre
ratones que habian recibido MFP (10 mg/kg) inmediatamente antes de la inyeccion de
DEX (Fig. 4.5B). En presencia de DEX (4 mg/kg) los niveles de CC-3 fueron apenas
una tercera parte de los niveles determinados por MFP. Curiosamente, una dosis mayor
de DEX (10 mg/kg) permitié un aumento mayor de CC-3 (Fig. 4.5B).

Finalmente, analizamos los niveles de CC-3 a 6 y 48 h, utilizando 4 mg/kg/dia de DEX
y 10 mg/kg/2 dias de MFP (Fig. 4.5C). Al igual que los controles (VHC), los animales
tratados con DEX no presentaron proteina CC-3, ni a las 6 ni a las 48 h. Como se

menciond mas arriba, a las 6 h, MFP indujo la aparicion de CC-3 en forma parcialmente
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Figura 4.5. CC-3 a las 6 h de las intervenciones farmacologicas (ANOVA, p < 0,0001;
n =3 para A, By C). A. Aumento de CC-3 segun la dosis de MFP. 4 mg/kg fueron
suficientes para la aparicion de esta caspasa ejecutora (p < 0,001 para 30 vs 10, 4 0
VHC y 10 vs VHC; p < 0,01 para 10 vs 4). B. Modificaciones de CC-3 en animales que
recibieron MFP (10 mg/kg) y las dosis de DEX indicadas en cada barra (0, 4 y 10
mg/kg). Todos los pares comparados mostraron diferencias significativas (p < 0.01). C.
Comparacion de los niveles de CC-3 a las 6 y 48 horas de la administracion de DEX (4
mg/kg/dia) y MFP (10 mg/kg, una dosis). La ausencia de diferencias estadisticamente
significativas esta indicada por una misma letra. Notese el aumento de CC-3 en los
animales D+M a las 48 h comparado con los animales de 6 h (p < 0,001).
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Figura 4.6. Proteinogramas de CC-3 y sus correspondientes controles con GAPDH en
extractos de retina tomados 6 h después de la administracion de 4 o 10 mg/kg de MFP.
Los niveles de CC-3 no fueron modificados por la administraciéon de 1 o 6 suplementos

de glucosa (Glu x1 vs. Glu x 6).

Figura 4.7. Microfotografias de la reaccion TUNEL en la CNE. A. Algunos nucleos
aparecieron apenas 2 h después de la administracion de MFP. B. El numero de nucleos
TUNEL* aumentd considerablemente a las 6 h. La foto muestra una region central de
la retina. C. En las mismas retinas, las areas mas periféricas mostraban menor
densidad de nucleos TUNEL*. D. No se detectaron nucleos TUNEL™ en las retinas de

animales tratados con D+M. Barras de calibracion, 20 um.
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prevenible por DEX. A las 48 h, los niveles de CC-3 inducidos por MFP era ain
mayores y DEX parecia menos eficiente para prevenir su acumulacion. Estos animales,
a pesar de haber recibido dos dosis de DEX, tenian 4 veces mas CC-3 que el grupo
D+Malas 6 h.

Caspasa-3 clivada y disponibilidad de glucosa

La principal (o Unica) fuente de energia de los fotorreceptores es la glucosa (Cohen y
Noell, 1960; Gospe y col, 2010). Como tanto la gluconeogénesis como la glucogénesis
requieren glucocorticoides, el bloqueo de GRa disminuiria la produccion de energia
(Christiansen y col, 2007) y este déficit podria ser la causa del efecto pro-apoptético. De
hecho, los ratones que reciben MFP requieren un suplemento de glucosa para evitar el
deterioro de su estado general. En los experimentos de 6 h de duracién, todos los
ratones inyectados con MFP recibieron una inyeccion de glucosa (1 ml de dextrosa al
5% i.p.) 2 h después de la intervencion farmacol6gica. Para verificar si la aparicion de
CC-3 dependia de la privacion de glucosa, comparamos dos grupos de ratones que
recibieron el suplemento habitual, con otros dos grupos que recibieron 6 inyecciones de
glucosa, la primera inmediatamente después de administrada la MFP. ElI numero de
suplementos de glucosa no modifico los niveles de proteina CC-3 en los animales que
recibieron 4 0 10 mg/kg de MFP (Fig. 4.6). Tampoco dependian de la pigmentacién de
los animales, ya que en experimentos piloto realizados en ratones de la cepa C57BI6/J

MFP y DEX tuvieron el mismo efecto sobre la activacion de la CC-3.

Fragmentacion del ADN

En el proceso de fragmentacién del ADN, las endonucleasas apoptdticas generan,
extremos 3-OH libres. Mediante el procedimiento TUNEL, la enzima nucleotidil
terminal transferasa (TdT) se une a estos extremos 3"-OH libres y cataliza la adicion de
deoxinucledtidos acoplados a una marca fluorescente. No se detectaron ndcleos
TUNEL" en las retinas controles ni en las tratadas con DEX. Por el contrario, en
aquellas que habian recibido MFP, ya se encontraron algunos ntcleos TUNEL* alas 2 h
de iniciado el experimento (Fig. 4.7A). Los nucleos TUNELY, exclusivamente
localizados en la CNE, fueron mucho mas numerosos a las 6 h (Figs. 4.7B,C; 4.8A).
Aunque los nucleos TUNEL* aparecian con mayor densidad en la region préxima a la

papila del nervio Optico, se encontraban practicamente en toda la retina (Fig. 4.8A). A



Figura 4.8. Montajes fotograficos de cortes ecuatoriales de retinas procesadas con
TUNEL para demostrar la fragmentacién del ADN provocada por MFP. A. Numerosos
nucleos TUNEL* aparecieron, en toda la extension de la retina, a las 6 hs de la
administracion de MFP. B. Los nucleos TUNEL* estaban selectivamente localizados en
la CNE. C. También se observaron gran cantidad de ndcleos TUNEL* 2 dias después
de la administracion de MFP. D. Los nucleos con ADN fragmentado aparecieron
también en la CNE. E. En los animales que recibieron D+M, las retinas presentaron un
namero mucho menor de nicles TUNEL*. F. En las retinas D+M, LA CNE mostré un
ndmero mucho menor de nucleos TUNEL*. Barras de calibracion, A, C, E, 100 um; B,
D, F, 40 pum.
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las 6 h no se detectaron nucleos TUNEL* en los animales que recibieron el tratamiento
combinado D+M (4.7D).

Dos dias después de una Unica inyeccion de MFP se seguian observando numerosos
nacleos TUNEL*, siempre localizados selectivamente en la CNE (Fig. 4.8B). En este
tiempo también se detectaron ndcleos TUNEL* en los animales que habian recibido
DEX 'y MFP, aunque en menor cantidad (Fig. 4.8C).

Histona 2XA fosforilada (p-H2XA)

La fragmentacion del ADN puede ser reparada por los mecanismos intrinsecos de
conservacion del genoma (Finn y col, 2011). En consecuencia, evaluamos los niveles de
la proteina histona 2AX fosforilada (p-H2AX), una variante de la H2 que se fosforila
rdpidamente en la cromatina vecina a las roturas de la doble cadena del ADN (van
Attikum y Gasser, 2009). La presencia de esta histona fosforilada sirve tanto como
marcador de las roturas de la doble cadena como evidencia de la activacion de

mecanismos de reparacion.

No se detectd p-H2XA en los controles ni en las retinas de animales tratados con DEX.
Por el contrario, p-H2XA estaba elevada 6 h después de administrada la MFP (10
mg/kg/2 dias) y, a las 48 h, sus niveles se habian duplicado (Fig. 4.9). El tratamiento
combinado (D+M) no evit6 la aparicién de este marcador de dafio y reparacion del
ADN. Los niveles parecian mayores a las 48 que a las 6 h, pero la diferencia no fue

estadisticamente significativa.

Adrenalectomia

Los animales con AdrX fueron fijados a las 6 y 48 h. Las retinas fueron cortadas y
procesadas para la reaccion TUNEL. No se detectaron ncleos TUNEL™* en los animales
con operacion simulada. En los animales adrenalectomizados se observaron nucleos
TUNEL", localizados exclusivamente en la CNE, como en aquellos que habian recibido
MFP. EI namero de nucleos aumentd en forma marcada a las 48 h, llegando a niveles

semejantes a los observados en las retinas de animales MFP de 6 a 48 h (Fig. 4.10).
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Figura 4.9. A. Niveles de histona p-H2AX demostrados por Western Blot, a 6 y 48 h de
la administracion de DEX o MFP (ANOVA, p < 0,0001; n = 3). Este marcador de
roturas del ADN no fue detectado en las retinas controles (VHC) ni en las tratadas con
DEX. Aumenté a las 6hs de administrar MFP, duplicandose a las 48 h (p < 0,001 para
MFP vs VHC o DEX). El tratamiento combinado evit6 parcialmente la aparicién de p-
H2AX, tanto a las 6 (p < 0,001 para D+M vs MFP) como a las 48 h (p < 0,001 para
D+M vs MFP). B. Proteinogramas para p-H2XA.
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Figura 4.10. Montajes de cortes ecuatoriales de retinas procesadas con TUNEL para

demostrar la fragmentacion del ADN provocada por AdrX. A. Controles, 2 dias después
de AdrX simulada. No se observaron nucleos nucleos TUNEL*. B. Tampoco fueron
detectados a mayor magnificaciéon. C. Algunos nlcleos TUNEL™ aparecieron, en toda
la extension de la retina, a las 6 hs de la AdrX. D. Los nucleos TUNEL* estaban
selectivamente localizados en la CNE. E. También se observaron gran cantidad de
nicleos TUNEL* 2 dias después de la administracion de AdrX. F. Estos nucleos
también se localizaron selectivamente en la CNE. Barras de calibracion, A, C, E, 200
pm; B, D, F, 50 pm.
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Discusion

Muerte y supervivencia de los fotorreceptores

Los glucocorticoides pueden inducir la muerte celular programada o promover la
supervivencia celular, dependiendo del tipo celular (Viegas y col, 2008; Schlossmacher
y col, 2011). En el caso de la retina, evaluamos el efecto sobre los fotorreceptores
mediante dos marcadores: las hileras de nucleos en la CNE en cortes tefiidos con Rojo
Neutro, y la masa de rodopsina, evaluada por Western blot. En los periodos estudiados,
DEX no afectd los valores de dichos marcadores. Por el contrario, ambos fueron
reducidos por MFP. El déficit de hileras de ndcleos de fotorreceptores se detectd en la
CNE a partir de los 2 dias de administraciéon de MFP, en una zona relativamente
pequefia. La regionalizacion del dafio es una caracteristica comun de las degeneraciones
de la retina, probablemente relacionada con la distribucion de la luz y con factores

Opticos de la retina (Organisciak y Vaughan, 2010).

La reduccion de rodopsina solo se hizo aparente a los 7 dias. EI método histologico fue
mas sensible porque permitié analizar por separado cada regién de la retina y detectar
asi las lesiones focalizadas en areas particulares. La rodopsina medida por WB, que
refleja a todos los fotorreceptores existentes en el momento de la extraccion, solo se
redujo a los 7 dias, cuando la lesion afectaba aproximadamente la mitad de la retina. En

esa etapa, en las areas mas dafiadas solo quedaban 1-2 hileras de nucleos.

Los defectos de la CNE y de la rodopsina resultaron parcialmente evitados en los
ratones que habian recibido DEX junto con la MFP. DEX es un ligando selectivo para
GRa, con muy baja afinidad por los receptores de mineralocorticoides y de progesterona
(Issar y col, 2006; Edelman, 2010). Por lo tanto, estos resultados tienden a confirmar
que los glucocorticoides y los receptores GRa, son necesarios para la supervivencia de

los fotorreceptores, en particular los bastones.

La desaparicion de fotorreceptores provocada por MFP solo se detectd apenas 2 d
después de una unica dosis (10 mg/kg). Sin embargo, se encontraron evidencias de
proteccion por DEX o dafio por MFP dentro de las 6 h de iniciado el experimento. En
ese lapso, DEX aumentd en un 40% los niveles de Bcl-Xi, tal como ocurre en otros
tejidos donde los glucocorticoides tienen efecto anti-apoptotico (Viegas y col, 2008).

MFP, por el contrario, redujo esta proteina por debajo de los niveles de deteccion.
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El descenso de Bcl-XL provocado por MFP no explicaria la muerte selectiva de los
fotorreceptores, ya que Bcl-XL desaparecié en todas las capas de la retina. Es razonable
suponer que el aumento de Bcl-Xv inducido por DEX contribuye al efecto protector de
los glucocorticoides, mientras que su descenso a instancias de MFP los volveria mas
vulnerables. Sin embargo, la insuficiencia de Bcl-XL no provoca la muerte de los
fotorreceptores en condiciones de iluminacion estandar, solamente aumenta la

susceptibilidad al dafio inducido por luz (Zheng y col, 2006).

La muerte de los fotorreceptores provocada por MFP fue casi totalmente evitada por el
tratamiento simultaneo con DEX, pero esta misma combinacion no previno el descenso
de Bcl-XL. Este ultimo fendbmeno no dependeria solamente de la falta de activacion del
promotor distal del gen Bcl-X (Viegas y col, 2004). Los niveles de Bcl-XL también
podrian ser reducidos por represién de otras vias controladas por glucocorticoides,
como NF-kB (Evans-Storms y Cidlowski, 2000).

MFP provoco la aparicion de CC-3, la forma activada de la caspasa-3, que no se detecta
en las retinas normales (Torbidoni y col, 2006). Los niveles de CC-3 aumentaron en
forma proporcional a la dosis de MFP. Sefialemos que esta caspasa ejecutora fue
detectada aln con una dosis de 4 mg/kg de MFP, mucho menor que la utilizada
habitualmente (30-50 mg/kg) en experimentacion animal (Pryce y col, 2003; Asagami y
col, 2011).

DEX evit6 parcialmente la aparicion de CC-3 provocada por MFP, un efecto que fue
mayor con la dosis de 4 mg/kg que con la de 10 mg/kg de DEX. Esta accién paradojal
de DEX sobre los niveles de CC-3 probablemente se asocia con los datos
contradictorios que han dado origen a una controversia aun no resuelta sobre los efectos
benéficos o perjudiciales de los glucocorticoides en la degeneracion de la retina

inducida por luz (Tanito y Anderson, 2006; Lopez y col, 2008).

Dafio y reparaciéon del ADN

Los primeros nlcleos TUNEL* se observaron apenas 2 h después de la inyeccion. A las
6 h encontramos gran nimero de nacleos positivos en toda la extension de la CNE. Este
patron temporal de fragmentacion del ADN es comparable al observado en retinas

expuestas a luz blanca (3000 lux) durante 2 h (Hafezi y col, 1997).
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Dos dias después de la administracién de MFP, las retinas no habian recuperado los
niveles normales de Bcl-XLy contenian alin mas nucleos TUNEL* que a las 6 h. En los
animales que recibieron D+M no se detectaron nucleos TUNEL* a las 6 h, pero
aparecieron a los 2 d, aunque en menor densidad que en las retinas MFP. Ambos
resultados sugieren un proceso de fragmentacion del ADN prolongado en el tiempo, que
se manifiesta 7 dias después de una Unica inyeccién de MFP por la desaparicion de una
cantidad pequefia pero significativa de fotorreceptores. La prolongacion del proceso
degenerativo probablemente se relaciona con la larga vida media de MFP, que en la
mujer es de 25-30 h (Heikinheimo y col, 2003).

El &rea ocupada por nlcleos TUNEL* a las 6 h era bastante mayor que el &rea con
déficit de nucleos (Rojo Neutro) detectada a los 2 dias 0 a los 7 dias. Podemos inferir,
entonces, que el dafio del ADN de los fotorreceptores podria ser reparado, tal vez por
los procesos asociados a la fosforilacion de H2XA. Otros autores han demostrado que
los fotorreceptores cuentan con un mecanismo de reparacion del ADN que permite la
supervivencia de estas células aun después de la exposicion a niveles toxicos de luz
(Cortina y col, 2003). Nuestros resultados sugieren que DEX podria promover estos

procesos de reparacion.

La AdrX produjo dafio de los nucleos de los fotorreceptores de manera semejante a la

de MFP, confirmando que el efecto de ésta Gltima depende de los glucocorticoides.

Para comprender como MFP o la AdrX pueden, en ausencia de agentes ambientales,
provocar lesiones tan graves y selectivas de los fotorreceptores, es necesario recordar
que éstas son las células que mas oxigeno consumen (por mg de tejido) en todo el
organismo (Cringle y col, 2006). La produccion de ATP genera radicales libres del
oxigeno (ROS). La produccion de ROS es ademas exacerbada por la misma funcion de
los fotorreceptores, que implica la absorcion de energia radiante. EI mantenimiento de
la funcion visual requiere la reposicion cotidiana de los discos del segmento externo, un
proceso de fagocitosis que también contribuye a la produccion de ROS (Miceli y col,
1994). Como los fotorreceptores se encuentran en estado postmitético, la acumulacion
de dafio oxidativo puede activar la duplicacion del ADN en una forma disfuncional que
determina roturas de la doble cadena (Barzilai y col, 2008; Wang y col, 2009). Aunque
los mecanismos todavia no son conocidos, sabemos que los glucocorticoides son
necesarios para controlar el dafio oxidativo en las neuronas del SNC (Shuto y col,

2009), y que estas lesiones son exacerbadas por MFP o AdrX.
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Conclusiones

Estos experimentos demostraron que el bloqueo de los receptores GRa por la MFP
induce la muerte selectiva de los fotorreceptores. Los niveles de CC-3 provocados por
MFP no dependieron del aporte de glucosa. Por lo tanto debemos buscar otros
mecanismos para explicar la rapida activacion de mecanismos de muerte. Los niveles de
CC-3 sugieren muerte por apoptosis, pero esto no excluye la puesta en marcha de otras
formas de MCP.

La presencia de GRs fosforilados en los segmentos externos e internos, asi como los
cambios que sufren en presencia de DEX o de MFP, sugieren efectos directos sobre
estas regiones del fotorreceptor. Estos no afectarian a la rodopsina en forma primaria, ya
que los niveles de esta proteina solo descendieron después de la desaparicion de los
fotorreceptores. Podemos suponer, sin embargo, que la inactivacion de los GRs del
segmento externo podria perturbar la cadena de transduccion visual o la actividad

mitocondrial en el segmento interno.

Nuestros estudios demuestran que los glucocorticoides end6genos son necesarios para
la supervivencia de los fotorreceptores. Este hecho se correlaciona con el efecto
protector de los glucocorticoides para la retina dafiada por la luz y otros agentes
(Glybina y col, 2009; Organisciak y Vaughan, 2010). Es necesario profundizar estas
investigaciones para comprender como la falla en la sefalizacion dependiente de
glucocorticoides se traduce en la fragmentacion del ADN. La acumulacién de roturas
ylo las fallas en la reparacion del ADN contribuyen a la degeneracion de los

fotorreceptores asociadas con el envejecimiento y defectos metabolicos.
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Capitulo 5

Interacciones de glucocorticoides con el sistema
endotelinérgico y con factores protectores de la

retina

Objetivos especificos

El hallazgo del dafio y ulterior desaparicion de los fotorreceptores por efecto de MFP
nos proporciond un modelo para explorar los efectos inmediatos de la injuria. En este
capitulo se intenta determinar como la administracion de glucocorticoides o el bloqueo
de su receptor, bajo condiciones de iluminacién estdndar, modifican la disponibilidad de
endotelinas, sus receptores, y los factores de crecimiento involucrados en las respuestas
de los fotorreceptores a la injuria (factor de crecimiento fibroblastico 2, FGF2 y el
leukemia inhibitory factor, LIF). Esto nos permitiria comprender como se relacionan las

distintas endotelinas con la muerte o la supervivencia de los fotorreceptores.

Fundamentos

Mecanismos que protegen a los fotorreceptores

La degeneracion de la retina es acompafiada por cambios en la transcripcion.
Curiosamente, las modificaciones transcripcionales afectan a conjuntos semejantes de
genes, aun cuando la degeneracion obedece a causas muy diferentes (Chen y col, 2004;
Grewal y col, 2004). De aqui surgio la idea de una “respuesta propia de la retina” al
dafio de los fotorreceptores. En la fase aguda de la degeneracion, se destaca el aumento
de Edn2, cuya nivel de expresion supera al de cualquier otro gen (Rattner y Nathans,
2005). La injuria de los fotorreceptores también induce FGF2 y su receptor FGFR1
(Rattner y Nathans, 2005). En la etapa aguda del estrés también aumenta el receptor
endotelinérgico ETs (Ednrb) en las células de Miuller (Rattner y Nathans, 2005;
Torbidoni y col, 2006). Se ha postulado que ET-2, por via de los receptores ETs,
activaria la produccion de FGF2, que es uno de los factores protectores de los
fotorreceptores (O'Driscoll y col, 2008).
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Otro grupo de investigadores demostré que la exposicién a la luz también activa una
cascada de sefializacion que incluye la expresion de LIF y sus efectores STATL y
STAT3 (Samardzija y col, 2006). La inyeccion intravitrea de LIF, al igual que la de
FGF2, protege a los fotorreceptores de la degeneracién por luz (Ueki y col, 2008). Pero,
aunque FGF2 es esencial para el desarrollo de la retina (Pittack y col, 1997), la retina de
los ratones Lif’”- no se distingue morfoldgica- ni funcionalmente de la retinas de los
ratones Lif** (Joly y col, 2008). Sin embargo, cuando es sometida a estrés, la retina de
los ratones Lif”- degenera mas rapidamente y no muestra el aumento en la expresion de
Edn2 y Fgf2 caracteristico de las retinas Lif** (Joly y col, 2008). Un agonista de los
receptores ETs (BQ-3020) es capaz de inducir la expresion de Fgf2, Edn2 y Lif in la
retina Lif*"*. Por el contrario, el agonista no induce a Fgf2 en las retinas Lif", aunque
puede inducir aumento en la expresion de Edn2 (Joly y col, 2008). LIF es producido por
una subpoblacion de células de Miller y se considera que su presencia es
imprescindible para la expresion basal de Edn2 y para su induccién a niveles mucho
maés elevados en la retina estresada. En este modelo de respuesta de la retina al dafio de
los fotorreceptores, Edn2 y ETs participarian en una cascada de retroalimentacion
positiva, que produciria mayores niveles de LIF y determinaria el aumento en la
produccién de FGF2 (Joly y col, 2008).

Cambios similares se observan en el fendmeno de condicionamiento, cuando la retina
expuesta a bajos niveles de luz o bajos niveles de otros agentes estresantes adquiere
resistencia contra una exposicion ulterior de niveles dafinos (Liu y col, 1998; Li y col,
2003; Casson y col, 2004; Valter y col, 2005). El condicionamiento con luz constante de
moderada intensidad (10 d a 250 lux) produce una induccién parcial de los transcriptos
de Edn2, que impide el incremento habitual en la expresion de este gen después de
exposicion a luz intensa (Rattner y Nathans, 2005). EI condicionamiento también induce
la expresion de FGF2 (O'Driscoll y col, 2008) y LIF (Chollangi y col, 2009).

Aunque todos estudios confirman la importancia de ET-2 en la respuesta de la retina al
dafio de los fotorreceptores, estos experimentos no excluyen la participacion de otras
endotelinas. Todas ellas afectan por igual al receptor ETs (Davenport y Maguire, 2006),
de modo que los efectos de BQ-3020 son atribuibles a cualquiera de las endotelinas.
Tampoco excluyen la participacién del receptor ETa, que puede ser activado por ET-2

(Davenport y Maguire, 2006) y que, segun datos de nuestro laboratorio (Torbidoni y
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col, 2006), se encuentra localizado en los terminales presinapticos de los

fotorreceptores.

Por lo tanto, resolvimos explorar el balance entre los componentes del sistema
endotelinérgico y los factores protectores después de la administracion de DEX, MFP o
la combinacion de ambos factores. Como en el tiempo del experimento no se detectan
cambios estructurales, analizamos la proteina glial fibrilar acida (GFAP) (Zhu y col,
2010) y la glutamino sintasa (GS) (EI-Remessy y col, 2010), como marcadores de la
respuesta glial. Los glucocorticoides sistémicos regulan la expresion de glutamino
sintasa (GS) en la retina durante el desarrollo (Vardimon y col, 1986), pero existe muy
poca informacion sobre el efecto de los glucocorticoides sobre esta enzima en el adulto.
Tampoco existe mucha informacion sobre GFAP, aunque junto con GS, constituyen

importantes marcadores gliales en la retina del adulto.

Relaciones entre glucocorticoides y endotelinas

En la introduccion describimos diversas interacciones entre los glucocorticoides y las
endotelinas. Aqui solo mencionaremos las evidencias del papel de los glucocorticoides
en la expresion de los genes Ednl y Edn2, ya que hasta ahora no se habian estudiado
sus posibles relaciones con Edn3. En la linea celular A549, donde los glucocorticoides
son pro-apoptoticos, DEX aumenta casi 10 veces la expresion de EDN2 entre las2y 6 h
(Wang vy col, 2004). EIl efecto es transitorio, ya que a las 24 h apenas se duplican los
valores iniciales. En estas mismas células, un estudio mas reciente comprob6 que DEX
aumenta la expresion de EDN2 pero disminuye aquella EDN1; DEX también reprime,
via GRa, la expresion de LIF (Reddy y col, 2009).

El promotor de Ednl también es controlado por un sitio de unioén a AP-1, que recluta a
ambas subunidades de AP-1, Fos y Jun (Lee y col, 1991). AP-1 es un factor de
trascripcién que media la respuesta gendmica a diversos factores de crecimientos,
citoquinas y otras sefiales anti y pro inflamatorias y es esencial para la expresion, tanto
basal como inducida, de Ednl. Diversos activadores de la transcripcion de Ednl actdan
mediante AP-1. La transcripcion basal en las células endoteliales aparentemente
requiere la interaccion cooperativa de AP-1con GATA-2 (Kawana y col, 1995). Por otra

parte, los bloqueantes del sitio de union a AP-1, como los agonistas del PPAR-y
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(peroxisome-proliferator activated receptor y) y el resveratrol, impiden la induccion de
Ednl (Delerive y col, 1999; Chao y col, 2005).

Para comprender los alcances de nuestra hipotesis, efectuamos un estudio
bioinforméatico de los mecanismos de regulacion transcripcional de genes de

endotelinas, Fgf2 y Lif por los corticoides.

Disefio experimental

Se utilizaron ratones Balb-c, machos, de 35-45 dias, que antes de iniciar las maniobras
experimentales estuvieron durante 24 h en oscuridad permanente. Los animales
volvieron al ciclo de iluminacién estandar y las intervenciones farmacoldgicas fueron
semejantes a las descriptas en el capitulo anterior, utilizando 4 mg/kg/dia de DEX o 10
mg/kg/2 dias de MFP.

Las retinas fueron disecadas bajo luz roja y extraidas para la determinacién de
transcriptos de interés mediante RT-PCR semicuantitativa (Ednl, Edn2, Edn3, Ednra,
Ednrb, Fgf2 y Lif). Los marcadores gliales, GS y GFAP, fueron evaluados mediante

Western blot. Los procedimientos han sido descriptos en el Cap. 2.

Estudio in silico

Para comprobar la existencia de sitios de unién para los factores de transcripcion AP-1,
NF-«xB y sitios GREs en los genes de endotelinas, Lif y Fgf2 se utilizaron las bases de

datos y algoritmos de cREMaG (http://www.cremag.org), SABiosciences' Text Mining

Application, (http://www.sabiosciences.com) y UCSC Genome Browser

(www.genome.ucsc.edu). Los tres permiten investigar in silico los sitios de union a

factores reguladores de la transcripcion en un gen determinado (Piechota y col, 2010).
Como parten de presupuestos no idénticos, inicamente se tomaron como positivos los
resultados comunes a los tres sistemas. Se utilizaron los simbolos génicos para Mus
musculus: Ednl, Edn2, Edn3, Lify Fgf 2.


http://www.cremag.org/
http://www.sabiosciences.com/
http://www.genome.ucsc.edu/
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Resultados

Endotelinas y sus receptores

La retina neural contenia transcriptos de los tres genes endotelinérgicos (Ednl, Edn2 y
Edn3). Todos ellos fueron modificados por las intervenciones farmacoldgicas

realizadas.

La expresion de Ednl practicamente se triplico después de 6 h de tratamiento con DEX,
pero se redujo a menos de la mitad de los valores controles por efecto de MFP. El
descenso provocado por MFP fue prevenido por la administracion simultanea de DEX.
En los animales D+M, el nivel relativo de amplicones de Ednl fue mayor que en los
grupos control (VHC) y MFP, pero menor que en el grupo DEX (Fig. 5.1A).

Las retinas controles tenian niveles bajos de amplicones Edn2, que desaparecieron
después del tratamiento con DEX. Por el contrario, la expresion de Edn2 aument6 unas
12 veces en el grupo MFP. El aumento de Edn2 fue mucho menor cuando se

administraron DEX y MFP simultaneamente (Fig. 5.1B).

No se detectaron cambios en la expresion de Edn3 por efecto de DEX, pero la
administracion de MFP la redujo por debajo del umbral de deteccion. Este descenso fue

parcialmente prevenido por la administracion simultanea de DEX (Fig. 5.1C).

Las intervenciones experimentales también modificaron la expresion de los dos
receptores endotelinérgicos. Ednra aumentd unas 4 veces por efecto de DEX, mientras
que Ednrb aumenté casi 3 veces. El tratamiento con el bloqueante redujo los niveles de
ambos receptores por debajo de los valores encontrados en los grupos controles. En los
animales que recibieron el tratamiento combinado, los niveles de amplicones de ETa y

ETs no diferian de los valores en los animales controles (Fig. 5.2).

Fgf2 y Lif
DEX aument0 significativamente los niveles de expresion de Fgf2. Curiosamente, se
observd un aumento similar con MFP y con el tratamiento combinado (Fig. 5.3A), es

decir, no se detectaron diferencias entre las distintas intervenciones farmacolégicas.

Los amplicones de Lif desaparecieron después del tratamiento con DEX, mientras que

MFP los aumento por encima de los valores correspondientes a los controles (VHC). La
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Figura 5.1. Amplicones de Ednl, Edn2 y Edn3 6 h en extractos de retina después de la
administracion de VHC (controles), DEX (4 mg/kg), MFP (10mg/kg) o ambos (D+M).
En éste y en los siguientes gréaficos, se representan los promedios + error estandar,
comparados mediante ANOVA (p < 0,0001; n = 4 para los tres Edns). Las barras con
la misma letra no mostraron diferencias estadisticamente significativas (prueba de
Tukey). A. Los amplicones de Ednl subieron en las retinas tratados con DEX y se
redujeron en presencia de MFP. Después de D+M, los valores de Ednl fueron
intermedios entre DEX y MFP. Todos las comparaciones eran estadisticamente
diferentes (p < 0,001). B. Los niveles de Edn2 (n = 2) fueron igualmente bajos en los
controles y en los tratados con DEX. MFP produjo un aumento significativo y en los
ratones D+M se observéd un valor intermedio (p < 0,001 para MFP vs VHC, DEX o
D+M; p < 0,05 para D+M vs VHC o DEX). C. Los niveles relativos de Edn3 fueron
igualmente altos en los controles y en los tratados con DEX. No se detectaron
transcriptos en los animales que recibieron MFP. Todas las comparaciones fueron
estadisticamente significativas (p < 0,001), salvo las indicadas con a. D. Los mismos
extractos fueron utilizados para determinar las tres endotelinas. Se muestran las
bandas, marcadas con bromuro de etidio, de un experimento.
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Figura 5.2. Amplicones de receptores endotelinérgicos después de DEX, MFP o su
combinacion (ANOVA, p < 0,0001; n = 4 para los dos Ednrs). A. DEX incrementd
Ednra, mientras que MFP redujo su expresion por debajo del control. En las retinas
D+M, los amplicones Ednra no diferian de los controles (VHC). Las restantes
comparaciones fueron estadisticamente significativas (p < 0,001 para DEX vs VHC,
MFP o D+M; p < 0,01 para MFP vs D+M; p < 0,05 para MFP vs VHC). B. DEX
aumento los amplicones de Ednrb, mientras que MFO los redujo por debajo del control
(VHC). No se encontraron diferencias entre VHC y D+M. Todas las restantes
comparaciones resultaron significativas (p < 0,001 para DEX vs MFP; p < 0,01 para
DEX vs VHC y D+M; p < 0,05 para MFP vs VHC y D+M).
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Figura 5.3. Amplicones de FgfF2 y Lif 6 h después de la administracion de DEX, MFP
o D+M. A. Fgf2 aumenté en DEX, MFP y D+M (ANOVA, p < 0,0003; n = 3). Todas
las diferencias con respecto a VHC fueron significativas (p < 0,01 para VHC vs MFP;
p < 0,001 para VHC vs DEX y D+M). B. Amplicones para Lif (ANOVA, p < 0,0001; n
= 3). No se detectaron amplicones en las retinas tratadas con DEX, mientras que en
MFP superaban a los controles (VHC). Los amplicones de Lif en MFP no diferian de
los mismos amplicones en D+M. Las restantes comparaciones fueron significativas (p
< 0,001 para DEX vs MFP; p < 0.05 para VHC vs D+M).
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Figura 5.4. Evaluacion densitométrica de Western blots para GS y GFAP y GFAP en
retinas extraidas 6 h después de los tratamientos indicados. A. GS (ANOVA, p < 0,001;
n = 3). Esta proteina solo se modifico después de MFP (p < 0,01 para MFP vs
cualquiera de las otras condiciones). B. GFAP (ANOVA, p < 0,05; n = 3). Esta

proteina solo se modificd ligeramente por efecto de DEX (p < 0,05 para DEX vs

cualquiera de las otras condiciones).
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expresion de Lif en los animales que recibieron DEX y MFP no fue significativamente
diferente de la observada después de MFP (Fig. 5.3B).

Marcadores gliales

GS no fue afectada por DEX, pero se redujo mas de 4 veces después de la
administracion de MFP. La combinacion del agonista con el antagonista llevd los
valores de GS a niveles intermedios entre los valores del grupo control y del grupo MFP
(Fig. 5.4A).

Los niveles de GFAP solo se modificaron significativamente en los ratones que
recibieron DEX. No se detectaron diferencias en los otros grupos experimentales (Fig.
5.4B).

Glucocorticoides como reguladores transcripcionales de los genes

estudiados

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas que incluyen el factor de

transcripcion (TF) y la posicion de su sitio de unidn a cada uno de los genes (TF-BS).

Ednl Gene TF TF-BS
EDN1 AP-1 12272410
EDN1 AP-1 12275527
EDN1 AP-1 12290489
EDN1 AP-1 12296669
EDN1 NF-kappaB 12288494
EDN1 NF-kappaB 12292307
EDN1 NF-kappaB 12293034
EDN1 NF-kappaB 12296613
EDN1 GRE 12288427
Edn2 Gene TF TF-BS
EDN2 AP-1 119821475
EDN2 AP-1 119824672
EDN2 AP-1 119824783



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1906
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1906
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Edn2 Gene TF TF-BS
EDN2 AP-1 119827443
EDN2 AP-1 119827513
EDN2 GRE 119818829
EDN2 GRE 119821448
EDN2 GRE 119830283
EDN2 NF-kappaB 119834333
Edn3 Gene TF TF-BS
EDN3 AP-1 17 54578704
Fgf2 Gene TF TF-BS
FGF2 AP-1 37253856
EGF2 GRE 37345672
Lif Gene TF TF-BS
LIF AP-1 4140291
LIF NF-kappaB 4163012
LIF NF-kappaB 4166524
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Los tres programas detectaron un GRE en Ednly 2 en Edn2. Solo uno de los programas

detectdé un GRE en Edn3, considerandose poco probable su existencia. Los tres genes
tendrian sitios de union para AP-1, 4 en Ednl, 5 en Edn2 y 1 en Edn-3. Tanto Ednl

como Edn2 tienen sitios de union a NF-xB, 4 en Edn1 y uno en Edn2. Ningln programa

detectd sitios para NF-xB en Edn3.

Fgf2 tenia un Gnico GRE, un sitio para AP-1 y ninguno para NF-kB. Los sitios de

control de la transcripcién de Lif eran diferentes, ya que no presentaba ningun GRE y

contaba con un sitio AP-1y dos sitios para NF-«B.
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Discusion

MFP, que como demostramos previamente, produce dafio y muerte de los
fotorreceptores, indujo aumentos significativos en la expresion de Edn2 vy Lif.
Simultaneamente, redujo la expresion de Ednl, Edn3 y los dos receptores
endotelinérgicos. Este patron de respuesta se asemeja al descripto previamente en la
degeneracion por luz, el desprendimiento de retina y el raton VPP, un transgénico con
mutaciones de la rodopsina que determinan una retinitis pigmentosa dominante (Rattner
y Nathans, 2005; Joly y col, 2008).

DEX, que actia como protector de los fotorreceptores (Organisciak y Vaughan, 2010),
aumento la expresion de Fgf2, Ednl y los dos receptores Ednra y Ednrb. Ademas, evit6

total o parcialmente los descensos de Ednl, Edn3, Ednra y Ednrb provocados por MFP.

Tanto DEX como MFP, asi como la combinacion de ambos, activaron la expresion de
Fgf2. Por el contrario, DEX determind un descenso en la expresion de Lif, que quedo
por debajo del limite de deteccion. A la inversa, MFP aumenté la expresion de Lif por

encima de los valores en los controles que sélo habian recibido VHC.

Estos efectos de DEX y MFP, previamente desconocidos, sugieren la existencia de
varios mecanismos superpuestos que intervienen en el control de la vida y la muerte de
los fotorreceptores. Cuando la retina es lesionada, Edn2 podria actuar como sefial de
peligro que estimula la expresion de Lif. DEX protegeria a la retina por un mecanismo
distinto, que no incluiria a LIF. En ambos casos, FGF2 actuaria como via final comun
(Fig. 5.5).

Los datos existentes permiten concebir un modo de mantenimiento, activo en
condiciones basales, que depende de glucocorticoides, Ednl y Edn3. También existiria
un modo de rescate, activado por la injuria, que incluiria a LIF y Edn2. El
mantenimiento dependeria tanto de la activacion de ETa como de ETs, ya que DEX
aumentd la expresion de ambos receptores. ET-1 es un ligando de ambos receptores,

mientras que ET-3 solo tiene afinidad por ETs (Davenport y Maguire, 2006).

Tanto el mantenimiento como el rescate aumentarian la expresion de FGF2, aungue no
necesariamente de la misma manera ni en los mismos tipos celulares. Los sitios de

produccién y liberacion de FGF2 en la retina parecen ser complejos. Algunos autores
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Figura 5.5. Hipotesis sobre los dos modos o redes que contribuyen a la supervivencia
de los fotorreceptores. En el esquema, la via de mantenimiento (verde) depende de la
activacion de GRo por su ligando (GR-GC). Estas sefiales activan la expresion de
Ednl, Edn3, Ednra y Ednrb, que directa o indirectamente activan la expresién de Fgf2
y promueven la supervivencia de los fotorreceptores. El receptor de FGF2, FGFR1,
puede ser transactivado directamente por GC-GR (no incluido en el esquema). La
lesion de los fotorreceptores estimula la via de rescate (roja) que determina la
expresion de Lif y Edn2. La via de rescate puede ser blogueada por los glucocorticoides

y activada por su ausencia.
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han mostrado la presencia de los ARNm correspondientes en la CNI (Wen y col, 1995),
donde se encuentran los cuerpos celulares de las células de Muller, mientras que otros

los han detectado en los fotorreceptores (Rattner y Nathans, 2005).

En presencia de DEX, que hiperestimularia el modo mantenimiento, el modo rescate
quedaria inactivado. Como el bloqueo de GRs aumento la expresion de Lif y Edn2, en
este modelo se postula que la falla del modo supervivencia dispararia el modo rescate
(Fig. 5.5).

En nuestras condiciones experimentales, el modo de rescate no fue totalmente exitoso.
Esta falla podria atribuirse a fallas en la activacion glial provocadas por MFP. Estas
fallas se manifestaron en la reduccion de la proteina GS, que interviene en las
actividades protectoras de la glia de Muller (EI-Remessy y col, 2010). MFP también
redujo la expresion de los receptores endotelinérgicos, necesaria para la activacion glial
(Gadea y col, 2008; Castafieda y col, 2011). La activacion glial temprana es esencial
para la produccién de factores protectores, tanto FGF2 como otros factores

neurotroficos (Garcia y Vecino, 2003; Harada y col, 2011).

En el modo rescate, las sefiales LIF/ET-2 actuarian Unicamente sobre el receptor ETg,
localizados en las células de Miiller (Rattner y Nathans, 2005; Joly y col, 2008) o en las
células horizontales (Torbidoni y col, 2006), que forman parte de los complejos
sinapticos entre fotorreceptores y células bipolares. EI modo mantenimiento podria
utilizar tanto los ETs como los ETa. Estos Gltimos se ubican en la CPE, probablemente
en los terminales sindpticos de los fotorreceptores (Torbidoni y col, 2006). La expresion
de las tres endotelinas en los fotorreceptores (Stitt y col, 1996; Chakravarthy y col,
1997; Rattner y Nathans, 2005; Torbidoni y col, 2005), sumada a la presencia de los dos
receptores, hace de la CPE un centro de sefializacion endotelinérgico de gran
complejidad. Por otra parte, la barrera hematorretinal externa, formada por las células
del EP, constituye otro foco donde confluyen las endotelinas producidas o acumuladas
por el endotelio de la coriocapilaris, el EP y los fotorreceptores. Tanto el endotelio
como el EP poseen receptores ETa y ETs (Zhang y col, 2003b; Torbidoni y col, 2005).
Ambos centros de sefializacion endotelinérgica podrian intervenir en el mantenimiento

y/o rescate de los fotorreceptores.
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Posibles interacciones entre glucocorticoides, endotelinas y factores

protectores en laretina

Los dos modos descriptos mas arriba constituyen un modelo simplificado que explica
los efectos opuestos de DEX y MFP sobre la supervivencia de los fotorreceptores no
agredidos por factores ambientales o genéticos. EI modelo se apoya en la evidencia
disponible sobre la regulacion de Edns y Ednrs por accién de los glucocorticoides (ver
Capitulo 1). Ya mencionamos que esta regulacién ocurre en los tejidos oculares (Zhang
y col, 2003a; Zhang y col, 2003b; Udono-Fujimori y col, 2004).

Se ha demostrado que DEX regula sitios de transcripcion en EDN1 y EDN2 (Wang y
col, 2004; Reddy y col, 2009). En las células A549, una linea derivada de pulmon
humano donde los glucocorticoides tienen efecto pro-apoptético, DEX aumenta la
expresion de EDN2 y disminuye la de EDN1. Es decir que el Gnico GRE de EDNL tiene
caracteristicas de represor, mientras que los dos GREs de EDN2 son de naturaleza
inductora (Reddy y col, 2009). Nuestro analisis in silico también mostré un unico GRE
en Ednl y tres en Edn2. En los fotorreceptores, entonces, esos GREs tendrian una
funcion diferente a la descripta en las células A549, o bien predominarian efectos
indirectos como los mediados por NF-kB y AP-1. Se sabe que estos factores de
transcripcion intervienen en el control de la muerte celular dependiente de
glucocorticoides (Angel y Karin, 1991; Evans-Storms y Cidlowski, 2000). En la retina,
los niveles de NF-xB aumentan en los fotorreceptores en diversos modelos de
degeneracion de la retina (Wu y col, 2002; Zeng y col, 2008). Ademas, algunas
evidencias sugieren que en las degeneraciones prevenidas por glucocorticoides

intervienen mecanismos dependientes de AP-1 (Hao y col, 2002).

No existen evidencias en la literatura sobre las relaciones entre Edn3 y el GRa. Los
resultados in silico indicaron que Edn3 carece de sitios GREs 0 NF-kB y posee un Gnico
sitio AP-1. Es decir, que los efectos de los glucocorticoides sobre la expresion de este

gen serian principalmente indirectos, por alguna de las otras vias posibles.

FGF2 es un factor necesario para la supervivencia de las células retinales, tanto en
condiciones basales como después de la exposicion a diversos factores toxicos
(Faktorovich y col, 1992; Unoki y LaVail, 1994; LaVail y col, 1998; Liu y col, 1998;
Schuettauf y col, 2004; O'Driscoll y col, 2007; O'Driscoll y col, 2008). Curiosamente,

en la retina observamos un aumento en la expresion de Fgf2 tanto después de la
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administraciéon de DEX como de MFP. La respuesta a DEX es compatible con la
presencia de un GRE y de un sitio AP-1, y concuerda con la expresion dependiente de
glucocorticoides en otras regiones del SNC (Chadi y col, 1993; Chao y McEwen, 1994;
Riva y col, 1995). Por el contrario, la mayor expresion de Fgf2 provocada por MFP no
es compatible con un efecto directo de GRa sobre la expresion dicho gen. Nuestro
modelo propone un efecto indirecto, mediado por ET-1 y ET-3 y los receptores
endotelinérgicos. Este tipo de interaccion no ha sido demostrado en la retina, pero se
conocen ejemplos en otros tejidos. ET-1 es uno de los agentes que promueve la
produccién de FGF2 en células cardiacas (Santiago y col, 2011). A la inversa, en células

endoteliales, la aplicacion de FGF2 reduce la produccion de ET-1 (Ulbrich y col, 2008).

La induccion de Fgf2, en cualquier caso, tendria un efecto multiplicador, ya que este
gen puede ser autoregulado en forma positiva por su producto (Cao y col, 1997). Por
otra parte GRa-unido-a-su-ligando puede transactivar el receptor del factor de
crecimiento fibroblastico-1 (FGFR-1), una interaccion blogueada por MFP (Cheung y
col, 2011). FGFR-1, un receptor para FGF2, se localiza en las células de Miiller y en la
CNE de la retina de raton (Catalani y col, 2009). Vale decir que los glucocorticoides
podrian incrementar la supervivencia de los fotorreceptores a través de la
transactivacion de FGFR-1 sin necesariamente aumentar la expresion de factores de

crecimiento.

En Lif detectamos un sitio AP-1y dos sitios NF-xB, pero ningiin GRE. Sin embargo, en
las células A549 se identificd un GRE represor (Reddy y col, 2009). Este efecto es
compatible con nuestras observaciones, ya que en la retina tratada con DEX no
detectamos expresion de Lif. Por el contrario, Lif aumentd después de MFP. Asimismo,
LIF aumenta en las vellosidades coriales después de la administracion de MFP a

mujeres embarazadas, probablemente por bloqueo de GRa (Pei y col, 2010).

Conclusiones

Correlacionamos el dafio y muerte de los fotorreceptores por efecto de MFP con las
alteraciones provocadas en dos cadenas de sefializacion que promueven la
supervivencia de los fotorreceptores. Una de ellas seria un modo de mantenimiento,

donde los glucocorticoides determinan, probablemente por medio de Ednl y Edn2,
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niveles de FGF2 suficientes para promover la vida de los fotorreceptores. Los
glucocorticoides también podrian promover la salud de los fotorreceptores por
transactivacion de la sefializacion por FGFR-1 y por el aumento de proteinas anti-

apoptéticas como Bcl-XL.

En ausencia de actividad GRa, como en las retinas sometidas a MFP, se activaria un
modo de rescate, donde predominan la produccion de ET-2 y LIF, que también resultan
en un aumento de la produccién de FGF2. En condiciones basales, la sefializacion

dependiente de glucocorticoides bloquearia la via de rescate.



86

Capitulo 6

Glucocorticoides y mecanismos apoptoéticos

durante la degeneracion inducida por luz

Objetivos especificos

En el capitulo 4 demostramos que, en la retina no estresada, DEX aumenta Bcl-Xc,
mientras que MFP, antagonista de GRa, reduce esta molécula y determina dafo y
muerte de los fotorreceptores. Aqui, nos proponemos verificar si el conocido efecto
protector de los glucocorticoides sobre la degeneracion inducida por luz sigue el mismo

patron observado en la retina no estresada.

Los objetivos especificos consisten en estudiar animales expuestos a 1500 lux durante 2

y 4 dias para determinar:

e Lalocalizacion inmunohistoquimica de los GRs

e La magnitud del dafio de la CNE en animales expuestos tratados con DEX, MFP o
su combinacion

e Los cambios en las moléculas pro- y anti-apoptéticas en animales expuestos tratados

con DEX, MFP o su combinacién

Fundamentos de los objetivos

Los glucocorticoides modulan la muerte celular programada en forma especifica para
cada tejido y fenotipo celular utilizando diversas vias de sefializacién. En la retina, estos
esteroides contrarrestan la muerte de los fotorreceptores inducida por exposiciones
cortas a altos niveles de iluminacion, 15000 lux (Wenzel y col, 2001a). Aunque su
accion protectora ha sido asociada con la represion de la actividad del complejo AP-1
(Wenzel y col, 2001a), este mecanismo no parece ser el Unico factor protector asociado
a glucocorticoides. Por ejemplo, DEX no protege a los fotorreceptores en perros
portadores de una mutacién de la rodopsina que hace que los fotorreceptores sean mas

vulnerables a la luz, a pesar de reducir los niveles de AP-1 (Gu y col, 2009).
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Por otra parte, sabemos que el efecto pro-supervivencia de los glucocorticoides puede
depender de los niveles de Bcl-XL (Viegas y col, 2008). Por eso, parece oportuno
verificar las modificaciones de esta proteina anti-apoptotica en un modelo de
fototoxicidad crdnica, donde la lesion de los fotorreceptores es inducida por niveles
relativamente bajos de luz (1500 lux) y determina la desaparicion de la mitad de la

poblacién de bastones en 4-6 dias (Torbidoni y col, 2005; Torbidoni y col, 2006).

También interesa comparar como interactian la agresion luminosa y el bloqueo de los
GRa, ya que en los animales con degeneracion inducida por luz la rodopsina desciende
rapidamente (Cubilla y col, 2011). Por el contrario, MFP no parece tener un efecto
directo sobre la rodopsina, puesto que en los animales no expuestos tratados con esta
droga, los niveles de rodopsina solo descendieron después de la desaparicion de

fotorreceptores (Capitulo 4).

Disefio Experimental

Al comienzo del periodo experimental (12 h), los animales fueron mantenidos en
oscuridad completa durante 24 h. A las 12 h del dia siguiente, los animales fueron
divididos en 5 grupos en forma aleatoria. Un grupo retornd a las condiciones de
iluminacion estandar (12 h a 60 lux: 12 h en oscuridad). Los otros 4 grupos fueron
expuestos a 1500 lux durante 2 o 4 dias. En éste y el siguiente capitulo, los
experimentos incluyeron dos controles, uno bajo condiciones estandar de iluminacion y

otro expuesto a los 1500 lux durante 2 d.

La intervencion farmacologica comenzo simultaneamente con la exposicion a la luz.
Los tratamientos fueron; DEX (4 mg/kg/dia, sc, Sidus, Buenos Aires), MFP (10
mg/kg/2 dias, sc, Sigma-Aldrich, St Louis, MO), MFP y DEX en inyecciones
consecutivas pero separadas (D+M), o volumenes similares del vehiculo (VHC),
propilen-glicol. En algunos experimentos, indicados en el texto, los ratones recibieron 1
mg/kg DEX/dia. A los ratones con MFP se les administr6 1 ml de dextrosa al 5% i.p.,
en cantidad suficiente para mantener un buen estado general. Todos los ratones fueron
sacrificados al mediodia, después de 1 hora en oscuridad total para permitir la

separacion total del EP en las retinas destinadas a la preparacion de extractos.

Algunos animales fueron fijados por perfusién para obtener criosecciones, con las

cuales se estudio la distribucion de los GRa. por inmunohistoquimica y la conservacion
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de la estructura de la CNE después de la coloracion con Rojo Neutro. El estado de los
nacleos celulares fue evaluado mediante TUNEL. Otros grupos experimentales se
utilizaron para extraer proteinas que fueron estudiadas mediante Western blot:
rodopsina, la proteina ejecutora de la apoptosis caspasa-3 clivada (CC-3) y la proteina

antiapoptética Bcl-XL.

Resultados

Inmunorreactividad de GR total en retinas controles y expuestas a laluz

Como ya se describi6 en el Capitulo 3, existe inmunorreactividad para GR total en todos
los estratos nucleares de la retina y el EP. Las células con mayor inmunorreactividad
fueron las de la CCG, que no s6lo presentaban reaccion nuclear sino también en el
citoplasma. La CNI y la CNE solo mostraron inmunorreactividad nuclear. En el EP se

encontrd una débil inmunorreactividad citoplasmatica (Fig. 6.1A,D).

Después de 1500 lux durante 2 d se observaron cambios estructurales en algunas
regiones de la retina, cerca de la papila del nervio éptico. Sin embargo, en comparacion
con las retinas no expuestas la CNE mostraba mayor inmunorreactividad para GR en
todos los cuadrantes (Fig. 6.1B,E). A los 4 dias de exposicion, la localizacion e
intensidad de la inmunorreactividad para GR fueron esencialmente similares a las
observadas a los 2 dias, aunque el dafio de la CNE era més grave (Fig. 6.1C,F). Los
segmentos externos habian desaparecido totalmente en la zona de mayor lesion, donde

también se habian reducido las hileras nucleares de la CNE.

Lesiones fototdxicas en presencia de glucocorticoides o su antagonista

Nuestro propdsito fue comprender las interacciones entre los glucocorticoides y los
fotorreceptores durante la etapa de injuria, es decir, cuando puede presumirse que los
fotorreceptores estan lesionados pero no en forma irreversible. Por lo tanto, solo

analizamos el resultado de las intervenciones farmacoldgicas a los 2 dias de exposicion.

Alteraciones estructurales de la CNE

En los animales no tratados (VHC), la CNE solo estaba dafiada en una pequefia region
de la retina vecina a la papila del nervio déptico (10% del area estudiada). No se

detectaron anomalias estructurales en los animales tratados con DEX. Por el contrario,
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Figura 6.1. Inmunorreactividad para GR total en retinas controles y expuestas a 1500
lux durante 2 y 4 dias. Las imagenes corresponden a la region proxima a la papila
dptica, donde el dafio era mayor que en el resto de la retina. En las retinas controles (A
y D) se observo inmunorreactividad moderada en todas las capas nucleares, de mayor
intensidad en la CCG. El citoplasma de las células EP mostraba inmunorreactividad
leve. Después de 2 d de exposicion a 1500 lux (B y E), se redujo el numero de hileras
nucleares y la longitud de los segmentos externos. Los ndcleos de la CNE aparecian
desordenados y mostraban mayor inmunorreactividad que los controles. A los 4 d de
exposicion (C y F) los segmentos externos habian desaparecido. La CNE presentaba
menos hileras de nucleos, pero su inmunorreactividad para GR total era semejante a la

observada a los 2. Barras de calibracion, A-C, 50 um; D-F, 25 pum.
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Figura 6.2. A. Mapas de la CNE, con el hemisferio temporal a la izquierda y el nasal a
la derecha, correspondientes a animales expuestos a 1500 lux durante 2 dias. Cada
hilera representa 270 um a lo largo del eje dorsoventral del ojo, y cada columna
representa 1/8 del eje témporo-nasal. Se muestran las areas lesionadas (0, no lesion; 3,
lesion maxima) en retinas de animales que recibieron MFP (una dosis al comenzar el
experimento), solo o combinado con DEX (dos inyecciones, a las 0 y 24 h, D+M). Las
lesiones de mayor extension y gravedad se observaron en los ratones que recibieron
MFP. En los ratones D+M se observaron lesiones de menor gravedad, pero que eran
mas serias que en los controles (animales expuestos a 1500 lux que recibieron VHC).
B. Areas sin lesion detectable. Aproximadamente 90% del area de la CNE estaba
indemne en los controles (VHC). No se detect6 dafio en aquellos tratados con DEX. Las
retinas MFP tenian 50% del area retinal sana, mientras que en el grupo D+M esta
proporcion se elevo a 70%. ANOVA (p < 0,0001, n =4), las diferencias entre las barras
que no comparten la letra a fueron estadisticamente significativas (p < 0,01; prueba de
Tukey MFP vs VHC, DEX 0 D+M y D+M vs VHC o DEX). C. Solo se observé lesion de
tipo 2 (severa) en los grupos MFP y D+M. La diferencia entre ambos fue
estadisticamente significativa (prueba t, p < 0,05 para MFP vs D+M).
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en aquellos que recibieron MFP (una sola dosis) se observo déficit de la CNE en 50%
del area estudiada. DEX previno parcialmente la lesion producida por la luz + MFP, ya

que en los animales D+M solo estaba afectada 30% del area estudiada (Fig. 6.2A,B).

Los animales expuestos sin tratamiento mostraron lesiones leves (grado 1). S6lo se
encontraron lesiones de grado 2 (pérdida de la mitad del espesor de la CNE) en los
animales que recibieron MFP. También aparecieron lesiones severas en los animales
con tratamiento combinado, pero en menor proporcion que en los del grupo MFP
(Fig.6.2C).

Fragmentacion del ADN

Se detectd fragmentacion del ADN por medio de TUNEL a los 2 dias de exposicion.
Solo se encontraron nucleos marcados en la CNE pero, a diferencia del dafio estructural
en dicho estrato, aparecian en todas las regiones de la retina. Por el contrario, no se
detectaron nucleos TUNEL™ en las retinas de animales tratados con DEX. Los animales
expuestos a la luz después de MFP presentaron mayor cantidad de nucleos TUNEL™ que
los inyectados con VHC (Fig. 6.3). En las retinas D+M, la densidad de nucleos
TUNEL" se asemejaba a la de los expuestos sin tratamiento.

Efectos sobre la rodopsina

La exposicion a 1500 lux durante 2 dias redujo los niveles de rodopsina con respecto a
los controles no expuestos (2212 + 364 vs 3299 = 301) (Fig. 6.5A). Las retinas
expuestas bajo tratamiento con DEX tenian niveles de rodopsina significativamente mas
altos que las expuestas sin tratamiento (4523 + 382 vs 2212 + 364). La administracién
de MFP junto con la exposicion a la luz determind el descenso de la rodopsina a 17% de
los valores controles (554 + 53). El efecto de MFP sobre los niveles de rodopsina fue
prevenido por DEX, ya que los animales que recibieron el tratamiento combinado
(D+M) presentaron valores de rodopsina semejantes a los que habian recibido
solamente DEX (5210 + 457) (Fig. 6.4).

Moléculas que intervienen en la muerte celular

En los experimentos realizados en animales no expuestos a la luz (Capitulo 4)
observamos un efecto paradojal, donde CC-3 era mas elevada en los ratones tratados
con 10 mg/kg que en aquellos que habian recibido 4 mg/kg. Por lo tanto, ensayamos
aqui la dosis habitual de 4 mg/kg/dia y una menor, de 1 mg/kg/dia.
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Figura 6.3. Nucleos TUNEL™ en la region central de retinas expuestas a 1500 lux
durante 2 dias. A. Animal que recibi6 VHC. B. Animal que recibi6 MFP. En ambos
casos los nucleos TUNEL* estaban selectivamente localizados en la CNE. Los nucleos
eran mucho mas abundantes, y la intensidad de la marca fluorescente parecia mayor en
los animales que recibieron MFP. Barras de calibracion, 50 pm.
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Figura 6.4. Densitometria de rodopsina (ANOVA, p < 0,001; n = 3) en retinas
expuestas a luz durante 2 dias. Las letras iguales indican que las diferencias entre las
barras no son estadisticamente significativas. El descenso en los animales expuestos
con respecto a los controles no alcanzé significacién estadistica. Los niveles de
rodopsina en los animales expuestos y tratados con DEX fueron significativamente
mayores que en el grupo no tratado (p < 0.01 para DEX vs VHC). En los animales que
recibieron MFP, la rodopsina fue significativamente menor que en los restantes grupos
experimentales (p < 0.001 para MFP vs VHC, DEX o D+M). En el grupo D+M, los
niveles no fueron significativamente diferentes de los niveles en el grupo DEX.
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En condiciones basales, la retina contenia niveles altos de Bcl-XL (3080 + 28), que
desaparecieron completamente después de 2 dias de exposicion a la luz. Ambas dosis de
DEX ensayadas evitaron ese descenso e incluso aumentaron los niveles de Bcl-XL
(DEX1, 3432 + 29; DEX2, 3738 £ 90). Las diferencias con respecto al control no
expuesto, y entre las dos dosis de DEX fueron estadisticamente significativas (Fig.
6.5A).

Por el contrario, CC-3 no se detectaba en las retinas no expuestas a la luz, pero aparecio
en las retinas expuestas sin tratamiento (2019 + 92). DEX (1 mg/ml) evit6 parcialmente
ese ascenso (1003 + 47), pero DEX4 lo evito totalmente (Fig. 6.6A).

En consecuencia, se realizo otra serie completa de experimentos utilizando 4 mg/kg/dia
de DEX 'y 10 mg/kg/2 dias de MFP. Para el caso de Bcl-XL, la exposicion a la luz con y
sin tratamiento con DEX produjo resultados semejantes a los descriptos mas arriba
(VHC, 0; DEX4, 3452 + 268). En los animales expuestos que habian recibido MFP,
Bcl-XL descendio a niveles no detectables, al igual que en los expuestos sin tratamiento

alguno. La administracion simultdnea de DEX no evito ese descenso (Fig. 6.5B).

En esta segunda serie de experimentos, el tratamiento con 4 mg/kg de DEX también
previno la aparicion de CC-3 en los animales expuestos. Por el contrario, la
administracion de MFP a dichos animales duplicé los valores medidos en los expuestos
no tratados (VHC 1416 + 210 vs MFP 3016 + 234). Este efecto del bloqueante de GRa
fue prevenido parcialmente por la administracién simultanea de DEX (D+M, 2061 +
236). En estas retinas, los niveles de CC-3 no diferian estadisticamente de los valores

observados en los expuestos no tratados (Fig. 6.6B).

Discusion

Receptores de glucocorticoides

El aumento de los GRs en los nlcleos de los fotorreceptores en las retinas expuestas a
1500 lux sugiere un aumento de la activacion por ligandos enddgenos; ya que la

activacion de GRa por su ligando determina la translocacion del receptor hacia el

nucleo (Nishi y col, 1999).

Sin embargo, esta mayor disponibilidad no alcanzaria para la proteccion de los

fotorreceptores agredidos por la luz. La proteccion solo se lograria con dosis
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Figura 6.5. A. Respuesta de Bcl-XL a la exposicion a 1500 lux durante 2 d, con
diferentes dosis de DEX (1 y 4 mg/kg). Los altos niveles basales desaparecieron
totalmente después de 2 d de exposicién, pero aumentaron con DEX (ANOVA, p
<0,0001; n = 3; p < 0,01 para VHC no expuesto vs DEX1, y DEX1 vs DEX4; p < 0,001
para VHC no expuesto vs DEX4). B. Respuesta de Bcl-XL a la exposiciéon a luz en
presencia de DEX (4 mg/kg), MFP (10 mg/kg) o su combinacion (ANOVA, p < 0,0001;
n = 6). Bcl-Xu desaparecio después de la exposicion en los animales que recibieron
VHC, MFP o D+M. DEX evito el efecto de la luz, pero no el de la luz + MFP.
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Figura 6.6. A. Densitometria de CC-3 en extractos de retinas expuestas a luz por 2 dias
con dos dosis de DEX (1 y 4 mg/kg). Esta proteina no aparecia en los controles, pero
subi6 significativamente cuando los animales fueron expuestos a la luz, y en los
expuestos que recibieron 1 mg/kg DEX. La aparicion de CC-3 fue evitada por DEX4
(ANOVA, p < 0,0001; n = 3; p < 0,001 para DEX1 vs DEX4. B. Respuesta de CC-3 a
la exposicion a 1500 lux por 2 d en presencia de DEX (4 mg/kg), MFP (10 mg/kg) o su
combinacion (ANOVA, p < 0,001; n = 3). DEX4 evito la aparicion de CC-3, mientras
que MFP la aument6 dos veces con respecto a los expuestos no tratados (p < 0.001
para MFP vs VHC). Los niveles de CC-3 después de D+M no diferian de los controles
expuestos, pero eran menores que en los expuestos con MFP (p < 0.01, D+M vs MFP).
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relativamente elevadas de DEX, como la utilizada en este caso (4 mg/kg) o la empleada
en un modelo de iluminacién aguda (52 mg/kg) (Wenzel y col, 2001a). Las dosis
utilizadas en perros con una mutacién de la rodopsina que los sensibiliza a la luz, donde
no se logro proteccion mediante DEX, fueron intermedias entre nuestras dosis de 1y 4
mg/kg. En los perros se aplicaron dos dosis de 0,18 mg/kg el dia anterior a la
exposicion, seguidas por una dosis de 1,8 mg/kg 2-3 h antes de la exposicion (Gu y col,
2009). Es muy probable que el procesamiento metabolico del perro sea diferente de ese
procesamiento en el raton. Pero, ademas, cabe pensar que el bloqueo de la expresion de
Edn2 producido por DEX (ver Capitulo 4), bien podria deteriorar la capacidad de
respuesta de la retina al dafio cuando la injuria ocurre mucho después de iniciado el

tratamiento.

Dexametasonay mecanismos de supervivencia

En estos experimentos, la aplicacion de un procedimiento cuantitativo a toda la
superficie de la retina permitio la deteccion de muerte y desaparicion de fotorreceptores
en cantidades significativas apenas a los 2 d de iniciada la exposicion. DEX resulté un
protector efectivo contra la agresion luminosa, ya que a pesar de la exposicion a 1500
lux no se detectaron ni dafios estructurales ni nucleos TUNEL* en las retinas tratadas
con este esteroide. En presencia de DEX, la exposicion a la luz tampoco modificé los
niveles de rodopsina, por el contrario, estos resultaron mas altos que en los controles no
expuestos. Se requieren nuevos experimentos para determinar si este aumento se debe a
cambios en el recambio de los discos del segmento externo o a una mayor produccion

de la proteina.

La mayor disponibilidad de rodopsina afectaria a la fototransduccion. Sabemos que la
regeneracion rapida de la rodopsina aumenta la sensibilidad a las lesiones por
iluminacion, mientras que el bloqueo de la regeneracion previene el dafio inducido por
luz (Keller y col, 2001; Saari y col, 2001; Sieving y col, 2001; Wenzel y col, 2001b;
Fain, 2006). Los glucocorticoides, entonces, podrian enlentecer la regeneracion de la
rodopsina activada. Este efecto primario sobre la fototransduccion y la rodopsina
explicaria porque DEX evito totalmente la aparicion de CC-3, es decir que evito la
puesta en marcha de los mecanismos ejecutores de la muerte celular. DEX también

impide la activaciéon de calpaina, una proteasa involucrada en la degeneracion retinal
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inducida por luz (Imai y col, 2010). La activacion de calpaina en neuronas sometidas a

estrés oxidativo es exacerbada por MFP y AdrX (Shuto y col, 2009).

La exposicion a la luz fue suficiente para reducir Bcl-Xv a niveles no detectables, pero
esa caida fue evitada por DEX. Este fendmeno podria obedecer a dos causas: una, el
efecto protector directo de la rodopsina; la otra el efecto positivo de los glucocorticoides

sobre la expresion de esta isoforma de Bcl-X (Viegas y col, 2004).

Bcl-XL no se recupero en los animales expuestos a 1500 lux y tratados simultaneamente
con MFP. Tampoco se recuperd en los animales expuestos que recibieron D+M. Este
resultado concuerda con hallazgos recientes en cardiomiocitos, donde MFP impide el
aumento de Bcl-X.-dependiente de DEX (Xu y col, 2011). El fenébmeno se asemeja al
descenso de Bcl-XL observado en las retinas sin estrés fototoxico (Capitulo 5). También
aqui parece que, ademas de impedir la accion de los glucocorticoides sobre la
transcripcion del gen Bcl-X (Viegas y col, 2004), MFP probablemente lo regula por
otras vias, como NF-«B (Evans-Storms y Cidlowski, 2000), o tal vez por inactivacion
del producto (Allen and El-Deiry, 2011; El Fajoui et al., 2011). Otra posibilidad que
debe ser considerada en futuros experimentos es un efecto mediado por receptores de

progesterona, también bloqueados por MFP.

Conclusiones

Durante el proceso de degeneracion inducido por luz observamos un aumento de la
inmunorreactividad de GR en los nucleos de los fotorreceptores que implica mayor
actividad de esta via. Sin embargo, los glucocorticoides enddgenos no serian suficientes
para proteger a los fotorreceptores expuestos a niveles no fisioldgicos de iluminacion.
Por el contrario, en este modelo de degeneracion inducida por luz blanca fueron

necesarios entre 1 y 4 mg para obtener proteccion completa.

Correlacionamos la proteccion dependiente de glucocorticoides con un posible efecto
directo sobre la rodopsina y con el aumento de Bcl-XL. Estos mecanismos
probablemente desaceleran el proceso de rotura de la doble cadena del ADN iniciado
por el estrés oxidativo consecutivo a la exposicion a la luz. El agravamiento producido
por MFP puede ser atribuido al descenso prolongado de Bcl-XL y al mantenimiento del

estrés oxidativo.
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Capitulo 7

Glucocorticoides y respuesta de laretina a la

injuria luminosa

Objetivo

Evaluar la respuesta de moléculas endotelinérgicas y de factores de crecimiento al dafio

de los fotorreceptores inducido por luz.

Determinar cudles de esos cambios pueden ser correlacionados con el efecto protector

de los glucocorticoides.

Fundamentos

La respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores se caracteriza por un conjunto de
cambios transcripcionales comunes a distintos tipos de injuria (Rattner y Nathans, 2006;
Joly y col, 2008). Entre estos se destacan el aumento en la expresion de Edn2, su
receptor Ednrb, Fgf2 y Lif. Los resultados obtenidos (Capitulos 4 y 5) indican que el

efecto protector de los glucocorticoides podria entroncarse con esta respuesta.

Uno de nuestros hallazgos mas sorprendentes fue la muerte selectiva de fotorreceptores
provocada por MFP, en ausencia de factores genéticos o ambientales que pudieran
explicar esa mortalidad. Este fendmeno nos permitié correlacionar el estado de
activacion de los GRa con la expresion de los genes de endotelinas y los factores Fgf2 y
Lif. En presencia de DEX se activé la expresion de Ednl y Edn3, pero se bloqueé la de
Edn2 y Lif. Por el contrario, el dafio inducido por MFP se correlacioné con la expresion

de Edn2 y de Lif. En ambos casos, sin embargo, se estimulé la expresion de Fgf2.

A fin de explorar esta hipotesis, comparamos el efecto de DEX y MFP sobre los
factores mencionados en retinas expuestas a iluminacion excesiva. Se sabe que la
administracién de DEX reduce la muerte de los fotorreceptores en retinas expuestas a

condiciones excesivas de luz. Por lo tanto, cabe preguntarse cual es la modificacion en
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la expresion de las respuestas de proteccion gatilladas por la exposicién a la luz en

presencia de agonistas o bloqueantes del receptor de glucocorticoides.

Disefio experimental

El tratamiento farmacoldgico y la separacion de grupos experimentales fué semejante a
la utilizada en el capitulo anterior. Se utilizaron 4 mg/kg/dia de DEX y 10 mg/kg/2 dias
de MFP. La exposicién a la 1500 lux duré 2 d, y luego se procedio a la extraccion de las
retinas bajo luz roja para la determinacion de Ednl, Edn2, Edn3, Lif y Fgf 2 mediante
RT-PCR.

Resultados

Moléculas endotelinérgicas y sus receptores

La exposicion a la luz elevé significativamente la expresion de Ednl y Edn2, que
aumentaron un 7% y 72%, respectivamente (Fig. 7.1A,B). No ocurrié lo mismo con la
expresion de Edn3, cuyos niveles después de la exposicion no se distinguian de los

observados en los controles no expuestos (Fig. 7.1C).

En los animales expuestos tratados con DEX, los niveles de los tres Edns aumentaron
significativamente. Con respecto a los controles no expuestos, los incrementos fueron
de 81, 177 y 30% para Ednl, Edn2 y Edn3, respectivamente. También fueron
significativos los aumentos de los tres Edns en las retinas tratadas con DEX con

respecto a los controles expuestos.

MFP redujo los niveles de Ednl y Edn3 con respecto a los valores de los controles no
expuestos (-83 y -21%, respectivamente). La expresion de Edn2, por el contrario,
aumento alin mas (207%). Los ascensos o descensos provocados por MFP fueron

estadisticamente significativos con respecto a cualquiera de los puntos experimentales.

La administracion de D+M evitd todo cambio en la expresion de Ednl, que en estas
retinas permanecio en los valores del control no expuesto. Por el contrario, para Edn2,
las retinas D+M mostraron los mismos valores que los controles expuestos.
Curiosamente, para D+M, los valores de Edn3 fueron més altos que para cualquier otra

intervencion (Fig. 7.1).
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Fig. 7.1. Niveles relativos de los amplicones de Ednl, Edn2 y Edn3 en controles no
expuestos (VHC) y después de exposicion a 1500 lux durante 2 dias, en retinas VHC,
DEX (4 mg/kg/dia), MFP (10mg/kg/2 dias) o ambos (D+M; (ANOVA p < 0,0001; n = 4
para todos los Edns). A. Los niveles de Edn1 subieron después de la exposicion a la luz,
con VHC o DEX, pero disminuyeron por la administracion de MFP. Todas las
comparaciones fueron estadisticamente diferentes (p < 0,001), salvo VHC no expuesto
vs D+M. B. Los niveles de Edn 2 aumentaron con la luz y luego del tratamiento con
DEX. También aumentaron con MFP. Todas las comparaciones fueron
estadisticamente diferentes (p < 0,01 para DEX vs MFP; p < 0,001 las restantes), pero
no se encontraron diferencias entre el control expuesto y D+M. C. Los niveles de Edn3
en los controles expuestos y no expuestos fueron semejantes. Los niveles de DEX y
D+M superaron a cualquiera de los controles (p <0,001), mientras que aquellos de
MFP eran inferiores a cualquiera de los anteriores (p < 0,001). D. Iméagenes
representativas de los productos de la PCR fluorescentes por el bromuro de etidio.
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Fig. 7.2. Amplicones de los receptores endotelinérgicos en retinas expuestas a 1500 lux
por 2 dias. (ANOVA, p < 0,0001; n = 4 para ambos grupos). A. La exposicion
incrementd la expresion de Ednra, tanto en los controles (VHC) como en los tratados
con DEX. Los niveles més bajos se observaron después de MFP y D+M (p < 0,01 para
DEX vs VHC expuesto; p < 0,001 para las restantes comparaciones). B. Los
amplicones de Ednrb aumentaron con la exposicion a la luz, méas ain en los animales
tratados con DEX (p < 0,01 para VHC no expuesto vs expuesto; p < 0,001 para todas
las restantes salvo las indicadas por la letra a, que no son estadisticamente diferentes).
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Fig. 7.3. Fgf2 y Lif en retinas expuestas a 1500 lux durante 2 d (ANOVA, p < 0,0001; n
= 3 para los dos). A. Todos los valores de Fgf2 fueron mayores en las retinas expuestas
que en las no expuestas. No se detectaron diferencias entre los dos controles (VHCs).
Las restantes comparaciones con el control no expuesto fueron significativas (p < 0,01
para MFP; p < 0,001 para DEX y D+M). En los tratados con DEX, Fgf2 fue mas
abundante que en los tratados con MFP. No se detectaron diferencias entre MFP y
D+M. B. Lif aument6 en todas las retinas expuestas salvo en aquellas tratadas con
DEX El incremento de Lif fue maximo en los animales que recibieron MFP (p < 0,001

con respecto a los controles expuestos y no expuestos). Las retinas D+M mostraron el
mismo aumento que el control expuesto.
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Los dos receptores endotelinérgicos aumentaron ambos con la sola exposicién a la luz
(Fig. 7.2). Los valores mas altos correspondieron a las retinas tratadas con DEX (96% y
66% con respecto al control no expuesto para Ednra y Ednrb, respectivamente). MFP
determind los valores més bajos para ambos receptores (-15% para Ednra y sin
diferencias significativas con respecto al control no expuesto para Ednrb). El
tratamiento combinado apenas subio los valores para Ednra (44% sobre los valores de
DEX), y sin diferencias significativas ni con respecto a DEX ni al control no expuesto

para Ednrb.

Factores protectores

La expresion de Fgf2 pareci6 aumentar después de la exposicion a la luz, pero la
diferencia no resulto estadisticamente significativa. Por el contrario, DEX produjo los
valores més altos, casi 250% superiores a los del control no expuesto (Fig. 7.3A). La
expresion de Ffg2 en las retinas sometidas a MFP o0 a D+M fueron iguales entre si, pero

superiores a los de ambos controles e inferiores a los de DEX.

Las variaciones de Lif siguieron un patron diferente (Fig. 7.3B). Aumentaron
significativamente con la exposicion a la luz (21% de diferencia entre el control
expuesto y el no expuesto), pero se redujeron en la retina expuesta tratada con DEX (sin
diferencias significativas con el control no expuesto). Los valores mas altos aparecieron
en las retinas expuestas a la luz después de recibir MFP, donde los amplicones de Lif
aumentaron un 13% con respecto a los amplicones en el control no expuesto. Los
valores en las retinas con tratamiento combinado (D+M) no mostraron diferencias

significativas con el control expuesto (Fig. 7.3B).
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Discusion

Como se describio en el capitulo anterior, después de 2 dias de exposicion a 1500 lux
las retinas muestran pérdida leve de ndcleos de fotorreceptores restringida a la zona
central y numerosos nucleos con fragmentacion del ADN (TUNELY). También
demostramos que las retinas de los animales tratados con DEX no presentaron dafio
alguno, ni tampoco células TUNEL* en la CNE. A la inversa, la administracion de
MFP, un bloqueante de los GRa, aumentd la gravedad y extension de las lesiones.
Correlacionamos el efecto protector de DEX con un posible efecto directo sobre la
rodopsina y con el aumento de Bcl-XL. Estos mecanismos probablemente desaceleran el
proceso de muerte celular desencadenado por la exposicién a la luz. La respuesta de la
retina al dafio por luz incluyé el aumento en la expresion de los tres Ednrs, los dos
receptores endotelinérgicos y Lif. También se observo un leve aumento de Fgf2, que no

alcanzd significacion estadistica.

Cuando las retinas expuestas fueron tratadas con DEX, no solo increment6 la expresion
de todas las moléculas endotelinérgicas, también se elevo la expresion de Fgf2, casi tres
veces por encima de su expresion en los controles no expuestos. La proteccion de la
retina por efecto de DEX coincidid también con la mayor expresion de los dos
receptores endotelinérgicos, Ednra y Ednrb y con la mayor expresion de Ednl. La
expresion de Edn2 y Edn3 también estaba significativamente aumentada con respecto al
control no expuesto. Se concluye que estas retinas, donde a la agresion por la luz se
sumo la accion del glucocorticoide, muestran una intensa activacion del sistema
endotelinérgico. Esta activacion no solo fue compatible con la proteccion de los
fotorreceptores sino que probablemente fue necesaria para generar esa proteccion.
Estudios recientes de nuestro laboratorio muestran que el bloqueo del receptor A (ETa)
durante la exposicion a la luz aumenta el nimero de fotorreceptores desaparecidos
(Bermudez y col, 2012).

En las retinas expuestas y tratadas con DEX desaparecio el aumento de Lif que
acompafiaba a la injuria. Recordemos aqui que, en las retinas no expuestas a la luz,

DEX bloque6 totalmente la expresion de este factor (ver Capitulo 5).

La suma de la exposicion a la luz y MFP determin6 lesiones mas graves que las

producidas por cualquiera de estos agentes por separado (ver Capitulos 4 y 6). En estas
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condiciones observamos un aumento en la expresion de Fgf2, significativamente menor
que el determinado por DEX. Por el contrario, los valores de Lif y Edn2 se elevaron por
encima de los valores observados en controles expuestos y no expuestos a la luz, o de
las retinas expuestas tratadas con DEX. Estas diferencias implican que MFP seria capaz
de estimular el denominado modo o red de rescate también dentro de un contexto de

sufrimiento provocado por la agresion de la luz.

Al igual gque en las retinas sin estrés fototdxico, la activacion del modo de rescate no fue
efectiva para prevenir el dafio de los fotorreceptores. Probablemente, porque esta red
también requiere la disponibilidad de receptores endotelinérgicos, cuya expresion fue
reducida por MFP. Como mencionamos mas arriba, el bloqueo de los receptores
endotelinérgicos, en particular de ETa, aumenta la pérdida de fotorreceptores inducida

por la luz (Bermudez y col, 2012).

Las funciones de Edn3 en la lesion fototdxica son poco claras. Los datos sugieren que
no intervendria directamente en la respuesta al dafio de los fotorreceptores. Sus niveles
de expresion en los controles expuestos no diferian de aquellos en los controles no
expuestos; ademas, los niveles en el grupo D+M fueron mas elevados que en el grupo
MFP, aunqgue el dafio fue mucho mayor en este ultimo grupo. Por otra parte, ET-3 no
activa a los receptores ETa, que por su localizacion en la plexiforme externa (Torbidoni

y col, 2006) podrian ser los directos encargados de proteger a los fotorreceptores.

Conclusiones

Al analizar la expresion de las endotelinas, sus receptores, Ff2 y Lif en condiciones de
estrés luminoso, junto con las modificaciones inducidas por los glucocorticoides o su
blogueante, concluimos que la respuesta al dafio fototoxico incluiria tanto al modo de

rescate como al modo de mantenimiento.

Sin embargo, la proteccion mas eficiente fue lograda por DEX. Este glucocorticoide, a
pesar de suprimir parcialmente el modo de rescate, permitiria el uso eficiente de las
sefiales endotelinérgicas, ya que también aumentd la expresion de los dos receptores,
Ednr y Ednrb. Por el contrario, aunque el bloqueo por MFP activd Edn2 y Lif,
determinantes del modo de rescate, también suprimio a los receptores, impidiendo asi la

accion de Edn2.
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Capitulo 8

Reflexiones y conclusiones finales

La retina es la unica parte del SNC que esta expuesta a la luz y por lo tanto enfrenta el
desafio de una agresion foto-oxidativa permanente. La supervivencia de los
fotorreceptores, cuyos segmentos externos son los que absorben la luz, y del epitelio
pigmentario de la retina (EP), encargado de renovar las porciones mas expuestas de los
fotorreceptores, requiere la accion constante de mecanismos que promueven la
supervivencia o impiden la muerte celular programada. La falla de estos mecanismos
origina lesiones graves de la retina que llevan a la ceguera, como ocurre en la
degeneracion macular asociada con la edad o con las degeneraciones retinales de origen

genético.

El papel de los glucocorticoides y las endotelinas como factores de proteccién en la
respuesta de la retina al dafio de los fotorreceptores es conocido. Los efectos protectores
de los glucocorticoides fueron descriptos hace 20 afios, mientras que las primeras
publicaciones sobre la participacion del sistema endotelinérgico en la degeneracion de
la retina apenas tienen 7 afios. Hasta donde hemos podido averiguarlo, este constituye el
primer trabajo que intenta verificar si las vias dependientes de los glucocorticoides y
aquellas asociadas al sistema endotelinérgico se entrecruzan en la retina, y si ambas

redes de sefializacion contribuyen a la proteccion de los fotorreceptores.

Las vias endotelinérgicas en la retina fueron estudiadas previamente en nuestro
laboratorio. Por lo tanto, comenzamos directamente con el estudio de la localizacion del
receptor de glucocorticoides clasico (GRa), y los efectos de su ligando selectivo, la
dexametasona (DEX) y de un antagonista, la mifepristona (MFP). Nuestra primera
conclusion, basada en datos inmunohistoquimicos, fue que los GRa se acumulan en los
nucleos de las neuronas retinales y que los nucleos de los fotorreceptores acumulaban
aun mas inmunorreactividad cuando estaban sometidos a algun tipo de injuria. La
deteccion de isoformas fosforiladas en las mismas localizaciones nos permite suponer
que se trata de un GRa activo. Ademas, encontramos isoformas fosforiladas de GRa en
los segmentos externo e interno de los fotorreceptores. Este hallazgo sugiere que los
glucocorticoides  podrian intervenir  directamente sobre los procesos de

fototransduccioén.
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Ya que DEX protege a los fotorreceptores agredidos por el exceso de iluminacion, era
esperable que un antagonista agravara esa degeneracion. Asi ocurrio, pero el fendmeno
imprevisto fue que MFP dafaba a los fotorreceptores por si misma, en ausencia de otros
toxicos ambientales o genéticos. Esto nos permitio estudiar con profundidad el proceso
de lesién de los fotorreceptores, ya que las lesiones por MFP fueron altamente
reproducibles, podian detectarse apenas 6 h después de la administracion de la droga, y
aparecian exclusivamente en los fotorreceptores. Durante ese breve lapso, MFP indujo
fragmentacion del ADN de los fotorreceptores, practicamente sin dafio estructural
detectable con los procedimientos convencionales. A las 6 h de administrado MFP,
también habia desaparecido una molécula antiapoptética, la isoforma larga de Bcl-X
(Bcl-XL) y se podia detectar la caspasa-3 clivada (CC-3) una de las moléculas ejecutoras
de la muerte celular programada. También se encontraba la histona H2XA fosforilada
(p-H2XA), una variante de la histona H2 que reconoce las fracturas de la doble cadena
del ADN e interviene en su reparacion. Este proceso de dafio celular se mantuvo activo
hasta por lo menos 48 h después de una Unica dosis de MFP (10 mg/kg). Dado el
extenso uso de esta droga como inductor de abortos, mas nuevas recomendaciones para
su empleo como anticonceptivo, en el tratamiento de la miomatosis y la endometriosis,
la depresion, y la coriorretinopatia serosa central, parece necesario profundizar el
estudio de este fendmeno. Es poco probable que los protocolos de dosificacion
utilizadas en el humano desencadenen fendmenos apoptoticos masivos como los
observados en la retina del ratén. Sin embargo, la fragmentacion del ADN puede
originar la acumulacion selectiva de mutaciones en los fotorreceptores, y contribuir asi a
la degeneracion de los fotorreceptores desencadenada por otros factores, como el

envejecimiento o los trastornos metabolicos.

Las lesiones provocadas por MFP fueron total o parcialmente evitadas por DEX, salvo
el descenso de Bcl-XL. Este hecho sugirié una posible participacion del receptor de
progesterona, también bloqueado por MFP. Sin embargo, descubrimos que el mismo

proceso de fragmentacion del ADN aparecia en los animales adrenalectomizados.

Estudiamos entonces la asociacion entre las lesiones de los fotorreceptores con la
expresion de los tres genes de las endotelinas, Ednl, Edn2 y Edn3, sus receptores,
Ednra y Ednrb, y dos factores que tienen relacion directa con los mecanismos de
supervivencia de los fotorreceptores, Fgf2 y Lif. Los resultados de estos experimentos

fueron muy ilustrativos ya que mostraron claramente dos tipos de respuesta. Una, que
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hemos denominado modo de mantenimiento, dependia de DEX vy activaba la expresion
de Ednl y Edn3, los dos receptores y Fgf2. Simultdneamente, la expresion de Edn2 y
Lif se volvian indetectables. Por el contrario, la administracion de MFP activo una red
distinta, denominada modo de rescate, que incluia el aumento en la expresion de Edn2 y
Lif, al mismo tiempo que se reducia la expresion de Ednl y Edn3. El modo de rescate
también incluye el aumento en la expresién de Fgf2, que es necesario para la

supervivencia de los fotorreceptores.

Finalmente, comparamos estas respuestas de la retina sin estrés luminico, con los
efectos de DEX y MFP en retinas expuestas a luz durante 2 d. Sin tratamiento, estas
retinas pierden un ndmero significativo de fotorreceptores. Como era de esperar, la
administracion de DEX protegié totalmente a los fotorreceptores, mientras que MFP
aumentd la proporcion de fotorreceptores desaparecidos. Las conclusiones mas
importantes de estos experimentos provienen de las alteraciones observadas en las
moléculas asociadas a la muerte celular, las del sistema endotelinérgico, Fgf2 y Lif. La
exposicion a la luz, por si misma, determino los mismos cambios de Bcl-X. y CC-3 que
producia la administracion de MFP a las retinas no expuestas a la luz. Solo que en este
caso, la deplecion de Bcl-X. fue completamente prevenida por DEX. En las retinas
expuestas que habian recibido MFP, DEX no pudo evitar ese descenso, y solo controld

parcialmente el aumento de la CC-3.

Con respecto a las vias de mantenimiento y de rescate, las observaciones sobre los
niveles de expresion de los genes involucrados sugieren ambas serian simultdneamente
activadas por la exposicion a la luz. El tratamiento con DEX aumento la activacién de la
via de mantenimiento, a la vez que impidi6 el aumento de Lif sobre los niveles basales.
Por el contrario, MFP bloque6 el aumento en la expresion de Ednl y de ambos
receptores endotelinérgicos, y redujo la expresion de Fgf2, a la vez que promovia la
expresion de Lif. Concluimos que, aunque en otro nivel de funcionamiento ambas vias
serian activadas durante la exposicién a la luz. En los animales con sufrimiento
luminico, DEX también aument6 Edn2 aunque no permitié el incremento en la
expresion de Lif. Por otra parte, tanto en los animales expuestos como en los no
expuestos a la luz, la activacion de la via de rescate por accién de MFP, no coincide con
una mayor supervivencia de los fotorreceptores. Los experimentos en los animales
expuestos al estrés luminico sugieren que esta incapacidad podria deberse a la reduccion

en la expresion de Ednra y Ednrb, que obstaculizaria la transmision de las sefiales
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dependientes de LIF. Esto explicaria porque el dafio de los fotorreceptores en los
animales expuestos que recibieron MFP fue mayor que en los controles expuestos que
solo recibieron inyecciones de vehiculo. En estos controles, la agresién luminica
determind un aumento en la expresion de los receptores, que desaparecio en presencia
de MFP.

En resumen, nuestros hallazgos y comprobaciones experimentales permitieron
comprender una parte de las interacciones entre los glucocorticoides, el sistema
endotelinérgico y los factores de supervivencia. Seguramente el mecanismo que
controla el equilibrio entre la vida o la muerte de un fotorreceptor es mucho mas
complejo que lo que hasta ahora hemos descripto. Sin embargo, entendemos que
nuestro trabajo confirma el papel esencial de los glucocorticoides para el mantenimiento
de estas células constantemente expuestas a un nivel de estrés mayor que el de otros
tejidos. También confirma que el sistema endotelinérgico es un intermediario

indispensable para la funcién protectora de los glucocorticoides.
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