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Introduccion

El concepto de visién describe al sentido que permite a los diferentes organismos
detectar la luz y reconocer lugares, personas y objetos, es decir, les posibilita ver. La
vision, en si misma, es una capacidad que han desarrollado el ser humano y los
animales a partir de su estructura ocular. En el caso de ciertas maquinarias o

dispositivos que imitan este logro, se habla de visién artificial.

De los cinco sentidos que posee el ser humano, el sentido de la vista es uno de los
mas preciados y el ojo su componente principal. No obstante, aunque el ojo es
denominado a menudo el 6rgano de la visién, en realidad, el 6rgano que efectua el
proceso de la vision es el cerebro; la funcién del ojo es traducir las radiaciones
electromagnéticas del espectro visible, en un determinado tipo de impulsos nerviosos
que se transmiten al cerebro a través del nervio éptico. Esto permite ver la geometria
detallada, el movimiento, la brillantez, el color y la textura superficial de todos los
elementos que aparecen en nuestro entorno. Con una clara connotacion antropocéntrica,
se dice que sin tejidos fotosensibles y sistemas nerviosos, la luz y el color no existirian

en el universo (West, 1986).
1. Estructura del ojo

El globo ocular mide alrededor de 25 mm de diametro, esta sostenido dentro de la
cavidad orbitaria por seis musculos extrinsecos que controlan su movimiento y presenta
una capa gruesa de tejido adiposo que se encuentra a su alrededor y sirve para
amortiguar los movimientos dentro de la érbita. Ademas, posee diversos compartimentos

0 espacios, conocidos con el nombre de camaras intraoculares (Figura 1).
1. Camara anterior, el espacio que hay entre la cérnea y el iris.

2. Camara posterior, situada entre la superficie posterior del iris y la superficie

anterior del cristalino.

3. Camara vitrea, constituye el espacio existente entre la superficie posterior del

cristalino y la retina nerviosa.
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Figura 1. Dibujo de las diferentes camaras que constituyen el globo ocular y de las
diferentes partes del ojo. En el lateral se detallan las diferentes partes que
constituyen los segmentos y las tunicas del ojo. Adaptado de Graham (Graham et
al., 1965).

A medida que los rayos luminosos atraviesan los componentes del globo ocular,
estos son refractados. La refraccién enfoca estos rayos sobre los fotorreceptores de la
retina. Son cuatro los componentes del globo ocular conocidos como medios dpticos de

difraccién (o aparato diéptrico) que modifican el trayecto de los rayos de luz en su viaje

hacia la retina (Guyton and Hall, 2011):
1. Cérnea, es el principal elemento refractil del ojo.

2. Humor acuoso, es el liquido que hay en las camaras anterior y posterior. Tiene
una composicion idnica similar a la del plasma pero con menos proteinas. Es producido
por el cuerpo ciliar constantemente, al igual que su reabsorcidn, que tiene lugar en la
camara anterior. El balance entre su formacion y su reabsorcion regula el volumen vy la
presion totales del liquido intraocular. EI humor acuoso tiene la importante funcion de
proveer de sustancias nutritivas a dos estructuras avasculares: el cristalino y la cérnea
(Davson, 1954, Goel et al., 2010).

3. Cristalino, estructura biconvexa transparente que se encuentra suspendida de
la superficie interna del cuerpo ciliar por un anillo de fibras radiales zonulares, llamado
zonula de Zinn. A causa de su elasticidad, la forma del cristalino puede sufrir cambios

leves en respuesta a la tension del musculo ciliar (Fisher, 1977).
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4. Cuerpo vitreo, sustancia gelatinosa y transparente que llena la cdmara vitrea.
Estd compuesto en un 99% por agua, pero contiene gran cantidad de diferentes
proteinas. El componente liquido del cuerpo vitreo se denomina humor vitreo. Tanto el
agua como las sustancias disueltas pueden difundir con lentitud por él, pero el flujo de
liquido es escaso. Ademas de transmitir la luz, el cuerpo vitreo actia como un
“amortiguador” que protege la retina durante los movimientos oculares rapidos. A su vez
el cuerpo vitreo contribuye a mantener la forma del ojo y la posicién del cristalino y
permite que la retina nerviosa esté en contacto con el epitelio pigmentario de la retina
(EPR) (Locke and Morton, 1965).

En los mamiferos, el globo ocular esta recubierto por tres capas (Moore and Agur,
2007, Welsch and Sobotta, 2008):

1. La tanica fibrosa, es la capa mas externa, también denominada esclerocérnea

porque comprende la esclerédtica (blanca y opaca) y la cornea (transparente).

La cérnea es la “ventana” de la superficie anterior del ojo y se situa en continuidad
con la esclerdtica. La esclerética estd compuesta por tejido conjuntivo denso que provee

de puntos de fijacion para los musculos extrinsecos del ojo.

2. La tanica vascular o uvea, constituye la capa media y comprende la coroides, el

iris y el estroma del cuerpo ciliar.

La coroides, es la porcién de la tunica vascular que cubre la retina. En la coroides
se distinguen dos capas; la capa coriocapilar, que es la capa vascular interna cuya
funcién es la de nutrir a las células de la retina y por otra parte encontramos la capa
vitrea o0 membrana vitrea o de Bruch, que esta situada entre la capa coriocapilar y el

EPR constituyendo una barrera intermedia entre estas dos.

El iris forma un diafragma contractil delante del cristalino y controla la entrada de la
cantidad adecuada de luz a través de una apertura central, la pupila. El proceso de

adaptacion del ojo, hace referencia al aumento o disminucién del tamano de la pupila.

El cuerpo ciliar, es la porcion anterior engrosada de la tunica vascular y esta
situado entre el iris y la coroides. El tercio anterior del cuerpo ciliar tiene prolongaciones
con forma de crestas de las que emergen fibras zonulares que se extienden hasta el
cristalino. Debido a su arquitectura plegada, el area total de los procesos ciliares es de

una gran extension si se tiene en cuenta el pequefio tamafio del cuerpo ciliar.
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Los procesos ciliares y el cuerpo ciliar estan compuestos por una doble capa de
células epiteliales cilindricas, el epitelio ciliar. El epitelio ciliar cumple tres funciones

principales (Ross, 2013):
1. Secrecién de humor acuoso.

2. Participacién en la barrera hematoacuosa (una parte de la barrera

hematoocular).

3. Secrecién y anclaje de las fibras zonulares que forman el ligando suspensorio

del cristalino.

3. La tanica nerviosa o retina, es la capa mas interna y comprende un epitelio

pigmentario externo, una retina nerviosa interna y el epitelio del cuerpo ciliar y del iris.

1.1. Circulacién sanguinea en la retina

El aporte sanguineo de nutrientes para las capas internas de la retina deriva de su
arteria central, que penetra en el globo ocular a través del centro del nervio éptico y a
continuacion, se divide para irrigar toda la cara interna de la retina. Existe una caida en
la tension de oxigeno en la parte de la retina externa (Alder and Cringle, 1988) y el
minimo se encuentra en la region de la capa nuclear externa (Linsenmeier, 1986). Las
capas externas de la retina, sobre todo los segmentos externos de los conos y de los
bastones, dependen para su nutricion de los vasos sanguineos de la coroides (Foulds,
1990), en especial para recibir el oxigeno, aunque la circulacion en la coroides es

independiente del metabolismo de la retina.

El alto flujo de sangre en la coroides esta en parte relacionado con la baja
resistencia de sus capilares cuyo calibre es mucho mas grande comparado con el calibre
de los capilares retinianos. Los capilares de la coroides presentan fenestraciones que se
necesitan para permitir el paso de proteinas del plasma como la albumina y mas
concretamente la proteina de unién al retinol (RBP; retinol binding protein) que es la
transportadora especifica de la Vitamina A. Hasta alcanzar la retina los metabolitos
procedentes de los capilares coroideos deben pasar a través de la membrana de Bruch,

el EPR y del espacio entre los fotorreceptores (Foulds, 1990).

La tasa de extraccion de oxigeno en la retina es del 40-50% (Tornquist and Alm,
1979), similar a la del cerebro. Sin embargo, es interesante destacar que a diferencia del
cerebro, la retina es capaz de “soportar y aguantar’ periodos de isquemia total siendo

capaz de recuperar su funcionalidad y morfologia después de periodos de isquemia de
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hasta una hora (Johnson, 1976) y pudiendo ademas autorregular su propio flujo

sanguineo (Bill and Sperber, 1990).
2. Estructura microscopica de la retina

La retina es la mas profunda de las tres tunicas concéntricas del globo ocular. Esta
compuesta por dos capas basicas: la retina nerviosa o retina propiamente dicha, que
corresponde a la capa interna que contiene los fotorreceptores y el EPR que es la capa
externa contigua a la capa coriocapilar de la coroides, a la que se une con firmeza a
través de la membrana de Bruch. Entre las dos capas de la retina hay un espacio y
ambas se pueden separar mecanicamente durante el procesamiento histolégico (Ross,
2013). La separacion de estas capas o desprendimiento de retina, también puede ocurrir
en las personas como consecuencia de enfermedades o traumatismos oculares. A su

vez, en la retina se distinguen dos regiones:

a) La region no fotosensible (porcion no visual), ubicada por delante de la ora
serrata (estructura mas periférica de la retina), que reviste la superficie del cuerpo ciliar y

la superficie posterior del iris.

b) La region fotosensible (porcién éptica), que se encuentra por detras de la ora
serrata, que reviste la superficie interna del ojo, excepto donde es perforada por el nervio
optico (disco o papila optica). Dado que la papila 6ptica carece de fotorreceptores es un

punto ciego en el campo visual.

Una vez que la luz atraviesa el sistema ocular de lentes, llega a la retina cruzando
todas sus capas. La agudeza visual disminuye debido a este trayecto de la luz por las
diferentes capas de la retina con diversos tipos celulares (Guyton and Hall, 2011)
(Figura 2).

En el ojo encontramos una regidon con aspecto amarillento por su elevado
contenido en pigmentos xantofilicos, la macula lutea, localizada en el polo posterior del
eje optico del globo ocular. En la macula hay una zona deprimida, la févea, que en
condiciones luminosas es la zona de mayor nitidez visual y estd compuesta por conos
casi en su totalidad. Asimismo, en esta region los vasos sanguineos, las células
ganglionares, la capa nuclear interna (CNI) y las capas plexiformes quedan desplazadas
hacia un lado, en vez de apoyarse directamente sobre la parte superior de los conos.

Esto permite que la luz llegue hasta los conos sin ningun impedimento. Los conos vy
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bastones son mas alargados a la altura de la fovea central que en la periferia de la retina
(Ross, 2013).
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Figura 2. Imagen representativa de la llegada de la luz a las principales capas
de la retina. Adaptado de Guyton & Hall (Guyton and Hall, 2011).

2.1. Células y capas microscopicas de laretina

Por razones de conveniencia, las neuronas y las células de sostén de la retina se

pueden clasificar en cuatro grupos celulares:
1. Fotorreceptores: los conos y los bastones de la retina.
2. Neuronas de conduccion: células bipolares y células ganglionares.

3. Neuronas de asociacion y otras neuronas: células horizontales y células
amacrinas.

4. Células de sostén: las células de Muller, los microgliocitos y los astrocitos.

La distribucién, las asociaciones y prolongaciones especificas de todas estas
células, determinan que la retina esté organizada en nueve capas que se identifican con

el microscopio optico (Ross, 2013) (Tabla 1) y (Figura 3). De afuera hacia dentro estas

capas son las siguientes:
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N° NOMBRE DE LA CAPA ABREVIATURA COMPONENTES DE LA CAPA

1 Epitelio pigmentario de la retina EPR Parte externa de la retina

2 Capa de los fotorreceptores CS Incluye los segmentos externo e interno de los fotorreceptores
3 Membrana limitante externa MLE Limite superficial (apical) de las células de Mdiller

4 Capa nuclear externa CNE Cuerpos celulares y los nucleos de los fotorreceptores

Prolongaciones de fotorreceptores,de las células horizontales,

5 Capa plexiforme externa CPE . . . ;
amacrinas y neuronas bipolares con las que establecen sinapsis
. Cuepos celulares y nucleos de las células amacrinas,
6 Capa nuclear interna CNI P . 4 : A
horizontales, bipolares y de Miller
. . Prolongaciones de células horizontales, amacrinas, bipolares
7 Capa plexiforme interna CPI 9 . ; . p y
ganglionares que establecen sinapsis entre si
. ) Contiene los cuerpos celulares y los nucleos de las células
8 Capa de células ganglionares CCG ) P y )
ganglionares que son grandes y multipolares
9 Membrana limitante interna MLI Constituida por la ldmina basal de las células de Miiller.

Tabla 1. Capas de la retina, abreviatura y componentes celulares de cada una de las capas.

A B

| b CELULAS GANGLIONARES

CEJULAS AMACRINAS
CELULAS BIPOLARES
CELULAS HORIZONTALES

FOTORRECEPTORES

\

SRR eriteLio PIGMENTARIO

Figura 3. Capas de la retina. (A) Tincion de hematoxilina-eosina de la retina de un ratén control
C57BL/6J. Escala 50 ym. (B) Esquema representativo de las asociaciones de las células que
componen las diferentes capas de la retina.

Se presentan de forma mas detallada las principales capas de la retina con sus

caracteristicas mas importantes:

2.1.1. Epitelio pigmentario de la retina

El EPR diferenciado es una monocapa de células cuboidales productoras de
melanina que esta localizada entre los segmentos externos de los fotorreceptores de la

retina y la membrana de Bruch, que también contiene melanocitos y por tanto también
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esta pigmentada. El EPR juega un papel importante durante el desarrollo del ojo, ya que
éste es necesario para mantener la estructura laminar de la retina en el ojo embrionario
(Raymond and Jackson, 1995). La anormalidad en el EPR es la primera causa de
degeneracion de los fotorreceptores (Mullen and LaVail, 1976), de manera que la pérdida
de vision puede ocurrir cuando mueren células del EPR y una disfuncion en esta capa

aumenta la vulnerabilidad de los fotorreceptores (Strauss, 2005).

Dada su gran importancia para la supervivencia y correcto funcionamiento de las

células de la retina, destacan las siguientes funciones del EPR:
1. Aporte de factores tréficos a la retina.

Multitud de factores tréficos contribuyen al desarrollo del ojo y a su diferenciacion
(Tripathi et al., 1991, Raymond and Jackson, 1995). Los factores troficos sintetizados por
el EPR durante el desarrollo pueden estar implicados en la formacién temprana del ojo.
Posibles candidatos son el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF; pigment
epithelium-derived factor) (Steele et al., 1993) y otros factores bien caracterizados como
el factor de crecimiento transformante (TGF; transforming growth factor), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF; fibroblast growth factor) y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF; platelet-derived growth factor) (Raymond and Jackson,
1995).

2. Es el principal componente de la barrera hematorretiniana (BHR) (Raymond and
Jackson, 1995), constituyendo el componente externo de esta barrera (Spitznas, 1974,
Nag and Wadhwa, 2012).

La BHR es analoga a la barrera hematoencéfalica del cerebro, de manera que
ambas emplean células gliales para mantener el buen estado y funcionamiento de las

neuronas (Dowling, 1987).
3. Realiza funciones de transporte de moléculas a través de la retina.

El EPR transfiere moléculas procedentes de la retina y hacia la misma. Ademas, el
EPR esta implicado en el continuo movimiento de agua y otras moléculas a través de la
cavidad vitrea y del espacio subretiniano, de esta manera se evita que dichas moléculas
se acumulen en la retina y produzcan su separacién (Bird and Marshall, 1986, Steinberg,
1986). Asimismo, el EPR es el encargado de proveer a la retina de retinoides (pues
alberga grandes cantidades de vitamina A) y también de proporcionar el adecuado

microambiente i6nico (Bok, 1999).
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4. Absorcion de la luz para impedir su reflexion y el brillo resultante (Blanks and
Dorey, 2009).

5. Proteccion frente a la fotooxidacion (Cuenca et al., 2014).

6. Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores (Young and Bok,
1969).

2.1.2. Segmentos externos de los fotorreceptores

La retina humana contiene alrededor de 92 millones de bastones y 4,6 millones de
conos (Curcio et al., 1990). El 96% de células fotorreceptoras son bastones frente al 4%
de los conos. Con un ratio total de 20:1 de bastones frente a conos, los bastones se
concentran en la retina periférica, mientras que los conos predominan en la zona central
de la retina, especialmente en la févea, donde la densidad media es de 199.000
conos/mm?, mientras que los bastones estan ausentes y aparecen en los primeros 100-
200 micrometros desde el centro de la fovea. No obstante, el numero y distribucion de

los fotorreceptores varia dependiendo de la especie.

En ratones no encontramos févea y se estima que hay 6,4 millones de bastones y
180.000 conos cuya densidad media es de 12.400 conos/mm? (Jeon et al., 1998), en
términos de porcentaje 97,2% de bastones y 2,8% de conos (Carter-Dawson and LaVail,
1979) forman la retina murina. Ademas, la densidad absoluta de las células puede variar
con la edad del animal, porque el ojo del raton crece a lo largo de toda la edad adulta

temprana.

2.1.2.1. Fotorreceptores: bastones y conos

Los bastones son células muy sensibles que se encargan de la visién cuando las
condiciones son de baja luminosidad (visidon escotopica). Su pigmento, la rodopsina, es

sensible a longitudes de onda cercanas a 500 nm (luz verde-azul).

Los conos son los encargados de la visidon en condiciones de luminosidad (vision
fotdpica), son capaces de percibir los colores asi como los detalles espaciales, aunque
son menos sensibles, tienen una respuesta cinética mas rapida y se adaptan a un rango
mas amplio de intensidades de luz (Pugh and Cobbs, 1986, Fu and Yau, 2007). En
humanos y en muchos primates hay tres clases de conos, L (large wavelength),
sensibles a la luz de longitud de onda larga (luz roja), M (medium wavelength) sensibles
a la luz de longitud de onda media (luz verde) y S (short wavelength) sensibles a
longitudes de onda cortas (luz azul).
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Cada fotorreceptor (baston o cono) esta compuesto por cuatro partes principales
(Lamb, 2013) (Figura 4 A).

A B

. .‘;—Esférula Pediculo
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Discos

. membranosos =
Nucleo ==
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g = -— externa
Segmento Segmento ]
interno A interno
Segmento Segmento
externo externo

Mitocondria

BASTON

Células del epitelio
pigmentario

Figura 4. Fotorreceptores. (A) Diagrama esquematico de la estructura de un bastén (izquierda) y
de un cono (derecha). Los segmentos externos de los bastones y conos estan estrechamente
asociados con el epitelio pigmentario contiguo. (B) Microfotografias electronicas de parte de los
segmentos interno y externo de un bastén (izquierda) y un cono (derecha). El segmento externo
contiene los discos aplanados horizontales que en el cono estan en comunicacion con el espacio
extracelular. Se observan la gran cantidad de mitocondrias que contiene el segmento interno y el
cuerpo basal del pediculo de conexién que une el segmento externo e interno. Adaptado de Ross
(Ross, 2013)

1. Segmento externo: cilindrico o cénico (baston o cono respectivamente), se
relaciona estrechamente con las microvellosidades de las células del epitelio pigmentario
contiguo. En los discos del segmento externo tiene Ilugar el fendmeno de
fototransduccion, tanto en los conos como en los bastones los discos membranosos se
forman por las invaginaciones transversales repetidas de la membrana plasmatica. En
los bastones, los discos estan limitados por la membrana plasmatica perdiendo su
continuidad con ella, mientras que los conos si que retienen su continuidad con la
membrana plasmatica (Figura 4 B). El aporte de los lipidos necesarios para la continua
sintesis de la membrana plasmatica tiene lugar a través del EPR, pero también a través
de la membrana de Bruch (Foulds, 1990).

2. Segmento interno: contiene la maquinaria metabdlica que sustenta la actividad

de los fotorreceptores, por ello este segmento presenta una dotacion de organulos
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tipicos de células activas en la sintesis de proteinas, ademas de las mitocondrias que
cumplen la mision de proporcionar energia para el funcionamiento de los fotorreceptores
(Hoang et al., 2002).

3. El cuerpo celular que contiene el nucleo.

4. Las terminales sinapticas o terminales axonicas: esférula (redondeada) en los
bastones y pediculo (triangular) en los conos. Estos contienen una gran cantidad de
vesiculas sinapticas, de forma que los neurotransmisores almacenados en ellas son
liberados continuamente a la hendidura sinaptica en la oscuridad. Cuando el segmento
externo absorbe la luz se produce la fototransduccion y se deja de liberar estos

neurotransmisores (Rawn, 1989).

2.1.2.2 Mecanismo de renovacion de los discos del segmento externo de los
fotorreceptores

El reemplazo de la membrana para la renovacion de los discos consta de dos
procesos: la formaciéon de nuevas membranas y la eliminacion de las viejas. Los
constituyentes de las nuevas membranas se producen en el segmento interno de los
fotorreceptores y luego son transportados al segmento externo para los pasos finales del
ensamblaje a la membrana (Young, 1974, 1978). En los bastones, los discos son
rapidamente fagocitados por el EPR (Young and Bok, 1969, Bok, 1985) de forma
temprana durante el periodo de luz (LaVail, 1976), mientras que en los conos, los discos
se producen de manera similar pero no son reemplazados con regularidad sino que los
conos eliminan “paquetes” de membranas durante el periodo de oscuridad (Young, 1977,
O'Day and Young, 1978, Young, 1978).

2.1.3. Membrana limitante externa

Esta formada por una hilera de zonulas adherentes entre las células de Miller y los
fotorreceptores contiguos, ya que los segmentos internos y externos de los
fotorreceptores se encuentran apoyados sobre las prolongaciones de sostén de las
células de Miller. El extremo apical de las células de Miiller forma la capa o0 membrana
limitante externa. Se cree que esta capa es una barrera metabdlica que restringe el paso

de moléculas grandes hacia las capas internas de la retina (Ross, 2013).
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2.1.4. Capa nuclear interna

Estd compuesta por los nucleos de las células horizontales (3,1%), amacrinas
(39%), bipolares (41%) y de Miller (16%) (Jeon et al., 1998). De forma mas concreta, se

detallan a continuacién algunas de las células citadas:

a) Ceélulas o neuronas horizontales: establecen sinapsis con las terminales
sinapticas de los fotorreceptores y con las células bipolares en la capa plexiforme
externa (CPE). Morfolégicamente, se clasifican en células horizontales de tipo A o sin
axén y de tipo B o con axén corto. Las células horizontales son neuronas gabaérgicas de
interconexion lateral que contribuyen a integrar y regular los impulsos de entrada

enviados por varias células fotorreceptoras (Perlman et al., 2012).

b) Células o neuronas amacrinas: estas células se ramifican ampliamente para
establecer sinapsis con axones de células bipolares y dendritas de células ganglionares
en la capa plexiforme interna (CPI). Las células amacrinas han demostrado tener
respuestas de regeneracion del potencial eléctrico, en si mismas no reciben conexiones
aferentes de los fotorreceptores pero si de las células bipolares y de otras amacrinas
(Kuffler, 1973).

c) Células o neuronas bipolares: las células bipolares se extienden hasta la CPE y
la CPI, responden a la luz con una considerable despolarizaciéon o hiperpolarizacion y al
igual que las células horizontales no generan impulsos (Kuffler, 1973). Contactan a
través de sus dendritas con los fotorreceptores a nivel de la CPE, y en la CPI a través de
su axon con las células amacrinas y ganglionares. En la retina humana existen dos tipos
de células bipolares: las que establecen sinapsis con bastones y las que establecen
sinapsis con conos. A nivel de la CPE, las células bipolares pueden responder al
glutamato liberado por los fotorreceptores hiperpolarizandose (células bipolares tipo ON)
o despolarizandose (células bipolares tipo OFF). Las células bipolares de conos (tipo ON
y OFF) establecen sinapsis glutamatérgicas con las células ganglionares y amacrinas,
sin embargo, las células bipolares de bastones (Unicamente de tipo ON) solo establecen
sinapsis con las células amacrinas que actuan como intermediarias (Kuffler, 1953,

Nelson and Connaughton, 1995).

2.1.5. Capa de células ganglionares

Esta compuesta por los somas de las neuronas ganglionares que son grandes y

multipolares.
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2.1.5.1. Células ganglionares

Estas células reciben informacién directa de las células bipolares y de las células
amacrinas y transmiten potenciales de accién a lo largo de sus axones a los centros
superiores de procesamiento visual del cerebro. Los axones de las células ganglionares

forman el nervio 6ptico (Forrester et al., 2005).

En las regiones periféricas de la retina una sola célula ganglionar puede establecer
sinapsis con un centenar de células bipolares. Por el contrario, en la macula litea que
rodea la fovea central, las células bipolares son mas pequefias (células bipolares
enanas) y hay una sola sinapsis entre cada una de ellas y una célula ganglionar (células
ganglionares enanas), este tipo de transmision de la sefal produce una imagen punto a

punto, desde la fovea al cerebro (Kolb, 2001).

Las células ganglionares miden las diferencias dentro de los campos receptores
por comparacién del grado de iluminacion entre el centro y la periferia de la célula,
centros ON-OFF, estan disefadas para detectar el contraste simultaneo de luz en estas
zonas (Kuffler, 1973). En los campos receptores de centro ON, la luz produce la
respuesta mas fuerte si incide completamente en el centro, mientras que para su
inhibicién la luz tiene que incidir completamente en la parte que rodea el centro. Las
células ganglionares de centro OFF tienen una organizacion contraria, apareciendo la
inhibicién cuando la luz incide en el centro. Las descargas de las células ganglionares
reflejan aparentemente el balance entre los inputs de las bipolares y las amacrinas,
aunque no esta claro el papel de las células amacrinas en el centro ON-OFF (Kuffler,
1973). Sin embargo, se ha sugerido que en algunos vertebrados las células amacrinas
contribuyen a aumentar la complejidad de las propiedades del campo receptivo (Barlow
and Levick, 1965, Dowling, 1970).

Provencio y colaboradores identificaron una nueva opsina, denominada
melanopsina presente en algunas células ganglionares (Provencio et al., 1998,
Provencio et al., 2000) aunque es menos fotosensible que los pigmentos presentes en
los fotorreceptores, esta opsina dota a las células ganglionares de la capacidad de
responder a estimulos luminicos del exterior. En el ano 2002 Berson y colaboradores
denominaron a estas células; células ganglionares de la retina intrinsecamente
fotosensibles (ipRGCs; intrinsically photosensitive retinal ganglion cells) (Berson et al.,
2002). Estas células son sensitivas a la luz por ellas mismas, mantienen las funciones
tipicas de las células ganglionares y parecen estar implicadas en la regulacion del reflejo

pupilar y del ciclo circadiano (Berson, 2003, 2007a).
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2.1.6. Membrana limitante interna

Esta capa separa la retina del espacio intravitreo y esta compuesta por la lamina
basal de las células de Miller. Estas células constituyen el componente glial mayoritario

en la retina, representando el 90% del total de la glia de la retina.

2.1.6.1. Células gliales

La retina de los vertebrados contiene cuatro tipos de glia, cada uno de los cuales
exhibe diferente morfologia y distintas caracteristicas antigénicas y del desarrollo. Las
células de Miller son el elemento glial predominante, seguido por los astrocitos y la
microglia. El cuarto tipo de célula glial, los oligodendrocitos, se ha visto ocasionalmente
en la retina asociado con axones de células ganglionares mielinizadas, estas células se

han podido observar en algunas especies como el conejo (Ehinger et al., 1994).

Las ceélulas de Muller fueron descritas como una fibra radial en la retina, por parte
de Heinrich Muller en 1851 (Mduller, 1856). Es sabido que las células de glia tienen
sistemas de sefializacion que se pueden extender en forma de oleadas de Ca®" y que se

correlacionan con la liberacion de glutamato (Vecino et al., 2015).

Entre otras funciones, las células de Miller estan implicadas en la organizacion
estructural de la BHR (Reichenbach and Bringmann, 2010). Los procesos de las células
de Miiller actian como un sistema de comunicacion para el intercambio metabdlico entre
la vasculatura y las neuronas. Es por ello, que algunos autores han planteado la
posibilidad de que las células de Mdller per se puedan ser un componente esencial de la
BHR y como tal sean capaces de influir en su propia permeabilidad (Sarthy and Ripps,
2001). De acuerdo con esto, las células de Miiller tienen multiples papeles que son
cruciales como son el apoyo al desarrollo neuronal, la supervivencia y el procesamiento
visual (Sarthy and Ripps, 2001, Reichenbach and Bringmann, 2010). En términos de
inmunohistoquimica existen varias proteinas restringidas a los astrocitos y a las células
de Miiller, como la vimentina y la proteina acidica glial fibrilar GFAP (GFAP; glial fibrillary

acidic protein).

Tanto las células de Muller como los astrocitos comparten propiedades como la
habilidad para expandir y extender sus axones y de formar limites gliales entre la retina y
los vasos sanguineos (Hollander et al., 1991) siendo capaces de actuar e intercambiarse

en algunos procesos (Vecino et al., 2015).
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3. Fotoquimica de la visién

3.1. La transduccion visual

La luz esta compuesta por fotones que son pequefas particulas que representan
unidades o cuantos de energia. La transduccion visual o fototransduccion es el proceso
mediante el cual un fotén de luz genera una respuesta nerviosa en los fotorreceptores
(Chabre and Deterre, 1989, Arshavsky et al., 2002).

Este proceso conlleva el cierre de los canales catidnicos de la membrana del
fotorreceptor y finalmente su hiperpolarizacion. El sistema visual es Unico, debido a que
en la membrana plasmatica tiene lugar una hiperpolarizacién, en vez de una
despolarizacion, dicha hiperpolarizacion implica que el potencial de membrana se vuelva
mas negativo (-70 a -80 mV) (Baylor, 1987). Posteriormente, la sefial eléctrica se
transmite hacia las células bipolares y ganglionares de la retina, para transferir estas
sefales al cuerpo geniculado lateral y de alli, a la corteza visual de los l6bulos occipitales

del cerebro.

Sin embargo, para que esto suceda, primero la luz tendra que pasar a través de las
células ganglionares y atravesar todas las capas de la retina hasta alcanzar los

segmentos externos de los fotorreceptores.

3.1.1. Los pigmentos visuales

En la porcion apical de los segmentos externos de los fotorreceptores se
encuentran los pigmentos visuales (Figura 5). La rodopsina de los bastones y la
iodopsina de los conos son moléculas de pigmento que generan una compleja cascada
de reacciones enzimaticas y bioquimicas como respuesta a la luz (Chabre and Deterre,
1989).
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Figura 5. Esquema de la composicién de los pigmentos visuales en conos y en bastones.
Adaptado de Dratz, Hargrave & Ncbi web (pccompound) (Dratz and Hargrave, 1983, Hargrave et
al., 1984) y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound.
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Los pigmentos visuales estan formados por una proteina transmembrana llamada
opsina (escotopsina en bastones y fotopsina en conos) que esta unida covalentemente a

un cromoforo llamado retinal (11-cis retinal o retineno), derivado de la vitamina A.

El retinal es la parte sensible a la luz y esta unido a una de las hélices de la opsina
en el centro de la molécula y colocado perpendicularmente (Figura 5). Presenta dos
conformaciones: una forma cis y una forma trans. En la oscuridad, el retinal se encuentra
en la forma cis, pero cuando un foton de luz es absorbido, rapidamente cambia a la
forma trans o “todo-trans”, variando no solo la conformacioén del retinal sino también de la
opsina. Asi es como la forma cis del retinal se convertira en una forma “todo-trans” con
una estructura fisica diferente, mostrando una conformacion recta en lugar de plegada.

Este proceso se llama isomerizacion del retinal.
3.1.2. La cascada de fototransduccion

La mayor parte del conocimiento de la fototransduccion procede de la informacion
relativa a los bastones. Esto es porque se puede obtener mucho mas material
bioquimico de los bastones que de los conos puesto que los bastones son mucho mas

numerosos en la retina.

El guanosin monofosfato ciclico (GMPc; guanosine monophosphate cyclic) es una
molécula central en la transduccion visual que actia como segundo mensajero. Todos
los aspectos de senalizacion de esta cascada catalitica estdn dominados por el balance
entre la sintesis y degradacion de esta sustancia en el citoplasma del segmento externo
del fotorreceptor. La cantidad de GMPc libre esta constantemente monitorizada por unos
canales catiénicos localizados en la membrana plasmatica del segmento externo (Burns
and Arshavsky, 2005), estos se encontraran abiertos o cerrados en funcion de la

cantidad de luz.

3.1.2.1. Oscuridad

En condiciones de oscuridad, el GMPc se une a la superficie interna de los canales
de Na® situados en la membrana de los discos del baston y los abre. Se origina de esta
forma la denominada “corriente oscura” que da como resultado la despolarizacién del
fotorreceptor. Es decir, hace mas positivo el potencial de membrana del fotorreceptor
(-40 mV) y se abren los canales de Ca?* con la consiguiente entrada de estos iones en el
interior celular (Baylor, 1987). La despolarizacién del fotorreceptor permite la liberacion

continua del neurotransmisor glutamato (Figura 6).
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Figura 6. Cambios bioquimicos en el interior del baston en condiciones de
oscuridad. Despolarizacion del fotorreceptor. Adaptado de Guyton & Hall
(Guyton and Hall, 2011).

3.1.2.2. Luz: activacion y amplificacion de la cascada

La absorcién de luz causa un potencial negativo en el interior de la célula
fotorreceptora, una hiperpolarizacion (Bortoff, 1964, Tomita, 1965, Werblin and Dowling,
1969). El evento molecular inicial consiste en la absorcién de un fotdn por la rodopsina,
el cual causa la isomerizacioén del retinal, produciéndose un cambio conformacional de la
rodopsina a su estado activo, metarrodopsina Il o rodopsina activada (Baylor, 1987,
Chabre and Deterre, 1989, Rawn, 1989, Hargrave, 2001, Arshavsky et al., 2002,
Goldstein, 2005, Alberts et al., 2008, Kono et al., 2008).

La rodopsina, excitada por la luz, cataliza el intercambio de los nucleétidos
guanosin difosfato (GDP; guanosin diphosphate) por guanosin trifosfato (GTP, guanosin
triphosphate) de una proteina G denominada transducina (Arshavsky et al., 2002, Alberts
et al., 2008, Wensel, 2008, Nakao et al., 2012). Las proteinas G son un grupo de
proteinas encargadas de enviar sefiales desde los receptores de membrana activados

(en este caso la rodopsina) a las enzimas y a los canales en numerosos procesos
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sensoriales y hormonales de los organismos eucariotas. La transducina consta de 3
subunidades (alfa, beta y gama), siendo la subunidad alfa (Ga-GTP) la encargada de
activar a otra enzima, la fosfodiesterasa 6 (PDEG6; phosphodiesterase 6) (Figura 7).
Como consecuencia de la activacion de la PDE6 se estimula la degradacion de una
molécula de GMPc (Stryer and Bourne, 1986).

Dimero de
Rodopsina y

Figura 7. Modelo propuesto para el
primer complejo formado en |la
fotoactivacion de la rodopsina junto con
la metarrodopsina Il y la transducina.
Adaptado de Wensel (Wensel, 2008).

Por tanto, en presencia de luz, los niveles de GMPc disminuyen como
consecuencia de la activacion de la PDEG, ocasionando el cierre de 250 canales de Na*
por un cuanto de luz absorbida. Todo ello dura alrededor de un segundo. De esta forma,
se acumulan iones Na* en el exterior de la membrana plasmatica y el potencial del
receptor se hiperpolariza (Stryer, 1991, Farber, 1995). Este cambio en el potencial de
membrana conduce al cierre de los canales de Ca®* dependientes de voltaje lo que a su
vez conlleva una disminucién de la entrada de Ca** en la sinapsis (Hodgkin et al., 1987,
Nakatani and Yau, 1988). El resultado final es una disminucién de la secrecion del

neurotransmisor glutamato por parte de los fotorreceptores (Figura 8).

Existen evidencias de que cualquier alteracion de las vias de fototransduccion
puede dirigir a la muerte celular de los fotorreceptores en humanos (Robinson et al.,
1992, Rosenfeld et al., 1992). En células con una subunidad 3 de la fosfodiesterasa 6
(PDEG6B; phosphodiesterase 6 subunit beta) que es defectiva hay un aumento de los
niveles de GMPc que dirigen a la muerte celular en los fotorreceptores (Farber and
Lolley, 1974, Lolley et al., 1977, Marigo, 2007, Sancho-Pelluz et al., 2008).
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~~~~~~~~~ LUz
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tiene lugar la hiperpolarizacion.

6. Los canales de Ca** se cierran.
Célula bipolar

7. La liberacion del neurotransmisor disminuye.

8. La rodopsina quinasa desactiva el pigmento y
los canales de Na* volveran a abrirse.

Figura 8. Cambios bioquimicos en el interior del baston en condiciones de luz. Hiperpolarizacién
del fotorreceptor. Adaptado de Guyton & Hall (Guyton and Hall, 2011).

3.1.3. Cascada de inactivacion

Cada reaccioén de la cascada catalitica activada por la luz debe estar compensada
por una reaccion de inactivacion correspondiente, con el fin de devolver el fotorreceptor a
su estado de reposo después de que haya sido excitado por la luz. Este tiempo de
recuperacion es esencial para que el fotorreceptor pueda generar respuestas ante

nuevos estimulos luminosos y cambios en los niveles de iluminacion (Burns and
Arshavsky, 2005, Alberts et al., 2008).

La inactivacion de la rodopsina se lleva a cabo mediante su fosforilacion por la
rodopsina quinasa (RK; rhodopsine kinase) seguida de la posterior unién de la proteina
arrestina (Arr) (Wilden et al., 1986, Kennedy et al., 2001). La inactivacién de la PDEG6 se
consigue mediante la hidroélisis del GTP unido a la subunidad Ga-GTP de la transducina

junto con la unién de un complejo de multiproteinas denominado RGS9-1.GB5.R9AP (He
et al., 1998, Makino et al., 1999, Hu and Wensel, 2002) (Figura 9).
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Canales idnicos
desactivados
Figura 9. Inactivacion de la rodopsina y la PDE6 en la fototransduccion.
(A) Desactivacion de la rodopsina (Rh). Primero la rodopsina se fosforila por la rodopsina
quinasa (RK), asi aumenta su afinidad por la arrestina (Arr) que al unirse desactiva la
rodopsina, permitiendo que la opsina (Ops) libere su cromoéforo, el todo-trans-retinal.
(B) Desactivacion del efector PDE6. La multiproteina RGS aumenta la actividad GTPasa
de la Go—GTP. La hidrdlisis del GTP a GDP causa la disociacion de la proteina G de la
PDES6 y su inactivacion. Adaptado de Dell’ Orco (Dell'Orco and Koch, 2010).

Por otro lado, la restauracion de los niveles de GMPc citoplasmico a su nivel de
oscuridad se lleva a cabo por medio de una enzima denominada guanilato ciclasa que se
encarga de producir GMPc a partir de GTP (Pugh et al., 1997). La actividad de dicha
enzima esta estimulada por las proteinas GCAP (proteinas activadoras de la guanilato

ciclasa) que detectan el descenso de Ca?" intracelular secundario al cierre de los canales

con la luz (Palczewski et al., 2004).

3.2. El ciclo visual

La habilidad de los fotorreceptores para trabajar durante muchas horas de
iluminacion requiere que los pigmentos visuales inactivos sean continuamente
regenerados. La inactivaciéon de la rodopsina mediante su fosforilacion y la posterior
union de la arrestina provoca su descomposicion, generandose en ultimo término la

opsina y el todo-trans-retinal (Burns and Arshavsky, 2005).

El todo-trans-retinal es transportado al EPR a través de la proteina transportadora
de union al adenosin ftrifosfato (ATP, adenosin triphosphate) codificada por un gen
denominado ABCR. Posteriormente, el todo-trans-retinal se convierte en 11-cis-retinal
que vuelve a los bastones para unirse a la opsina libre y regenerar el pigmento visual
(Bessant et al., 2004).

34



Introduccion

Este proceso se denomina ciclo visual y requiere una secuencia de reacciones
bioquimicas complejas en las que participan diferentes enzimas y proteinas que unen

retinoides tanto en los discos de los fotorreceptores como en el EPR (Figura 10).
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Figura 10. Fotoquimica de la visién y regeneracion de la
rodopsina. Esquema representativo de las reacciones
enzimaticas que sufre la rodopsina desde que es activada
por la luz hasta su regeneracion. Adaptado de Guyton & Hall
(Guyton and Hall, 2011).

4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se ha definido como un “cambio en el equilibrio pro-oxidante-
antioxidante en favor de los oxidantes, dirigiendo potencialmente a un dafo en la célula”
(Sies, 1991) (Figura 11).

Bajo condiciones fisiolégicas normales, el tejido ocular posee varias enzimas
antioxidantes intrinsecas para superar el estrés oxidativo que se forma como
consecuencia de un metabolismo normal en la célula. Sin embargo, durante el dano
ocular, la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS; reactive oxigen
species) y radicales libres sobrepasan los mecanismos intrinsecos antioxidantes
resultando en un estrés oxidativo (Njie-Mbye et al., 2013). Dicho estrés modifica

moléculas biolégicas como proteinas, acidos nucleicos y lipidos.
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Figura 11. Principales especies reactivas de oxigeno y
antioxidantes que forman parte del desequilibrio que
representa el estrés oxidativo.

Existen evidencias de que los radicales libres como perdxidos y los metabolitos de
acidos grasos de cadena larga poliinsaturados (PUFAs; poliunsaturated fatty acids) estan
implicados en las reacciones oxidativas en el ojo y juegan papeles principales en la
patogénesis de la mayoria de enfermedades oculares (Greene and Paller, 1992, van
Reyk et al., 2003, Shichi, 2004, SanGiovanni and Chew, 2005) entre ellas la retinosis
pigmentaria (RP) (Carmody et al., 1999, Hackam et al., 2004).

4.1. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas con un electron desapareado en su orbital mas
externo, de manera que el electrén desapareado es altamente reactivo para aparearse a

otro electrén que esté libre.
Los radicales libres mas comunes son:
Especies reactivas de oxigeno (ROS): anion superdxido (O, ) y radical hidroxilo (OH).

Especies reactivas de nitrogeno (RNS; reactive nitrogen species): 6xido nitrico (NO;

nitric oxide) y didxido nitrico (NO; *; nitric dioxide).
Especies reactivas del cloro (RCS; reactive chlorine species): cloro atémico (CI’).

Estas especies reactivas son una parte esencial de la inmunidad innata que

protege a las células de las infecciones, pero también contribuyen a la patogénesis de
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enfermedades degenerativas. Ademas, se sabe que otras moléculas como el perdxido
de hidrégeno (H20,), peroxinitrito (ONOQO") y el acido hipocloroso (HCLO), aunque no
son radicales libres, pueden dar lugar a ellos a través de diversas reacciones quimicas
(Packer et al., 2000, Gilgun-Sherki et al., 2001).

Algunos de los procesos endogenos de las células que dan lugar a la formacién de
los radicales libres son: la cadena de transporte electrénico en la mitocondria (Kas and
Blattna, 1986), la activaciéon de la enzima 6xido nitrico sintetasa (Beckman and Brent,
1990) o una reducida capacidad de los mecanismos antioxidantes protectores (Giugliano
et al., 1996).

Sin embargo, también existen fuentes exdgenas de radicales libres, como por
ejemplo las radiaciones electromagnéticas o ionizantes (Fridovich, 1983) o la accién de

xenobidticos y farmacos (Trush et al., 1982).

4.2. Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que retrasa o previene
significativamente la oxidacion de un sustrato (Halliwell and Gutteridge, 1986), dicho de
otra forma, un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de
un sustrato oxidable, actuando como donador de electrones (agente reductor). El término
sustrato oxidable incluye casi toda macromolécula que se encuentra en las células vivas,

como proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN.

En el cuerpo humano las principales enzimas antioxidantes son la superdxido
dismutasa (SOD), que cataliza la conversion de O, a H,O, y las enzimas relacionadas
con el metabolismo del glutation (GSH) y la catalasa, que convierten el H,O, en agua y

oxigeno, participando todas ellas en una red preventiva de sistemas antioxidantes.

4.3. El sistema glutatiéon
4.3.1. Sintesis de GSH

El GSH es sintetizado en el citosol de todas las células (Meister and Anderson,
1983). La sintesis de GSH a partir de sus aminoacidos constituyentes implica dos pasos

enzimaticos que requieren de ATP:

GCL
L-glutamato + L-cisteina + ATP — y-glutamil-L-cisteina + ADP + Pi (1)
y-glutamil-L-cisteina + L-glicina + ATP ﬁ» GSH + ADP + Pi (2)
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El primer paso de la biosintesis de GSH es considerado un paso limitante y esta
catalizado por la y-glutamilcisteina sintetasa o la glutamato cisteina ligasa (GCL), la cual

muestra un requerimiento absoluto para el Mg®* o Mn?*.

La GCL esta compuesta por dos subunidades; una pesada o catalitica (GCLC) y
una subunidad ligera o modificadora (GCLM), ambas son codificadas por diferentes
genes en especies tan dispares como los humanos y la mosca de la fruta (Yan and
Meister, 1990, Gipp et al., 1992, Huang et al., 1993a, Gipp et al., 1995, Dalton et al.,
2004).

La GCLC es la subunidad que demuestra poseer la actividad catalitica y puede
existir una inhibiciéon de retroalimentacion por el GSH (Seelig et al., 1984). La subunidad
GCLM es enzimaticamente inactiva pero tiene una importante funcién reguladora (Huang
et al.,, 1993a, Huang et al., 1993b), pues ratones knockout para la GCLM son viables
pero en ausencia de la GCLM, la GCLC es cataliticamente ineficiente, dando lugar a una
disminucion del GSH (Yang et al., 2002).

La GCL es especifica para la fraccién glutamil y esta regulada fisiolégicamente por:
1) un ciclo de retroalimentacion competitivo no alostérico de inhibicion por GSH, lo cual
implica unir GSH al glutamato y a otro sitio de la enzima (Richman and Meister, 1975,
Huang et al., 1988); 2) por la disponibilidad de su precursor, la L-cisteina (Meister and
Anderson, 1983).

El segundo paso en la sintesis de GSH esta catalizado por la glutation sintetasa
(GS). Esta enzima no se ha estudiado de forma tan amplia como la GCL. La GS
purificada del higado de rata estd compuesta por dos subunidades aparentemente

idénticas (Oppenheimer et al., 1979).

Debido al hecho que la y-glutamil-L-cisteina (producto de la GCL) esta presente a
concentraciones excesivamente bajas cuando la GS esta presente, la GCL se ha

considerado como la enzima limitante para la sintesis del GSH (Dalton et al., 2004).

4.3.2. Funciones del GSH

El GSH es un tripéptido, el C-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (Figura 12), que se
encuentra en todos los tejidos de los mamiferos y cuya concentracion es especialmente
elevada en el higado. EI GSH existe en la forma de tiol reducido (GSH), que es la que

predomina en la célula, y de disulfuro oxidado (GSSG) (Kaplowitz et al., 1985).

38



Introduccion

SH
1

NH, CH, O
w1 I &
jp{}LcHTCHrgJJLCHﬁfmﬂinh{;

HO (4 0 OH

enlace y-carbol

y- glutamil cisteinil glicina
Figura 12. Estructura del GSH o C-glutamilcisteinil
glicina, donde el glutamato N-terminal y la cisteina estan
unidos por el grupo carboxilo del glutamato. Adaptado de
Lu (Lu, 2009).

Las funciones principales del GSH son: a) detoxificar electrofilos; b) neutralizar
radicales libres; c¢) mantener el estado tiol esencial de las proteinas; d) servir de
reservorio de cisteina; e) modular procesos celulares criticos tales como la sintesis de
ADN, procesos relacionados con los microtubulos y funcién inmune (Meister and
Anderson, 1983, Kaplowitz et al., 1985, DeLeve and Kaplowitz, 1990, Suthanthiran et al.,
1990, Ganea and Harding, 2006).

Ademas, se ha demostrado que el GSH regula la homeostasis del 6xido nitrico
(Hogg, 2002), modula la actividad de las proteinas por modificaciones post-
traduccionales (S-glutationilacion de las proteinas) (Pompella et al., 2003) y modula la
actividad de los receptores de los neurotransmisores (Oja et al., 2000). A continuacion,
se detallaran un poco dos de las principales funciones del GSH relacionadas con el
estrés oxidativo: la funcién antioxidante del GSH y su papel en el mantenimiento del

estado tiol de las proteinas.

4.3.2.1. Funcion antioxidante del GSH

Todos los organismos aerébicos estan sujetos a cierto nivel de estrés oxidativo por
la respiracion mitocondrial. Los intermediarios que se forman, tales como el H,O, y el
radical O, pueden dar lugar a la produccién de radicales de oxigeno tdxicos que pueden
causar peroxidacion lipidica y dafo celular. Para prevenir que esto suceda, el H,O,
producido de forma enddgena es reducido por el GSH intracelular en presencia de una
peroxidasa de GSH dependiente de selenio, la glutation peroxidasa (GPx) (Figura 13,

12 reaccion).
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H,0, + GSH GPX, H,0 + GSSG

GSSG + NAD(P)H SR, GSH + NAD(P)'

Figura 13. Ciclo redox del GSH. El GSH reacciona con
especies reactivas de oxigeno como el H,O, y se oxida
pasando a GSSG por la accién de la glutatién peroxidasa
(GPx). En el segundo paso del ciclo, el GSSG sera
reducido a GSH por la GSSG reductasa (GR).

En el proceso, el GSH es oxidado a GSSG, el cual es reducido de nuevo a GSH
por la GSSG reductasa (GR) con consumo de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (Figura 13, 22 reaccién),
formando todo ello un ciclo redox. Esta es una de las vias principales en muchas células
para el metabolismo del H,O, (Ganea and Harding, 2006, Rahman et al., 2012). Ademas,
los perdxidos organicos pueden ser reducidos por la GPx y también por la glutatién S-

transferasa.

El H,O, puede ser reducido también por la catalasa, la cual tan solo se encuentra
presente en los peroxisomas. En la mitocondria, el GSH es muy importante porque no
hay catalasa. Por ello, el GSH mitocondrial es critico en la defensa contra el estrés

oxidativo (Fernandez-Checa et al., 1997, Garcia-Ruiz and Fernandez-Checa, 2006).

El estrés oxidativo severo puede superar la habilidad de la célula para reducir el
GSSG a GSH dando lugar a la acumulacién de GSSG. Para proteger a la célula de una
inversion en el equilibrio redox, el GSSG puede ser transportado de forma activa fuera
de la célula o reaccionar con el grupo sulfhidrilo de una proteina dando lugar a la

formacion de un disulfuro mixto y disminuyendo el GSH celular (Lu, 1999).

4.3.2.2. Mantenimiento del estado tiol en las proteinas

El GSH es la forma predominante de tiol no proteico en las células de los
mamiferos, es esencial para mantener el balance redox intracelular y el estado tiol de las
proteinas (Lu, 1999). En particular su fraccion tiol es un potente agente reductor (Apel
and Hirt, 2004).
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El GSH participa en el intercambio tiol-disulfuro en una reaccion catalizada por la
tiol-transferasa.

Tiol-transferasa
Proteina-SSG + GSH ~ Proteina-SH + GSSG

Se trata de una reaccién reversible. El equilibrio esta determinado por el estado
redox de la célula, el cual depende de las concentraciones de GSH y GSSG
(proporcional al logaritmo de [GSHI*[GSSG]) (Lu, 1999). Normalmente, el contenido
celular de GSSG es extremadamente bajo para que la formacién proteina-disulfuro esté
limitada. Se sabe que el equilibrio tiol-disulfuro dentro de la célula regula un nimero
diverso de procesos metabdlicos incluyendo la actividad enzimatica, la actividad de
transporte, la sefal de transduccion y la expresion génica a través de la alteracién de los
factores de transcripcion sensibles al estado redox (Hutter et al.,, 1997, Lu, 1999,
Townsend et al., 2003).

4.4. Peroxidacion lipidica

Las especies ROS mas prevalentes que pueden afectar mas a los lipidos son el
radical 'OH y el hidroperdxido (HOy). La peroxidacion lipidica se describe como un
proceso bajo el cual oxidantes como los radicales libres atacan a lipidos que contienen

dobles enlaces carbono-carbono, especialmente los PUFAs (Yin et al., 2011).

En general el proceso de peroxidacion lipidica tiene lugar en tres pasos: iniciacion,
propagacion y terminacion (Kanner et al., 1987, Girotti, 1998, Yin et al., 2011)
(Figura 14).

La iniciacién consiste en la formacion de un radical lipidico por la accién de pro-
oxidantes como el radical ‘OH. En la fase de propagacién el radical lipidico reacciona
rapidamente con el oxigeno para formar un radical peroxido (LOOY) el cual toma un
hidrogeno de otra molécula lipidica generando nuevos radicales LOO™ que contintan la
reaccion en cadena y la hidroxi-peroxidacién lipidica (LOOH). Finalmente, en la reaccion
de terminacién, los antioxidantes como la vitamina E ceden un atomo de hidrégeno a las
especies LOO™ y forman un hidroperdxido y por tanto productos no reactivos. Una vez se
inicia la peroxidacién, la propagaciéon tendra lugar hasta que los productos de

terminacion sean producidos (Figura 14).
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Figura 14. Etapas que tienen lugar en la peroxidacion lipidica. Iniciacion, los pro-
oxidantes extraen un H® formando un radical lipidico que después tiende a ser
estabilizado por un reordenamiento molecular y forma un dieno conjugado (paso 1).
Propagacion, en esta fase el radical lipidico reacciona con el oxigeno para formar un
radical peroéxido (LOO") (paso 2) el cual sustrae un H' de otra molécula lipidica
generando un nuevo radical lipidico y un hidroperéxido (LOOH) (paso 3). En la reaccion
de terminacion, los antioxidantes donan un H™ al radical peréxido lipidico, dando lugar a
la formaciéon de productos que ya no son reactivos (paso 4). Adaptado de Ayala
(Ayala et al., 2014).

4.4.1. Malondialdehido

La peroxidacion lipidica produce una amplia variedad de productos de oxidacion
entre los que encontramos productos primarios como el LOOH y secundarios como el
malondialdehido (MDA), propanal, hexanal y 4 hidroxinonenal (4-HNE) (Benedetti et al.,
1980, Esterbauer et al., 1982, Esterbauer et al., 1984, Poli et al., 1985, Esterbauer et al.,
1986, Cheeseman et al., 1988, Esterbauer and Cheeseman, 1990).

La descomposicion del acido araquidonico y de acidos grasos poliinsaturados mas
grandes da lugar al MDA, uno de los productos finales de la citada descomposicion
(Esterbauer et al.,, 1991). Se cree que el MDA se origina bajo condiciones de estrés
celular y tiene una alta capacidad de reaccionar con multiples biomoléculas como las
proteinas o el ADN y de formar aductos con estas moléculas (Luczaj and Skrzydlewska,
2003, Blair, 2008, Zarkovic et al., 2013). Ademas, una alta producciéon de MDA se ha
asociado a diferentes estados patoldgicos (Merendino et al., 2003, Baskol et al., 2006,
Sanyal et al., 2009, Bartoli et al., 2011, Li et al., 2012, Garcia et al., 2013). EIl MDA
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parece ser el producto mas mutagénico de la peroxidacion lipidica pues contribuye de
forma importante al dafo y las mutaciones en el ADN (Niedernhofer et al., 2003,
VanderVeen et al., 2003), mientras que el 4-HNE es el mas téxico (Esterbauer et al.,
1990).

El MDA ha sido ampliamente usado como un marcador de peroxidacién lipidica
(Figura 15) y que se pueden cuantificar por espectrofotometria de absorcion visible o por
fluorimetria (Pryor, 1989, Esterbauer and Cheeseman, 1990). Ademas, el MDA es uno
de los marcadores mas populares y de confianza para determinar el estrés oxidativo
(Moore and Roberts, 1998, Romero et al., 1998, Hakala et al., 1999, Marnett, 1999,
Halliwell, 2000, Piconi et al., 2003, Cojocaru et al., 2004, Giera et al., 2012).
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Figura 15. Reaccién entre el MDA y el TBA para formar el aducto MDA-
TBA,. Adaptado de Grotto (Grotto et al., 2009).

Existe un consenso general acerca de que las determinaciones de MDA por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC; high pressure liquid chromatography)
(Chirico, 1994) son marcadores efectivos de la implicacion del estrés oxidativo en una
condicion patolégica y son utiles para evaluar el efecto de tratamientos con antioxidantes
(Halliwell, 2000, Johnsen-Soriano et al., 2007).

5. Retinosis pigmentaria

5.1. Incidencia y fisiopatologia de la enfermedad

La retinosis pigmentaria (RP) es la causa mas comun de ceguera de tipo
hereditario (Berson, 1993, Bird, 1995, Klein et al., 1995, Klein et al., 1999, Hartong et al.,
2006), con una prevalencia a nivel mundial de 1 cada 4.000 individuos (Hartong et al.,
2006) y con un total de mas de un millén de personas afectadas (Collin et al., 2010,
Chang et al., 2011, Chizzolini et al., 2011). Los enfermos de RP constituyen del 85-90%

de todos los casos de degeneracion retiniana (Ayuso and Millan, 2010).
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La enfermedad se caracteriza clinicamente por la pérdida progresiva de los
bastones con su consiguiente pérdida de funcién, seguida por la degeneracién de los
conos que también disminuyen su sensibilidad y viabilidad (Hamel, 2006, Hartong et al.,
2006). A su vez, las principales caracteristicas de esta enfermedad son la ceguera
nocturna y la pérdida progresiva de vision periférica (vision en tanel), que suele aparecer
en la edad adulta (Heckenlively, 1988) y que es debida a la citada pérdida progresiva de
bastones. Ademas, también puede aparecer una eventual pérdida de visién central como
resultado de la degeneracion macular de los conos (Farrar et al., 2002, Tsui et al., 2007,
Mitamura et al., 2012).

Los enfermos de RP también pueden presentar una atenuacion de los vasos
(Fishman, 1978), ya que la pérdida de vasculatura es una supuesta consecuencia
metabdlica de la degeneracion de los fotorreceptores (Smith, 2004, Pennesi et al., 2008,
Fernandez-Sanchez et al., 2012a). En estados tardios los pacientes afectados muestran
una acumulacion anormal de pigmento (clusters) en la retina periférica media, debido a
que el EPR se encuentra alterado en la mayoria de los casos. Las respuestas eléctricas
a la luz registradas con electrorretinograma (ERG), son anormales en los enfermos de
RP (Karpe, 1945, Berson, 1976, Dryja et al., 1990).

Los sintomas comienzan de forma general en la adolescencia temprana y la
disfuncion visual severa sucede alrededor de los 40-50 afos (Sahni et al., 2011). No
obstante, en algunos casos existen pacientes de rapida evolucién con una progresion de
la enfermedad de alrededor de dos décadas. Por el contrario, otros muestran una

progresion lenta que puede que no les cause nunca ceguera (Hamel, 2006).

5.2. Base genética de la retinosis pigmentaria

Se ha descrito la naturaleza genéticamente compleja de esta enfermedad,
encontrandose casos de RP autosdmica recesiva (50-60%), autosdmica dominante (30-
40%) y ligada al cromosoma X (5-15%) (Boughman and Fishman, 1983, Wang et al.,
2005) asi como también casos sin patrén de herencia mendeliana, tales como herencia
digénica, componentes de heterozigosidad y herencia materna (mitocondrial) (Hartong et
al., 2006, den Hollander et al., 2007, Audo et al., 2011a, Audo et al., 2011b) .

La mayoria de los casos de RP son monogénicos. Se ha encontrado que
mutaciones en casi 60 genes (https://sph.uth.edu/retnet/) pueden ser causantes de esta
enfermedad, tales como mutaciones en el gen para la rodopsina (Dryja et al., 1990) o
para la PDEG[ de los bastones (Bowes et al., 1990). En pacientes que tienen mutaciones

en el gen de la rodopsina, los conos degeneran a la vez que los bastones a pesar de que
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los conos no contienen rodopsina (Heckenlively, 1988). La mayoria de mutaciones en el
gen para la rodopsina y para el gen de la periferina o RDS (PRPH2; peripherin 2)
(glicoproteina de membrana de los discos externos de los fotorreceptores con funcion
estructural) (Travis et al., 1991), son probablemente la causa mas comun de RP
autosémica dominante, con aproximadamente un 25% y 10% de los casos

respectivamente (Fingert et al., 2008).

Ademas, la RP puede ser mayoritariamente no sindromica (70 al 80%) (Ayuso and
Millan, 2010) si unicamente se restringe a los ojos o puede formar parte de un sindrome
mas complejo, en la que los pacientes presentan otras enfermedades no oculares
asociadas (20-30%) (Chang et al., 2011, Ferrari et al., 2011). Las formas mas frecuentes
de una RP sindrémica son las asociada al Sindrome de Usher (Keats and Savas, 2004,
Daiger et al., 2007, Williams, 2008) y de Bardet-Bied| (Beales et al., 1999, Daiger et al.,
2007).

La proporcion de mutaciones que causan la enfermedad varia con la etnia y la
geografia (Stone, 2003, Hamel, 2006, Daiger et al., 2007, Ferrari et al., 2011). Ademas,
un 30-35% de las mutaciones de pacientes con RP no pueden ser identificadas (Berger
et al., 2010, Sahel et al., 2010, Anasagasti et al., 2012), ya que casi la mitad de los casos
de RP son esporadicos, sin ningln caso de degeneracion retiniana en la familia (Ayuso
and Millan, 2010). La mayoria de los casos de retinosis pigmentaria esporadica (SRP;
sporadic retinitis pigmentosa) son RP de tipo autosémica recesiva (Hartong et al., 2006)
y algunos otros con herencia dihibrida (Loewen et al., 2001) y formas de herencia

genética mitocondrial (Duno et al., 2013).

5.3. Muerte celular programada y autofagia
5.3.1. Apoptosis y retinosis pigmentaria

La apoptosis o muerte celular programada, es un “suicidio” celular altamente
regulado y ordenado. Constituye un proceso fisiolégico esencial para el correcto
desarrollo y homeostasis de un organismo (Danial and Korsmeyer, 2004). Tipicamente
durante la apoptosis, existe condensacién del nucleo y de la cromatina, esta ultima se
fragmenta, la célula se encoge y las enzimas caspasas degradan la célula (Kerr et al.,
1972, Garcia-Ruiz and Fernandez-Checa, 2007). A su vez, durante la apoptosis se
producen alteraciones del citoesqueleto y formaciéon de cuerpos apoptéticos que son

fagocitados evitando asi desencadenar una reaccion inflamatoria.
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Durante el desarrollo del sistema nervioso tienen lugar numerosos procesos
fisiologicos de muerte celular programada, lo que resulta esencial para su correcta
morfogénesis y funcionalidad (Oppenheim, 1991, de la Rosa and de Pablo, 2000, Kuan
et al., 2000, Boya and de la Rosa, 2005). En concreto, en la retina de los vertebrados, se
producen al menos dos fases de muerte celular: a) una primera fase de muerte, que
afecta a células neuroepiteliales en proliferacion y neuroblastos recién diferenciados y
que esta poco caracterizada morfologica y funcionalmente (de la Rosa and de Pablo,
2000, Yeo and Gautier, 2004, Boya and de la Rosa, 2005) y b) una segunda fase mas
tardia que esta mejor caracterizada, dicha fase tiene lugar en la segunda mitad del
desarrollo de la retina y esta asociada al proceso de diferenciacion y maduracion celular.
Para la tercera semana de vida, la muerte total de la retina es casi imperceptible (Young,
1984, Mervin and Stone, 2002).

Sin embargo, a parte de la apoptosis tipica por el desarrollo, también podemos
encontrar una apoptosis desregulada o patologica. Este tipo de apoptosis esta asociada
con la neurodegeneracién, el dafio por isquemia-reperfusion y las enfermedades de la
médula 6sea (Thompson, 1995, Mattson, 2000).

En la RP, intervienen diversos procesos fisiolégicos que conducen a la
neurodegeneracion, entre ellos se encuentran el estrés oxidativo (Komeima et al., 2007)
y un aumento de Ca®' intracelular (Doonan et al., 2005, Paquet-Durand et al., 2007),
entre otros. Se cree que dichos procesos tienen un final en comidn que conduce a la
muerte celular y a la pérdida de fotorreceptores por apoptosis (Chang et al., 1993, Farrar
et al., 2002, Cottet and Schorderet, 2009).

El estrés oxidativo y los antioxidantes juegan un papel importante en el control de
la muerte celular por apoptosis (Curtin et al., 2002). De modo que diversos autores han
estudiado la relacion de antioxidantes enddgenos como el GSH con la apoptosis celular.
El GSH modula la muerte celular, regulando el estado redox de residuos de tioles
especificos de las proteinas, tales como el factor nuclear kappa B (NF-kB; nuclear factor
kappa B), quinasas de estrés y caspasas, que estan implicadas en dicha muerte (Garcia-
Ruiz and Fernandez-Checa, 2007). La disminucién del GSH sucede durante la apoptosis
en muchos tipos celulares, como reaccion secundaria al aumento de las ROS, una salida
intensificada de GSH de la célula y una disminucion de la actividad de la GCL (Hall,
1999, Franklin et al., 2003). Ademas, se ha demostrado que el GSH puede tener una
importante funcién en el paso de una célula de apoptosis a necrosis (Hall, 1999, Garcia-

Ruiz and Fernandez-Checa, 2007), ya que ambas formas de muerte celular a menudo
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coexisten y comparten vias comunes, como la implicacion de la mitocondria (Lemasters,
2005).

De esta manera, la atenuacién de la apoptosis representa una buena diana
terapéutica en la RP (Doonan and Cotter, 2004, Cottet and Schorderet, 2009), pudiendo
ser el estrés oxidativo uno de los procesos a tener en cuenta para paliar y/o prevenir la

apoptosis patologica.

5.3.2. Autofagia y retinosis pigmentaria

La muerte celular programada también puede ser activada por autofagia
(Kunchithapautham and Rohrer, 2007, Boya and Kroemer, 2008). La autofagia lisosomal
es uno de los procesos mas importantes para el mantenimiento metabdlico normal y la
sefalizacion redox celular pues se trata de un proceso que se realiza a través de la

degradacion de proteinas y organulos celulares dafiados (Dodson et al., 2013).

Uno de los procesos fisiolégicos normales en que la autofagia puede verse
activada es por ejemplo, en casos de ayuno prolongado o de adaptacién a este ayuno.
En este proceso de ayuno la supervivencia celular puede verse prolongada gracias a la
autofagia, debido a que cuando en primera instancia las reservas accesibles para la
obtencion de energia, como son los acidos grasos y el glucdégeno disminuyen, la célula

comenzara a catabolizar sus componentes citoplasmaticos (Berridge, 2012).

La autofagia es la degradacién a gran escala de los componentes citoplasmaticos.
Durante un proceso de inducciéon de la autofagia como puede ser el citado ayuno, el
reticulo endoplasmico liberara protusiones de su membrana formando vesiculas que
pueden envolver a la mitocondria y a los ribosomas para formar una vacuola autofagica,
esta vacuola sera la que posteriormente se fusionara con un lisosoma para ser
degradada por proteasas lisosomales, como por ejemplo las catepsinas, las principales
proteasas lisosomales (Uchiyama, 2001, Boya and Kroemer, 2008). De este modo, la
permeabilizacion parcial y selectiva de la membrana lisosomal inducird el
“‘desmantelamiento” controlado de la célula por apoptosis. Sin embargo, existen
situaciones en que puede suceder la disrupcion completa de los lisosomas, provocando

una muerte celular descontrolada por necrosis.

Ademas, se sabe que la ausencia de autofagia puede causar enfermedades
neurodegenerativas (Harris and Rubinsztein, 2012, Chen et al., 2013) y que su activacion
también puede dar lugar a apoptosis en algunas enfermedades, a través de la
destruccién de componentes celulares (Codogno and Meijer, 2005). Es por ello que en
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los ultimos afos, el estudio de mecanismos alternativos de muerte celular como la
autofagia estan recibiendo una atencién creciente entre los posibles procesos implicados
en las enfermedades degenerativas de la retina (Kunchithapautham and Rohrer, 2007,
Murakami et al., 2013, Chinskey et al., 2014).

A su vez, la acumulaciéon de ROS también puede inducir permeabilizacion de la
membrana lisosomal y la liberacién de catepsinas (Sanvicens and Cotter, 2006, Boya
and Kroemer, 2008, Metrailler et al., 2012), con lo que también resultara fundamental el
estudio de la autofagia en enfermedades en las que el estrés oxidativo tiene un papel

importante.

5.4. La inflamacion en la retinosis pigmentaria

El ojo es un érgano inmunoprivilegiado. El inmunoprivilegio es una caracteristica de
algunos érganos que comprende un conjunto de procesos moleculares complejos que
controlan la inflamacion para prevenir el dafio en los tejidos especiales (Ono, 2003,
Streilein, 2003). El ojo posee un sistema inmune especial que incluye reguladores e
inhibidores de la respuesta inmune, lo que ayuda a modular la respuesta ante la
presencia de un antigeno. Este inmunoprivilegio es expresado constitutivamente, tanto

en la cérnea, como en la retina y en la camara anterior (Sun et al., 2003).

Se ha demostrado que la inflamacion esta relacionada con la patogénesis de
muchas de las enfermedades de la retina, tales como la degeneracién macular asociada
a la edad (DMAE), la RP, retinopatia diabética, etc (Gehrs et al., 2006, Yoshida et al.,
2013a). En la RP se produce un dafio en la BHR debido a la alteracion en el EPR, por lo
que los pacientes de RP pueden presentar células del sistema inmune y factores
inflamatorios en el espacio subretiniano, como también en el humor vitreo y acuoso, de
manera que la retina llega a ser mucho mas pro-inflamatoria (Rutar et al., 2010, Chinnery
et al., 2012, Mullins et al., 2012, Yoshida et al., 2013a). Por ejemplo, Newsome y Michels
han demostrado que muestras de vitreo de pacientes con RP contienen muchas células

del sistema inmune tales como varios tipos de linfocitos (Newsome and Michels, 1988).

Ademas, existen resultados que demuestran que la RP provoca una activacién de
la inflamacién, ya que se han encontrado anticuerpos retinianos (probablemente frente a
los fotorreceptores) en la circulacion sistémica de los pacientes con RP (Rahi, 1970,
Spalton et al., 1978). Estudios mas recientes han resaltado la activacion de la microglia
precedente a la muerte celular de los fotorreceptores; dicha activacion resulta de
multiples eventos bioquimicos, incluyendo la activacion de citoquinas y quimioquinas

(Gupta et al., 2003).
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Sin embargo, no esta claro si la inflamacién tiene un papel crucial en la RP, ya que
de los mas de 100 ensayos clinicos para la RP (https://www.clinicaltrials.gov/) ninguno

esta dirigido al empleo de terapias antiinflamatorias.

5.5. Terapias en el tratamiento de la retinosis pigmentaria

La combinacion de las pruebas clinicas junto con las técnicas de diagnostico
molecular, son una poderosa aproximacion para el diagnéstico de pacientes y familias
con RP (Daiger et al., 2007).

Las técnicas mas ampliamente empleadas para el diagndstico molecular de la RP
se pueden incluir en dos grandes grupos: tecnologias de secuenciacion y las tecnologias

especializadas en la deteccion de variantes genéticas.

Aunque existen diversas aproximaciones para su diagnéstico, la naturaleza
genéticamente compleja de la RP limita la deteccién de mutaciones, lo que contribuye a
que actualmente no exista un tratamiento estandarizado y eficiente para esta

enfermedad (Ayuso and Millan, 2010, Anasagasti et al., 2012).

Las lineas mas avanzadas en investigacion en el tratamiento de la RP incluyen:
terapias neuroprotectoras mediante el uso de factores neurotréficos o suplementos
dietéticos (Nguyen et al., 2008, Radu et al., 2008, Tsubura et al., 2009, Trifunovic et al.,
2012, Zhang et al., 2012), terapia génica (Maguire et al., 2009, Allocca et al., 2011, Pang
et al.,, 2011, Jacobson et al., 2012), estrategias de reemplazo celular (Girman et al.,
2003, MacLaren et al., 2006, Pearson et al., 2012, West et al., 2012) y protesis
electronicas (Zrenner et al., 2011, Barry et al., 2012, Kusnyerik et al., 2012) (Figura 16).

Segun el estado mas o menos avanzado en que se encuentre la enfermedad,
existira un tipo de terapia mas conveniente que otro, tratando de adaptar el tratamiento al

estado de la enfermedad. De una forma generalizada:

Las protesis de retina, la optogenética y la terapia de reemplazo celular, son las
alternativas mas adecuadas para distrofias retinianas en estadio tardio (Jones et al.,
2012).

La terapia génica también es dependiente del estadio de la enfermedad por lo que
es necesaria una deteccion temprana, ya que es menos efectiva a medida que la
enfermedad progresa. Sin embargo, el diagndstico temprano de casos de SRP no es
facil, ya que puede requerir screening pediatrico o secuenciacion de los genes de la RP

en ADN fetal de sangre materna (Kitzman et al., 2012).
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Figura 16. Principales estrategias para el tratamiento de degeneraciones hereditarias de
fotorreceptores como la RP. La terapia génica requiere de un diagndstico y tratamiento
tempranos, asi como de la existencia de unos fotorreceptores todavia viables en el momento de
la intervencion. La estrategia de neurorreparacién puede ser aplicada solo cuando todos o casi
todos los fotorreceptores han degenerado o desaparecido. Una de las mayores ventajas de la
neuroproteccién es el amplio rango de tiempo que puede ser aplicada, desde los primeros
sintomas hasta un estado muy avanzado de la degeneracién. Adaptado de Trifunovic (Trifunovic
etal., 2012).

5.5.1. Terapia génica

La terapia génica se ha demostrado que mejora la funcién visual en la RP
(Cideciyan et al., 2013, Wert et al., 2013).

Existen dos estrategias principales para la terapia génica en la RP: la correccion
del defecto genético y por otra parte la neuroproteccion mediante la introduccion de
genes que contrarresten o mejoren el defecto genético. En cuanto a la primera
estrategia, los estudios realizados en modelos de raton con RP autosdémica recesiva han
demostrado que la terapia de reemplazo génico es una gran promesa para tratar
desoérdenes de tipo monogénicos (Fletcher et al., 2011, Smith et al., 2012, Chang et al.,
2013, Sahel and Roska, 2013). Ademas, se ha observado que esta terapia génica es
mas efectiva cuando el tratamiento se inicia antes del comienzo de la muerte celular de
los fotorreceptores (Rolling, 2004, Colella and Auricchio, 2012). La segunda estrategia,
aplicable tanto en la RP autosdémica recesiva como dominante, consiste en introducir
genes que contrarresten o mejoren las consecuencias del gen mutado, sin corregir el

defecto genético subyacente.

Muchas de las mutaciones relacionadas con la RP estan asociadas a compuestos
enzimaticos y estructurales de la maquinaria de fototransduccién, como es el caso de la
PDEGP. Los progresos recientes que han tenido lugar empleando la terapia génica para
la deficiencia en la PDEGB han sido prometedores (Davis et al., 2008, Pang et al., 2008a,
Allocca et al., 2011, Petit et al., 2012).
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El uso de los virus adeno-asociados (AAV; adenoassociated virus) recombinantes
como vectores génicos ha demostrado ser uno de los mas efectivos para la transduccion
de varios tipos celulares retinianos in vivo (Vandenberghe and Auricchio, 2012).
Especialmente, el uso de un nuevo AVV como vector, el AAV8 (Petrs-Silva et al., 2009,
Pang et al., 2011, Wert et al., 2013). Algunos autores han demostrado que con una
terapia génica in vivo los fotorreceptores pueden ser rescatados tanto en el modelo de

ratén rd1 (Han et al., 2013) como en el modelo de raton rd10 (Pang et al., 2008a).

No obstante, la terapia génica presenta algunas limitaciones como son: a) la mayor
o0 menor efectividad asociada al sitio de inyeccién de los vectores de AAV, segun sea
inyeccion intravitrea o subretiniana; b) la expresion a corto plazo del gen transducido,
debido a la respuesta inmune del organismo receptor contra el vector de AVV y c) el

dafio que el empleo de estas inyecciones puede provocar (Pang et al., 2008b).

Actualmente, el gran objetivo es desarrollar vectores de AAV altamente eficientes y
que mediante inyeccion intravitrea sean capaces de entrar en las células, de manera que
produzcan la expresion de sus genes en las células fotorreceptoras de toda la retina
(Petrs-Silva et al., 2009, Petrs-Silva et al., 2011). De este modo, se pretende evitar el
dafio asociado a los procedimientos de las inyecciones subretinianas, especialmente

alrededor de la févea (Jacobson et al., 2012).

En un futuro, se pretende que la terapia génica sea disefiada a medida para cada
paciente, con la finalidad de adecuar de manera dptima el estado de la degeneracién al

tipo de tratamiento (Petrs-Silva and Linden, 2014).

5.5.2. Neurorreparacion
5.5.2.1. Terapia celular

La terapia celular consiste en el empleo de células madre y progenitoras que
pueden ser aisladas de un numero diverso de fuentes incluyendo tejido embrionario,
cerebro adulto e incluso la retina, con la finalidad de generar células retinianas para el
trasplante (Ong and da Cruz, 2012, Ramsden et al., 2013). De forma mas concreta

encontramos las siguientes fuentes celulares para la terapia neurorreparadora:

1. Células madre de retinas fetales o neonatales (Reh, 2006, Tian et al., 2011) o
células madre embrionarias (ESC; embryonic stem cells) que derivan de la masa interna
del embridon en estado de blastocisto (Thomson et al., 1998, Lamba et al., 2006,

Gonzalez-Cordero et al., 2013).
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2. Células madre pluripotentes inducidas (iPS; induced pluripotent stem cells), que
gracias a su pluripotencialidad presentan la capacidad de generar la mayoria de tejidos y

se reprograman in vitro a partir de células somaticas (Yu et al., 2007).

Este tipo celular podria ayudar a disminuir algunos de los problemas éticos que
estan asociados al uso de las ESC y a suprimir el posible rechazo inmunolégico por
trasplante, al tratarse de células que proceden del propio individuo. Con el empleo de
estas células se pretende generar de forma ex vivo células pluripotentes que corrijan de

forma individualizada cualquier defecto genético (Wright et al., 2014).

3. Células madre mesenquimales (MSC; mesenchimal stem cells), procedentes de
células derivadas de la médula 6sea y que tienen la capacidad de auto-renovarse y dar
lugar a multiples tipos de tejidos (Friedenstein et al., 1976, Otani et al., 2004). Otras
fuentes de MSC son el tejido adiposo, la placenta y la sangre del cordén umbilical (In 't
Anker et al., 2004, Lee et al., 2004, Ghorbani et al., 2014, Secunda et al., 2014) .

4. Células progenitoras neurales multipotentes, estas células pueden derivar del
hipocampo (Takahashi et al., 1998, Young et al., 2000) o del margen periférico de la
retina o zona marginal ciliar (CMZ; ciliar marginal zone), que se encuentra en la unién
entre el epitelio ciliar y la retina. La CMZ es analoga a otras zonas de células madre
neurales en el sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados; en las que las células
progenitoras pueden persistir a lo largo de la vida del animal pudiendo generar todos los
tipos de neuronas y glia que se encuentran presentes normalmente en la retina
(Hollyfield, 1968, Reh, 1987).

En la RP, algunos autores han demostrado que el trasplante de fotorreceptores es
viable en varios modelos animales en diferentes estados de degeneracién, incluyendo el
ratén rd1 (Barber et al., 2013, Singh et al., 2013). Ademas, por lo que a las MSC de la
meédula désea autdlogas se refiere, se han llevado a cabo ensayos clinicos en fase |
(NCT01068561) con pacientes de RP, usando inyecciones cerca de la coérnea o

intravitreas (Siqueira et al., 2011).

Uno de los problemas del reemplazo celular es el posible rechazo inmunolégico,
dando lugar a una baja tasa de supervivencia de las células trasplantadas, un gran
problema en la terapia celular con células madre (Klassen et al., 2004). Ademas, otra
limitacién es que se ha demostrado que las células trasplantadas tienen una reducida
capacidad de migracion (He et al., 2014). Por ello, se ha planteado el uso de

biomateriales que sirvan como “andamio” o soporte para la migracion y sostén de estas
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células (Sodha et al., 2011, Ong and da Cruz, 2012, McHugh et al., 2013) aunque los

resultados son todavia insatisfactorios.

Ademas, existen otros obstaculos que superar antes de poder aplicar estas
técnicas de reemplazo celular, como son el pobre rendimiento de diferenciacion de las
células madre exégenas y la complejidad de conexiones sinapticas que son necesarias
entre el trasplante y las células retinianas enddgenas. Los avances en este campo
requeriran una mejor comprension de la biologia celular, asi como resolver algunos
problemas de bioseguridad para que este tipo de terapia pueda ser aplicada

clinicamente (He et al., 2014).

5.5.2.2. Implantes de retina

Se ha planteado el uso de implantes como medio para tratar a los pacientes con
RP que han perdido gran parte de la vision, permitiendo restaurar habilidades visuales
especificas como la percepcién de la luz y el reconocimiento de objetos (Kusnyerik et al.,
2012, Stingl et al., 2013, Light et al., 2014).

Estos implantes estimulan eléctricamente las células supervivientes de la retina y
pueden insertarse en la superficie interna de la misma, para estimular las células
ganglionares (implantes epirretinales) o en la superficie externa, entre la capa de los

fotorreceptores y el EPR (implantes subretinales).

Sin embargo, se han encontrado resultados contradictorios entre algunos de los
mecanismos empleados para los implantes y los pacientes, debido principalmente a la
existencia de pacientes con cursos de la degeneracion retiniana altamente variables y
con patrones irregulares de degeneracion en la retina (Yanai et al., 2007, Roessler et al.,
2009, Fujikado et al., 2011, Klauke et al., 2011, Weiland et al., 2011, Zrenner et al.,
2011).

5.5.2.3. Optogencética

La optogenética, es una técnica de ingenieria genética que consiste en introducir
en las neuronas de las capas internas de la retina un gen (optogen) que exprese una
proteina fotosensible (channelrhodopsin-2, halorhodopsin...) en la superficie celular.
Cuando dicha proteina recibe luz, se activa y modula la actividad neuronal iniciando una
sefal nerviosa equivalente a la generada por los fotorreceptores (Busskamp et al., 2012,
Roska et al., 2013). La razon de haber incluido esta estrategia dentro de la terapia

genica neurorreparadora, es que la optogenética se plantea para tratar estadios
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avanzados de RP (Cronin and Bennett, 2011) como sucede con las estrategias de

neurorreparacion.

5.5.3. Neuroproteccion

Podriamos clasificar las estrategias de neuroproteccién para el tratamiento de la
RP en dos tipos: a) aquellas cuyo objetivo es fortalecer las vias de supervivencia de los
fotorreceptores y b) aquellas cuyo principal objetivo es prevenir el inicio y ejecucién de

los mecanismos de muerte celular en los fotorreceptores.

Desde el punto de vista de la neuroproteccion se han desarrollado varios
tratamientos farmacolégicos para retrasar temporalmente la degeneracion en los
modelos de ratéon causados por una deficiencia en la PDEGB (Sahni et al., 2011), entre

los mas estudiados encontramos:

1. El D-cis-diltiazem, un bloqueante de los canales de Ca?* que también actia a
nivel de los canales de GMPc sensibles a la luz y aunque con controversia por parte de
otros autores (Bush et al., 2000, Pearce-Kelling et al., 2001, Pawlyk et al., 2002) se ha
descrito que rescata a los fotorreceptores y preserva la funcion visual en los ratones rd1
(Frasson et al., 1999b, Takano et al., 2004).

2. La vitamina A, cuyo empleo ha dado buenos resultados en modelos animales (Li
et al.,, 1998) y en ensayos clinicos (Berson et al.,, 1993). Actualmente, el Unico
tratamiento recomendado para la RP es la suplementaciéon con vitamina A, sola o
combinada con el acido docosahexanoico (DHA) para retrasar de forma modesta la
muerte de los fotorreceptores (Berson et al., 2004). Sin embargo, su administracion en
pacientes de degeneraciones retinianas como la RP requiere de supervision médica,
debido a su toxicidad a dosis elevadas y con un consumo prolongado (Penniston and
Tanumihardjo, 2006).

3. Los factores de crecimiento, cuyo uso persigue evitar la muerte celular asociada
al proceso neurodegenerativo. En este sentido, se han probado diferentes formas de
administracion de estos factores a través de inyecciones intravitreas o subretinianas, en

varios modelos animales con degeneracion de retina.

La inyeccion intravitrea de factores neurotréficos como el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF; brain-derived neurotrophic factor), neurotrofina-3,
neurotrofina-4 y el factor neurotréfico ciliar (CNTF; ciliary neurotrophic factor) en varios

modelos de degeneracion retiniana, incluido el raton rd1, puede enlentecer la progresion
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de la muerte celular de los fotorreceptores (LaVail et al., 1998). Especialmente, el CNTF
solo o combinado con BDNF, parece ser neuroprotector aumentando la supervivencia de
los fotorreceptores (Tao et al., 2002, Azadi et al., 2007, Rhee and Yang, 2010, Wen et
al., 2012). Por ello, se han realizado ensayos clinicos de fase Il y lll administrando CNTF
en estadios temprano y tardio de la RP (MacDonald et al., 2007) con resultados

esperanzadores.

Las inyecciones subretinianas también han demostrado ser efectivas en algunos
casos. La liberacién subretiniana del factor neurotréfico derivado de la linea celular de
glia (GDNF; glial cell line-derived neurotrophic factor), ha evidenciado que tiene un efecto
protector temporal frente a la pérdida de los fotorreceptores en los ratones rd1 (Frasson
et al., 1999a) y rd10 (Ohnaka et al., 2012). A su vez, los factores para la viabilidad de los
conos derivados de los bastones (RACVFs; rod-derived cone viability factors) se han
empleado como estrategia protectora para preservar la vision central dependiente de los

conos, tras la muerte de los bastones (Leveillard et al., 2014).

A pesar de mostrar unos buenos resultados, el mantenimiento de la eficacia a largo
plazo usando la inyeccion simple de factores neurotréficos es dificil, tanto por la corta
vida media de las proteinas recombinantes, como por el riesgo de infeccidon existente
después de repetidas inyecciones (Lenzi et al., 2005, Schallenberg et al., 2012, Qi et al.,
2015).

Finalmente, existen formas indirectas de alargar la supervivencia de los
fotorreceptores sin tratamiento farmacoldgico, como se ha demostrado en los ratones
rd10, a través del enriquecimiento ambiental. Esta estrategia puede producir un aumento
de los niveles enddgenos de factores tréficos potencialmente beneficiosos como el CTNF
(Barone et al., 2012).

5.6. Estrés oxidativo y retinosis pigmentaria

De acuerdo con Komeima y colaboradores, aunque la RP es comunmente
considerada como una enfermedad genética, el estrés oxidativo juega un importante

papel en su patogénesis (Komeima et al., 2007).

Los bastones, son células metabdlicamente muy activas con un elevado consumo
de oxigeno. Durante la progresion de la RP, cuando estos bastones mueren como
consecuencia de una mutacion genética, el consumo de oxigeno en la retina disminuye y
debido a que la circulacion sanguinea en los vasos de la coroides no se autorregula (Bill
and Sperber, 1990), se puede producir una situacion de hiperoxia que originaria dafio
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oxidativo (Figura 17). Este dafio afectaria a la supervivencia de las células de la retina,
entre ellas los conos, que sufren un dafo oxidativo progresivo que en un ultimo punto
desencadena en apoptosis (Usui et al., 2009b) y ademas exacerbaria la muerte de los

bastones.

Los elevados niveles de oxigeno favorecerian la acumulacion de radicales O, que,
junto con otras ROS y RNS, causarian importantes danos a lipidos, proteinas y al ADN
(Usui et al., 2011, Punzo et al., 2012). A este fendmeno se le conoce como hipétesis de

la toxicidad por el oxigeno en la RP.
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Figura 17. Representacion esquematica de la pérdida de los bastones durante la
progresion de la RP que conlleva cambios en la citoarquitectura de la retina. (A) Antes del
comienzo de la muerte de los bastones existe una importante interaccién entre los
segmentos externos de los fotorreceptores y el EPR. (B) Cuando los bastones empiezan a
morir dichas interacciones todavia persisten. (C) Conforme la enfermedad progresa la
pérdida de fotorreceptores se evidencia mas y los conos que sobreviven comienzan su
colapso. (D) La pérdida de los bastones da lugar a unos elevados niveles de oxigeno que
pueden resultar toéxicos, a su vez las pocas interacciones entre el EPR y los
fotorreceptores que quedan pueden causar una caida del flujo de nutrientes. Adaptado de
Punzo (Punzo et al., 2012).

De este modo, el estrés oxidativo se ha relacionado con la patogénesis de la RP,
existiendo estudios que demuestran la existencia de estrés oxidativo también en la

degeneracién de los conos (Shen et al., 2005, Cingolani et al., 2006, Miranda et al.,
2010).

Diversos autores demostraron un temprano y considerable aumento de las ROS,
acompafado por una rapida disminucion del GSH intracelular en un modelo in vitro de
apoptosis para fotorreceptores. Estos autores sugieren que los cambios tempranos en el
estado redox preceden una interrupcion del potencial de membrana mitocondrial,

condensacion nuclear, cortes en el ADN, pérdida de ceélulas, ademas de sucesos de
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apoptosis muy bien caracterizados (Kerr et al., 1972, Carmody et al., 1999). En ratas
P23H (mutacién autosémica dominante en la rodopsina) se ha demostrado que la muerte
de los fotorreceptores inducida por la hiperoxia incrementaba el estrés oxidativo en la
retina externa y aceleraba la muerte de los fotorreceptores que sobrevivian (Yu et al.,
2000, Yu et al., 2004).

5.6.1. Peroxidacion lipidica y retinosis pigmentaria

Los productos derivados de las reacciones con los radicales libres del oxigeno,
tales como peroxidos y los metabolitos de los acidos grasos de cadena larga
poliinsaturados (PUFAs; poliunsaturated fatty acids) estan implicados en reacciones de
oxidacion en el ojo y podrian jugar un importante papel en la fisiopatologia de la mayoria
de enfermedades oculares. En el ojo, la deficiencia del DHA, el PUFA mas abundante,
esta asociado con anormalidades en el sistema visual, incluyendo RP, desérdenes de los

peroxisomas y problemas de desarrollo en nifios (SanGiovanni and Chew, 2005).

El alto contenido en lipidos en la retina y en el cerebro es importante para la alta
vulnerabilidad de estos tejidos al estrés oxidativo. Esto es porque la accion de los
peroxidos en los lipidos de membrana conlleva muchos dafos, como por ejemplo
disminucién en la fluidez de la membrana, elevada sensibilidad al estrés oxidativo y
cambios en la actividad de enzimas antioxidantes (Inoue et al., 1993, Kovacs et al., 1996,
Liu et al., 1996, Liu and Mori, 1999). Por tanto, la peroxidacion lipidica se considera
como la mayor alteracion bioquimica subyacente al dafio oxidativo inducido en la célula
en estrés en diversas enfermedades (Shaheen et al., 1993, Liu et al., 1994, Olivenza et
al.,, 2000, Zaidi and Banu, 2004). Ademas del papel patolégico, estos metabolitos
lipidicos oxidados pueden ejercer acciones farmacoldgicas en tejidos de la Uvea anterior
y la retina, como por ejemplo, en la regulacion de la neurotransmision de aminoacidos

como el glutamato (Njie-Mbye et al., 2013).

En la RP se han encontrado alteraciones de diversos marcadores de estrés
oxidativo (Shen et al., 2005). Elevados niveles de MDA se han correlacionado con un
estrés oxidativo en la sangre de pacientes con RP bajo un estado de activacién de sus
plaguetas o hiper-coagulacién (Guo et al., 1994) en las que el estrés oxidativo cambia la
estructura y la actividad de lipoproteinas y promueve la activacién de células, incluidas
las propias plaquetas. Ademas, en enfermedades como el glaucoma también se han
visto aumentados los niveles del MDA en el vitreo y la retina, sugiriendo la presencia de

estrés oxidativo en estos tejidos (Ko et al., 2005, Yucel et al., 2005).
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Por otra parte, algunos autores asocian la existencia de inflamacién a una elevada
peroxidacion lipidica en cultivos celulares en los que se habia inducido peroxidacion
lipidica mediante el sistema Fe/acido ascorbico (Yara et al., 2013). Diversos autores
proponen una estrecha relacién entre la inflamacion y el estrés oxidativo en diversas
enfermedades como son el Parkinson, la diabetes, la DMAE o la RP (Sasaki et al., 2009,
Mohamed et al., 2012, Soufi et al., 2012, Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2013,
Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2014, Hytti et al., 2015, Sharma and Nehru,
2015). No obstante, aunque tanto el estrés oxidativo y la inflamacion se producen a raiz
de la situacién patologica, no esta claro si el estrés oxidativo es una causa de la
inflamacién que aparece en enfermedades como la RP, o por el contrario es una

consecuencia de ella.

En la presente tesis doctoral se estudiaran las concentraciones de MDA en un
ensayo de peroxidacién lipidica ex vivo (induccion de peroxidacion con Fe y acido
ascorbico) en el que se incubaran diferentes concentraciones de progesterona (P4).
También se analizaran las concentraciones de MDA in vivo tras un tratamiento con 150
mg/kg de P4 en los modelos de raton rd10 y C57BL/6J.

5.6.2. Antioxidantes presentes en la retina

En condiciones fisiolégicas, la retina se caracteriza por una alta tasa de consumo
de oxigeno y por encontrarse expuesta a agentes pro-oxidantes como la luz (De La Paz
and Anderson, 1992, Glickman and Lam, 1992, Liang and Godley, 2003), es por ello que
es especialmente susceptible al estrés oxidativo. A su vez, los fotorreceptores también
son sensibles a altos niveles de ROS y a la peroxidacion lipidica, debido a la gran
superficie de membranas enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados presentes en

los fotorreceptores (Winkler et al., 1999, Panfoli et al., 2012).

Por ello, la retina dispone de sustancias antioxidantes como los pigmentos visuales
o las vitaminas C y E que contrarrestan estos efectos nocivos (Garland, 1991,
Stoyanovsky et al., 1995, Rozanowska et al., 2012). Las vitaminas C y E bloquean los
radicales libres y la oxidacién y degradacion de la zeaxantina (Rozanowska et al., 2012).
El a-tocoferol o vitamina E esta presente en los segmentos externos de los
fotorreceptores donde ayuda a prevenir la peroxidacion lipidica. También encontramos
carotenoides tales como la luteina que se encuentra de forma abundante en los
fotorreceptores y en la retina periférica y la zeaxantina, que esta concentrada en la

macula (Widomska and Subczynski, 2014).
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Ademas, en otras partes del globo ocular como el humor acuoso, hay elevados
niveles de acido ascorbico o vitamina C y de GSH (Umapathy et al., 2013) que protegen

al ojo del dafio oxidativo, neutralizando los radicales libres y las ROS (Ringvold, 1996).

El hipotético papel de la oxidacion en el desarrollo de las enfermedades oculares
ha dado pie a la investigacion en el uso de antioxidantes como agentes neuroprotectores
en terapia ocular. Aunque el uso de antioxidantes parece prometedor para mejorar los
resultados en los desdrdenes oculares, son necesarias mas investigaciones para

estandarizar las indicaciones para su uso, composicion y dosis (Njie-Mbye et al., 2013).

5.6.3. Los antioxidantes en el tratamiento de la retinosis pigmentaria

Como se ha mencionado en el apartado 5.5.3. de la introduccién, la
neuroproteccion constituye una de las posibles vias de tratamiento frente a la RP. Dentro
de la terapia neuroprotectora, el empleo de antioxidantes ha ido ganando importancia
como una alternativa a considerar en el tratamiento de la RP. Han sido varios los
compuestos que se han estudiado como posibles candidatos para una terapia

neuroprotectora con antioxidantes en la RP, entre los mas importantes destacan:

1. El acido tauroursodeoxicélico (TUDCA; tauroursodeoxycholic acid) es un
compuesto activo con propiedades antioxidantes (Gaspar et al., 2013), presente en la
bilis del oso y el cual se ha demostrado que tiene propiedades neuroprotectoras para los
fotorreceptores en los ratones rd10 (Boatright et al., 2006, Phillips et al., 2008, Oveson et
al., 2011, Drack et al., 2012) y en modelos de rata P23H (Fernandez-Sanchez et al.,
2011).

2. La curcumina es un polifenol procedente de la curcuma con propiedades
antitumorales, antioxidantes y antiinflamatorias, cuya administracién mejora la morfologia
y fisiologia de la retina en el modelo de rata P23H (Vasireddy et al., 2011), dando lugar a

buenos resultados en la inhibicion del estrés oxidativo in vitro (Gaspar et al., 2013).

3. Antioxidantes como el a-tocoferol, el acido ascérbico y el acido a-lipoico, han
demostrado tener capacidad para enlentecer el proceso de degeneracién en los modelos
de ratén rd1 y rd10 tras ser administrados de forma sistémica (Komeima et al., 2006,
Komeima et al., 2007). Asimismo, la luteina ha mostrado dar buenos resultados en su

empleo en ensayos clinicos con enfermos de RP (Berson et al., 2010).

Ademas, nuestro grupo de investigacion ha encontrado que la combinacién de

luteina, zeaxantina, acido a-lipoico y GSH era capaz de retardar la degeneracién en los
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ratones rd1 tras su administracién temprana mientras los bastones estan muriendo (Sanz
et al.,, 2007). Un tratamiento similar incrementaba la actividad de la GPx y las
concentraciones de GSH y disminuia las concentraciones de cistina en ratones rd1
(Miranda et al., 2010).

4. La nilvadipina (antagonista de los canales de calcio) (Nakazawa et al., 2011) o el
acido clorogénico (Shin and Yu, 2014) parecen tener efectos beneficiosos al retrasar la
pérdida del campo visual en pacientes con RP. A su vez también se esta estudiando el
efecto del DHA aunque, por el momento, no parece mejorar el estado antioxidante en

sangre periférica de pacientes con RP (Hughbanks-Wheaton et al., 2014).

5. La N-acetilcisteina, un antioxidante biodisponible oralmente, ha sido empleado
recientemente en los modelos de ratén rd1 (Lee et al., 2011b) y rd10 (Yoshida et al.,
2013b). En el modelo rd10 estos autores demostraron que habia una disminucién de
células marcadas con la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal con biotina-dUTP
(TUNEL; terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) en los
animales tratados con el antioxidante, con una reduccion de la muerte celular que estaba
asociada a una fuerte supresion de la expresion de diversas citoquinas, interleuquina (IL)
18 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a; tumor necrosis factor alpha) y
quimioquinas como las proteinas quimioatrayentes de monocitos 1 y la quimioquina

reguladora de la activacion del timo.

6. Otras aproximaciones se han realizado con estudios dirigidos a la modulacién de
la maquinaria antioxidante enddégena. Por ejemplo, algunos autores han demostrado en
un modelo de ratdn transgénico con expresion inducible de la GPx tipo 4, que el aumento
de su expresion conseguia proteger la estructura y funcion de los fotorreceptores (Lu et
al., 2009). Usui y colaboradores han probado en ratones rd10, que el incremento
simultdneo de la expresion de SOD2 y de catalasa en el mismo compartimento
subcelular (mitocondria), reduce los radicales superoxido y el dafio oxidativo en la retina
(Usui et al.,, 2009a, Usui et al., 2011), mejorando la funcionalidad de los conos y

reduciendo la muerte celular.

Estos estudios apoyan la hipétesis de la toxicidad por el oxigeno de la RP,
sugiriendo que los marcadores de estrés oxidativo, asi como las enzimas antioxidantes,

pueden ser importantes dianas terapéuticas para la terapia neuroprotectora en la RP.

Sin embargo, es necesario destacar las desventajas que supone el uso de

antioxidantes enddgenos; por ejemplo la limitada penetrabilidad a través de la BHE y de

60



Introduccion

la BHR, el rapido metabolismo e inestabilidad del compuesto, la estrecha “ventana”
terapéutica y el limitado rango de dosis para su uso terapéutico (Gilgun-Sherki et al.,
2001, Rigg et al., 2005). A pesar de estas limitaciones, los antioxidantes naturales y
modificados, son candidatos prometedores para su futuro uso en diferentes

enfermedades en las que el estrés oxidativo tiene un papel importante.

5.7. Modelos animales en la retinosis pigmentaria

El ratbn (Mus musculus) es un buen modelo de vertebrado para estudios
fisioldgicos y patoldgicos en la retina, en especial gracias a la facilidad para generar
animales transgénicos y mutantes para la comprension de los mecanismos moleculares
implicados en la muerte de los fotorreceptores. El desarrollo embrionario del ratéon dura
aproximadamente 20 dias, dependiendo de la estirpe. Como mamifero que es, el ratén
no nace totalmente maduro, sino que continla su maduracion a lo largo de las tres
primeras semanas postnatales. La retina de los ratones presenta ciertas diferencias
estructurales con respecto a la retina humana, como la ausencia de macula o el menor

porcentaje de conos.

Asimismo, se han propuesto modelos alternativos de mamiferos superiores como
son modelos de RP autosémica dominante en cerdos transgénicos con una mutacion en
el gen de la rodopsina, la mutacion P23H (Ross et al., 2012), perros rcd1 (Suber et al.,
1993, Tuntivanich et al., 2009) o gatos (May et al., 2005). No obstante, estos animales
precisan de tiempos de experimentacion mas largos y de un mayor coste para su

mantenimiento.

Por ello, la disponibilidad de modelos animales de ratén, primero espontaneos y
luego experimentales ha posibilitado el empleo de los mismos como modelo de
degeneracion retiniana asociada a la RP. Se han empleado numerosos modelos de raton
con defectos en los genes causantes de algunas formas de RP como las mutaciones en
el gen de la PDE6B (Baehr and Frederick, 2009, Pennesi et al., 2012) debido a que la
degeneracion selectiva de los fotorreceptores en estos ratones es similar a la que tiene

lugar en la RP en humanos.

Keeler en 1924 describié la primera degeneracion de retina en ratéon (Keeler,
1924). Después se identificd la mutacién que coincidia con la descripcion de Keeler, era
la mutacién de degeneracion de retina 1 (rd1; retinal degeneration 1) (Pittler et al., 1993)
o PDE6B™". Este tipo de roedor ha sido empleado ampliamente como modelo de la
enfermedad en humanos (Karli, 1952-1953, Sidman and Green, 1965, LaVail and Mullen,
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1976, Farber et al., 1994) y constituye el modelo mejor caracterizado. La transmision de
la mutacion en los ratones rd1 tiene caracter recesivo (Keeler, 1924) y se localiza en el
cromosoma 5 del gen que codifica para la PDE6B (Sidman and Green, 1965). Dicha
mutacién da lugar a una severa y temprana degeneracion de la retina. Su aparicion es
debida a la insercion de un virus murino que introdujo una mutacién sin sentido en el
exon 7 del gen (Pittler and Baehr, 1991, Bowes et al., 1993), dando lugar a un defecto en
la PDEG6B (Bowes et al., 1990, Pittler and Baehr, 1991, Chang et al., 2002). Se han
descrito dos caracteristicas resultantes de la mutacion: una deficiencia en la actividad
catalitica de la PDE6B y una subsiguiente acumulacion del GMPc (Farber and Lolley,
1974, 1976, Beavo et al., 1994).

La mutacion de la PDE6GB también se encuentra en los humanos (OMIM 180072) y
se ha relacionado con los casos de RP autosémica recesiva (McLaughlin et al., 1993,
Danciger et al., 1995, McLaughlin et al.,, 1995, Wang et al., 2001) que suponen
aproximadamente un 5% de los casos de RP en humanos (Danciger et al., 1995,
McLaughlin et al., 1995).

Existen otras cepas de ratdbn que muestran una degeneracién retiniana y
anomalias en la secuencia del gen PDEGQ, estas son el raton con degeneracion de
retina 10 (rd10; retinal degeneration 10) o PDE6R™'° (Chang et al., 2002, Chang et al.,
2007) y el ratén nmf137 o PDE6R™™ "’ (Chang et al., 2007) entre otras. Los dos fenotipos
mutantes (rd10 y nmf137) se heredan como genes autosémicos recesivos. La mutacion
en los ratones rd10 también se localiza en el cromosoma 5, al igual que en los ratones
rd1 y es causada por una mutacion de sentido erréoneo en el exdén 13 del gen de la
PDEBG6f, mientras que en los ratones nmf137 la misma mutacion tiene lugar en el exén 16
(Chang et al., 2007).

La degeneracion de los fotorreceptores sucede de forma distinta en el ratén rd1 y
rd10. En el modelo rd1 se ha demostrado una rapida degeneracion que se inicia en el
momento o un poco antes de que se formen los segmentos externos de los
fotorreceptores (Bennett et al., 1996, Jomary et al.,, 1997, Takahashi et al., 1999). El
modelo de ratén rd10 simula mejor que el rd1 la progresion tipica de una RP del tipo
autosémica recesiva (Chang et al., 2002, Chang et al., 2007, Gargini et al., 2007) ya que
la pérdida de células fotorreceptoras sucede después de la diferenciacion terminal de la
retina. La tasa de pérdida de fotorreceptores es mas lenta que la observada en la retina
de los ratones rd1. Esto es debido a que la degeneracion retiniana en el modelo de ratén
rd10 no esta causada por la ausencia de la proteina PDE6B sino a una expresion

insuficiente y/o baja actividad de esta unidad enzimatica, lo que podria dar lugar a un
62



Introduccion

acumulo de GMPc, de forma mas lenta pero similar a la encontrada en la retina de los
ratones rd1, con la eventual muerte celular. Por ello, el ratén rd10 puede proporcionar un
mejor modelo para estudiar la patogénesis de la RP autosémica recesiva asi como para
la terapia experimental con farmacos, debido a su inicio mas tardio y una degeneracion

mas “suave”, comparado con los modelos rd1 y nmf137 (Chang et al., 2007).

Las mutaciones en los modelos de ratén de rd1 y rd10 mimetizan ciertos rasgos del
fenotipo clinico de la RP autosdmica recesiva encontrada en humanos con mutaciones
en la PDE6B. Sin embargo, los descubrimientos puede que no sean ampliamente

aplicables a la enfermedad en humanos (Buch et al., 2008).

Actualmente, como alternativa al empleo de animales in vivo se han planteado
modelos ex vivo para la RP (Lipinski et al., 2011, Fernandez-Bueno et al., 2012) e in vitro
(Carmody and Cotter, 2000, Kaempf et al., 2008).

6. Esteroides y neuroproteccion

Los esteroides son un grupo de compuestos relacionados estructuralmente y
ampliamente distribuidos en animales y plantas. Ejemplos de esteroides son la vitamina
D, el colesterol, las hormonas sexuales como el estradiol, la progesterona (P4) y la

testosterona entre otras.

Durante la ultima década se han encontrado evidencias significativas en referencia
a las acciones neuroprotectoras que juegan los esteroides tales como la
dehidroepiandrosterona (DHEA); la dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS), los
lazaroides (aminoesteroides), la progesterona (pregn-4-ene-3, 20-diona), la testosterona
y el estradiol (Schumacher et al., 2000, Garcia-Segura et al., 2001, Stein, 2001, Wise et
al., 2001, McEwen, 2002, Gahm et al.,, 2005). Se ha demostrado que los esteroides
pueden prevenir la muerte celular desencadenada por diferentes estimulos incluyendo la
excitotoxicidad y cambios en el ambiente esteroideo que pueden influenciar el destino

neuronal en varios desérdenes neuroldgicos y mentales (Guarneri et al., 2003).

Los estrogenos previenen o retrasan el inicio de la enfermedad del Alzheimer y el
déficit cognitivo (Garcia-Segura et al., 2001, Wise et al., 2001) y la sintesis local de P4
promueve la formacién de mielina durante los procesos regenerativos después de un

dano en los nervios periféricos (Schumacher et al., 2000).

In vitro, los estrégenos protegen a las neuronas contra insultos inducidos por el

glutamato (Sribnick et al., 2004), la privacion de glucosa o el péptido beta amiloide (Yao
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et al.,, 2007). Otros estudios sugieren que los esteroides de tipo estrogénico pueden
suprimir la activacion de la microglia, un efecto que podria ayudar a mediar la
neuroproteccion por estrogenos (Mor et al., 1999), de forma que dicha neuroproteccion
puede suprimir las reacciones inflamatorias (Liu et al., 2010) y disminuir el estrés
oxidativo modulando el GSH y las enzimas con capacidad antioxidante como la SOD y la

catalasa (Sayeed et al., 2007).

Otros estudios han demostrado que el estradiol o 17B-estradiol (estrégeno
predominante en la vida fértil de la mujer) protege contra la muerte celular tras la
privacién de oxigeno y glucosa en cultivos primarios, y que la proteccién por parte de los

estrégenos es dosis-dependiente (Takao et al., 2004, Gerstner et al., 2009).

En los ultimos afos se esta dando importancia a los estrogenos en algunas formas
de degeneracion primaria y secundaria de la retina. Se cree que estos esteroides juegan
un papel, segun la edad y el sexo, en enfermedades oculares y en prevenir el daino en la
retina por isquemia-reperfusion (Sator et al., 1997, Ogueta et al., 1999, Nonaka et al.,
2000, Wickham et al., 2000, Munaut et al., 2001). EIl DHEA, DHEAS, P4 y 17B-estradiol
protegen contra la excitotoxicidad de la retina (Cascio et al, 2000, 2002). La
administracion de P4 via intraperitoneal protege la CNI y las fibras nerviosas en un
modelo de isquemia retiniana en ratas (Lu et al., 2008a). Sin embargo, ni la
administracion de 60 mg/kg ni una dosis diaria de P4 (2,5 mg/dia) protegia los
fotorreceptores de la muerte celular en modelos de dafio por luz en ratas (O'Steen, 1977,
Kaldi and Berta, 2004). Por el contrario, otros estudios han demostrado que la
administracion de norgestrel (progestageno o progestina sintética que tiene efectos
similares a la P4 usada en anticonceptivos hormonales) protege a los fotorreceptores en
modelos de dafio por luz en ratéon o en un modelo de degeneracién retiniana como es el
ratén rd10 (Doonan et al., 2011, Doonan and Cotter, 2012).

Con todo ello, en la presente tesis se plantea el uso de P4 como posible

tratamiento antioxidante y neuroprotector frente a la RP en el modelo de ratén rd10.

6.1. Neuroesteroides y progesterona

Baulieu y colaboradores acunaron el término neuroesteroides para referirse a
aquellos esteroides capaces de ser sintetizados en el SNC y de afectar a la
neurotransmisién (Baulieu et al., 1996), aunque los neuroesteroides también se pueden
sintetizar en el sistema nervioso periférico. Los neuroesteroides incluyen tanto hormonas

esteroideas, las cuales son sintetizadas de novo en las neuronas y las células gliales,
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como a sus metabolitos que actuan en el SNC (Compagnone and Mellon, 2000, Baulieu
et al., 2001).

Existen evidencias que sugieren una estrecha relacion entre la disponibilidad de los
esteroides y la susceptibilidad neuronal, la tasa de ataques de epilepsia, el dafo
traumatico o isquémico, la enfermedad del Alzheimer y también la probabilidad de
envejecimiento cognitivo (Garcia-Segura et al., 2001, Stein, 2001, Wise et al., 2001,
McEwen, 2002, Stein et al., 2008), ademas de su relacion con algunas enfermedades
oculares como la DMAE vy la isquemia en la retina (Ogueta et al., 1999, Nonaka et al.,
2000, Wickham et al., 2000, Munaut et al., 2001).

6.1.1. Sintesis de progesterona

La progesterona se sintetiza durante la fase Iutea del ciclo menstrual en las
mujeres, mientras que durante el embarazo es producida principalmente por la placenta
(Arensburg et al.,, 1999, Tuckey, 2005). Es por ello que es una hormona que es
sintetizada primariamente en el ovario de las mujeres aunque también esta presente en

los hombres en la corteza adrenal y en los testiculos (Singh and Su, 2013).

Los neuroesteroides son hormonas esteroideas que se sintetizan a partir de un
mismo precursor, el colesterol (Rupprecht et al., 1996); también se pueden sintetizar in
situ a partir del metabolismo de los precursores transportados por la sangre (Baulieu,
1997). Uno de estos neuroesteroides, la P4 es una hormona esteroidea de 21 carbonos
(Figura 18), cuya biosintesis comprende un proceso con multiples pasos (Garcia-Segura
and Melcangi, 2006) (Figuras 19 y 20).

Progesterona

Figura 18. Estructura tridimensional de Ia
progesterona. Adaptado de Ncbi web
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pccompound).

En el SNC, el primer paso en la sintesis de todas las hormonas esteroideas es la

sintesis de pregnenolona (PREG) a partir del colesterol, que es transformado en
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diferentes productos esteroideos a través de diversas reacciones enzimaticas (Le
Goascogne et al.,, 1987, Baulieu, 1997, Miller and Auchus, 2011, Li et al., 2014). La
PREG se convertira en P4 mediante dos reacciones catalizadas por la enzima
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) (Cherradi et al., 1995) (Figura 19).

Colesterol

Y

A

Figura 19. Esquema de la sintesis de la progesterona y otros neuroesteroides. Se detalla por
colores: en azul el precursor de la sintesis de los neuroesteroides, el colesterol, en rosa la via de
sintesis de la progesterona y en morado el resto de hormonas esteroideas. Adaptado de Cekic &
Conaway (Cekic et al., 2009, Conaway, 2011).

La retina también es capaz de transformar el colesterol en PREG, progestagenos,
corticosteroides y esteroides sexuales ya que se la considera como una auténtica
estructura esteroidogénica dentro del SNC, en la que la sintesis de esteroides se integra
en sus circuitos con un posible papel en la funcion visual (Guarneri et al., 2003). Se ha
demostrado en diversos trabajos que la retina aparte de recibir el aporte por parte de la
circulacion sanguinea, es capaz de sintetizar colesterol (Fliesler et al., 1993, Fliesler and
Keller, 1995) ya que la retina requiere de la biosintesis endégena del colesterol para su
correcta estructura y funcionamiento. En ratas adultas, se ha demostrado que el
colesterol es usado para la esteroidogénesis. La transformacién del colesterol en PREG
parece ser que sucede en las células ganglionares y las células amacrinas, donde se
localiza el citocromo p450scc de las mitocondrias (Guarneri et al., 1994), que se encarga

de la conversion del colesterol a PREG.

En los nervios periféricos del cerebro, el citocromo p450scc se expresa
principalmente en las células de glia (Baulieu, 1997). Ademas de ser una fuente de P4
las células gliales también son diana de moléculas esteroideas como esta (Feeser and
Loria, 2011), de modo que diversos estudios han demostrado la importancia de las

células de glia como diana para las acciones anti-inflamatorios y neuroprotectoras de la
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P4 (Cekic et al., 2009, De Nicola et al., 2009, Kipp and Beyer, 2009). Sin embargo, en la
retina, las células de Purkinje del cerebelo y las neuronas del hipocampo, el citocromo
p450scc no se expresara principalmente en la glia pues disponen de una sintesis de

PREG neuronal (Compagnone and Mellon, 2000).

6.1.2. Metabolismo de la progesterona

Diversos autores destacan el importante papel de la P4 y sus metabolitos para el
desarrollo normal y reparacion del SNC (McCullough and Hurn, 2003, Gibson et al.,
2008, Stein et al., 2008, Stein and Hurn, 2009, Liu et al., 2010, Stein and Wright, 2010,
Junpeng et al.,, 2011). Se cree que algunos de los efectos de la P4 en el SNC,
incluyendo sus acciones neuroprotectora y psicofarmacolégica, son mediados por sus
metabolitos neuroactivos y en particular por la alopregnanolona (ALLO) (Griffin et al.,
2004, Belelli and Lambert, 2005, Sayeed et al., 2006, Wang et al., 2008).

La progesterona es rapidamente metabolizada en el cerebro a
5a- dihidroprogesterona (DHP) (Figura 20) y mas tarde tras la accion de las enzimas 3a-
hidroxiesteroide oxidorreductasas (3a-HSORs) es reducida a ALLO (Celotti et al., 1992,
Guarneri et al.,, 1998, Mellon and Vaudry, 2001, Stoffel-Wagner, 2001, Belelli and
Lambert, 2005, Rone et al., 2009, Gunn et al., 2011). Sin embargo, las 3a-HSORs
pueden actuar de manera reversible, de forma que la ALLO puede volver a convertirse
en DHP (Belelli and Lambert, 2005). ElI otro metabolito de la P4 es Ia
epialopregnanolona, que tiene funciones inhibidoras del acido gamma aminobutirico A
(GABA; gamma aminobutyric acid) (Backstrom et al., 2005, Belelli and Lambert, 2005).

({CL:S:S p450scc ,CKSﬂI{ El colesterol es convertido a
pregnanolona por el citocromo p450scc.

Pregnanolona Colesterol
La enzima 3B-HSD convertira la

pregnanolona a progesterona. La accion

de la enzima 5a-reductasa dara lugar a la
So-reductasa 5a-dihidroprogesterona.

3p- HSD

Progesterona (P4) 5&d.h.dmm95¢mna{mp} Las actividades enzimaticas 3a-HSORs
se encargan de la transformacion de la
3a-HSOR 3a-HSOR dihidroprogesterona en alopregnanolona

o epialopregnanolona.

La 3(a->B) hidroxiesteroide epimerasa
TP (HSE) cataliza la epimerizacion de
" h

alopregnanolona a epialopregnanolona.
Alopregnandona {(ALLO) Epialopreganolona
3a, ba- tetrahidroprogesterona

Figura 20. Metabolismo de la progesterona. Adaptado de Schumacher (Schumacher et al., 2012).
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Se ha visto que de forma natural la sintesis de ALLO esta aumentada en el SNC
tras un estrés metabdlico (Izumi et al., 2013, Tokuda et al.,, 2013) o comportamental
(Purdy et al., 1991). Es por ello, que podria ser de importancia encontrar un posible
tratamiento dirigido a aumentar la cantidad de estos metabolitos neuroprotectores ante
una situacion de estrés celular patolégica. De este modo, se plantea que la ALLO puede
ser un mediador clave de las respuestas al estrés neuronal y puede servir para restaurar
los mecanismos homeostaticos interrumpidos por estrés agudo (Crawley et al., 1986,
Vallee et al., 2000). Aunque se desconoce de qué forma el estrés agudo promueve la
neuroesteroidogénesis, varias vias de sefalizacion pueden estar implicadas (Do Rego et
al., 2012, Izumi et al., 2013).

Se ha postulado que el efecto de la ALLO se produce por su accion sobre el
ligando para el receptor de GABA, y algunas de sus isoformas (Frye, 2008, Reddy and
Rogawski, 2009). Ademas, se ha sugerido que la ALLO y la P4 pueden actuar a través
de diferentes receptores (Stein, 2011). Sin embargo, existen numerosas evidencias de
que dependiendo de la dosis y tiempo de administracion estos mismos tratamientos con
P4 y ALLO pueden ser capaces de resultar beneficiosos o tener sintomas negativos en
personas que son tratadas con ellos en desérdenes del tipo de la ansiedad y la

depresion (Turkmen et al., 2011).

El descubrimiento de la desregulacion de la ALLO en varios desérdenes
neuroldgicos ha supuesto que dicho metabolito y sus analogos sintéticos hayan sido

considerados por su potencial terapéutico (Brinton, 2013).

6.1.3. Biodisponibilidad y toxicidad de la progesterona

La P4 es una hormona natural que se une a receptores especificos para inducir
efectos progestacionales también especificos. Como resultado de esta union entre la P4
y su receptor, esta sera capaz de interferir con los sitios de unién de otros esteroides.
Por lo tanto, la hormona natural presenta actividad antiestrogénica, antiandrogénica y

también antimineralocorticoide.

En las ultimas décadas, se han estado usando de forma amplia en diversos paises
los progestdgenos o progestinas, compuestos con efectos similares a la P4. Estos
compuestos se han empleado dirigidos a tratar desérdenes menstruales en mujeres pre-
menopausicas, enfermedades benignas de ovarios, Utero y mama, asi como también
han sido empleados como anticonceptivos (Lowy and Weisz, 2005). No obstante, en los
ultimos anos se esta empleando de forma extensa, la combinacién de estrégenos y P4

como terapia de reemplazo hormonal.
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Es de gran importancia conocer la biodisponibilidad y toxicidad de la P4 y sus
derivados sintéticos. La P4 natural puede ser inactivada rapidamente cuando es
administrada por via oral, debido al amplio metabolismo hepatico e intestinal que
presenta la molécula, estimandose su biodisponibilidad por via oral en aproximadamente
un 25% (Orizaba-Chavez et al., 2013). Este es uno de los principales motivos por el que
los derivados sintéticos fueron desarrollados, para mejorar su biodisponibilidad en los
tejidos. No obstante, su biodisponibilidad mejora notablemente si se trata de P4
micronizada en combinacion con un vehiculo lipofilico. Ademas, se sabe que la ingestion
con los alimentos aumenta su absorcion. Benitez y colaboradores establecieron que el
pico de absorcién de P4 micronizada, se encontraba alrededor de las 3 horas para una
dosis de 200 mg. No obstante, hay diferencias en la capacidad de absorcion de todos los
individuos que podrian deberse a un porcentaje variable de absorcion, aclaramiento y
diferente distribucion en el tejido graso (Benitez et al., 2001). Resultados similares fueron
obtenidos por Andreen y colaboradores en su estudio de la farmacocinética de la P4,
estableciendo también una media de 3 horas para su pico de absorcibn maxima
(Andreen et al., 2006).

El mecanismo de accion de la P4 es similar al de todos los esteroides a nivel
celular. Para su transporte por via sanguinea, la P4 se une a una globulina
transportadora y una vez en las células diana se acopla al receptor celular,
desencadenando un estimulo en el mecanismo de cascada de la fosforilacién y
formando un complejo hormona-receptor. Este complejo activa los receptores nucleares
de la adenilciclasa nuclear, produciendo una defosforilacién y translocacién a nivel
nuclear, modificando las proteinas del ADN con activacion de la ARN polimerasa, lo cual
inicia el fendbmeno de transcripcion produciendo la respuesta deseada (Daniel et al.,
2010, Rekawiecki et al., 2011).

La mayor parte de la P4 y sus metabolitos que alcanzan la circulacion general son
excretados por los rifiones. La segunda via mas importante de excrecion es la biliar y las

heces.

La dosis letal 50 (DL50) en rata es de 5.000 mg/kg oral (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafna). Y la dosis terapéutica utilizada en la mujer (tomando como ejemplo capsulas de
100 mg/dia) es 50 veces inferior a la dosis toxica (toxicidad aguda) (1.500 mg) (Orizaba-
Chavez et al., 2013).

En cuanto a su toxicidad, el informe sobre carcindgenos emitido por el
departamento de salud de los Estados Unidos, lo incluye dentro de los compuestos que
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pueden ser carcindgenos (Burwell, 2014). Estudios como el de Fabre y colaboradores en
el ano 2007 estudiaron el riesgo de padecer cancer de mama en mujeres pre-
menopdausicas mayores de 40 anos que tomaron progestagenos de forma oral. Estos
autores observaron una correlacion significativa entre el riesgo de padecer este tipo de
cancer y la duracion del tratamiento con P4 partir de los 4-5 afios (Fabre et al., 2007).
Sin embargo, existen resultados contradictorios respecto del empleo de la P4, pues
algunos autores sugieren que las progestinas tienen tanto efectos inhibitorios como
estimuladores en las células en el cancer de mama (Musgrove et al., 1991). Ademas,
distintos progestagenos pueden tener un riesgo diferente (Pasqualini et al., 1998). A su
vez, los estudios epidemiolégicos han dado lugar a resultados poco consistentes y a esto
se suma el hecho de que la terapia de reemplazo hormonal con P4 y diversos esteroides

ha mejorado la supervivencia en mujeres con cancer de mama (Eden, 2003).

6.1.4. Funciones de la progesterona

Los neuroesteroides actuan en el SNC de forma autocrina/paracrina (Plassart-
Schiess and Baulieu, 2001, Schumacher et al., 2012), pudiendo regular la expresion
génica o afectar a la neurotransmisiéon (Mellon et al., 2001, Plassart-Schiess and Baulieu,
2001). Ademas, poseen otras funciones biolégicas en el SNC como la regulacion de la
neuroproteccion, neuroplasticidad, neurogénesis y neuroinflamacion (Petersen et al.,
2013, Lei et al., 2014).

Parece ser que la P4 actua a multiples niveles para interrumpir o enlentecer
procesos celulares destructivos, disminuyendo la peroxidacion lipidica y el estrés
oxidativo, limitando la liberacién de citoquinas inflamatorias y disminuyendo la apoptosis
celular (Stein et al., 2008, Stein, 2011), etc (Tabla 2). Ademas, se sabe que la P4 tiene
efecto contra la toxicidad del glutamato en neuronas primarias del hipocampo via
activacion de ERK1/2 (Nilsen and Brinton, 2002, 2003).

Principales efectos de la administracion de progesterona

o Neuroproteccion: aumento de la supervivencia y proliferacion celular
o Atenuacion apoptosis: accidon en genes antiapoptéticos como el Bcl-2
o Modulacién receptores GABAA

o Antioxidante: neutralizacion radicales libres mediante diferentes mecanismos

o Antiinflamatorio: supresion de citoquinas proinflamatorias y reduccién de gliosis

Tabla 2. Principales efectos de la administracion de progesterona como terapia

neuroprotectora.
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Se detallan a continuacion los principales efectos de la administracion de P4 citados

previamente en la tabla numero 2:

6.1.4.1. Neuroproteccion

Se han descrito numerosas funciones que tienen que ver con la neuroproteccién y
la P4 en el SNC. Diversos autores sugieren que la P4 promueve la supervivencia celular
y la proliferacion, ademas de tener efectos paliativos y de regresion de la enfermedad en
tejido no neural (Rider and Psychoyos, 1994, Makrigiannakis et al., 2000, Svensson et
al., 2000, Olive and Pritts, 2001, Lange, 2008).

Diversos autores han demostrado los efectos beneficiosos de la P4 en el dafio
cerebral traumatico (TBI, Traumatic brain injury) tanto en roedores como en humanos
(Xiao et al., 2008, Baykara et al., 2013), asi como en estudios de dafio en médula espinal
(Labombarda et al., 2009), modelos experimentales de encefalomielitis autoinmune
(Yates et al., 2010) o en la enfermedad del Alzheimer (Carroll et al., 2010) entre otras

condiciones patologicas.

Sin embargo, existen estudios en los que la terapia con P4 exdgena se plantea
como inefectiva en términos de neuroproteccion, como por ejemplo, casos en que la
administracion cronica de P4 ha exacerbado el dafio del cuerpo estriado por derrame
cerebral (Murphy et al., 2000).

6.1.4.2. Disminucion de apoptosis

Se sabe que la P4 induce la expresién de genes antiapoptéticos como el Bcl-2 (Yin
et al., 2007) y reduce la apoptosis neuronal (He et al., 2004, Shahrokhi et al., 2010). El
NF-kB se ha relacionado con el inicio de la inflamacion neuronal, la necrosis y la
apoptosis después de un TBI (Stein, 2008, Stein et al., 2008). La P4 reduce tanto la
concentracion nuclear del NF-kB como su expresion. Se ha demostrado que después del
tratamiento con P4, el ARN mitocondrial y las proteinas para los factores de regulacion
inflamatoria del NF-kB como Ila IL-1B, C3, INOS vy ciclooxigenasa-2 estan
significativamente reducidos (Djebaili et al., 2004, He et al., 2004, Djebaili et al., 2005,
Pettus et al., 2005, Cutler et al., 2006, Stein et al., 2008).

Diversos estudios han demostrado que la P4 protege frente a la apoptosis por

union a diferentes tipos de receptores (Friberg et al., 2009, Peluso et al., 2009).

71



Introduccién

6.1.4.3. Modulacion de los receptores GABA,

Actualmente se estan llevando a cabo numerosos estudios en los que la ALLO, el
mayor metabolito de la P4, podria ser el causante de algunos de los efectos

neuroprotectores de la P4 (Ciriza et al., 2004).

Uno de los mecanismos que se han estudiado es el efecto que la ALLO puede
ejercer a través de su interaccion con los receptores GABA, (Deutsch et al., 1992). Se ha
confirmado que la isquemia puede causar en la reperfusion una desregulacién de los

receptores GABA, que es prevenida por la ALLO (Kelley et al., 2008).

En conjunto, los diferentes estudios confirman que la P4 es protectora y tal

proteccién puede ser promovida por multiples mecanismos (Singh and Su, 2013).

6.1.4.4. Antioxidante

A pesar de que la P4 no tiene una estructura quimica caracteristica de molécula
antioxidante, reduce el dano inducido por radicales libres (Roof et al., 1996, Roof et al.,
1997, Pajovic et al., 1999, Roof and Hall, 2000). A su vez, existen estudios que han
demostrado que la P4 aumenta la expresiéon de enzimas antioxidantes como la SOD
(Pajovic et al., 1996).

Ademas, se ha podido observar que la administracion de P4 tiene efectos
beneficiosos, al reducir de una forma dosis-dependiente, una de las alteraciones
celulares derivadas del dano oxidativo, como es la peroxidacién lipidica, en diferentes
sistemas in vitro que generan radicales libres (Sugino et al., 1996, Vedder et al., 1999) e
in vivo (Roof et al., 1997, Ozacmak and Sayan, 2009). Todos estos estudios sugieren
que la P4 reduce la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo, probablemente a través de
la disminucién de la generacion de radicales libres e intensificando los sistemas

endoégenos de neutralizacion de estos radicales (Stein et al., 2008).

6.1.4.5. Antiinflamatorio

Existen numerosos estudios que demuestran el papel antiinflamatorio de la P4
(Pan et al., 2007, Chen et al., 2008a, Stein et al., 2008, Anderson et al., 2011, Sarkaki et
al., 2013). En particular, se ha observado que la P4 suprime la expresion de varias
citoquinas pro-inflamatorias tras una isquemia cerebral, entre otras patologias y minimiza
el aumento inducido por la isquemia de la IL-1B y TGF-B (Gibson et al., 2005) y TNF-a
(Aggarwal et al., 2008). Ademas, la P4 puede disminuir la expresion de la 6xido nitrico

sintetasa inducible (iNOS; inducible nitric oxide synthase) in vivo (Coughlan et al., 2005,
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Gibson et al., 2005) y también in vitro (Coughlan et al., 2005, Muller and Kerschbaum,
2006). A su vez, existen estudios que han demostrado una disminucién de la gliosis
gracias a la accion de la P4 (Djebaili et al., 2004, He et al., 2004, Djebaili et al., 2005).

Se ha demostrado que la P4 puede reducir la inflamacion en tejidos distintos al
SNC. La P4 puede reducir la inflamacién en corazoén, higado, bazo e intestino (Chen et
al., 2007, Chen et al., 2008b, Jiang et al., 2009), mostrando el mismo efecto protector y
antiinflamatorio en enfermedades inmunes como la encefalomielitis autoinmune (Garay
et al., 2007).

6.2. La progesterona en la retina

Al igual que sucede con el cerebro, la retina es una diana de accion de esteroides

pero también de su sintesis (Guarneri et al., 1994).

Estudios recientes han demostrado la existencia de receptores de hormonas y
enzimas esteroideas para la formacién de esteroides ex novo o neuroesteroides.
Ademas, se ha probado la implicacion de estos neuroesteroides en la fisiologia y

patologia de la funcidn visual (Guarneri et al., 2003, Cascio et al., 2007).

Las evidencias confirman que hay neuroesteroidogénesis en la retina,
particularmente la produccion de novo de pregnenolona (Guarneri et al.,, 1994). En la
retina y en la coroides se ha identificado el ARNm del receptor nuclear de la P4
(Wickham et al., 2000) mientras que el componente 1 del receptor de P4 asociado a
membrana se ha identificado en los fotorreceptores y en las células de Muller (Swiatek-
De Lange et al., 2007).

Existe controversia sobre los efectos beneficiosos de la P4 en las enfermedades
retinianas. Algunos estudios en la retina no han conseguido demostrar los efectos
beneficiosos de la P4, por ejemplo en un modelo de dafio en células ganglionares de
retina (Nakazawa et al., 2006), asi como en otros estudios que intentaban demostrar sus
efectos protectores contra el estrés inducido por luz (O'Steen, 1977, Kaldi and Berta,
2004). Por el contrario, Lu y colaboradores encontraron el efecto beneficioso de la P4 en

un modelo de presidn intraocular en ratas (Lu et al., 2008a).

Por otra parte, el Ca** es un segundo mensajero esencial que media multiples
respuestas celulares a varios estimulos celulares en las neuronas, incluyendo la
proliferacion celular, neurotransmision y muerte celular (Berridge et al., 2000, Berridge et

al., 2003). Un estrecho control de la sefializacién del Ca®*, tanto espacial como temporal,
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posibilita a las neuronas llevar a cabo dichas tareas de una forma apropiada. La P4 esta
implicada en multiples procesos en las neuronas, incluyendo la neuroproteccion (Roof et
al., 1994, Asbury et al., 1998, Nilsen and Brinton, 2002, Nilsen and Diaz Brinton, 2003,
Kaur et al., 2007) y hay una creciente evidencia de que en modelos de células no
neurales la P4 esta implicada en la sefializacion intracelular de Ca®* (Wasserman et al.,
1980, Kirkman-Brown et al., 2000).

Por lo que a los modelos de degeneracién retiniana se refiere, la literatura apoya
fuertemente una aproximacion terapéutica con antioxidantes en modelos rd (Komeima et
al., 2007, Usui et al., 2009a, Miranda et al., 2010). Sin embargo, poco se sabe sobre los
efectos de las hormonas esteroideas en la progresién de las enfermedades de la retina y

sobre su posible papel antioxidante en la misma.

No obstante, los resultados estan siendo bastante prometedores, pues estudios
recientes en modelos de raton de degeneracion retiniana como es el ratén rd10, han
demostrado que la apoptosis y la muerte celular se retrasan y las vias endégenas de
supervivencia se activan en respuesta al norgestrel (progestina empleada en
anticonceptivos hormonales) (Doonan et al.,, 2011). Asimismo, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado recientemente en el ratdon rd1 la proteccion ejercida por la
P4 a través de diversos mecanismos, entre ellos el de defensa antioxidante (Sanchez-
Vallejo et al., 2015).

6.3. Situacion actual de tratamientos neuroprotectores con progesterona

La progesterona reune los requisitos inicialmente propuestos por la mesa redonda
académica de la industria para la terapia del ictus (STAIR; stroke therapy academic
industry roundtable), para estudios preclinicos en TBI y en el derrame cerebral y también
cumple varios criterios para el tratamiento del dafio en médula espinal, dafio en nervios
periféricos, enfermedad motoneuronal, enfermedad desmielinizante y ataques epilépticos
(Deutsch et al., 2013).

Se ha estudiado el efecto de la P4 en ensayos clinicos en humanos y se ha
demostrado su seguridad y eficacia en estos ensayos (Feeser and Loria, 2011). Sin
embargo, debido a la escasez de estudios de investigacién basica oftalmolégica con
tratamientos con P4, ninguno de estos ensayos se ha llevado a cabo para hacer frente a
las degeneraciones en la retina. Los resultados han sido satisfactorios en estudios de
fase Il para el uso de la P4 en TBI de moderado a severo (PROTECT II; Progesterone for
Traumatic Brain Injury, Experimental Clinical Trial IlI) (Wright et al., 2007, Xiao et al.,

2008, Stein, 2011, Aminmansour et al., 2012).
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Ademas, también se han realizado ensayos clinicos en fase lll, el PROTECT Il en
EE.UU. (NCT00822900), empleando P4 para tratar el TBI, cuyas conclusiones han sido
la obtencion de resultados de poca utilidad debido a las limitaciones del estudio (pocos
participantes y problemas técnicos). Asi como también estudios a nivel de la empresa
privada como es el SYNAPSE (Study of the Neuroprotective Activity of Progesterone in
Severe Traumatic Brain Injuries) (NCT01143064) (Stein, 2013), con resultados que no
han sido publicados. También se esta usando la P4 en ensayos clinicos de fase I/ll con

nifos con dano cerebral (Stein, 2011).

La razén principal para el uso de P4 como potencial tratamiento para el derrame
cerebral son la seguridad y las evidencias de su eficacia en ensayos con animales y
humanos (Stein, 2011). Si los resultados de los ensayos clinicos que se estan llevando a
cabo son satisfactorios, la P4 sera el primer tratamiento de éxito para el TBI de
moderado a severo, de manera que también abrira la puerta a estudios en el uso de la

P4 en otras enfermedades neuroldgicas (Deutsch et al., 2013).
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Hipdtesis

Las hipétesis que se proponen en este trabajo son las siguientes:

Hipotesis 1.

El uso de la progesterona, aplicado como tratamiento preventivo frente a la
degeneracion retiniana en ratones rd10, es capaz de aumentar la capacidad de
supervivencia celular en el momento de la degeneracion, pudiendo enlentecer los

efectos derivados de esta.

Hipotesis 2.

La administracién de progesterona en el modelo de ratén rd10 modula diversos
efectos caracteristicos de la degeneracién, como son la apoptosis, peroxidacion

lipidica, alteracién del equilibrio GSH/GSSG vy gliosis reactiva.
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Objetivos

Por todo ello, en el presente trabajo se plantean cuatro objetivos:

1. Caracterizar la progresién de la degeneracion retiniana en el modelo de raton

rd10, a nivel histologico y de muerte celular.

2. Determinar in vivo la dosis mas efectiva de progesterona como posible
tratamiento frente a la degeneracion histolégica y muerte celular en la retina de

ratones rd10.

3. Analizar in vivo el posible efecto neuroprotector de la progesterona en la retina
de ratones rd10 tras la administracion oral de la dosis mas efectiva de progesterona a
diferentes dias post natales para estudiar el posible mecanismo de accién por el que la

progesterona tiene un efecto neuroprotector.

4. Evaluar el efecto in vitro y ex vivo de la progesterona en situacion de estrés

oxidativo inducido en células ARPE-19 y en tejido celular respectivamente.
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Material y métodos

1. Tratamiento y manejo de los animales de experimentacion

Para los estudios in vivo se emplearon ratones rd10 y C57BL/6J empleados

como controles de los anteriores, ambos donacién de la Universidad de Alicante.

1.1. Condiciones de estabulacion

La estabulacion se realizo en las instalaciones de la unidad de investigacion del

departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad CEU-Cardenal Herrera.

Los animales se mantuvieron en jaulas en condiciones controladas de
temperatura (20 °C) y humedad (60%), bajo ciclos constantes de luz-oscuridad de 12
horas, de 08:00 a 20:00 horas en luz y de 20:00 a 08:00 horas en oscuridad. Durante
su estabulacion, los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta estandar para
pequenos animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan Ibérica S.L.

(Barcelona, Espana).

1.2. Manejo de los animales

La manipulacién y cuidado de los animales fue aprobada por el comité ético de
la Universidad CEU-Cardenal Herrera (referencia 11/013) y de acuerdo con la
“Declaracion para el uso de los animales en investigacion oftalmolégica y de la visién”,
elaborado por la asociacién para la investigacion en oftalmologia y la visiéon (ARVO;

Association for research in vision and ophthalmology).

Se tuvo la precaucién de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los
mismos. El niumero de animales se redujo al minimo necesario para garantizar la
fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los animales, se llevé a cabo
mediante la técnica mas incruenta, rapida e indolora y que, por otra parte no influyera

en las variables consideradas en cada experimento.

El dia del nacimiento fue considerado como dia post-natal 0 (PNO). Las crias
fueron sacrificadas por decapitacion para los ensayos en que las crias tenian menos
de 15 dias o fueron decapitadas tras exponerlas a una camara de CO,_a partir del dia
PN15.
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2. Diseno experimental

2.1. Caracterizacion histolégica y muerte celular en un modelo de ratéon
rd10

De forma general, estudios previos han detectado que la degeneracion de los
fotorreceptores en la retina de los ratones rd10 se produce de forma drastica entre los

dias PN20 a PN25, cuando tiene lugar el pico de muerte celular (Gargini et al., 2007).

Con la finalidad de caracterizar la degeneracion histolégica de la retina y la
muerte de los fotorreceptores que tienen lugar en nuestro modelo de raton rd10, se
realizdé la caracterizacién de la degeneracion mediante la tincion de hematoxilina-
eosina (HE) y la técnica de marcaje con la enzima desoxinucleotidil transferasa
terminal con biotina-dUTP (TUNEL; terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP
Nick End Labeling).

Para ello se recogieron muestras de ojos de ratén de las cepas C57BL/6J y rd10
a los dias PN5, PN13 y PN21, con una n de al menos 3 y se realizaron las técnicas

citadas con anterioridad.

2.2. Tratamiento con progesterona

El dia del nacimiento fue considerado el dia PNO. De este modo, se eligi¢ el dia
PN15 como el dia de inicio para el tratamiento con progesterona (P4) a diferentes
dosis, esta se administré en dias alternos Unicamente a los ratones del modelo rd10,
siendo el dia PN21 el dltimo dia del tratamiento, y procediéndose al sacrificio de los
ratones 5 horas después de la ultima administracion de P4 (Figura 21). Las diferentes
dosis de P4 que se administraron a los ratones rd10 fueron las siguientes: 50 mg/kg
(n=7), 100 mg/kg (n=6), 150 mg/kg (n=7) y 200 mg/kg (n=6) (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa), diluida en aceite de oliva y se compararon los resultados obtenidos del
estudio histolégico con HE, con los valores del mismo estudio para ratones rd10 sin
tratar (n=7). De este modo, se determiné la dosis mas efectiva de P4 con la que

proseguir el proyecto.

88



Material y métodos

PN O PN15 PN17 PN19 PN21

—)I Tratamiento con progesterona
—)l Ultima dosis del tratamiento con progesterona
—> Sacrificio de los animales

Figura 21. Disefio experimental para el tratamiento con progesterona de
los ratones rd10 y C57. Se indican con flechas los dias a los que se da el
tratamiento a los ratones, la ultima dosis de progesterona y el dia de

sacrificio de los animales.

Una vez determinada la dosis mas efectiva (150 mg/kg) se establecieron los

siguientes grupos experimentales:

- Grupo 1; C57: los ratones C57BL/6J fueron tratados en dias alternos con un
vehiculo de aceite de oliva oral. El primer dia del tratamiento fue el dia PN15 y los
ratones fueron sacrificados el dia PN21. Los animales se distribuyeron de la siguiente
manera: para el estudio histolégico y de muerte celular (TUNEL) se utilizé una n=6.
Para el estudio de inmunofluorescencia se usé una n=4 y se empleé una n de al
menos 4 para los estudios de western blot (WB) a dia PN21. Ademas, se utilizé una
n=3 en el estudio de la proteina INOS por WB que se realizé también a PN13 y PN18,
aparte del correspondiente estudio a PN21. A su vez, se recogieron muestras para
realizar la inmunofluorescencia de GFAP también a dia PN23 (n=4), dos dias tras el fin
del tratamiento con P4, para el estudio de la evolucion del marcaje de GFAP.
Finalmente, para el estudio bioquimico por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC; High pressure liquid Chromatography) se utilizé una n=5 para la determinacion
del glutation (GSH), disulfuro de glutation (GSSG) y glutamato y para la determinacion

del malondialdehido (MDA) se empled una n=6.

- Grupo 2; C57 tratado: se administré oralmente una dosis de P4 de 150 mg/kg
diluida en aceite de oliva, a ratones C57BL/6J. El tratamiento se dio en dias alternos,
el primer dia del tratamiento fue el dia PN15 y los ratones fueron sacrificados el dia
PN21. Los animales se distribuyeron de la siguiente manera: para el estudio

histolégico y de muerte celular (TUNEL) se utilizd una n=6. Para el estudio de
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inmunofluorescencia se us6 una n=4 y para los estudios de WB se empleé una n de al
menos 4. Ademas, se recogieron muestras para realizar la inmunofluorescencia de
GFAP a dia PN23 (n=4), dos dias tras el fin del tratamiento con P4, para el estudio de
la evolucion del marcaje de GFAP. Finalmente, para el estudio bioquimico por HPLC
se utilizé una n de al menos 6 para la determinacién del GSH, GSSG y glutamato y se

empled una n=6 para la determinacion del MDA.

- Grupo 3; rd10: los ratones rd10 fueron tratados en dias alternos con un
vehiculo de aceite de oliva oral. El primer dia del tratamiento fue el dia PN15 y los
ratones fueron sacrificados el dia PN21. Los animales se distribuyeron de la siguiente
manera: para el estudio histolégico y de muerte celular (TUNEL) se utilizé una n=7.
Para el estudio de inmunofluorescencia se usé una n=4 y se utilizé6 una n de al menos
4 para los estudios de WB a PN21. Ademas, se utilizé una n=3 en el estudio de la
proteina iINOS por WB a PN13 y PN18, a parte del correspondiente estudio a dia
PN21. A su vez, se recogieron muestras para realizar la inmunofluorescencia de GFAP
a dia PN23 (n=4), dos dias tras el fin del tratamiento con P4, para el estudio de la
evolucion del marcaje GFAP. Finalmente, para el estudio bioquimico por HPLC se

empled una n de al menos 6 para el GSH, GSSG y glutamato y una n=7 para el MDA.

- Grupo 4; rd10 tratado: se administré6 de forma oral una dosis de P4 de 150
mg/kg diluida en aceite de oliva a ratones rd10. El tratamiento se dio en dias alternos,
el primer dia del tratamiento fue el dia PN15 y los ratones fueron sacrificados el dia
PN21. Para el estudio histolégico se utilizd6 una n=7 y para el de muerte celular
(TUNEL) se us6 una n=5. Para el estudio de inmunofluorescencia se emple6é una n=4
y para los estudios de WB se empled una n de al menos 4. Ademas, se recogieron
muestras para realizar la inmunofluorescencia de GFAP a dia PN23 (n=4), dos dias
tras el fin del tratamiento con P4, para el estudio de la evolucion del marcaje GFAP.
Por ultimo, para el estudio bioquimico por HPLC se us6 una n=6 para la determinacion

del GSH, GSSG y glutamato y una n=7 para la determinacién del MDA.
3. Obtencion y procesado de muestras

Las muestras se obtuvieron y se procesaron en funcion del tipo de determinacion

que se fuera a realizar.
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3.1. Estudio in vivo
3.1.1. Estudio histolégico y de inmunofluorescencia

Los globos oculares fueron fijados, crioprotegidos y crioseccionados. Para ello,
se realizé la extraccion de los globos oculares a dia PN21 y se fijaron por inmersion en
4% de paraformaldehido durante 2 horas, después se realizaron 3 lavados con tampoén
fosfato salino a 0,1 M pH 7,2 (PBS; phosphate buffer saline) durante 10 minutos cada
lavado y finalmente se crioprotegieron usando PBS-sacarosa en concentraciones

crecientes de sacarosa (10-20-30%) a 4 °C.

Se realizaron secciones de 8 um en un criostato Leica CM 1850 UV Ag protect,
(Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, Espana), sobre portas Menzel-Glaser
superfrost ®plus (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Alemania) y se almacenaron

a -20 °C hasta su utilizacion.

3.1.2. Analisis bioquimico

3.1.2.1. Cuantificacion por cromatografia liquida de alta eficacia de
glutamato, glutation, disulfuro de glutation y determinacién del malondialdehido

Para el estudio de los parametros bioquimicos, tras el sacrificio, los ojos fueron
rapidamente enucleados y las dos retinas de cada animal fueron diseccionadas y
homogenizadas a 13.000 rpm durante 1 minuto con un ultraturrax T25 (Labortech,
Staufen, Alemania) en tampén fosfato 0,1 M a pH 7,2 (PB; phosphate buffer). A
continuacion, el homogenado fue centrifugado a 6.000 rpm durante 2 minutos a 4 °C.
Inmediatamente después, 180 pl del sobrenadante fueron acidificados con 20 ul de
acido perclérico al 20% (Panreac, Barcelona, Espana). El resto de sobrenadante se
empled para la determinacién de proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951)
y para la determinacion del MDA. Todo el homogenado se almacend a -20 °C hasta su

uso.

3.1.2.2. Andlisis de proteinas mediante la técnica de Western Blot

Tras el sacrificio, los ojos fueron rapidamente enucleados y las dos retinas de
cada animal fueron diseccionadas y homogenizadas con 50 pL de tampén de ensayos
para radio-inmunoprecipitacion (RIPA; Radio-Immunoprecipitation Assay) que
contenia: 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) + 1% Nonidet P40 substitute
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) + 0,1% Dodecilsulfato sddico (SDS) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa) + 50 mM de Tris (hidroximetil) aminometano (Sigma-Aldrich, Madrid,

Espana) y 0,5% desoxicolato de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Ademas, al
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tampon RIPA dicho se le afadié un coctel con 1 mM Ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich,
Madrid, Espafa) e inhibidores de proteasas al 1X (Complete Mini, Roche, Mannheim,
Alemania) y de fosfatasas (10 mM NaF (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa), 1 mM
NasVO, (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia).

La homogenizacion se realiz6 mecanicamente con un pistilo para tubos cénicos
de 1,5 ml. Se homogenizaron las muestras durante 2 minutos cada una y se
mantuvieron en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 13.000
rpm durante 10 minutos a 4 °C. A continuacion, se separd el sobrenadante para la

determinacion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976).

3.2. Estudio ex vivo
3.2.1. Induccién de la peroxidacion lipidica en homogenado de tejido de ratén

Para este ensayo se emplearon ratones C57BL/6J (n=5), tras su sacrificio se
extrajo el higado en frio para realizar posteriormente su homogenado. Para los
homogenados se afiadieron 10 ml de PB 0,1 M a un recipiente estéril (Falcén) de 50
ml que contenia previamente los dos higados. El homogenado se realizd con un
ultraturrax T25 a 13.000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se centrifugd el
homogenado a 6.000 rpm durante 5 minutos y del sobrenadante se determiné la
cantidad de proteinas por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). A continuacion, el

sobrenadante restante se congelé alicuotado a -20 °C hasta su utilizacion.

3.3. Estudio in vitro
3.3.1. Determinacion de la viabilidad celular de un cultivo de células ARPE-19

Tras realizar la puesta a punto del cultivo de células ARPE-19 las células
recibieron distintos tratamientos con sulforafano (10uM) y progesterona (1 y 10 uM),
para posteriormente inducirles estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (H.0,) a
diferentes concentraciones (0 pyM, 500 uM y 750 uM), se les aplicdé a. Las muestras
finalmente fueron procesadas para realizar la determinacion de viabilidad celular

mediante la técnica del 3-(4,5-dimetil-tiazolil)-2,5-tetrazolio (MTT).
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4. Procedimientos y técnicas

4.1. Estudio in vivo
4.1.1. Estudio histolégico: tincion de hematoxilina-eosina

- Fundamento del método:

La tincion de hematoxilina y eosina (HE) es la técnica de coloracion mas
empleada en histologia, es una tincion topografica que sirve para el estudio de la
estructura general de los tejidos. Se basa en la diferente afinidad que presentan los
dos colorantes por las estructuras celulares acidas o basicas. El colorante basico, la
hematoxilina, colorea de azul purpureo las estructuras acidas como la cromatina
(material nuclear de la célula). La eosina, por el contrario al ser acida tife estructuras
basicas, estas estructuras aparecen de una tonalidad rosacea, la mayoria de las
proteinas citoplasmaticas son basicas y por ello el citoplasma aparece con dicha

coloracion.

- Soluciones y reactivos empleados:

- Hematoxilina de Harris (Quimica Clinica Aplicada, Tarragona, Espana).

- Eosina (Quimica Clinica Aplicada, Tarragona, Espafia).

- Etanol absoluto cosmético (Guinama, La Pobla de Vallbona, Espafia).

- Xileno (WWR International, Fontenay sous Bois, Francia).

- Diamount (medio de montaje libre de xileno) (Diapath, Martinengo, Italia).

-Procedimiento experimental:

Primero se atemperan los cortes de retina durante 15 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, se cubren los cortes con unas gotas de hematoxilina
durante 3 minutos. Posteriormente, se aclaran con agua corriente del grifo durante 5
minutos y se cubren los cortes con eosina durante 1 minuto. Después se aclaran con
agua corriente del grifo durante 5 minutos y seguidamente, se procede a la
deshidratacién de los cortes por sucesivos bafos en etanol de concentraciones
crecientes: 70% (1 minuto), 96% (2 minutos), 100% (dos lavados de 1 minuto). A
posteriori, se sumergen los cortes en xileno, un bafio de 5 minutos y otro de 2 minutos.

Finalmente, se montan las muestras con medio de montaje Diamount.
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-Contaje celular al microscopio:

Para analizar el espesor de la retina se tomaron imagenes con la camara Nikon
DS-Fi1 unida a un microscopio Leica DM 2000, con el programa Leica application

Suite version 2.7.0 R1 (Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, Espafa).

Para el estudio de la pérdida de los fotorreceptores, a lo largo del tiempo y entre
diferentes tratamientos de P4, se requiere de la observacion y contaje del nimero de
filas de fotorreceptores en cada una de las zonas de la retina en al menos tres cortes
de ojo por animal (Figura 22 A). Por ello, debido a que la desaparicion de los
fotorreceptores tiene lugar de manera distinta en funcion de la zona de la retina, para
los contajes esta se dividio en 6 secciones (Figura 22 B): 2 secciones centrales
(I a y b) correspondientes a las zonas anejas al nervio 6ptico, 2 periferias centrales
(Il ay b) y 2 periferias lejanas (lll a y b). El contaje se realiz6 manualmente a un
aumento de 20 X. Las imagenes se procesaron con el programa informatico Adobe
Photoshop CS5.
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Figura 22. Tincibn de retinas con hematoxilina-eosina.
(A) Disposiciéon de las retinas en cada porta donde se realizara el
contaje. (B) Representacion de las zonas a contar para el estudio
del numero de filas de fotorreceptores secciones | a y b: zona

centro; Il a'y b: periferia central; lll a'y b: periferia lejana.

Se realizaron contajes en 3 retinas por animal/porta (Figura 22 A),
concretamente se conté el numero de filas de fotorreceptores en la capa nuclear

externa (CNE) de cada una de las 6 zonas citadas anteriormente (Figura 22 B). Los
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datos de los contajes representan las medias y el error estandar de la media para cada

grupo.
4.1.2. Deteccion mediante la técnica de marcaje con la técnica TUNEL

- Fundamento del método:

Durante el proceso de apoptosis, sucede en la célula una fragmentacion del
ADN de doble hebra por parte de una endonucleasa interna. Como derivados de esta
fragmentacion aparecen fragmentos de ADN de bajo peso molecular (mono y
oligonucleosomas) asi como también roturas en la cadena sencilla de ADN que da
lugar a fragmentos de ADN de alto peso molecular. Estas ultimas, se pueden detectar
gracias a la existencia del extremo 3’-OH terminal que queda libre y se puede marcar
con nucledtidos modificados, todo ello sucede gracias a la enzima transferasa
desoxinucleotidil terminal, dicha enzima cataliza la polimerizacién de los nucleétidos

marcados con fluoresceina que se unen a los extremos 3’-OH libres.

Aunque en un primer momento se creia que la técnica de TUNEL detectaba
solo apoptosis (Gavrieli et al., 1992), posteriormente se ha demostrado que también

marca diversos tipos de muerte celular como la necrosis (Grasl-Kraupp et al., 1995).

- Soluciones v reactivos empleados:

-PBS 0,01 M pH 7,2.
- Solucion de bloqueo: NGS diluido al 20% en PBS con BSA al 1%.

- Kit de deteccion de muerte celular in situ con fluoresceina (Roche, Mannheim,
Alemania).

- Vectashield con DAPI.

- Procedimiento experimental:

Primero se atemperan los cortes a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Tras esto, se rehidratan 3 veces durante 5 minutos por lavado, con PBS 0,01 M pH
7,2. El bloqueo de uniones inespecificas se realiza con la solucion de bloqueo durante
1 hora. A continuacién, se lavan los cortes 3 veces con PBS 0,01 M pH 7,2 durante
5 minutos por lavado, y posteriormente, se incuban con la solucién TUNEL durante
1 hora a 37 °C (en estufa) y en oscuridad. Finalmente, tras 3 lavados de 5 minutos con
PBS 0,01 M pH 7,2 se montan los cortes con medio de montaje Vectashield con DAPI
para su visualizacion en el microscopio de fluorescencia.

95



Material y métodos

- Contaje celular al microscopio:

Para analizar el marcaje de células TUNEL positivas en los cortes de retina, se
tomaron imagenes con la camara Nikon DS-Fi1 unida a un microscopio Leica DM
2000, con el programa Leica application Suite version 2.7.0 R1 (Leica Microsistemas

S.L.U., Barcelona, Espana).

Las células TUNEL positivas se contaron manualmente en la CNE de las zonas
de la retina ya descritas anteriormente; zonas centrales de la retina, periferias
centrales y periferias lejanas. Se contaron las células TUNEL positivas de 3 retinas por
cada animal de cada grupo. Los contajes se realizaron a aumentos de 20 X y el

numero de células se refirié al area de la CNE en que se habia realizado el contaje.

4.1.3. Detecciones por inmunofluorescencia

- Fundamento del método:

Esta técnica se basa en la deteccion de proteinas o péptidos, gracias a la
especificidad del reconocimiento antigeno-anticuerpo. Tras el bloqueo de las posibles
uniones inespecificas en el tejido, se emplea un anticuerpo primario que se une a la
diana proteica de interés, posteriormente se afade el anticuerpo secundario que
reconocera especificamente al anticuerpo primario. A su vez, el anticuerpo secundario
lleva unido un fluoréforo que emite fluorescencia a una longitud de onda especifica y

que sera detectada por el microscopio de fluorescencia.

- Soluciones v reactivos empleados:

- Tampén fosfato salino PBS 0,01 M pH 7,2.

- PBS con seroalbumina bovina al 1% (BSA; bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) y con Triton™ X-100 al 0,3% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

- Solucién de bloqueo: suero de cabra diluido al 5% (NGS; normal goat serum)
(Laboratorios Vector, Burlingame, EE.UU.) en PBS-BSA 1%-Tritén 0,3%.

- Vectashield con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 4'6-diamidino-2-phenylindole)
(Laboratorios Vector, Burlingame, EE.UU).

- Procedimiento experimental:

Primero, se atemperan los cortes a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Tras esto, se rehidratan 3 veces durante 10 minutos por lavado, con PBS-BSA 1%-

Tritén 0,3%. El bloqueo de uniones inespecificas se realiza con la solucién de bloqueo
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durante 1 hora y se procede a la incubacién con el anticuerpo primario (Tabla 3),

diluido en solucion de bloqueo, la incubacion tiene lugar durante toda la noche a 4 °C.

Anticuerpo Nombre Descripciéon Dilucién Casa comercial Referencia

GFAP Prqte! na ac_:lda Pollclongl e 1:500 Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca 70334
fibrilar glial conejo
PRIMARIO Oxido nitri Policlonal d
nNOS/NOs || 2xidonitrico | Follclonalde - 4544 | ganta cruz biotechnology, Dallas, EE.UU.|  sc-8309
sintasa neuronal conejo
Cabra anti- . . .
SECUNDARIO Alexa Fluor conejo IgG Policlonal de 1:200 Inv.ltrogen,L.lfe ) A11008
®488 (H+L) cabra technologies,Madrid,Espafia

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados para técnicas de inmunofluorescencia. Se detallan su
nombre comercial completo, la dilucion a la que se ha usado, la descripcion de la especie

donde se ha producido, la casa comercial y su referencia en el catalogo.

Al dia siguiente, se lavan los cortes 3 veces con PBS 0,01 M pH 7,2 durante 10
minutos por cada lavado, posteriormente, se incuba con el anticuerpo secundario
diluido en PBS 0,01 M pH 7,2 durante 1 hora en oscuridad (Tabla 3). Finalmente, tras
3 lavados de 10 minutos con PBS 0,01 M pH 7,2 se montan los cortes con medio de
montaje Vectashield con DAPI para su visualizacion en el microscopio de

fluorescencia.

- Contaje celular al microscopio:

Para analizar el marcaje de los anticuerpos en los cortes de retina, se tomaron
imagenes con la cdmara Nikon DS-Fi1 unida a un microscopio Leica DM 2000, con el
programa Leica application Suite version 2.7.0 R1 (Leica Microsistemas S.L.U.,

Barcelona, Espana).

Se tomaron imagenes representativas de las secciones centrales de la retina, de
las periferias centrales asi como de las periferias lejanas, todo ello a un aumento de
20X. Posteriormente, para el analisis de la proteina acidica glial fibrilar (GFAP; glial
fibrillary acidic protein) se midi6é en toda la retina el porcentaje de area ocupada por el
marcaje correspondiente al anticuerpo. En el caso de NOS | o la enzima 6xido nitrico
sintetasa neuronal (nNOS; nitric oxide synthase) se contaron el nimero de células
nNOS positivas por area seleccionada. Para ello, se realizaron mediciones en 3 retinas
por porta, en cada una de las 6 zonas de la retina citadas anteriormente para el resto
de contajes. Dichas medidas se realizaron con el programa de procesamiento de

imagenes Image J 1.45s.
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4.1.4. Analisis bioquimico
4.1.4.1. Determinacion de proteinas por el método de Lowry

- Fundamento del método:

La determinacion se realizd segun el procedimiento descrito por Lowry et al.
(Lowry et al.,, 1951) con las modificaciones utilizadas de forma habitual en nuestro

laboratorio (Peterson, 1977).

El método consiste en la realizacion de una curva patron de concentraciones
crecientes de BSA. Tras la adicidon de las soluciones de trabajo y del reactivo de Folin,
se mide la absorbancia (A) de cada uno de los tubos de ensayo en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 696 nm. La Agy es directamente
proporcional a la concentracion de proteinas, de modo que con los valores de
absorbancia obtenidos para los distintos estandares se obtiene la recta patrén y por
interpolaciéon se cuantifican las concentraciones de proteinas de las muestras que

estan siendo analizadas.

- Soluciones y reactivos empleados:

- Solucién 1: Na,COs3 al 4% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) + NaOH (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) al 0,8%, en 1 litro de agua bidestilada.

- Solucién 2a: CuSO, a 1,25 mM (Guinama, Valencia, Espafa), en 1 litro de agua
bidestilada.

- Solucién 2b: C4H,KNaOg a 1,42 mM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana), en 1 litro de
agua bidestilada.

- Solucién 3: Reactivo de Folin (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) diluido a 1N.
- Solucidn 4: Estandar de 1mg/ml de BSA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espania).

La solucién 1+2 se prepara en el momento previo a su uso:

- Solucion 1+2 = solucion 1: solucidn 2a: solucion 2b (2:1:1) y solucion 3: diluida 1:2 a
1N.

- Procedimiento experimental:

Primero, se preparan los tubos de ensayo de la curva patrén con cantidades
diferentes de la solucion 4 (0, 10, 25, 50, 75 y 100 ul) y se anade agua bidestilada
hasta un volumen de 200 pl. Los tubos de ensayo donde se afnaden las muestras
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contendran 25 pl de muestra y 175 yl de agua bidestilada. Tanto la curva patrén como
las muestras se realizan por duplicado. Posteriormente, a cada tubo de ensayo se le
afiade 1 ml de la solucion 1+2. Tras agitar, se deja reaccionar durante 10 min a
temperatura ambiente, tras lo cual se afaden a cada tubo 100 pl de la solucion 3, se
agita bien y a continuacion, se espera durante 25-30 min a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, se medira la absorbancia de cada uno de los tubos de ensayo en
un espectrofotometro, Genesys™ 20 (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) a una
longitud de onda de 696 nm. La Asgs €s directamente proporcional a la concentracion

de proteinas.

Es posible interpolar la concentracion de proteinas en la muestra de
homogenado de retina, hay que tener en cuenta que el valor de concentracion
obtenido de la recta se tiene que corregir por el volumen de muestra empleado para

obtener la concentracién de proteinas en ug/uL.

4.1.4.2. Determinacion de las concentraciones de glutamato, glutation y
disulfuro de glutation

- Fundamento del método:

El método se realiz6é siguiendo el método de Reed et al. (Reed et al., 1980)
segun el cual el acido iodoacético reacciona con los grupos tioles para formar
derivados carboximetilos, a lo que le sigue una derivatizacién cromoéfora de los grupos
amino con el reactivo de Sanger o 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB) dando lugar a
derivados 2,4-dinitrofenil derivados (DNP; 2,4-dinitrophenyl). Estos derivados son
rapidamente separados por HPLC, lo que permite la cuantificacion de niveles
nanomolares de glutamato o acido glutamico, GSH y GSSG. Los valores de glutamato,
GSH, y GSSG seran referidos a los concentraciones de proteina determinadas por el

método de Lowry et al. (Lowry et al., 1951).

- Equipo y soluciones empleadas:

Se ha empleado un equipo de HPLC (Gilson, Middleton, EE.UU.) que consta de

los siguientes componentes:

- Bombas para cromatografia: bombas Gilson 322.
- Detector: Gilson 156UV/VIS.

- Lampara UV y visible.
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- Desgasificador: Gilson 864.

- Autoinyector: Gilson 234 con bucle de 100 pl.
- Gilson serial Input/ Output Chanel (GSIOC).

- Ordenador: 486/50 Hz.

- Programa informatico: Unipoint TM System.

La columna empleada para la determinacién cromatografica ha sido la Kromasil
Amino 5 uym, 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Barcelona, Espana). Las condiciones
iniciales del flujo empleadas son de 1,0 ml/min, con 80% de fase Ay 20% de fase B.
Estas condiciones iniciales se mantienen durante 10 minutos, seguidas de un
gradiente lineal hasta el 95% de fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con
las condiciones iniciales durante los 10 minutos previos al analisis de la siguiente
muestra. La longitud de onda empleada es de 365 nm. El rango del detector
ultravioleta es de 0,005 y el tiempo de respuesta de 5 segundos. Finalmente, la
inyeccion de cada muestra se realiza de forma automatica con un autoinyector con

capacidad para 45 muestras.
La preparacion de las soluciones empleadas se realiza del siguiente modo:

- Fase movil A: 80% de metanol HPLC (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda) + 20% agua
HPLC (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda).

- Fase movil B: acetato de sodio 5 M (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) + acido acético
glacial (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda) + agua calidad HPLC. Una vez disuelto lo

anterior se diluye todo en 80% de fase A.

Posteriormente, ambas fases se filtran a través de un filtro-membrana de

celulosa de 0,2 ym de poro (Sartorius Stedim Biotech, Madrid, Espafia).

La solucion madre de calibracion se prepara diariamente. Dicha solucién madre
consiste en una concentracion de 10 mM de glutamato (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa), GSH (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) y GSSG (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espana) diluida en agua calidad HPLC.

100



Material y métodos

- Soluciones para la derivatizacion:

- Solucién 1: 100 mM de acido iodoacético (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) + 0,2 mM
de m-cresol (Acros Organics, New Jersey, EE. UU.). Esta solucion permanece estable

dos semanas tras su preparacion y se mantiene a 4 °C protegida de la luz.

- Solucion 2: 10 M de KOH (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana) + 3 M KHCO; (Sigma-

Aldrich, Madrid, Espana), solucion estable a 4 °C.

- Solucion 3: 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) al 15% v/v
en etanol absoluto HPLC (J.T. Baker ®, Deventer, Holanda), se prepara previamente a

Su uso y se conserva a 4 °C protegida de la luz.

- Procedimiento experimental:

Para cada una de las determinaciones, se preparan en tubos de 1,5 ml, un
blanco y una curva de calibracién de estandares: 0 — 20 — 40 — 60 — 800 y 100 uM para
las dos formas del glutation; GSH y GSSG y de 0 — 200 — 400 - 600 — 800 y 1000 uM
para el glutamato. Se acidifican 90 ul de cada estandar con 10 pl de acido perclérico al
20% (Panreac, Barcelona, Espafia). Posteriormente, se afiaden 20 pl de la solucion 1
a 100 pl de muestra y de los estandares. El pH se ajusta a 8,5-9 al anadir 30 pl de la
solucion 2, tras este paso se incuban los tubos 30 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Finalmente, se afnaden 100 ul de la soluciéon 3 para formar los derivados

DNP, que requieren de un minimo de 4 horas a 4 °C en oscuridad para formarse.

En caso de que las muestras no vayan a ser analizadas tras un tiempo de
incubacién de 24 horas a 4 °C, se almacenaran a -20 °C durante un maximo de 20

dias.

Tras el tiempo de incubacién, los tubos se centrifugan a 13.000 rpm durante
10 minutos y el sobrenadante se utiliza para ser analizado en el equipo de HPLC. La
cantidad minima de muestra inyectada debe ser de 115 ul para tener la seguridad de

llenar el bucle de 100 pl.

4.1.4.3. Determinacion de la concentracion de malondialdehido

- Fundamento del método:

Para la cuantificacion del MDA de las muestras de homogenado de retina y del

ensayo de peroxidacion lipidica, se ha utilizado una modificacion del método de
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Richard y colaboradores (Richard et al., 1992), en el cual se determina el nivel del
complejo formado entre el MDA con el acido tiobarbiturico (TBA; thiobarbituric acid) en

base a la reaccion de dos moléculas de TBA con una de MDA.

- Equipo y soluciones empleadas:

Para la determinacion de la concentraciéon de MDA se ha empleado un equipo de

HPLC (Waters, Middleton, EE.UU.) que consta de los siguientes componentes:

- Bomba cromatogréfica: Waters 1525 binary HPLC Pump.

- Detector: Waters 2475 Multi A fluorescence.

- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con bucle de 50 pL.
- Controlador: Multiport modelo RS.232.

- Ordenador: IBM Windows.

- Programa informatico: Data System MT2.

La columna empleada ha sido la Kromasil C18 Amino 5 pym, 250 x 4,6 mm
(Analisis Vinicos, Barcelona, Espana). Las condiciones del flujo son de 1,0 ml/min. La
longitud de onda de excitacion es de 532 nm y la de emisién de 553 nm. El voltaje del
detector de fluorescencia empleado es de 600 voltios y el tiempo de respuesta de 2
segundos. La inyeccion de cada muestra se realiza automaticamente con un

autoinyector.
La preparacion de las soluciones empleadas se realiza del siguiente modo:

La fase moévil se prepara con PB 50 mM a pH 6 y metanol (mezclados en
proporcion 580 ml de tampdén y 420 ml de metanol). Posteriormente, la fase mévil se

filtra a través de un filtro-membrana de celulosa de 0,2 um.

La solucion madre de calibracion se prepara previa a su uso y se conserva a
4 °C. Dicha solucion madre consiste en 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (precursor
del MDA) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en etanol absoluto para HPLC.

La solucion de trabajo consiste en una preparacion de TBA al 0,37% (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y acido perclorico al 6,4%, 2:1 v/v respectivamente. La

solucion de trabajo también se prepara de forma diaria previa a su uso.
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- Procedimiento experimental:

Se preparan en tubos con tapa de rosca de 2 ml un blanco y una curva de
calibracion de estandares con las siguientes concentraciones: 0 -0,25-05-1-2y
4 uM. Se toman 100 ul de los patrones y de las muestras y se mezclan bien con 750 pl
de la solucion de trabajo en tubos de 2 ml. A continuacion, se incuban los tubos que se
sellan con tefléon en un bafo con agua a 95 °C. Para detener la reaccion se enfrian los
tubos 10 minutos en un bafio con hielo (se mantienen en hielo hasta el siguiente
paso). Posteriormente, se centrifugan 10 minutos a 12.000 rpm a 4 °C. El aducto MDA-
TBA es inestable a pH neutro, por ello cada muestra y patrén se neutraliza 10 minutos

antes de cada inyeccion.

De este modo, se neutralizan 200 ul del sobrenadante obtenido en el paso
anterior con 0,7 M hidroxido potasico (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa), hasta obtener
un pH de 6, que se comprueba aplicando unos microlitros de muestra en tiras de papel

indicadoras de pH universal pH 1-11 (Macherey-Nagel, Hoerdt, Francia).

Una vez se ajusta el pH, se centrifugan las muestras durante 1 minuto a
12.000 rpm, con la finalidad de precipitar las sales insolubles que podrian interferir en
la determinacion. Finalmente, se filtran 100 uyl de muestra con filtros de jeringa no
estériles de 0,2 ym (Sartorius Stedim Biotech, Madrid, Espafia) y se inyectan en el
equipo de HPLC. La cantidad de muestra inyectada es de aproximadamente 100 pl

para tener la seguridad de llenar el bucle de 50 pl.

4.1.4.4. Andlisis de proteinas mediante la técnica de Western Blot
4.1.4.4.1. Determinacion de proteinas por el método de Bradford

- Fundamento del método:

Este método se emplea para cuantificar las proteinas de las muestras destinadas
a WB, esta basado en el método de Bradford (Bradford, 1976).

El método consiste en la realizacion de una curva patron de concentraciones
crecientes de BSA. Tras la adicién de las soluciones de trabajo, se mide la Asgs de
cada uno de los tubos de ensayo. La Ase;s es directamente proporcional a la
concentracién de proteinas, de este modo, con los valores de absorbancia obtenidos
para los distintos estandares, se obtiene la recta patrén y por interpolacién se
cuantifican las concentraciones de proteinas de las muestras que estan siendo
analizadas.
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- Soluciones y reactivos empleados:

- Estandar de 5 pg/ul de BSA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Para desarrollar el
protocolo se realizaran diluciones de este estandar.

- Dilucién del estandar de 5 ug/pl de BSA a una dilucién de 0,5 pg/pl.

- Reactivo de trabajo: Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Hercules, EE.UU) diluido 1:5 en
agua bidestilada.

- Procedimiento experimental:

La recta patron de BSA y las muestras problema se preparan por duplicado

directamente en placas de lectura de 96 pocillos.

En primer lugar se realiza una recta patron de concentraciones conocidas (0 —
0,5-1-5-10-20y 50 ug) de la proteina BSA. Para ello se mezcla agua bidestilada
hasta 20 ul con la cantidad de proteina correspondiente. Para cuantificar las proteinas
de las muestras se afiade 1 pl de muestra y hasta 20 pl de agua bidestilada.
Posteriormente se afiaden 200 pl del reactivo de trabajo a todos los pocillos y se
espera 5 minutos para que tenga lugar la reaccion. Finalmente, se realiza la lectura en
un lector de placas VICTOR™X3 (PerkinElmer, Waltham, EE.UU.) a Asgs. Con los
valores de absorbancia obtenidos, se cuantifican las concentraciones de proteinas de
las muestras, dado que la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracién de proteinas.

4.1.4.4.2. Técnica de Western blot

- Fundamento del método:

La metodologia de western blot empleada esta descrita en el libro Current
Protocols in molecular Biology (Gallagher et al., 2008). Este procedimiento consiste en
la migracion de proteinas del tejido fraccionado por medio de una electroforesis
desnaturalizante en geles de acrilamida (SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). Estas proteinas una vez que se han separado por
su tamafo en el gel, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. La presencia de
las proteinas se pone de manifiesto por medio de anticuerpos especificos ligados a un

sistema de deteccion y visualizacion.
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- Equipo, soluciones vy reactivos empleados:

Para el revelado del western blot se empled el equipo ImageQuant™ LAS 4000
(GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espafa) cuyas bandas se cuantificaron
después con el programa informatico de analisis de imagen ImageQuant™ TL (GE

Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espana).

- Soluciones y reactivos:

- Acrilamida: solucion de 40% de acrilamida y bis-acrilamida, 37,5:1 (Bio-Rad,
Hercules, EE.UU.).

- Tris (hidroximetil) aminometano (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

- SDS (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

- Glicina para electroforesis (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

- Persulfato aménico (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

- N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.).

- Tampén de electroforesis: 25 mM de Tris + Glicina 1,92 M + SDS al 0,1%.

- Tampon de transferencia: 20% de metanol+ 25 mM de Tris + Glicina 0,92 M

- Tampon de carga 1 X: 15% SDS, 50% glicerol (Sigma Aldrich, Madrid, Espana) y
0,1% azul de bromofenol (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa).

- Marcador de peso molecular: SeeBlue® Plus2 pre-stained estandar (Invitrogen,
Lifetech, Madrid, Espafa).

- Colorante de proteinas: rojo Ponceau S (Sigma Aldrich, Madrid, Espana).

-PBS 0,01 MpH 7, 2.

- PBS-tween 20 al 0,1% (QBIO gene, Carlsbad, EE.UU.).

- PBS-BSA 3%-azida sddica al 0,01% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

- Solucién de bloqueo: 5 g de leche descremada en 100 ml de PBS-tween 20 al 0,1%.

- Kit de revelado: Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EE. UU.).

- Solucién de stripping: 200 mM de glicina para electroforesis con SDS al 0,4%.
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- Procedimiento experimental:

1. Se preparan los geles de acrilamida al porcentaje adecuado en funcién del peso
molecular de la proteina a analizar. En nuestro caso se han empleado geles del 10-

15% de acrilamida y de 1 mm de grosor.

2. Las muestras se preparan en funcién de la cantidad de proteinas obtenida por el
meétodo de Bradford descrito anteriormente (apartado 4.1.4.4.1.). De este modo, se
emplea mas o menos cantidad de muestra para finalmente cargar 75 ug de proteina
total por cada una de las muestras. Se afade a las muestras tampdn de carga 1 Xy a
continuacion, las muestras se hierven a 95 °C durante 5 minutos y se centrifugan

durante 1 minuto a 13.000 rpm.

3. Las muestras se cargan en los pocillos y la electroforesis vertical se realiza durante
60 minutos a 200 V con el sistema Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, Hercules,
EE.UU).

4. La transferencia a una membrana de nitrocelulosa Amersham™ Hybond ECL (GE
Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espana), se realiza con un equipo Mini
PROTEAN 3 durante 60 minutos a 300 mA. Para comprobar el éxito en la
transferencia, las membranas se tifien con la solucion de rojo Ponceau, y después se

lavan 3 veces durante 10 minutos con PBS 0,01 M pH 7,2.

5. Las membranas se incuban con solucion de bloqueo durante 1 hora en agitacion. A
continuacion, se lavan con PBS-tween 20 al 0,1%, 3 veces durante 10 minutos
(excepto el ultimo lavado que se realiza con PBS 0,01 M pH 7,2) y se incuban de
nuevo las membranas, esta vez con el anticuerpo primario (Tabla 4) diluido en PBS-

BSA 3%-azida sédica 0,01%, durante toda la noche a 4 °C en reposo.

6. Al dia siguiente, las membranas se lavan de nuevo 3 veces durante 10 minutos con
PBS-tween 20 al 0,1% en agitacién y se incuban durante 1 hora en agitacion con el
anticuerpo secundario correspondiente que va unido a peroxidasa de rabano (HRP;
horseradish peroxidase) diluido en solucién de bloqueo (Tabla 4). Posteriormente, se
realizan de nuevo lavados en las mismas condiciones de los lavados previos a la

incubacion con el anticuerpo primario.
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Elemento fosforilado
pCREB 1:1000 |de unién y respuesta | Policlonal de conejo Merck Millipore™, Temecula, EE.UU. # 06-519
al cAMP
CREB1 1:1000 Elemento de unidn y Policlonal de conejo | Santa cruz biotechnology, Dallas, EE.UU. sc-186
respuesta al cAMP
n X " :
S iNOS 1500 |OdoNitricoSintasalllp L s consio Abcam, Cambridge, Inglaterra ab3523
% inducible
= Factor neurotréfico
x BDNF 1:500 X Policlonal de conejo | Santa cruz biotechnology, Dallas, EE.UU. sc-546
a derivado del cerebro
LC3B i | emmelea s | el e | o0 COETE t?g';jfgy@’ DR, #2775
GCLC 1:1000 GIL.Jtamato C|s’t<'a|na Policlonal de conejo Abcam, Cambridge, Inglaterra ab53179
ligasa catalitica
Goat anti- Anticuerpo
conejo i
SECUNDARIO ! , 1:5000 secun(.iarlo de F(ab’), de cabra Santa cruz biotechnology, Dallas, EE.UU. sc-3837
I9G,F(ab’),- conejo con
HRP peroxidasa

Tabla 4. Lista de anticuerpos utilizados para la técnica de western blot. Se detallan su nombre
comercial completo, la dilucion a la que se ha usado, la especie donde se ha producido, la casa

comercial y su referencia en el catalogo.

7. Finalmente, se procede a la deteccién por quimioluminiscencia con el kit de
revelado, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas han sido
analizadas con un lector de imagenes por quimioluminiscencia (ImageQuant™ LAS
4000) y con el correspondiente programa informatico de analisis de imagen
(ImageQuant™ TL).

En caso que se quiera emplear de nuevo la misma membrana para detectar una
proteina diferente a la ensayada: tras el revelado se realizan lavados con PBS 0,01 M
pH 7,2 y las membranas se incuban durante 20 minutos en suave agitacion con la
solucién de stripping. A continuacion, se puede proceder con las membranas para su

lavado, bloqueo y pasos siguientes.

4.2. Estudio ex vivo
4.2.1. Induccién de la peroxidacion lipidica en homogenado de higado de ratén

- Fundamento del método:

Se realiz6 el estudio ex vivo del tratamiento con P4 en una situacion de estrés
oxidativo provocada mediante la induccién de la peroxidacion lipidica por sales de
Fe (Il) y acido ascorbico. Para este procedimiento se siguié el modelo experimental
modificado de Fraga y colaboradores (Fraga and Tappel, 1988) que se detalla a

continuacion:
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- Soluciones y reactivos empleados:

-PB0,1MapH?7,.2.

- Sulfato de hierro heptahidratado (FeS04-7H,0) (Guinama, Valencia, Espafia): Se
prepard una concentracion stock de 1,5 mM.

- Acido Ascérbico (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia): Se preparé una concentracion
stock de 7,9 mM.

- Butil hidroxitolueno (BHT) al 4% (Guinama, Valencia, Espafa) en metanol.

- Disolucion de 5 mM de P4 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) en dimetilsulféxido
(DMSO; Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

- Procedimiento experimental:

Preparacion de las diferentes concentraciones de P4:. se prepara una
concentracién stock de 5 mM de P4 disuelta en DMSO, y a partir de aqui se preparan
concentraciones intermedias de 0 — 50 — 100 — 200 — 400 y 1000 uM de la P4 diluida
en DMSO (Tabla 5):

[Progesterona] final [Progesterona] Volumen Progesterona 5 mM

Volumen DMSO (pL)

(M) intermedia (pM) (uL)
0 0 0 500
0,5 50 5 495
1 100 10 490
2 200 20 480
4 400 40 460
10 1000 100 400

Tabla 5. Volumen de progesterona 5 mM y DMSO necesario para la preparacion de las
concentraciones intermedias de progesterona y las correspondientes concentraciones finales

para el ensayo de induccién de la peroxidacion lipidica.

- Preparacién de las muestras para la incubacion:

En primer lugar, se afiaden 268 uL de homogenado de higado de ratén (7,46
mg/ml) a un vial de rosca, al homogenado se le adicionan 3 pL de P4 a las diferentes
concentraciones intermedias para obtener la concentraciones finales de 0 — 0,5 - 1 -
2 -4y 10 uM (Tabla 5) (Figura 23). A su vez, se ensaya del mismo modo que con el

resto de viales con un blanco, ya que debido al caracter oxidante del DMSO el valor
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obtenido de este vial servira para corregir la peroxidacién basal en las muestras, este

vial contiene lo mismo que los otros viales pero sin el citado volumen de P4.

A continuacion, se afaden 19 pL de acido ascérbico (para tener una
concentracion final en el vial de 0,50 mM en 300 pL totales). Luego se adicionan 10 yL
de FeSO, para tener una concentracion final de 0,05 mM. Se incuban las muestras a
37 °C durante dos horas con los viales abiertos. Y finalmente, se detiene la reaccién
de peroxidacion afadiendo a cada uno de los viales 10 yL de BHT para después

congelar las muestras a -80 °C hasta la cuantificacion del MDA por HPLC.

mur-n'

omogenado
higado

Acido ascapi

Cresoa| |

Figura 23. Desarrollo experimental del modelo de la peroxidacion lipidica en
homogenado de higado de ratén.

4.3. Estudio in vitro
4.3.1. Cultivo de células ARPE-19

- Fundamento del método:

Se realiza el cultivo de las células ARPE-19 que son una linea celular diploide
del epitelio pigmentario de la retina (EPR) no transformada (Dunn et al., 1996), para
inducir posteriormente un estrés oxidativo a las células mediante la aplicacién de H,O,
a diferentes concentraciones. Previamente a la induccién del estrés oxidativo, a las
células se les ha aplicado sulforafano o P4 como pre-tratamiento para tratar de reducir
dicho estrés.
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- Soluciones y reactivos empleados:

- Medio para cultivo celular: Dulbecco's eagle medium and Ham's F12 medium (Gibco,
Lifetech, Madrid, Espafa).

- Suero fetal bovino (FBS; fetal bovine serum) (Gibco, Lifetech, Madrid, Espana).
- Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) (Gibco, Lifetech, Madrid, Espana).
- Glutamina (GlIn) (Gibco, Lifetech, Madrid, Espana).

- Procedimiento experimental:

Las células ARPE-19 donacién del laboratorio de Julie Sanderson (East Anglia
University) se cultivan a una densidad alta (100.000 células/cm?) en flask T75 y se
mantienen en cultivo a 37 °C y a un 5% de CO,, se tripsinizan cuando estan
confluentes en la placa y para los cultivos de células diferenciadas se mantienen hasta
8-10 pases. Los cultivos se mantienen en medio con un ratio de 1: 1 medio Dulbecco’s
eagle medium and Ham's F12 medium suplementado con 10% de FBS, 1% de

Pen/Strep y 2mM de una solucién de Gin.

En el momento en que se obtiene la densidad celular requerida, se establecen
las condiciones oOptimas de cultivo para el experimento. Para que las células se
adhieran, se cultivan las células en placas de 96 pocillos a una densidad de 50.000
células/pocillo con un medio suplementado con FBS al 10%, Pen/Strep al 1% y GIn a 2

mM durante 24 horas. Tras estas 24 h se procede a la adicién del antioxidante.

4.3.2. Administracién de progesterona y sulforafano como pre-tratamiento frente
a la induccion de estrés oxidativo en células ARPE-19 con peréxido de
hidrégeno

Tras la incubacion de las células durante 24 horas en placas de 96 pocillos, en
los pocillos del grupo 1 (Figura 24) se cambié el medio (10% FBS-Pen/ Strep-Gin), por
medio nuevo (10% FBS-Pen/Strep-GIn) sin sulforafano ni P4. Mientras que en el resto
de pocillos se procede a reemplazar el medio por medio nuevo con sulforafano a
10 uM o progesterona a 1 yM o 10 uM, todos los pocillos se mantendran en estas
condiciones durante 24 horas. Los grupos experimentales establecidos en funcion del

tipo de pre-tratamiento se detallan a continuacion:
Grupo 1. Cultivo sin tratamiento de sulforafano ni P4 (18 pocillos).

Grupo 2. Cultivo con 10 uM de sulforafano (18 pocillos).
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Grupo 3. Cultivo con 1 yM de P4 (18 pocillos).
Grupo 4. Cultivo con 10 uyM de P4 (18 pocillos).

Al dia siguiente, se procede a incubar las células durante 24 horas con medio
nuevo con H,0O, (Panreac, Barcelona, Espafa), diluido a tres concentraciones distintas
(0 uM, 500 uM y 750 uM) en los diferentes pocillos. Se aplica cada una de las
concentraciones de H,0, a 6 pocillos de una placa de 96 pocillos para cada uno de los

grupos a estudio (Figura 24), el ensayo se realizara por duplicado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

\1N0 tratamiento

-

. 10 uM sulforafano
O1 UM progesterona
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R 110 uM progesterona
. 4

o \
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Figura 24. Procedimiento experimental para la induccién de estrés oxidativo con peréxido de

hidrégeno (0 uM, 500 uM y 750 uM) y la utilizacion de los tratamientos con sulforafano (10 uM)
y progesterona (1 uM y 10 uM).

4.3.3. Determinacion de la viabilidad celular mediante la técnica del 3-(4,5-
dimetil-tiazolil)-2,5-tetrazolio

- Fundamento del método:

Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccion metabdlica del 3-(4,5-dimetil-
tiazolil)-2,5-tetrazolio (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa de las células vivas, el producto de esta reacciébn metabdlica es el
formazan, un compuesto coloreado azul. De este modo, esta técnica permite
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.

Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion
celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan

producido y puede cuantificarse por espectrofotometria (Park et al., 2010).
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- Soluciones y reactivos empleados:

- MTT (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).
- DMSO (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

- Procedimiento experimental:

Tras 24h después de la aplicacion de las diferentes concentraciones de H,O,
(detallado previamente en el apartado 4.3.2. de material y métodos), se lleva a cabo la

técnica de MTT para determinar la viabilidad celular mediante el siguiente protocolo:

Primero, se cambia el medio de los pocillos por medio nuevo (10% FBS-
Pen/Strep-GlIn). A continuacion, se afiaden 20 uL de MTT a cada uno de los pocillos y
se ponen las células en el incubador durante 4 horas. Posteriormente, se elimina el
medio y se afiaden 50 yL de DMSO para lisar las células. Finalmente, tras 15 minutos
de espera se lee la placa en el espectrofotometro (Genesys 20, Thermo Scientific,
Waltham, USA) (A=550nm).

5. Tratamiento estadistico de los resultados

El analisis estadistico de los resultados se ha realizado usando el paquete
estadistico SPSS version 15. Los resultados se muestran como las medias + el error
estandar de la media en cada uno de los grupos. Se ha establecido un intervalo de
confianza del 95% para el estudio de la significatividad, considerando significativos los
datos cuando el p-valor era menor a 0,05 (p<0,05) para todos los estudios del

presente trabajo.

Para el estudio de las correlaciones realizadas durante la tesis (apartado 2.2 y
7.3.2. de los resultados) se ha llevado a cabo el analisis de regresion lineal entre las
variables. Del resumen del modelo de regresion lineal se obtiene el cuadrado del
coeficiente de correlacion de Pearson (R?) y ademas, se realiza un ANOVA para

conocer la significatividad de la correlacion.

En el estudio de la caracterizacién del modelo de raton rd10 (HE y TUNEL) y del
modelo C57BL/6J, se han realizado comparaciones de los valores para cada una de
las zonas de la retina (periferia lejana, periferia central y centro de retina) entre los
diferentes grupos de animales (PN5 C57, PN5 rd10, PN13 C57, PN13 rd10, PN21 C57
y PN21 rd10), se ha realizado el analisis ANOVA de dos vias. El primer factor ha sido
la “zona de la retina estudiada” y el segundo factor la variable “grupo animal”. Tras
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realizar la comprobacién de la normalidad de los datos con el test de normalidad
Kolmogorov-Smirnov también se estudié la homogeneidad de varianzas con la prueba
de Levene, para después poder aplicar el test ANOVA. Si el estadistico del test
mostraba diferencias estadisticamente significativas, se procedid a analizar tales
diferencias empleando el post-hoc de Fisher's LSD fest (para el caso de varianzas

homogéneas) o el test Games-Howell (para el caso de varianzas no homogéneas).

También se ha utilizado el analisis de varianza ANOVA de dos vias para analizar
los resultados del estudio de la viabilidad del cultivo de células ARPE-19 con
sulforafano, P4 y diferentes concentraciones de H,O, EIl primer factor ha sido la
concentracién de H,O, (0 uM, 500 pM y 750 uM) y como segundo factor se ha
dispuesto el tipo de tratamiento aplicado a las células (no tratamiento, sulforafano
10 uM, progesterona 1 uM y progesterona 10 uM). Tras comprobar la normalidad de
los datos con el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de
varianzas con el test de Levene, se ha empleado el post-hoc correspondiente, Fisher’s

LSD test o el de Games-Howell.

Se han analizado con el test-t las comparaciones realizadas para estudiar la
evolucion del marcaje por inmunofluorescencia de la proteina GFAP entre los dias
PN21 y PN23 para cada uno de los grupos, todo ello tras comprobar la normalidad de
los datos y la homogeneidad de varianzas con los test citados con anterioridad para tal

fin.

Finalmente, para realizar el analisis estadistico del resto de estudios, tras
comprobar la normalidad y la homogeneidad de varianzas de los datos, se ha utilizado

el test ANOVA de una via con el post-hoc Fisher's LSD test o el de Games-Howell.
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Resultados

1. Caracterizacién de la degeneracion a nivel histolégico y de

muerte celular en un modelo de ratén rd10 y en ratones C57

Con la finalidad de caracterizar la degeneracion de la retina de nuestro modelo de
ratén rd10, se realizaron estudios de retinas de ratones C57BL/6J (controles) y de los
ratones rd10 con la tincion de hematoxilina-eosina (HE) y de muerte celular mediante la
técnica de marcaje con la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal con biotina-dUTP

(TUNEL,; terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling).
1.1. Caracterizacion histolégica

En la figura 25 se puede observar el niumero de filas de fotorreceptores en las
diferentes zonas de la retina (periferia lejana, periferia central y centro de la retina), a las
diferentes edades post-natales estudiadas para las cepas de raton C57 y rd10. Las
imagenes se muestran a modo de ejemplo y todas corresponden a la periferia central. A
dia PN5 se muestra la zona equivalente a la futura CNE, en la que se pueden observar

nucleos de células que se han contado para la caracterizacion.

Se observa en la figura 25 la existencia de una gran reduccion en el nimero de
filas de fotorreceptores en los ratones rd10 a dia post-natal (PN)21 respecto a todos los
grupos representados (P5 C57, P5 rd10, P13 C57, P13 rd10 y P21 C57) (*p< 0,05 vs
todos los grupos), segun nuestros resultados esta disminucion sucede desde el dia
PN13 al dia PN21. Mientras que en los controles (C57) el niumero de filas de
fotorreceptores aumenta a dia PN21 respecto de los ratones C57 a dia PN5 y PN13
(¢p< 0,05 vs PN5 C57 y PN13 C57) y dicho aumento en PN21 C57 también es
estadisticamente significativo respecto a PN13 rd10 (*p< 0,05 vs PN13 rd10);

Al realizar el estudio estadistico se estudié la posibilidad de la existencia de
interaccion entre los factores estudiados (grupo de animal y zona de la retina estudiada).
De este modo, se obtuvo que hay una interaccion estadisticamente significativa entre los
citados factores (F=2,587; p<0,05), con lo que el numero de filas de fotorreceptores en

una zona concreta de la retina depende del tipo de animal del que se trate.
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Figura 25. Tincion hematoxilina-eosina en las diferentes zonas de la retina de los ratones rd10 y
C57, a los dias PN5, PN13 y PN21. (A) Hematoxilina-eosina de la periferia central de la retina a
los citados dias para los grupos rd10 y C57. A dia PN5 se muestra la ampliacién al doble de
tamafio de la zona seleccionada en la CNE, las células que se han contado como fotorreceptores
aparecen marcados con *. Escala 50 uM. (B) Las barras del grafico representan el numero de
filas de fotorreceptores en las diferentes zonas de la retina (al menos n=3 ratones por grupo). Las
barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs todos los grupos; #p<0,05
vs PN13 rd10; ¥p< 0,05 vs PN5 C57 y PN13 C57).

1.2. Caracterizacion de la muerte celular

La figura 26 muestra el numero de células TUNEL positivas en la retina de los
ratones C57 y rd10 a los diferentes dias estudiados; PN5, PN13 y PN21. Las imagenes

se muestran a modo de ejemplo y todas corresponden a la periferia central.
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En la figura 26 se observa un elevado numero de células TUNEL positivas en los
ratones rd10, sobre todo a los dias PN5 (*p< 0,05 vs PN13 C57 y PN21 C57) y también
a dia PN21 (*p< 0,05 vs todos los grupos). A su vez en los controles el numero de
células TUNEL disminuye significativamente a dia PN21 respecto de PN5 (5p< 0,05 vs
PN5 C57).
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Figura 26. Tincién TUNEL en las diferentes zonas de la retina de los ratones rd10 y C57, a los
dias PN5, PN13 y PN21. (A) TUNEL de la periferia central de la retina. Escala 50 uM. (B) Las
barras del gréafico representan el nimero de filas de fotorreceptores en las diferentes zonas de la
retina (al menos n=3 ratones por grupo). Las barras de error representan el error estandar de la
media (*p< 0,05 vs todos los grupos; *p< 0,05 vs PN13C57 y PN21 C57; p< 0,05 vs PN5 C57).

119



Resultados

2. Determinacion de la dosis optima para el tratamiento con

progesterona

2.1. Efecto de las diferentes dosis de progesterona en la degeneracién de la
retina de ratones rd10

Debido a que la degeneracién de los fotorreceptores en el modelo de ratén rd10 se
produce de forma distinta en las diferentes zonas de la retina, mostrando un gradiente
del centro a la periferia (Chang et al., 2007, Gargini et al., 2007), los resultados se
presentan también por zonas: periferia lejana, periferia central y centro de la retina (la

mas cercana al nervio 6ptico).

La figura 27 representa el numero medio de filas de fotorreceptores en la retina
entera tras los diferentes tratamientos con progesterona (P4) en los ratones rd10. Se ha
estudiado el posible efecto de la P4 en esta cepa de raton a diferentes concentraciones,
disponiendo de las siguientes agrupaciones: rd10 sin tratamiento y rd10 con tratamiento
a las siguientes dosis de P4: 50 mg/kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg y 200 mg/kg de P4.

El niumero de filas de fotorreceptores en la retina entera se ha calculado realizando
el promedio de los contajes para todas las zonas de la retina de un mismo animal y de
todos los animales de un mismo grupo. El grafico de barras muestra que el efecto de la
P4 parece ser dosis-dependiente, encontrando diferencias estadisticamente
significativas respecto del grupo rd10 no tratado en las dosis de 100 mg/kg, 150 mg/kg y
la dosis de 200 mg/kg de P4, (*p< 0,05 vs rd10 no tratado).
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Figura 27. Representacion grafica del nimero de filas de fotorreceptores en
la retina entera de los ratones rd10 en los diferentes grupos segun la dosis
de progesterona. Las barras de error representan el error estandar de la
media (*p< 0,05 vs no tratado).
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La figura 28 muestra las diferencias existentes entre el numero de filas de

fotorreceptores para las diferentes zonas de la retina (periferia lejana, periferia central y
centro de la retina) y para los diferentes grupos (rd10 no tratado, 50 mg/kg, 100 mg/kg,
150 mg/kg y 200 mg/kg de P4). La dosis de 150 mg/kg en la periferia lejana es la mas
efectiva respecto del grupo no tratado (*p< 0,05 vs rd10 no tratado), mientras que en la

periferia central la dosis de 200 mg/kg es la dosis que resulta mas beneficiosa

(*p< 0,05 vs no tratado).
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Figura 28. Representacion grafica del niumero de filas de fotorreceptores en las diferentes
zonas de la retina de los ratones rd10 en los diferentes grupos segun la dosis de
progesterona. Las barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs no

tratado).
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2.2. Correlaciones del numero de filas de fotorreceptores con la dosis
creciente de progesterona

En la figura 29 se muestran los resultados del numero de filas de fotorreceptores
para la periferia lejana, en esta zona de la retina observamos que hay una correlacion
positiva y estadisticamente significativa (p< 0,05) entre la dosis de P4 administrada
(teniendo en cuenta hasta la dosis de 150 mg/kg) y el numero de filas de fotorreceptores
(R?=0,9831). Se observa que a mayor dosis de progesterona existe un mayor nimero de

filas de fotorreceptores.
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(periferia lejana)
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Nlmero filas fotorreceptores
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Dosis de progesterona (mg/kg peso)
B
No tratado 50 mg/kg prog 100 mg/kg prog 150 mg/kg prog 200 mg/kg prog
Media 5,21 5,52 6,17 6,56 5,73
Error estandar 0,07 0,23 0,43 0,31 0,13
n 7 7 6 7 6

Figura 29. Correlacion entre el numero de filas de fotorreceptores y las diferentes dosis de
progesterona en la periferia lejana de la retina de los ratones rd10 en los distintos grupos a
estudio. (A) Regresion lineal de los diferentes grupos segun la dosis (p< 0,05). Las barras de
error representan el error estandar de la media. El simbolo © representa el punto en el que
encontramos el numero de filas de fotorreceptores correspondientes a la dosis de P4 de
200 mg/kg. (B) Medias del numero de filas de fotorreceptores, errores estandar y n empleada en
cada grupo.

En la periferia central (Figura 30), la correlacion entre la dosis de P4 y el numero

de filas de fotorreceptores sigue siendo positiva pero es menor que en la periferia lejana

(R?=0,7095) y no resulta ser estadisticamente significativa.

A su vez en el centro de la retina (Figura 31), no existe correlacion entre el numero
de filas de fotorreceptores y la dosis de progesterona administrada. El coeficiente de
correlacion para la dosis de P4 y el numero de filas de fotorreceptores es bajo
(R?=0,5729).
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Figura 30. Correlacion entre el numero de filas de fotorreceptores y las diferentes dosis de
progesterona en la periferia central de la retina de los ratones rd10 en los distintos grupos a
estudio. (A) Regresién lineal de los diferentes grupos segun la dosis. Las barras de error
representan el error estandar de la media. (B) Medias del numero de filas de fotorreceptores,
errores estandar y n empleada en cada grupo.
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Figura 31. Correlacion entre el numero de filas de fotorreceptores y las diferentes dosis de
progesterona en el centro de la retina de los ratones rd10 en los distintos grupos a estudio. (A)
Regresion lineal en los diferentes grupos segun la dosis. Las barras de error representan el error
estandar de la media. (B) Medias del numero de filas de fotorreceptores, errores estandar y n
empleada en cada grupo.
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3. La progesterona disminuye la muerte de los fotorreceptores en

la retina de los ratones rd10

Decidimos hacer experimentos con la dosis de P4 de 150 mg/kg administrada a los
mismos dias post-natales (PN15, PN17, PN19 y PN21) a los que se habia administrado
para los estudios con diferentes dosis de P4. El objetivo de ello fue estudiar el efecto del

tratamiento de esta dosis, tanto en los ratones rd10 como en los controles (C57).

3.1.1. Estudio histolégico a dia PN21

Se ha estudiado el efecto de la P4 a nivel de la degeneracién en las diferentes
zonas analizadas en la retina; periferia lejana, periferia central y centro de la retina y para

los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado).

La figura 32 muestra de forma representativa la tinciéon de HE en la periferia lejana
de la retina de los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado)
(Figura 32 A), asi como el numero de filas de fotorreceptores de las diferentes zonas
(periferia lejana, periferia central, centro de la retina) de la retina en cada uno de los

grupos (Figura 32 B).

En todas las zonas de la retina, el numero de filas de fotorreceptores es menor en
los ratones rd10 que en los C57 (*p< 0,05 vs grupos C57). Si nos centramos en la
periferia lejana hay un mayor numero de filas de fotorreceptores en los ratones rd10
tratados respecto de los rd10 sin tratar (¥p< 0,05 vs rd10). En el resto de zonas; periferia
central y centro de la retina, los animales rd10 que han sido tratados con P4 muestran
una tendencia al aumento del niumero de filas de fotorreceptores aunque sin llegar a

mostrar diferencias estadisticamente significativas.

Se muestra en la figura 32 C (tabla) el porcentaje de mejora en el numero de filas
de fotorreceptores en las diferentes zonas de la retina entre los grupos rd10 y rd10
tratado, observandose que existe una mejora en la zona de la periferia lejana con un

aumento del numero de filas de fotorreceptores de un 25,87%.

Del mismo modo, en el resto de zonas estudiadas, periferia central y centro de la
retina, también existe un aumento del nimero de filas de fotorreceptores en un 19,74% y

11,46% respectivamente.
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Figura 32. Tincion hematoxilina-eosina en las diferentes zonas de la retina de los ratones rd10 y
C57, tratados y no tratados a dia PN21. (A) Hematoxilina-eosina de la periferia lejana de la retina
de ratones C57, C57 tratados, rd10 y rd10 tratados a dia PN21. Se muestra ampliacién al triple
de tamafo de la zona seleccionada. Escala 50 uM. (B) Las barras del grafico representan el
numero de filas de fotorreceptores en las diferentes zonas de la retina (al menos n=6 ratones por
grupo). Las barras de error representan el error estandar de la media (&p< 0,05 vs rd10; #p< 0,05
vs grupos C57). (C) Valores medios, errores estandar y porcentaje de mejora en el numero de
filas de fotorreceptores entre los grupos rd10 y rd10 tratado.
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3.1.2. Estudio de la muerte celular a dia PN21

La figura 33 muestra de forma representativa el marcaje de células TUNEL en la
periferia lejana de la retina de los ratones de los diferentes grupos a estudio a dia PN21
(C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) (Figura 33 A). También se muestra el nUmero de
células TUNEL positivas por mm? en las diferentes zonas de la retina (periferia lejana,

periferia central, centro de la retina) en cada uno de los grupos (Figura 33 B).
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Figura 33. Tincion TUNEL en las diferentes zonas de la retina de los ratones rd10 y C57, tratados
y no tratados a dia PN21. (A) Marcaje de células TUNEL positivas en la CNE de la periferia lejana
en la retina de ratones C57, C57 tratados, rd10 y rd10 tratados a dia PN21. Escala 50 pm. (B) Las
barras del grafico representan el nimero de células TUNEL/mm? positivas en la CNE de las
diferentes zonas de la retina para los citados grupos (al menos n=5 ratones por grupo). Las barras
de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs todos los grupos, ¢p< 0,05 vs C57
tratado; *p< 0,05 vs grupos C57). (C) Valores medios, errores estandar y porcentaje de mejora
entre los grupos rd10 y rd10 tratado.
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El numero de células TUNEL positivas es mayor en los ratones rd10 sin tratar
respecto de todos los grupos en la periferia lejana (*p< 0,05 vs todos los grupos). Sin
embargo, en esta zona el grupo rd10 tratado con P4 muestra una disminucion en el
numero de células TUNEL positivas aunque sin llegar a valores control (p< 0,05 vs C57

tratado).

También existe un numero mayor de células TUNEL positivas en los ratones rd10
sin tratar respecto de los grupos C57 (C57 tratado y C57 no tratado) en la periferia
central y en el centro de la retina (*p< 0,01 vs grupos C57). En ambas zonas cabe
destacar la disminucion observada en el numero de células TUNEL positivas de los
animales rd10 que han sido tratados con P4, aunque sin mostrar diferencias

estadisticamente significativas.

Se muestra en la figura 33 C (tabla) el porcentaje de reduccién en el numero de
células TUNEL en las diferentes zonas de la retina entre los grupos rd10 y rd10 tratado.
Se observa que la mayor reduccion del nimero de células TUNEL positivas tiene lugar
en la zona de la periferia lejana con mas de un 65% de reduccién. No obstante, en la
periferia central y en el centro de la retina también se observa una disminucién de dichas

células de alrededor del 50% y del 40% respectivamente.

4. Efecto de la progesterona sobre la expresion de las proteinas
PCREB, CREB, iNOS, BDNF y LC3 en los ratones rd10 y C57

Con la finalidad de tratar de elucidar el posible mecanismo de accién de la P4 se
evaluaron los niveles de expresion para diferentes proteinas implicadas en la
neuroproteccion y en la inflamacion en enfermedades neurodegenerativas, estos son: el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF; brain-derived neurotrophic factor), la
6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS; inducible nitric oxide synthase), el elemento
fosforilado de unién y respuesta al AMPc (pCREB; phosphorilated cAMP response
element-binding), el elemento de unién y respuesta al AMPc (CREB; cAMP response

element-binding) y el anticuerpo de autofagia de cadena ligera 3 (LC3; light chain).
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4.1. BDNF

La figura 34 representa la imagen del western blot y los valores obtenidos tras la
cuantificacion para la proteina BDNF respecto de la actina. La deteccién del BDNF
corresponde a la banda de su precursor o forma inmadura, pro-BDNF. Dichos valores
hacen referencia a los diferentes grupos a estudio a dia PN21. No se han observado
diferencias estadisticamente significativas en los valores de BDNF en los diferentes

grupos.
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Figura 34. Deteccién de la proteina BDNF por WB en los
diferentes grupos a estudio a dia PN21. (A) Imagen del WB para
la proteina BDNF en cada grupo experimental (n=4 por grupo).
(B) EI grafico muestra la cuantificacién de la densidad 6ptica de
las bandas (ratio de BDNF/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan el error
estandar de la media.

4.2. iNOS

En la figura 35, se muestra la cuantificacién de la proteina iINOS a dia PN21 en la
retina de los ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado. Existe una disminucion
estadisticamente significativa de los valores de densidad éptica de iINOS a dia PN21 en
los ratones rd10 frente al grupo C57 tratado (*p< 0,05 vs C57 tratado) y de los ratones
rd10 tratados frente a los controles (C57 tratado y C57 no tratado) (*p< 0,05 vs C57;
*p< 0,05 vs C57 tratado).
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Figura 35. Deteccion de la proteina iINOS por WB en los
diferentes grupos a estudio a dia PN21. (A) Imagen del WB para
la proteina iINOS en cada grupo experimental (n=6 por grupo).
(B) El grafico muestra la cuantificacion de la densidad 6ptica de
las bandas (ratio de iINOS/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan el error
estandar de la media (‘p< 0,05 vs C57; “p< 0,05 vs C57 tratado).

Debido al poco marcaje observado en los grupos rd10 (tratado y no tratado) a dia
PN21, se estudié el marcaje de iNOS a los dias PN13 y PN18, pues se hipotetizd que
debido a la gran falta de fotorreceptores a dia PN21 y a la posible produccion de iNOS
en estas células, los ratones rd10 a dia PN21 no fuesen capaces de mostrar mas

marcaje que el observado.

En la figura 36 se muestra la cuantificacion de iINOS en los ratones no tratados a
dia PN13 y PN18. Hay una disminucién estadisticamente significativa en los ratones
rd10 a dia PN18 respecto de los ratones rd10 a PN13 (5p< 0,05 vs PN13 rd10).
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Figura 36. Deteccion de la proteina iINOS por WB a dia PN13 y
PN18 en los grupos C57 y rd10 (A) Imagen del WB para la
proteina iINOS en cada grupo experimental (n=3 por grupo). (B)
El grafico muestra la cuantificacion de la densidad optica de las
bandas (ratio de INOS/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan el error
estandar de la media (¥p< 0,05 vs PN13 rd10).

4.3. pPCREB/CREB

La figura 37 representa la imagen del western blot y los valores obtenidos tras la
cuantificacion para la proteina pCREB respecto de la actina, mientras que la figura 38
muestra el ratio pCREB/CREB, ya que la forma fosforilada (pCREB) es la que puede
cambiar su expresion bajo diferentes condiciones. Dichos valores hacen referencia a los
diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) a dia PN21.

De forma mas detallad, la figura 37 muestra un aumento estadisticamente
significativo de la proteina pCREB en los controles tratados con P4 respecto de los
controles sin tratar (5p< 0,05 vs C57). Ademas, se observa una disminucion
estadisticamente significativa entre los valores de la proteina pCREB de los ratones rd10
(rd10 tratado y rd10 no tratado), respecto a los encontrados en los ratones C57 (C57
tratado y C57 no tratado) (*p< 0,05 vs grupos C57). No existen alteraciones en el ratio

pCREB/CREB a dia PN21 para los grupos estudiados como se puede ver en la figura 38.
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Figura 37. Deteccion de la proteina pCREB por WB en los
diferentes grupos a estudio a dia PN21. (A) Imagen del WB para
la proteina pCREB en cada grupo experimental (n=6 por grupo).
(B) EI grafico muestra la cuantificacion de la densidad de las
bandas (ratio de pCREB/Actina) en cada uno de los grupos
experimentales. Las barras de error representan el error
estandar de la media (¥p< 0,05 vs C57 y *p< 0,05 vs grupos
C57).
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Figura 38. Deteccion de la proteina pCREB/CREB por WB en
los diferentes grupos a estudio a dia PN21. (A) Imagen del WB
para la proteina pCREB y CREB en cada grupo experimental
(n=6 por grupo). (B) El gréfico muestra la cuantificacion de la
densidad de las bandas (ratio de pPCREB/CREB) en cada uno de
los grupos experimentales. Las barras de error representan el
error estandar de la media.
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44.LC3

La figura 39 representa la imagen del western blot y los valores obtenidos tras la
cuantificacion para la proteina LC3Il respecto de la subunidad LC3Il. Dichos valores
hacen referencia a los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10
tratado) a dia PN21. No se han observado diferencias estadisticamente significativas en

la densidad optica del ratio LC3II/LC3I en los diferentes grupos a estudio.
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Figura 39. Deteccion de la proteina LC3 por WB en los
diferentes grupos a estudio a dia PN21. (A) Imagen del western
blot para la proteina LC3 en cada grupo experimental. (B) El
grafico muestra la cuantificacion de la densidad de las bandas
(ratio de LC3II/LC3I) en cada uno de los grupos experimentales.
Las barras de error representan el error estandar de la media.

5. La progesterona altera la é6xido nitrico sintetasa neuronal

Con el objetivo de evaluar el posible efecto de la P4 sobre la expresion de la 6xido
nitrico sintetasa neuronal (NNOS; nitric oxide synthase), se ha estudiado el marcaje
mediante inmunofluorescencia de la proteina nNOS a dia PN21 en las diferentes zonas

de la retina.

La figura 40 muestra que de forma generalizada para todos los grupos y zonas,
existe marcaje de nNOS en la capa de células ganglionares (CCG), en la CPIl y en las
células amacrinas de la CNI. De forma mas concreta, en todas las zonas de la retina hay
una disminucién estadisticamente significativa del nNOS en los ratones C57 tratados con
P4 respecto del resto de grupos a estudio (*p< 0,05 vs todos los grupos). A su vez, en la
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periferia lejana se observa un aumento de la proteina nNOS en los ratones rd10 no

tratados respecto del grupo C57 no tratado (*p< 0,05 vs C57).
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Figura 40. Inmunofluorescencia para nNOS en las diferentes zonas de la retina de los ratones
C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN21. (A). Marcaje de nNOS en la retina, (capa de
células ganglionares (CCG), capa plexiforme interna (CPI), capa nuclear interna (CNI), capa
plexiforme externa (CPE) y capa nuclear externa (CNE) de la retina de ratones C57, C57 tratado,
rd10 y rd10 tratado a dia PN21. Se muestra la ampliacién al doble de tamafio de una de las
células marcadas con nNOS cuyo soma se situa en la CNI. Escala 50 ym. (B) Las barras
representan el numero de células nNOS en la retina interna en dichas cepas (n=4 ratones por
grupo). Las barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs todos los
grupos; ¥ p< 0,05 vs C57).
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6. El tratamiento con progesterona provoca alteraciones en el

curso de la gliosis tipica en el modelo de ratén rd10

6.1. Cuantificacion de la gliosis reactiva en el modelo de ratén rd10 y C57 a
dia PN21 y PN23

Durante el proceso de degeneracién en el modelo de raton rd10 tiene lugar un
aumento de la gliosis en la retina y de la reactividad de la proteina acidica glial fibrilar
(GFAP; glial fibrillary acidic protein) que marca la glia (células de Miiller) (Fitzgerald et
al., 1990, Kim et al., 1998, Fletcher et al., 2010, Prentice et al., 2011). Con el objetivo de
evaluar el posible efecto de la P4 sobre la gliosis reactiva caracteristica en esta
degeneracion, se ha estudiado el marcaje de la proteina GFAP en las diferentes zonas
de la retina (periferia lejana, periferia central y centro de la retina) a dia PN21. Ademas,
con el objetivo de evaluar el efecto de la P4 en la evolucion de la gliosis se ha realizado

el mismo estudio a dia PN23.

La figura 41 muestra la cuantificacion del area ocupada del GFAP a dia PN21 para
los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) en cada una de
las zonas de la retina. En concreto, en todas las zonas de la retina existen diferencias

estadisticamente significativas entre todos los grupos de animales (*p< 0,05 vs todos los

grupos).
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Figura 41. Representacion grafica de la cuantificacion del area ocupada por las células GFAP
positivas en la retina de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN21. Las barras
representan el porcentaje de area ocupada por las células GFAP positivas para los citados grupos
(n=4 ratones por grupo). Las barras de error representan el error estandar de la media. Los
corchetes representan que existen diferencias estadisticamente significativas entre todos los
grupos (*p< 0,05 vs todos los grupos).
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La figura 42 muestra la cuantificacion del area ocupada del GFAP a dia PN23 para
los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) en cada una de

las zonas de la retina.

En concreto, en la zona de la periferia lejana se observa una disminucion
estadisticamente significativa del porcentaje de GFAP en el grupo rd10 tratado con P4

respecto del rd10 no tratado (4p< 0,05 vs rd10 no tratado).

Ademas, hay un aumento estadisticamente significativo en la cuantificacion del
area ocupada por la proteina GFAP en las cepas de ratones rd10 (rd10 tratado y rd10 no
tratado) respecto de ambos controles (C57 tratado y C57 no tratado) para cada una de

las zonas de la retina estudiadas a dia PN23 (*p< 0,05 vs grupos C57).
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Figura 42. Representacion grafica de la cuantificacion del area ocupada por las células GFAP
positivas en la retina de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN23. Las barras
representan el porcentaje de area ocupada por las células GFAP positivas para los citados
grupos (al menos n=4 ratones por grupo). Las barras de error representan el error estandar de la
media (*p< 0,05 vs rd10; *p< 0,05 vs grupos C57).

6.2. Comparacion de la gliosis reactiva en el modelo de ratén rd10 y C57 a
dia PN21 y PN23

Con la finalidad de evaluar el papel de la P4 en la gliosis a lo largo del tiempo se
ha realizado la comparacion del marcaje de la proteina GFAP entre los dias PN21 y
PN23 para cada uno de los grupos (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) y en las

diferentes zonas de la retina (periferia lejana, periferia central y centro de la retina).
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Figura 43. Inmunofluorescencia para GFAP en la periferia lejana de la retina de los ratones C57,
C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a los dias PN21 y PN23. (A) Marcaje de GFAP en la periferia
lejana. Escala 50 ym. (B, grafico) Las barras representan el porcentaje de area ocupada por las
células GFAP positivas. Las barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05
vs PN21). (B, tabla) Valores medios del porcentaje del area ocupada por el marcaje GFAP.
También se muestra el porcentaje de cambio (aumento o disminucion del marcaje) en el area de
GFAP entre los dias PN21 y PN23.

La figura 43 muestra el marcaje (Figura 43 A) y la cuantificacién de la proteina
GFAP (Figura 43 B, grafico) en la periferia lejana de la retina de ratones C57, C57
tratado, rd10 y rd10 tratado a los dias PN21 y PN23. Se observa la evidencia de la

gliosis reactiva tipica de los ratones rd10, que se ve aumentada a PN23 para el grupo
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rd10 sin tratamiento respecto de PN21 (*p< 0,05 vs PN21), el aumento es de mas de un
17% (Figura 43 B, tabla). Del mismo modo, también tiene lugar un aumento
estadisticamente significativo del marcaje para GFAP entre los dias PN21 y PN23,
dentro del grupo C57 sin tratamiento (*p< 0,05 vs PN21), aunque es menor que el

aumento observado en los ratones rd10 siendo de casi el 5%.

Sin embargo, para los grupos tratados con P4 (C57 tratado y rd10 tratado) se
produce una disminucion estadisticamente significativa de la gliosis con el paso de los
dias. La disminucién es de un 6% para el caso del rd10 tratado (*p< 0,05 vs PN21) y de
un 2% para el grupo C57 tratado (*p< 0,05 vs PN21).

La figura 44 (pagina 138) muestra el marcaje (Figura 44 A) y la cuantificacién de
la proteina GFAP (Figura 44 B, grafico) en la periferia central de la retina de los ratones
C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a los dias PN21 y PN23.

Se observa la evidencia de la gliosis reactiva tipica de esta degeneracion en los
ratones rd10, que se ve aumentada estadisticamente a dia PN23 en el grupo rd10 sin
tratamiento respecto del dia PN21 (*p< 0,05 vs PN21), el aumento es de mas de un 13%
(Figura 44 B, tabla). Del mismo modo, también se produce un aumento estadisticamente
significativo del marcaje para GFAP entre los dias PN21 y PN23, dentro del grupo C57

sin tratamiento (*p< 0,05 vs PN21), siendo este aumento del 5%.

No obstante, para el grupo rd10 tratado con P4 (rd10 tratado) existe una
disminucién de la gliosis con el paso de los dias, siendo dicha disminucion
estadisticamente significativa (*p< 0,05 vs PN21), con mas de un 5% de reduccién del
marcaje de GFAP.
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Figura 44. Inmunofluorescencia para GFAP en la periferia central de la retina de los ratones C57,
C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a los dias PN21 y PN23. (A) Marcaje de GFAP en la periferia
central. Escala 50 uym. (B, grafico) Las barras representan el porcentaje de area ocupada por las
células GFAP positivas. Las barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05
vs PN21). (B, tabla) Valores medios del porcentaje del area ocupada por el marcaje GFAP.
También se muestra el porcentaje de cambio (aumento o disminucion del marcaje) en el area de
GFAP entre los dias PN21 y PN23.

La figura 45 muestra el marcaje (Figura 45 A) y la cuantificacién de la proteina
GFAP (Figura 45 B, grafico) en el centro de la retina de ratones C57, C57 tratado, rd10 y
rd10 tratado a los dias PN21 y PN23.
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Figura 45. Inmunofluorescencia para GFAP en el centro de la retina de los ratones C57, C57
tratado, rd10 y rd10 tratado a los dias PN21 y PN23 (A) Marcaje de GFAP en el centro de la
retina. Escala 50 ym. (B, gréafico) Las barras representan el porcentaje de area ocupada por las
células GFAP positivas. Las barras de error representan el error estandar de la media (*p< 0,05
vs PN21). (B, tabla) Valores medios del porcentaje de area ocupada por el marcaje GFAP.
También se muestra el porcentaje de cambio (aumento o disminucion del marcaje) en el area de
GFAP entre los dias PN21 y PN23.

Al igual que sucede en la periferia central, en el centro de la retina se observa la

evidencia de la gliosis reactiva tipica de esta degeneracion en los grupos de ratones
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PN21 (*p< 0,05 vs PN21), el aumento es de mas de un 12% (Figura 45 B, tabla). Del
mismo modo, también hay un aumento estadisticamente significativo del marcaje para
GFAP entre los dias PN21 y PN23, dentro del grupo C57 sin tratamiento (*p< 0,05 vs

PN21), siendo este aumento de mas del 5%.

No obstante, para el grupo rd10 tratado con P4 existe una disminucion de la
gliosis con el paso de los dias. Dicha disminucion es estadisticamente significativa

(*p< 0,05 vs PN21), con mas de un 7% de reduccién del marcaje de GFAP.
7. La progesterona reduce el estrés oxidativo

7.1. Efecto de la progesterona sobre el glutamato, GSH y GSSG a dia PN21

Se ha estudiado el posible efecto de la P4 sobre las concentraciones en la retina
de glutamato y glutation tanto en su forma reducida (GSH), como oxidada (GSSG) a dia
PN21.

7.1.1. Concentraciones de glutamato

La figura 46 muestra la cuantificacion de la concentracion retiniana de glutamato en
los grupos C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado. Existe un aumento de la concentracién
de glutamato en la retina en los ratones de la cepa rd10 respecto de los grupos control
(*p< 0,05 vs grupos C57; “p< 0,05 vs C57).
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Figura 46. Concentraciones de glutamato (nmol/mg proteina) en la
retina de los ratones de los diferentes grupos a dia PN21, obtenidas
por HPLC. Las barras representan la concentracion media de
glutamato (al menos n=5 de cada grupo). Las barras de error
representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs grupos C57;
*p< 0,05 vs C57).
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7.1.2. Concentraciones de GSH

La figura 47 muestra la representacion de la concentracion retiniana de GSH para
los grupos de estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado). Hay una tendencia al
aumento de la concentracién de GSH en la retina en los ratones rd10 (rd10 tratado y

rd10 no tratado) aunque sin llegar a mostrar diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 47. Concentraciones de GSH (nmol/mg proteina) en retinas
de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN21
obtenidas por HPLC. Las barras representan la concentracion
media (al menos n=5 de cada grupo) de los valores de GSH. Las
barras de error representan el error estdndar de la media.

7.1.3. Concentraciones de GSSG

En la figura 48 (pagina 142) se representan los valores correspondientes a las
concentraciones de GSSG en la retina para los distintos grupos estudiados. Existe un
aumento en la concentracién retinal del GSSG en el grupo rd10 no tratado, incremento
estadisticamente significativo respecto al grupo C57 tratado (*p< 0,05 vs C57 tratado).
De modo que en la retina de los ratones de los grupos C57 (C57 tratado y C57 no
tratado) y rd10 tratado se observaron concentraciones inferiores de GSSG que en el

grupo rd10 no tratado.

141



Resultados

GSSG (nmolimg proteina)
2

0,00 . . ‘ 1
C57 C57 tratado rd10 rd10 tratado

Figura 48. Concentraciones de GSSG (nmol/mg proteina) en
retinas de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN21
obtenidas por HPLC. Las barras representan la concentracion
media (al menos n=5 de cada grupo). Las barras de error
representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs C57 tratado).

7.1.4. Ratio GSH/GSSG

Finalmente, la figura 49 muestra la representacion del ratio de concentraciones de
GSH y GSSG en la retina de los diferentes grupos de ratones a dia PN21.
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Figura 49. Ratio de las concentraciones (nmol/mg proteina) de
GSH/GSSG en retinas de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10
tratado a dia PN21. Las barras representan la concentracion media
(al menos n=5 de cada grupo). Las barras de error representan el
error estandar de la media (“p< 0,05 vs C57 tratado y rd10 tratado).
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Se puede observar una disminucion del ratio GSH/GSSG en la retina del grupo
rd10 sin tratar respecto de los grupos tratados con P4 (rd10 tratado y C57 tratado con
P4) (p< 0,05 vs C57 tratado y rd10 tratado), por lo que el hecho de tratar los ratones P4
da lugar a un aumento del ratio GSH/GSSG.

7.2. Cuantificacion de la enzima glutamato cisteina ligasa catalitica
mediante western blot a dia PN21

Dada la alteracion observada en los valores del ratio GSH/GSSG, se han estudiado
los niveles de expresion de la enzima glutamato cisteina ligasa catalitica (GCLC), enzima
clave en la sintesis de novo del GSH, con la finalidad de evaluar si la P4 puede provocar
alguna alteracion en esta enzima y si el aumento de la sintesis de GSH en la cepa de

ratones rd10 puede ser debida a la activacion de la enzima GCLC.

La figura 50 muestra un aumento en la expresion de la enzima en la cepa rd10
(rd10 tratado y rd10 no tratado) respecto de los ratones de los grupos C57 (C57 tratado y
C57 no tratado) (*p< 0,05 vs grupos C57). No obstante, no existen diferencias dentro de

cada una de las cepas entre los grupos tratados con P4 y sin tratar.
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Figura 50. Deteccién de la proteina GCLC por WB en los
diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10
tratado) a dia PN21. (A) Imagen del western blot para la proteina
GCLC en cada grupo experimental (al menos n=5 de cada
grupo). (B) El grafico muestra la cuantificacion de la densidad de
las bandas (expresado como el ratio de GCLC/Actina) en cada
uno de los grupos experimentales. Las barras de error
representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs grupos
C57).
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7.3. Efecto de la progesterona sobre la peroxidacion lipidica
7.3.1. Determinacion del malondialdehido a dia PN21

Se han determinado las concentraciones de malondialdehido (MDA) en la retina a
dia PN21 de los diferentes grupos a estudio (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado) para

establecer el posible papel de la P4 en la peroxidacion lipidica.

La figura 51 muestra que existe un aumento estadisticamente significativo en la
concentracion de MDA en la retina los ratones rd10 sin tratar respecto del grupo C57 sin
tratar (*p< 0,05 vs C57). Ademas, el tratamiento con P4 en los ratones rd10 es capaz de
disminuir los niveles de MDA respecto del grupo rd10 no tratado llegando a valores
control, aunque se observa aumentado respecto de la otra cepa tratada con P4, la C57
(*p< 0,05 vs C57 tratado y rd10). A su vez, tal disminucién también es observada en los
ratones del grupo C57 tratado respecto de los grupos no tratados con P4 (rd10 no

tratado y C57 no tratado) (*p<0,05 vs C57 no tratado y rd10 no tratado).
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Figura 51. Concentraciones de MDA (nmol/mg proteina) en retinas
de ratones C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado a dia PN21
obtenidas por HPLC. Las barras representan la media (al menos 6
animales para cada cepa) de las concentraciones de MDA para los
distintos grupos a estudio. El error de las barras representa el error
estandar de la media (*p< 0,05 vs C57 no tratado y rd10 no tratado;
*p< 0,05 vs C57; “p< 0,05 vs C57 tratado y rd10).

7.3.2. Induccidn de la peroxidacioén lipidica en tejido

Se ha estudiado el posible efecto de la P4 en un experimento ex vivo de induccién

de la peroxidacion lipidica.
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La figura 52 muestra que existe una correlacién negativa (R?=0,9572) y
estadisticamente significativa (p<0,01) entre el uso de concentraciones crecientes de P4
y la concentracion de MDA en el higado de raton. Se observa que a una mayor

concentracion de P4 las concentraciones de MDA son menores.
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Figura 52. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de progesterona
(0-05-1-2-4y 10 uM) en homogenado de higado de ratdn sobre la concentracion
de MDA (nmol/mg proteina) determinado por HPLC. Las barras de error representan el
error estandar de la media

7.4. Determinacion de la viabilidad celular en un cultivo con células
ARPE-19 tras el tratamiento con sulforafano y progesterona

Para tratar de analizar el posible efecto antioxidante de la P4 in vitro, se ha
realizado un estudio de viabilidad celular en células ARPE-19 pre-tratadas con
sulforafano a 10 yM y P4 a dos concentraciones distintas (1 y 10 uM), a las que después
se ha inducido un estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (H.O,) a distintas

concentraciones (0 uM, 500 uM y 1000 yM).

La figura 53 muestra que en todos los grupos, la viabilidad celular disminuye

estadisticamente a medida que aumenta la concentracién de H,0, (p< 0,05 vs 0 uM de

H,0,).

Ademas, se ha observado la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos a una misma concentracion, sulforafano a

10 uM y progesterona a 10 yM. De este modo que hay una mayor viabilidad celular en
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los grupos tratados con 10 uM de P4 respecto de los grupos tratados con 10 pM de
sulforafano (*p< 0,05 vs sulforafano).
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Figura 53. Representacion gréafica de la viabilidad de las células ARPE-19 tras el pre-tratamiento
de las células con sulforafano a 10 uM y la progesterona a 1 y 10 uM previo a la induccién de un
estrés oxidativo con diferentes dosis de H,O, (0 M, 500 uM y 750 uM) Las barras de error

representan el error estandar de la media (*p< 0,05 vs sulforafano 10 uM; #p< 0,05 vs 0 uM de
H20z).
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La retinosis pigmentaria (RP) es una enfermedad genéticamente compleja. La
RP no sindromica es la forma mas abundante en esta enfermedad, representando un
70-80% (Ayuso and Millan, 2010) de todos los casos de RP. En Espafia los enfermos
de RP no sindrémica representan un 88%, de los cuales un 31% presentan RP
autosémica dominante, el 38% RP autosdmica recesiva y un 12% la forma de RP
ligada al cromosoma X, mientras que el resto de pacientes representan enfermos de
RP esporadica (SRP; sporadic retinitis pigmentosa) y pacientes sin clasificar (Ayuso
Garcia, 2001). Debido a la complejidad de la enfermedad se hace necesaria una
estrategia comun para su deteccion temprana. Sin embargo, la caracterizacion
molecular de la RP es un gran reto por diversas causas: el gran numero de genes y
variantes genéticas implicadas, asi como patrones de herencia no mendeliana; tales
como penetrancia incompleta, herencia digénica o trialélica, etc (Anasagasti et al.,
2012). Ademas, hay que sumar a ello la existencia de variaciones segun la geografia y
la etnia (Stone, 2003, Hamel, 2006, Daiger et al., 2007, Ferrari et al., 2011).

El principal “cuello de botella” en los ensayos genéticos de los pacientes con RP
es la necesidad de hacer screening y analizar muchos genes a través de caros y
costosos métodos (Daiger et al., 2007). Es por ello, que mientras se pone a punto un
método estandarizado de deteccién molecular y con un coste asumible para su
practica generalizada, muchos de los esfuerzos se basan en desarrollar diversas
estrategias terapéuticas que permitan sino frenar, enlentecer la progresion de la
enfermedad una vez su fenotipo clinico ya ha sido manifestado. Los métodos actuales
de tratamiento se dirigen principalmente a inhibir la apoptosis y a favorecer la
neuroproteccion y la reparacion, tanto del epitelio pigmentario de la retina (EPR) como
de las células fotorreceptoras. La mejora de los programas de tratamiento y de su
efectividad, es la direccion a la que se encaminan los esfuerzos futuros para la

investigacién en este campo (He et al., 2014).

Entre las posibles terapias para hacer frente a la RP encontramos terapias
neuroprotectoras dirigidas a tratar de disminuir los efectos producidos por las multiples
mutaciones que dan lugar a la RP. Entre dichas mutaciones, la RP resultante de las
mutaciones en el gen de la subunidad beta de la fosfodiesterasa 6 (PDEGR;
phosphodiesterase 6 subunit beta) es una de las mas tempranas en su comienzo y
una de las formas mas agresivas de esta enfermedad, representando el 5% de las RP
autosémicas recesivas (McLaughlin et al., 1993, Danciger et al., 1995, McLaughlin et
al., 1995).
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Los modelos de ratones de degeneracion de retina son una herramienta
imprescindible para explorar los mecanismos de degeneracion, asi como para el
estudio de terapias experimentales en la RP (Biswas et al.,, 2014). Entre ellos
encontramos el modelo de raton con degeneracion de retina 10 (rd10; retinal
degeneration 10), que ha sido utilizado en este proyecto para estudiar la efectividad de
un tratamiento con progesterona (P4) en una enfermedad en la que el estrés oxidativo

juega un papel muy importante.

1. Caracterizacion de la degeneracion a nivel histolégico y de

muerte celular en un modelo de ratén rd10 y en ratones C57

La rapida degeneracion de los fotorreceptores que tiene lugar en el modelo de
ratén de degeneracioén de retina 1 (rd1; retinal degeneration 1), unida al solapamiento
existente entre el inicio de la degeneracion y la ultima fase de la sinaptogénesis de la
retina, es una limitacion que presenta este modelo. Este hecho hace que sea dificil
distinguir entre los efectos primarios debidos a la degeneracién de los bastones y las
consecuencias de un desarrollo anormal de la conectividad neuronal (Gargini et al.,
2007). Es por ello, que se decidio llevar a cabo los estudios de esta tesis en otro

modelo de ratén de RP, el modelo de ratén rd10.

En los ratones rd10 una vez ha tenido lugar el inicio de la degeneracion, todavia
se mantiene la funcién visual. La degeneracion de los ratones rd10 no esta causada
por la ausencia de la proteina PED6B, sino que todavia se observa expresion de esta
proteina. Es por ello que se cree que la degeneracion en los ratones rd10 puede ser
causada por una expresion insuficiente y/o una baja actividad enzimatica. Esto podria
conducir a una acumulacién intracelular mas lenta de guanosin monofosfato ciclico
(GMPc; guanosine monophosphate cyclic) que la mostrada en la retina de los ratones

rd1 y con una eventual muerte celular (Chang et al., 2007).

En la retina de los vertebrados, se producen al menos dos fases de muerte
celular: una primera fase de muerte, que afecta a células neuroepiteliales en
proliferacion y neuroblastos recién diferenciados y que esta poco caracterizada
morfologica y funcionalmente (de la Rosa and de Pablo, 2000, Yeo and Gautier, 2004,
Boya and de la Rosa, 2005) y una segunda fase mas tardia que estd mejor
caracterizada, que tiene lugar en la segunda mitad del desarrollo de la retina y esta
asociada al proceso de diferenciacion y maduracion celular. En relacion a este aspecto

destacar el elevado numero de células TUNEL positivas observadas en el presente
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trabajo a PN5 tanto en los ratones C57 como rd10, a causa del desarrollo post-natal

de la retina.

Sin embargo a parte de la citada muerte celular asociada al desarrollo, la
apoptosis sucede en la muerte celular patolégica en varios modelos de degeneracion
de la retina, incluyendo los ratones rd, los ratones con rodopsina transgénica y con
dafo inducido por la luz. La apoptosis de los fotorreceptores también sucede en la RP
humana (Li and Milam, 1995). La muerte celular de los fotorreceptores en los humanos

con RP se detectd hace dos décadas mediante la técnica TUNEL (Li et al., 1995).

A su vez, el estudio histolégico se considera de referencia para estudiar y
cuantificar la tasa de degeneracion retiniana en los modelos animales y para evaluar la
eficacia de posibles tratamientos (Pennesi et al., 2012). Las mediciones cuantitativas
pueden ser problematicas debido a los artefactos no lineares inducidos por la isquemia
post-mortem, por la fijaciéon o por el procesado del tejido (Gloesmann et al., 2003,
Anger et al., 2004). Estas dificultades han conducido a la mayoria de los
investigadores a cuantificar el espesor de la retina mediante el contaje de células

individuales, mas que mediar el espesor absoluto de la retina (Pennesi et al., 2012).

Diversos estudios han descrito la forma en la que comienzan a degenerar los
fotorreceptores en el modelo de raton rd10, todos ellos coinciden en que la retina de
los ratones rd10 muestra degeneracién histolégica a las tres semanas post-natales.
(Chang et al., 2002, Otani et al., 2004, Gargini et al., 2007). Las células TUNEL
positivas se detectan desde el dia post-natal (PN)18 (Chang et al., 2007, Gargini et al.,
2007) y la senal se situa principalmente en la capa nuclear externa (CNE), con muy
poca sefal en la capa nuclear interna (CNI) y en la capa de células ganglionares
(CCQG). Estos autores realizaron el contaje del nimero de nucleos para determinar el
numero de filas de fotorreceptores en la CNE. A dia PN10 el niumero de filas de
fotorreceptores era de 12-14, mientras que a dia PN20 el nimero descendia a 11-12
filas. Ademas, otros autores han determinado la existencia de una morfologia
histolégica normal en la retina de los ratones rd10 a dia PN14 (Puthussery et al., 2009,
Pennesi et al., 2012).

Estos datos estan de acuerdo con los obtenidos en nuestro estudio, donde se
observa que a dia PN13 no hay diferencias estadisticas en el niumero de filas de
fotorreceptores para los animales C57BL/6J y rd10 y ambos grupos presentan
alrededor de 12-14 filas (Figura 22). No obstante, en nuestro modelo animal parece

ser que la muerte celular de los fotorreceptores se encuentra ligeramente adelantada
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(Figuras 22 y 23) dado que el numero de filas de fotorreceptores a dia PN21 es
ligeramente menor al observado por otros autores para el mismo modelo de ratdon
aunque similar al encontrado recientemente por Biswas y colaboradores en el afio
2014 que observan con inmunohistoquimica a dia PN25 solo tres filas de

fotorreceptores (Biswas et al., 2014).

En los humanos con RP la degeneracion comienza por la periferia y algunos
casos severos presentan degeneracion casi completa en el centro de la retina, aunque
retienen una “isla” de vision central residual (Berson, 2007b, Gabriele et al., 2010). Sin
embargo, en los ratones rd10, los bastones comienzan a degenerar entre el dia PN16
y PN20, con un maximo de muerte celular entre PN20 y PN25 con un gradiente del
centro a la periferia, de manera que la degeneracion en la periferia se encuentra
retrasada unos 2-3 dias (Chang et al., 2007, Gargini et al., 2007).

En este modelo de ratén, a dia PN60 los bastones no son detectables y solo los
conos permanecen (Chang et al., 2007, Gargini et al., 2007, Barhoum et al., 2008). En
nuestro caso parece que también se encuentra el citado gradiente de muerte celular
desde el centro a la periferia y que la muerte celular por apoptosis comienza a ser mas
elevada a dia PN13 en el centro de la retina, pudiéndose encontrar el pico de muerte
celular poco antes del dia PN21 y pudiendo estar por tanto adelantado en
comparacion a lo encontrado por los citados autores. Es por ello que hipotetizamos
que estos resultados podrian ser debidos a las diferentes condiciones de estabulacion
y mantenimiento, que pueden existir entre una misma cepa estabulada en sitios
distintos, a su vez, factores determinantes pueden ser la dieta y/o la luz.
Recientemente Arango-Gonzalez y colaboradores han encontrado la existencia del
pico de muerte celular en rd10 a PN18 (Arango-Gonzalez et al., 2014). Del mismo
modo Martinez-Fernandez de la Camara y colaboradores, han encontrado resultados
similares. No obstante, estos autores explican tales resultados debido a la mayor
intensidad de luz a la que se habia mantenido a los ratones rd10 de su estudio (98-131
lux) (Martinez-Fernandez de la Camara et al., 2015), en comparacion con lo descrito

por otros autores (alrededor de 60 lux) (Doonan et al., 2005, Gargini et al., 2007).
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2. Determinacion de la dosis optima para el tratamiento con

progesterona

Los esteroides neuroactivos son sintetizados tanto en el sistema nervioso central
(SNC) como en las glandulas endocrinas (Paul and Purdy, 1992). Se conoce como
esteroides neuroactivos a las hormonas esteroideas que ejercen sus efectos en el
tejido neural. La neuroesteroidogénesis ocurre en la retina, particularmente la
produccion de novo de la pregnenolona (Guarneri et al.,, 1994). Ademas, en la retina
se expresan los factores nucleares A y B correspondientes a las isoformas A y B del
receptor clasico de la P4 o PR (PR, progesterone receptor) (Wickham et al., 2000).
Hay poca informacion acerca de qué células especificas de la retina expresan estos
receptores, excepto para el componente 1 del receptor de membrana asociado a la
P4, que se sabe que es expresado en las células de Miller de la retina, en los
fotorreceptores y en el epitelio pigmentario de la retina (EPR) (Swiatek-De Lange et al.,
2007).

Se ha demostrado que el uso de esteroides neuroactivos como la P4, tiene la
capacidad de atenuar la muerte celular por apoptosis asociada al dafio en el SNC en
varios casos, tanto en el dafio cerebral traumatico (TBI; traumatic brain injury)
(Shahrokhi et al., 2010) como en el dafio en la médula espinal (Gonzalez et al., 2009).
Ademas, se ha visto como la P4 mejora los efectos del infarto (Betz and Coester,
1990) y de condiciones neurodegenerativas como la enfermedad del Alzheimer (Frye
and Walf, 2009). Del mismo modo, se ha descrito el papel neuroprotector de la P4 en
un modelo de neurodegeneracion en ratones Wobbler mutantes con degeneracion
motoneuronal y astrogliosis de la médula espinal (Gonzalez Deniselle et al., 2002a,

Gonzalez Deniselle et al., 2002b).

Tras dos décadas de ensayos preclinicos con diferentes modelos de enfermedad
y dafo, se reconoce a la P4 como un poderoso neuroesteroide (Baulieu et al., 2001).
Se ha demostrado el efecto neuroprotector de la administracion de P4 de forma
aislada o en combinacién con otros compuestos como la Vitamina D (Atif et al., 2009)
gracias a la capacidad de la P4 de cruzar la barrera hematoencéfalica (BHE) tras un
dafio en el SNC (Duvdevani et al., 1995, Schumacher et al., 2007).

Las conversiones multiples en la biosintesis de esteroides, muchas de las cuales
son bidireccionales, revelan que los efectos multiples de la P4, no solo proceden de la

P4 en si misma, sino también de la funcién de otras hormonas relacionadas (Feeser
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and Loria, 2011). La P4 y sus metabolitos tales como la alopregnanolona (ALLO), son
pleiotropicos, estos actian sobre multiples receptores no solo en el clasico receptor
PR de la P4 (Stein, 2011). Las acciones pleiotropicas de la P4 ejercen su efecto en la
reduccion de muchas complejas cascadas moleculares y gendmicas relacionadas con
el dano isquémico tras un infarto cerebral (Wali et al., 2014). Se ha demostrado que
las progestinas son metabolizadas en varios tejidos oculares incluyendo el tejido
retiniano (Lanthier and Patwardhan, 1988, Guarneri et al., 1994, Wickham et al., 2000,
Sanchez-Vallejo et al., 2015).

Sin embargo, diversos estudios no han podido demostrar los efectos
beneficiosos de la P4 y sus metabolitos en el ojo. Pues aunque en algunas
investigaciones se ha encontrado que la P4 protegia de la alta presion intraocular (Lu
et al., 2008a, Ishikawa et al., 2014), en estudios como el de Nakazawa y
colaboradores en el ano 2006 se encontré que la P4 no ofrecia proteccién en un
modelo de dafio en las células ganglionares de la retina (Nakazawa et al., 2006). A su
vez, dos estudios independientes no pudieron demostrar los efectos protectores de la
P4 contra el estrés por luz (O'Steen, 1977, Kaldi and Berta, 2004).

La disparidad entre unos estudios y otros podria ser debida a la variacién
existente en los estudios con luz, las especies animales, el régimen de dosis empleado
o el origen de la P4 (natural o sintética), ya que la progestina sintética no siempre
puede mimetizar los efectos fisiologicos de la P4 (Doonan et al., 2011). Es por ello,
que se necesitan mas estudios para optimizar la dosis, eleccion del momento oportuno

(timing) y via de administracion (Liu et al., 2010).

En este sentido, en la presente tesis se ha realizado un estudio previo, con la
finalidad de determinar la dosis Optima para el tratamiento con P4. Los estudios
realizados en las diferentes zonas de la retina, sugieren el posible efecto beneficioso

de la P4 en la retina de los ratones rd10.

De forma mas concreta, la P4 muestra un patron de dosis-respuesta en el efecto
de preservar un mayor numero de filas de fotorreceptores en la retina entera y
especificamente en la periferia lejana de los ratones rd10, donde la dosis de P4 de
150 mg/kg resulta ser mas efectiva y la de 200 mg/kg tiene un efecto menor. Sin
embargo, parece que la dosis de 200 mg/kg tiene mas efecto en la periferia central

aunque con una menor correlacion para el patron dosis-respuesta.
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Hay estudios que de acuerdo con nuestros resultados establecen la existencia
de una curva de dosis-respuesta en forma de campana para la P4. Por ejemplo, Stein
(2008) observd que la administracién de bajas o altas dosis de P4 tras TBI e infarto
cerebral no daba buenos resultados (Stein, 2008). A su vez, tras el empleo de dosis
crecientes de P4 en un modelo de TBI en ratas, se ha demostrado como la P4
resultaba ser mas efectiva a dosis intermedias en estudios de analisis del
comportamiento y memoria espacial entre otros parametros (Goss et al., 2003, Wali et
al.,, 2014). No obstante, dado la existencia de algunos estudios que correlacionan el
empleo a largo plazo de la progesterona con el cancer de mama, seran necesarios
estudios a gran escala y aleatorios con diferentes progestinas y tipologias de
administracion y dosis, para poder analizar criticamente el efecto de la progestina en el

cancer de mama (Eden, 2003).

Por lo tanto, se decidié emplear para los siguientes experimentos la dosis de
150 mg/kg de P4 como terapia neuroprotectora, debido a que dicha dosis es la que
muestra mejores resultados en la zona en la que persisten un mayor niumero de

fotorreceptores, la periferia lejana de la retina.

3. La progesterona disminuye la muerte celular de los

fotorreceptores en la retina de los ratones rd10

En el modelo de raton rd10, los bastones son los que mueren primero y no es
hasta que la degeneracién de estos bastones es casi completa cuando los conos
comienzan a morir (Gargini et al.,, 2007). Parece ser que son los conos que
permanecen en la retina los que median la respuesta visual, aunque es dificil extraer
conclusiones debido al bajo porcentaje de conos que sobreviven en la retina, los
posibles cambios adaptativos y transneuronales en el tejido que sobrevive (Carter-
Dawson et al.,, 1978), asi como otras consideraciones (Orr et al., 1976).
Desafortunadamente, se sabe poco de las vias de muerte celular de los bastones

excepto que se cree que estos mueren por apoptosis (Wenzel et al., 2005).

Los modelos animales con RP, entre ellos el modelo de ratén rd10, muestran
una pérdida severa de fotorreceptores, con una concomitante pérdida de respuesta
visual, medida a través del electrorretinograma (ERG) (Chang et al., 2002, Fernandez-
Sanchez et al., 2012a, Fernandez-Sanchez et al., 2012b, Rosch et al., 2014). Se
puede asumir por tanto que la funcién visual es correlativa hasta cierto punto al
espesor de la retina (Sandberg et al., 2005, Witkin et al., 2006).
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Debido a la amplificacion del sistema visual un nimero relativamente bajo de
células rescatadas o trasplantadas a menudo tienen un efecto clinicamente
significativo en la vision (Tucker et al., 2014), con lo que conseguir una minima
proteccion en la retina durante la degeneracion, por pequefa que sea, podria ser de

gran importancia para los enfermos de RP.

La técnica de TUNEL se ha empleado ampliamente en estudios con terapias
neuroprotectoras en el raton rd10 (Corrochano et al., 2008) de manera que la
efectividad del tratamiento se correlaciona con una disminucion del numero de células
TUNEL positivas.

A pesar de su etiologia multiple, la apoptosis es el destino final comun de la RP
asi como otras distrofias severas. No obstante, actualmente no hay un tratamiento que
directamente esté dirigido a prevenir que las células de la retina se vean sometidas a
la apoptosis (Chang et al., 1993, Cottet and Schorderet, 2009).

Diversos estudios han demostrado que la P4 protege contra la apoptosis a través
de la unién a sus receptores nucleares (A y B), al componente 1 del receptor de
membrana asociado a P4, o a ambos tipos de receptores (Friberg et al., 2009, Peluso
et al., 2009). Ishrat y colaboradores han demostrado que la P4 disminuye |la apoptosis
a través de la via PI3K/Akt (Ishrat et al., 2012).

Algunos estudios han demostrado el uso de progestinas sintéticas (por ejemplo
el norgestrel) y su efecto en el retraso de la muerte celular por apoptosis en el modelo
de ratén rd10 (Doonan et al., 2011). Estos autores demostraron que tras administrar
norgestrel existia un menor numero de células TUNEL positivas en la CNE de la retina
de los ratones rd10 tratados. A su vez, Doonan y colaboradores pudieron observar que
a dia PN21 habia una preservacion de los fotorreceptores de la retina periférica que no
tenia lugar en la retina central, aunque entre los dias PN25-PN30 observaron un
aumento de las células TUNEL positivas en la periferia de la retina. Debido a que en
este modelo de ratdon la periferia degenera mas lentamente, estos autores plantean
que quizas una administracion mas temprana de P4 podria dar lugar a un retraso en la
muerte de los fotorreceptores en la retina central, al igual que sucede en la periferia.
De este modo, sugieren que la muerte celular en este modelo se encuentra retrasada

por la accion de la progestina, mas que prevenida.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran, tanto por la tincion de

hematoxilina-eosina (HE) como por la técnica TUNEL que hay un menor nimero de
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filas de fotorreceptores y un aumento de las células TUNEL positivas en los ratones
rd10 sin tratar, como resultado de la degeneracion (Figuras 22 y 23). A su vez, se
observa un efecto de la P4 en la preservacion del numero de filas de los
fotorreceptores, con un aumento significativo del numero de filas de fotorreceptores en
la periferia lejana de la retina de los ratones rd10 que han sido tratados con P4,
mostrando un elevado porcentaje de disminucion de la muerte celular en todas las
zonas de la retina y que también resulta ser significativo en la periferia lejana (Figuras
29y 30).

Al igual que en los citados estudios, hay un gradiente en la degeneracion, del
centro a la periferia, mas notable en nuestros resultados de la técnica de TUNEL a
PN21 que en la HE. Del mismo modo y de forma mas concreta se observa el efecto
neuroprotector de la P4 en la periferia lejana de los ratones rd10, mientras que en el
resto de zonas de la retina, periferia central y centro de la retina, hay cierta tendencia a
aumentar el numero de filas de fotorreceptores y a disminuir la muerte celular en

aquellos ratones rd10 que han sido tratados con P4.

Hay que sefialar que nuestros estudios se han llevado a cabo tanto en machos
como en hembras, debido a que se trata de unos estudios iniciales y otros autores
como Doonan y colaboradores que emplearon el norgestrel para la proteccion de la
muerte celular en un modelo de dafio por la luz, obtuvieron proteccion similar tanto en
machos como en hembras, indicando que los efectos observados no eran especificos

de género (Doonan et al., 2011).

Por lo tanto, mientras que los datos actuales describen que los efectos pro-
supervivencia de los progestagenos en el cerebro son convincentes, los estudios en la
retina aunque alentadores se encuentran en un estado mucho menos avanzado
(Doonan and Cotter, 2012).

4. Estudio de la progesterona sobre la expresién en la retina de
las proteinas BDNF, iNOS, pCREB, CREB y LC3

4.1. BDNF

Una de las estrategias para hacer frente a la RP es el empleo de factores
neurotroficos que promuevan la supervivencia de las células fotorreceptoras (LaVail et
al., 1992, LaVail et al., 1998). Entre estos factores encontramos, el factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF; brain-derived neurotrophic factor), cuyo aumento ha

157



Discusion

demostrado ser protector en multiples desérdenes neurodegenerativos en la retina
(Okoye et al., 2003). Se ha observado que el marcaje de BDNF se encuentra a lo largo
de toda la retina. Por tanto, el BDNF puede estimular a otras células retinianas a
producir sefiales de supervivencia que actiuen en los fotorreceptores (Okoye et al.,
2003).

De forma mas concreta, el BDNF pertenece a la familia de neurotrofinas, como la
neurotrofina 3 y la neurotrofina 4, que juegan papeles clave en el cerebro para dar
soporte a la supervivencia neuronal y la plasticidad sinaptica (Cohen and Greenberg,
2008, Lu et al., 2008b). Ademas, el BDNF esta relacionado con otros mecanismos
como la memoria y el estrés oxidativo, ya que se ha comprobado que con la edad y el
aumento del estrés oxidativo la funcionalidad de la memoria disminuye debido a la
disminucién del BDNF (Wu et al., 2004, Erickson et al., 2010).

Diversos autores han demostrado que la P4 aumenta la expresion de BDNF en
varios sistemas experimentales, incluyendo explantes del coértex cerebral, médula
espinal danada y en las motoneuronas en degeneracion de ratones Wobbler (Singh et
al., 1995, Gonzalez et al., 2004, Gonzalez Deniselle et al., 2007, Kaur et al., 2007).
Ademas, se sabe que el receptor clasico intracelular/nuclear de la P4 es necesario
para que la P4 pueda aumentar la expresion de ARNm del BDNF (mediador clave de
los efectos protectores de la P4) (Jodhka et al., 2009, Singh and Su, 2013) y también
se ha descrito que la P4 desencadena una significativa liberacién del BDNF por parte
de la glia (Su et al., 2012).

Los factores de crecimiento como el BDNF, el factor neurotréfico ciliar (CNTF;
ciliary neurotrophic factor) y el factor neurotréfico derivado de la linea celular de glia
(GDNF; glial cell line-derived neurotrophic factor), son dificiles de detectar en la retina
por western blot (Doonan et al., 2011). En nuestro caso se ha podido determinar el
BDNF en su forma inmadura o pro-BDNF, el cual debe someterse a su rotura

proteolitica para pasar a la forma madura (Fayard et al., 2005).

Sin embargo, en nuestro caso, no se han observado diferencias
estadisticamente significativas para los niveles de BDNF entre ninguno de los grupos
que hemos estudiado a dia PN21, momento en que ya ha podido tener lugar el pico de
muerte celular. Estos resultados estan de acuerdo con el citado estudio de Doonan y
colaboradores, en el que tras tratar a los ratones rd10 con norgestrel (progestina
sintética), no consiguieron detectar el BDNF en su forma madura y aunque si que lo

detectaron en su forma inmadura (pro-BDNF), no observaron diferencias en los
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animales tratados. Del mismo modo, tampoco observaron variaciones en el CNTF y
GDNF en respuesta al norgestrel (Doonan et al.,, 2011). Ante la inexistencia de
alteraciones en los valores para el BDNF de los grupos estudiados, es importante
destacar que los cambios moleculares que tienen lugar en la retina adulta suceden de
forma muy rapida, dentro de minutos u horas (Cuenca et al., 2014) y que la alteracién
de estos factores neurotroficos no es persistente en el tiempo (Vecino et al., 2015). Es
por ello que hipotetizamos que quiza ante la existencia de posibles variaciones en el
BDNF, no hayamos dado con el momento concreto en que dicha alteracion se hiciera
presente, por lo que se deberian realizar mas estudios con la finalidad de observar los
cambios a lo largo del tiempo entre la cepa control (C57) y rd10 y poder determinar si
el avance de la degeneracion en el modelo de rd10 afecta a la alteracion de la

expresion de la proteina BDNF.

4.2.iNOS

El éxido nitrico (NO) es una molécula de sefalizacion producida por la enzima
6xido nitrico sintetasa (NOS) dependiente de la nicotinamida adenina dinucleoétido
fosfato (NADPH; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), durante la conversién
de la L-arginina a L-citrulina (Moncada and Higgs, 1993). Ademas, se sabe que el NO
influencia la apoptosis en muchos modelos y su efecto puede ser pro-apoptético y anti-
apoptético (Brune et al., 1998). Existen tres isoformas de la enzima NOS segun el
tejido donde primero fueron clonadas; la neuronal (nNOS o NOS 1) y endotelial (eNOS
o NOS IlI), que se expresan de manera constitutiva de forma calcio-dependiente. Y la
inducible (iNOS o NOS Il), que se expresa después de un compromiso inmunoldgico y
dafo neuronal y es calcio-dependiente bajo la mayoria de circunstancias (Pautz et al.,
2010) dando lugar a la produccién de NO que puede persistir durante varios dias
(Alderton et al., 2001). La isoforma inducible también genera NO por los macréfagos
como parte de la respuesta inmune (Stuehr et al., 1989, Drapier et al., 1991, Stadler et
al., 1993, Terenzi et al., 1995, MacMicking et al., 1997) en respuesta a citoquinas o a
productos bacterianos. Se ha demostrado que la produccion de 'NO y sus efectos
varian en funcién de la isoforma de NOS que lo produce, mientras que la eNOS
genera 'NO con efectos beneficiosos, se ha visto que la nNOS e iNOS producen "NO
con efectos deletéreos (Alderton et al., 2001, Tsai et al., 2007). Sin embargo, la
expresion de las isoformas de NOS después del dafio oxidativo es muy controvertida
(Kim and Suh, 2010).

Se sabe que la INOS se expresa en la CNI en un modelo murino in vivo de
retinopatia isquémica proliferativa donde existe un marcado dafio en la retina interna
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(Sennlaub et al., 2001). Otros autores han demostrado que tras la infeccién de la retina
por un citomegalovirus murino, la mayoria de células que expresan iINOS en la retina
son los macrofagos y la microglia (Zhang et al., 2007). Mientras que otros autores han
demostrado en el modelo de degeneracion de retina rd2 (modelo con mutacién en la
proteina periferina), la presencia de iINOS en los segmentos externos de los
fotorreceptores, a dia PN14 (3 dias previos al pico de muerte celular de

fotorreceptores que situan en PN17) (Yang et al., 2007).

A dia PN21, hemos encontrado de forma sorprendente una disminucion
estadisticamente significativa de la proteina iINOS en los grupos rd10 frente al control
tratado, y del rd10 tratado con ambos controles (C57 tratado y C57 no tratado). Estos
resultados han sido llamativos pues de forma contraria a lo que se podria pensar, no
se ha encontrado una elevacién del iINOS en los ratones rd10 a dia PN21. Es por ello,
que a la vista de los resultados, se quiso estudiar lo que sucedia dias antes (PN13 y
PN18), del dia del sacrificio (PN21). Hipotetizamos que debido a los cambios que con
el tiempo tienen lugar en la retina de los ratones rd10 a causa de la degeneracién y
dado que el NO puede ser producido en todas las células de la retina (Eldred and
Blute, 2005), debido a la pérdida de fotorreceptores exista una menor expresion de
iINOS en estas ceélulas lo que explicaria la disminucién tan marcada del iNOS en los
ratones rd10 (rd10 tratado y rd10 no tratado) a dia PN21.

Para ello, se analizo la expresion de iINOS a dia PN13 y PN18, tanto en los rd10
como en los controles sin tratar (C57). Se observd que existia una tendencia al
aumento en los valores de INOS en los ratones rd10 a dia PN13 cuando la
degeneracion en la retina de los ratones rd10 todavia no se ha hecho patente a nivel
histolégico, aunque parece ser que los mecanismos moleculares de la degeneracion
se estan poniendo en marcha. Ademas, se confirmé la disminucion de iINOS en los
ratones rd10 a lo largo de los dias, ya que a dia pN18 se observaba una disminucion
en la proteina iINOS para los ratones rd10, no observandose diferencias para los
valores de iNOS en los ratones control. Estos resultados estan de acuerdo con Yang y
colaboradores que en el afio 2007 estudiaron la expresion de iNOS en los ratones rd2,
estos autores observaron como en la retina de sus ratones control (ratones C3B)
existia una expresion constitutiva de iINOS y que debido a la degeneracion la
expresion de INOS se encontraba regulada de una forma tiempo-dependiente,
encontrandose elevada desde PN12-PN14 y disminuyendo a partir de estas edades

post-natales (Yang et al., 2007).
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En cuanto al efecto de la P4 en la expresion de iNOS, Coronel y colaboradores
demostraron que la P4 atenuaba la expresién y actividad de iNOS, e hipotetizan que
sea posiblemente por la disminucion de la transactivacién del factor nuclear kappa B
(NF-kB; nuclear factor kappa B) en un modelo de rata para dafio en la médula espinal
(Coronel et al.,, 2014). EI NF-kB es uno de los factores de transcripcion mas
importantes que tras un dafo, controlan la expresién génica o los mediadores
inflamatorios, incluyendo los genes de iINOS (Rafati et al., 2008, Fu et al., 2010). Otros
autores también han observado una disminucion de la iINOS tras un tratamiento con

P4 tanto in vivo como in vitro (Liu et al., 2010).

4.3. pCREB y CREB

El elemento de unién y respuesta al AMPc (CREB; cAMP response element-
binding), o CREB-1 pertenece a la familia de factores de transcripcion que han sido
implicados en la supervivencia neuronal (Finkbeiner, 2000, Sakamoto et al., 2011). La
supresion genética de CREB dirige a la degeneracion neuronal (Mantamadiotis et al.,
2002).

La fosforilacion de CREB (pCREB; phosphorilated cAMP response element-
binding) en el residuo de serina-133 se considera un pre-requisito para la activacion de
CREB (Alberini, 2009). Esta fosforilacion sucede en respuesta a un estimulo externo
(Montminy et al., 1986, Montminy et al., 1990, Johannessen et al., 2004).

Hasta la fecha existen pocos estudios que hayan demostrado la variacion de los
resultados en la expresion del pCREB en la retina. No obstante, algunos autores han
informado de una desregulacién de pCREB tras someter a la retina a diversos tipos de
dafo por luz, dano en el nervio dptico o presion intraocular (Yoshida et al., 1995, Choi
et al., 2003, Kim and Park, 2005). Ademas, la fosforilacion de CREB puede tener una
respuesta dual en la supervivencia celular, dependiendo del agente de excitotoxicidad
empleado. Estudios como el de Isenoumi y colaboradores han indicado que agentes
como el N-metil-D-aspartato (NMDA) promueven la muerte de las células ganglionares
mediante el aumento del pCREB (Isenoumi et al., 2004) mientras que otros estudios
realizados en el SNC han demostrado que otros compuestos como el acido kainico

promueven la muerte neuronal al disminuir el pPCREB (Lee et al., 2002).

La presencia de pCREB en el nucleo de los fotorreceptores se ha visto por
inmunohistoquimica en modelos de perro de RP y en retinas humanas con
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) (Beltran et al., 2009). Ademas, se

ha visto que los niveles de pCREB aumentan tras el tratamiento con factores
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neurotroficos en explantes de retinas de ratones rd1 tratados con CNTF y BDNF o con
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I; insulin like-growht factor I), dando lugar a
un enlentecimiento de la progresion de la degeneracion y sugiriendo un papel para
pCREB en la supervivencia de las células de la retina durante la degeneracion (Azadi
et al., 2007, Arroba et al., 2009).

En las retinas de los ratones rd1, la expresion de CREB se encuentra
disminuida, al igual que la expresion de pCREB (Paquet-Durand et al., 2006, Azadi et
al., 2007, Arroba et al., 2009).

Este resultado es sorprendente, pues se esperarian unos valores elevados de
pCREB en los fotorreceptores, debido a que la proteina quinasa dependiente de GMPc
(PKG; cGMP-dependent protein kinase) (activada por el GMPc y capaz de fosforilar a
CREB), se encuentra activada en rd1 y rd10 como resultado del acumulo de GMPc
durante la degeneracion retiniana. Ademas, cabe destacar que el estrés oxidativo

induce también la activacién de CREB (Lee et al., 2009a).

Sin embargo, diversos autores han tratado de dar una posible explicacion para la
desregulaciéon de la activacion y expresion de CREB. Nakao y colaboradores han
planteado el posible papel de la activacion de quinasas como la PKA en un modelo de
degeneracién de fotorreceptores en pez cebra. Segun estos autores, el AMPc seria el
responsable de la muerte celular de los fotorreceptores en dicho modelo. Los citados
autores proponen que la desregulacion de pCREB podria tener lugar mediante la
activacion regulada por AMPc del represor temprano inducible de AMPc (ICER;
inducible cAMP early repressor) (Nir et al., 2001) el cual funciona como antagonista
endogeno de CREB y cuya actividad es dependiente de la PKA, aunque destacan la
necesidad de elucidar la relacion exacta entre CREB y la PKA en la muerte celular de

los fotorreceptores (Nakao et al., 2012).

Nosotros postulamos la posible actuacion del citado represor u otro que actie de
forma similar en los ratones rd10, proteina que podria venir regulada en el modelo de
ratén rd10 por el GMPc y que también sea antagonista de CREB (dependiente a su
vez de la PKG), dando lugar a la desregulacion de CREB. Estos resultados estan de
acuerdo con lo observado en nuestro caso para los ratones rd10, donde se observa
una disminucion estadisticamente significativa del pCREB en la cepa rd10 frente a la

cepa de los ratones C57 a dia PN21.
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En nuestro caso, el tratamiento con P4 no tiene ningun efecto en los ratones
rd10, pero si en los controles, donde se produce un aumento estadisticamente
significativo en la proteina pCREB, aunque el ratio pPCREB/CREB no aparece alterado.
De ello podemos deducir que en nuestro caso la expresiéon de CREB en los ratones
rd10 esta disminuida, quiza por alguno de los argumentos expuestos anteriormente,
mientras que en una situacion normal (ratones control), la P4 es capaz de aumentar la

expresion de CREB.

Otros autores como Gu y colaboradores han demostrado en estudios con ratas,
que en la zona del area predptica del hipocampo (en el nucleo periventricular
anteroventral) en la que se encuentran gran cantidad de receptores hormonales, la P4
y los estrogenos son capaces de regular la fosforilacion de CREB en las neuronas de
esta zona (Gu et al., 1996).

Se ha destacado en otros estudios la importancia del aumento de pCREB en los
estudios de degeneracion de la retina. Por ejemplo, Wahlin y colaboradores
demostraron que el uso de factores neurotréficos produce un aumento de pCREB en
explantes de retina de ratones C57. Estos autores demostraron que tras el tratamiento
con el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF2; fibroblast growth factor) tipo 2, el
factor de crecimiento transformante (TGF; transforming growth factor) alfa, el BDNF, o
CNTF aumentaba la expresion de pCREB en la retina interna, sugiriendo el posible
efecto protector que CREB podria tener en la degeneracion de la retina (Wahlin et al.,
2000). En estudios in vitro con experimentos en explantes de retinas de ratones rd1,
se ha podido observar que tras la inhibicién de la PED6 con zaprinast no se detectaba
pCREB en la CNE, aunque no se observaba variacién en el marcaje de la CNl y en la
CCG (Mencl, 2012).

44.LC3

La autofagia es una via auto-degradadora que media el reciclaje de
componentes celulares dafiados o disponibles y esta activada en situaciones de estrés
nutricional, oxidativo y otras formas de estrés (Boya et al., 2013). La disfuncién de la
autofagia se ha relacionado con muchas condiciones patolégicas, incluyendo

infecciones, cancer y enfermedades degenerativas (Schneider and Cuervo, 2014).

Ademas, a menudo se han relacionado con la neurodegeneracion defectos en
diferentes estados del proceso de la autofagia, incluyendo la formacion de
autofagosomas, el reconocimiento de la carga o “cargo” y la fusién y degradacion

lisosomal (Nixon, 2013).
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A su vez, a parte de su papel en la degradacién, los lisosomas estan emergiendo
como reguladores clave de la homeéstasis celular, actuando como sensores
nutricionales o participando activamente en la muerte celular (Boya, 2012, Aits and
Jaattela, 2013, Cang et al., 2013). Se ha demostrado la existencia de las alteraciones
lisosomales incluyendo el aumento del pH lisosomal y la permeabilizacion de la
membrana lisosomal en enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson (Dehay et al.,
2010, Lee et al., 2010).

Dicha permeabilizacion lisosomal puede ser inducida por diferentes estimulos
como el estrés oxidativo y la activacién de calpainas (proteasas no lisosomales
dependientes de Ca?*) pudiéndose observar tanto in vitro como in vivo (Aits and
Jaattela, 2013). A su vez, también se ha demostrado que las calpainas adhieren
muchos sustratos intracelulares incluyendo proteinas de la autofagia y proteinas
lisosomales (Norman et al.,, 2010, Sahara and Yamashima, 2010) sugiriendo la
relacion existente entre el Ca?', la activacion de las calpainas, el dafio lisosomal y el
blogueo de la autofagia. Del mismo modo, varios estudios han relacionado la
regulacién de la autofagia por parte del Ca®* (Williams et al., 2008) con resultados
diferentes que sugieren que dicha regulacion puede estar condicionada tanto por la

célula como por el microambiente extracelular (East and Campanella, 2013).

Hallazgos recientes han empezado a aclarar el posible papel de la autofagia en
la retina. Existen estudios como el de Rodriguez-Muela y colaboradores (2012) que
demuestran in vivo que la autofagia ejerce un papel citoprotector en respuesta al dafio
en las células ganglionares en modelos experimentales de glaucoma (Rodriguez-
Muela et al., 2012). Otros estudios demuestran la existencia de una correlacion entre
el bloqueo de la autofagia y la acumulacion masiva de Ca?' y activacion de la m-
calpaina (calpaina-2) que tiene lugar antes del pico de muerte celular de los
fotorreceptores en el modelo de ratéon rd10 (Rodriguez-Muela et al., 2015). Estos
autores observaron a partir del dia PN20 una disminucién de los valores de expresion
de LC3II/LC3I en los ratones rd10 respecto de los ratones control, a diferencia de lo
que sucede en nuestro caso donde no se observa ninguna alteracion a este nivel. Por
otra parte, autores como Zhang y colaboradores (2014) han demostrado que la
supresion de la autofagia in vitro protege a los fotorreceptores del dafio inducido por la
luz (Zhang et al., 2014).

Respecto del posible papel de los neuroesteroides en la autofagia se ha visto
que la P4 y sus metabolitos activan la autofagia en el TBI y en el dafo por infarto

cerebral (Kuma et al., 2004, Motyl et al., 2007, Sayeed and Stein, 2009, Lee et al.,
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2011a). Debido a que la prolongada inhibicion de la autofagia puede causar
neurodegeneracion (Hara et al., 2006), algunos autores han planteado que el papel
neuroprotector de los neuroesteroides pueda ser derivado de su efecto positivo en la
autofagia (Boland et al., 2008).

Aunque el papel de la autofagia en los fotorreceptores esta empezando a ser
comprendido ahora, nos planteamos que quiza la progesterona pudiera intervenir en la
autofagia del modelo de degeneracion de la retina rd10. Sin embargo, en el presente
trabajo no se han observado cambios en el marcador de autofagia lisosomal LC3 a dia
PN21 para ninguno de los grupos estudiados (C57, C57 tratado, rd10 y rd10 tratado).
Estos resultados contrastan con los observados por Kim y colaboradores (2012) que
consiguieron activar la autofagia in vitro en un cultivo celular de astrocitos de ratén
gracias al tratamiento con ALLO o P4 (Kim et al., 2012). Estos autores previamente ya
habian demostrado que una autofagia excesiva daba lugar a la permeabilizacion

lisosomal y a la muerte celular en una situacion de estrés oxidativo (Lee et al., 2009b).
5. La progesterona altera la 6xido nitrico sintetasa neuronal

El 6xido nitrico juega un papel critico en muchos aspectos del procesamiento
visual y de varias patologias de la retina (Goldstein et al., 1996, Eldred and Blute,
2005). En la retina, la via del NO esta activada predominantemente por un aumento en
el Ca* intracelular, el cual activa a la nNOS a producir el segundo mensajero NO
(Bredt and Snyder, 1990). Blom y colaboradores encontraron por inmunohistoquimica
que la forma nNOS era la isoforma mas predominante de NOS en la retina normal
(Blom et al., 2012).

Estudios de expresion del NO en retinas de ratéon (Giove et al., 2009) sugieren
que la inmunorreactividad para nNOS refleja la mayor parte de la produccion del NO.
La isoforma nNOS se ha localizado anatémicamente mediante inmunohistoquimica en
la retina del raton en la capa plexiforme externa (CPE), en somas de las células
bipolares, amacrinas y ganglionares y también en procesos celulares y puntos
concretos en la capa plexiforme interna (CPI) (Haverkamp and Eldred, 1998, Giove et
al., 2009, Pang et al., 2010, Blom et al., 2012). En nuestros resultados se ha podido
observar marcaje de nNOS en la CPI, en la CNI, principalmente en el soma y los
axones de células amacrinas y también en la CCG, en soma y axones de las células

de esta capa.
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Darius y colaboradores afirman que existen evidencias ultraestructurales de la
presencia de nNOS en las membranas perinucleares y mitocondriales de los
segmentos internos y esférulas de los bastones (Darius et al., 1995). En nuestro caso,
no se observo marcaje en la CNE, esto podria ser debido tal y como otros autores han
postulado a que el anticuerpo empleado no reconociera los transcritos alternativos de
la nNOS en los fotorreceptores (Blom et al., 2012). No obstante, otros autores
encontraron la nNOS en las células horizontales de los terminales de los
fotorreceptores y en las uniones basales entre fotorreceptores (Haverkamp and Eldred,
1998). A su vez, Eldred y Blute (2005) informaron de la existencia de nNOs en varios

compartimentos de los fotorreceptores (Eldred and Blute, 2005).

En el presente trabajo, los resultados sugieren que la nNOS esta alterada en la
periferia lejana de los ratones rd10 sin tratar, pues se observa un aumento significativo
en la cuantificaciéon de nNOS en la periferia lejana para este grupo. Sin embargo, el
tratamiento con P4 en los controles produce una disminucién significativa de la nNOS
en todas las zonas de la retina. Resultados igualmente divergentes han sido

observados por otros autores.

Algunos autores plantean el hecho que los estrégenos estimulan la expresion del
ARNmM de la nNOS en el area predptica medial de ratas hembra, no obteniendo ningun
efecto por parte de la P4 (Lima et al., 2014). En la misma linea, estudios realizados en
cerdos de guinea por Weiner y colaboradores no mostraron un aumento significativo
de la nNOS y de eNOS, tras la administracion de una dosis de 5 mg/kg de P4,
fendmeno que si sucedia al administrarles estradiol, indicando que la induccién tanto
de nNOS como eNOs es especifica de los estrogenos pero no de todos los esteroides
sexuales (Weiner et al., 1994). A su vez, otros estudios demostraron que la
administracion de bajas concentraciones de P4 no producia alteraciones en la nNOS,
mientras que la administracion del 17a-estradiol o la P4 a concentraciones elevadas
era capaz de inhibir su expresién en un homogenado de cerebelo (Hayashi et al.,
1994). Contrariamente a lo expuesto por otros autores, Ogando y colaboradores
demostraron que tanto la P4 como el estradiol eran capaces de aumentar la sintesis
de la NOS en el utero de rata ovariectomizadas, estos autores vieron que la P4
aumentaba la expresion de la eNOS y de iINOS, mientras que el estradiol

incrementaba Unicamente la expresion de iINOS (Ogando et al., 2003).

Martini y colaboradores pusieron de manifiesto que los efectos variables del
estradiol y de la P4 en la activacion del nNOS pueden depender de la diferente

distribucion de sus receptores en la zona estudiada en el sistema limbico-hipotalamico.
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Aunque no esta clara la relacion entre las variaciones de las concentraciones de
estrogenos y P4 en la modulacién in vivo de la expresion de nNOS (Martini et al.,
2011). Es por ello que en el presente trabajo nos planteamos que quizas la relacion

entre la P4 y la proteina nNOS también sea variable en tejidos como la retina.

6. El tratamiento con progesterona provoca alteraciones en el

curso de la gliosis tipica en el modelo de ratén rd10

El término retinitis pigmentosa (retinosis pigmentaria) fue acufiado por Donders
en 1857. No obstante, se cree desde un punto de vista técnico que el nombre se
establecid de una forma algo inapropiada, debido a que la inflamacién no es el unico
proceso fisioldgico que tiene lugar en este tipo de degeneracion retiniana (Parmeggiani
et al., 2011). Sin embargo, normalmente el examen retiniano de un paciente con RP
revela acumulaciones de pigmento en forma de estrella de color marrén oscuro o

negro que si que son las responsables del término pigmentosa.

La neuroinflamacién es considerada como un distintivo de muchos desérdenes
croénicos degenerativos (Glass et al., 2010). Como en otras patologias retinianas, la
inflamacion juega un papel fundamental en la RP (Vecino et al., 2015). Sin embargo,
queda por esclarecer si la neuroinflamacion contribuye a la degeneracion de los

fotorreceptores en esta enfermedad (Peng et al., 2014).

Las células de Miller son el elemento glial predominante en la retina,
representando el 90% de la glia. Existe un consenso general acerca de la aparicién de
la glia de Mdller en la retina de forma que se postula que son las ultimas células que
llegan a ser post-mitéticas (Cepko, 1993), es decir, las ultimas células que van a dejar

de dividirse.

La parte menos elastica de la retina es la CNE al igual que los segmentos
externos e internos de los fotorreceptores (Lu et al., 2006, Franze et al., 2011). Las
células de Miuller y los astrocitos pueden alterar su elasticidad y rigidez
sobrerregulando o desregulando las proteinas que contienen sus filamentos
intermedios, como son la proteina acidica glial fibrilar (GFAP; glial fibrillary acidic

protein) y la vimentina.

Tanto en los modelos animales como en los humanos se muestra un alto nivel
de GFAP en las células de glia en todas las enfermedades de la retina, incluyendo el

glaucoma, la DMAE, el desprendimiento de retina y la RP (Cuenca et al., 2014). En los
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ratones control del tipo C57BL/6J la expresion de GFAP se encuentra localizada en los
astrocitos. Sin embargo, se ha observado en diversos modelos de RP como por
ejemplo, los ratones rd1, rd10 y ratas P23H, la positividad hacia la proteina GFAP de
las células de Muller que se hacen reactivas durante el proceso degenerativo (Lewis
and Fisher, 2003, Gargini et al., 2007, Fernandez-Sanchez et al., 2010, Rosch et al.,
2014). La sobrerregulacién del marcador GFAP es tan sensible que puede ser usada
como indicador del estrés y dafio en la retina, asi como de activacion de las células de
Muller (Luna et al., 2010). Por otra parte, la gliosis reactiva se ha asociado a una
sobrerregulacion de defensas antioxidantes que pueden aumentar la habilidad de los
astrocitos para proteger a las neuronas de los radicales libres (Wilson, 1997), pues se
cree que la modulacién del nivel de dafio oxidativo puede influir en la respuesta

inflamatoria (Tokarz et al., 2013).

En respuesta a la infeccion y a ciertos escenarios inflamatorios, las células de
Muller sufren la citada gliosis reactiva. La gliosis de las células de Miiller es una
respuesta generalizada, especifica y muy compleja de las células de Miiller hacia el
dafio o la infeccion en la que muchos elementos se encuentran implicados (Pekny and
Pekna, 2014). Las células de Miiller se activan por casi todos los dafios que pueda
sufrir la retina (Bringmann et al., 2009). Se cree que la gliosis reactiva es el resultado
de sefales que son recibidas del tejido dafnado o enfermo que disparan una cascada
molecular dentro de las células de Miller (Fischer and Bongini, 2010). Por otro lado,
Bringmann y colaboradores afirman que las células de Muller son neuroprotectoras,
pero que sin embargo pueden también detener el apoyo a las neuronas y contribuir a

su degeneracién neuronal (Bringmann and Wiedemann, 2012).

Las caracteristicas tipicas de la gliosis de las células de Miiller implican la
hipertrofia celular y la sobrerregulacién de la expresion de los filamentos intermedios,
como la proteina GFAP. Ademas de tasas incrementadas de proliferacion, pérdida de
funcién, inflamacion, desregulacién de la glutamina sintetasa y remodelado del tejido y
de la vasculatura (Belecky-Adams et al., 2013). Cuando las células de Miuller
sobrerregulan las proteinas como la GFAP y la vimentina se alteran las propiedades
fisicas de las células y estas se hacen mas rigidas. Esto permite establecer una
cicatriz glial que constituye una barrera fisica y bioquimica para las infecciones, asi

como una barrera para la regeneracién (Karl and Reh, 2010).

Existen diferentes estados de gliosis desde el suave al moderado, en el primero
las células pueden verse sometidas a hipertrofia y mostrar cambios de funcionalidad,

aunque la regeneracion axonal puede verse favorecida, a ftravés de la
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sobrerregulacién de los factores que intensifican su crecimiento y reparacion. Una
activacion aguda de la glia es neuroprotectora, ya que si el desencadenante es
eliminado, las células pueden revertir a su condicion inicial, mientras que la activacion
mantenida es perjudicial pues las células que se encuentran bajo hipertrofia, pierden
su funcionalidad, forman cicatrices gliales que inhiben la regeneracién axonal y la
supervivencia neuronal y que también pueden proliferar (Vecino et al., 2015). La gliosis
proliferativa se asocia generalmente con gliosis cronica y normalmente es perjudicial
aunque también puede tener efectos beneficiosos (Sofroniew, 2009). Sin embargo,
Vecino y colaboradores hipotetizan que tras un dano, la funcién de la retina puede
quedar restaurada, con lo que las células de Miller en un proceso plastico deberian
volver al estado original, aunque esto todavia tiene que ser confirmado (Vecino et al.,
2015).

Nuestros resultados sugieren como ya era sabido y se ha observado en diversos
modelos de degeneracion retiniana, que existe una gliosis reactiva que va asociada a
la degeneracion en los ratones rd10 (tanto tratados como no tratados). Asimismo, se
observa que, a dia PN21 el tratamiento con P4 puede provocar un aumento de la
reactividad de las células de Miiller de los ratones rd10 y C57, en todas las zonas de la
retina, todo esto puede ser debido a que la P4 parece estimular la gliosis inflamatoria.
En este sentido existen estudios que han demostrado que la P4 y su metabolito, la
DHP (5a-dihidroprogesterona), son capaces de aumentar la expresion del ARNm de la
proteina GFAP durante las horas del tratamiento con la P4 (Brinton et al., 2008). A
diferencia de nuestros resultados, otros autores como Phillips y colaboradores

encontraron cambios en la glia de Muller a partir de PN30 (Phillips et al., 2010).

Ademas, se llevé a cabo el estudio de la proteina GFAP a dia PN23, con la
finalidad de analizar la evolucioén de la gliosis reactiva y poder estudiar la posibilidad de
que esta gliosis se convirtiera con el tiempo en una gliosis de tipo crénica o por el
contrario se tratara de una gliosis aguda que podia revertir con el paso del tiempo. En
el presente trabajo, los resultados muestran que a dia PN23, del mismo modo que
sucedia a dia PN21 hay un aumento del marcaje de GFAP para los ratones rd10 frente
a los controles. No obstante, a dia PN23 el tratamiento con P4 disminuye de forma
significativa el marcaje de GFAP en los animales rd10 tratados con P4, de forma mas
concreta, el tratamiento con P4 disminuye de forma significativa el marcaje de GFAP
en los animales rd10 respecto de los rd10 no tratados en la zona de la periferia lejana,
mostrando también en el resto de zonas (periferia central y centro de la retina) un

descenso del marcaje de GFAP aunque sin llegar a ser estadisticamente significativo.
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Se realizé la comparacion de la evolucién del marcaje de GFAP entre los dias
PN21 y PN23, los resultados demuestran que existe una alteracion de la gliosis en la
retina de todos los grupos de ratones a lo largo del tiempo. Se observa un aumento de
GFAP en los grupos no tratados y sobretodo en los ratones rd10 no tratados a lo largo
de los dias, debido al avance de la degeneracién. La P4 parece tener un efecto en
todas las zonas de la retina de los ratones rd10, debido a que disminuye el marcaje de
GFAP a dia PN23. A su vez, también en la periferia lejana del grupo C57 tratado se
puede observar el descenso de la proteina GFAP. Este hecho nos hace pensar que a
priori, el aumento de marcaje glial observado a dia PN21 con el tratamiento con P4
sea de tipo agudo y que la gliosis observada a dia PN23, pueda ir revirtiendo debido al
estado “mas saludable” de la retina favorecido por la administracion de P4, evitando de

este modo la tan temida cicatriz glial.

Al igual que sucede en la RP y han demostrado nuestros resultados, en
retinopatias isquémicas, las células de Miller pueden experimentar un dafio oxidativo
inducido en respuesta al dafno isquémico, mostrando un fenotipo reactivo mediante la
sobrerregulacion del GFAP (Fitzgerald et al., 1990, Kim et al., 1998, Fletcher et al.,
2010, Prentice et al., 2011). Los resultados de la presente tesis muestran como la P4
parece tener un efecto en la gliosis de las células de Miuller. Aunque en un primer
momento el tratamiento con P4 agudiza la inflamacion, pues a dia PN21 se observa un
aumento de la cuantificacion de GFAP, este efecto disminuye dos dias después de la
ultima dosis del tratamiento con P4, a dia PN23. En nuestro laboratorio se han
observado resultados similares respecto a la inhibicion de la proteina GFAP, en el

modelo de ratén rd1 (Sanchez-Vallejo et al., 2015).

A su vez, estudios como el de Tan y colaboradores en el aino 2015 han
demostrado que otros compuestos como el ebselen (lipido sintético soluble con
capacidad de quelar H,O,) son capaces de mejorar el estado oxidativo, gliético, pro-
angiogénico y pro-inflamatorio de las células de Miller expuestas a hipoxia, tanto en

cultivo celular como en ratones con retinopatia isquémica inducida (Tan et al., 2015).

Finalmente, nuestros resultados corroboran como también ha sido propuesto por
otros autores, la capacidad de aumentar la sefalizacion de la supervivencia celular,
asi como también, el papel antioxidante y antiinflamatorio de las progestinas (Singh,
2001, Djebaili et al., 2005, Moorthy et al., 2005, Stein, 2008).
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7. La progesterona reduce el estrés oxidativo

7.1. Efecto de la progesterona sobre el acido glutamico, el GSH, la enzima
GCLC y el GSSG a dia PN21

7.1.1. Acido glutamico

El glutamato y el acido gamma-aminobutirico (GABA; gamma aminobutyric acid)
son los mayores neurotransmisores excitatorio e inhibitorio de la retina. El glutamato
es el neurotransmisor entre las células bipolares y los fotorreceptores y entre las
células bipolares y las ganglionares, mientras que el GABA es empleado por las
células horizontales y amacrinas en la via de transmision lateral, modulando la
transmision neural en las capas sinapticas mas externas e internas (Kalloniatis and
Tomisich, 1999, Yang, 2004).

El glutamato liberado por las neuronas durante la neurotransmision es tomado
por las células de Miller, en estas células debera ser mantenido a concentraciones
bajas para evitar el exceso de glutamato en los espacios extracelulares de la retina, lo

que provocaria excitotoxicidad (Ola et al., 2011).

A su vez, la hiperestimulacion de los receptores de glutamato provoca
excitotoxicidad en la retina y se ha visto que de forma general en el SNC dicha
excitotoxicidad conduce a la neurodegeneracion (Barnet and Bull, 2008). No obstante,
cabe destacar que la muerte celular excitotoxica no siempre resulta de un exceso de
glutamato y que durante la isquemia en la retina los niveles extracelulares de
glutamato que se alcanzan pueden no ser suficientes para inducir dafio neuronal
(Casper et al., 1982, Louzada-Junior et al., 1992, Neal et al., 1994, Muller et al., 1997).

En los ratones rd1, se ha relacionado directamente la pérdida de fotorreceptores
a unas elevadas concentraciones extracelulares de glutamato y a la excitotoxicidad
(Delyfer et al., 2005). Una posible causa de la excitotoxicidad en este modelo es la
acumulacion de GMPc, derivada de la patogénesis de esta enfermedad, dicha
acumulacion provoca una despolarizacion de los bastones y una intensificacion de la

liberacion del glutamato (Barnet and Bull, 2008).

Otros estudios han sugerido que los estrogenos y la P4 podrian deber sus
propiedades neuroprotectoras a un mecanismo relacionado con el glutamato (Green
and Simpkins, 2000, Roof and Hall, 2000, Chen et al., 2001, Cimarosti et al., 2006,

Singh, 2006, Brann et al., 2007). En la retina, autores como Ishikawa y colaboradores
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entre otros, han observado en un modelo ex vivo de glaucoma en ratas, que el
aumento de glutamato y del Ca* intracelular provocado por una presién inducida,
puede desencadenar la sintesis de neuroesteroides (Ferrarese et al., 1991, Guarneri
et al., 1998, Ishikawa et al., 2014).

Asimismo, para el caso del cerebro, otros autores hipotetizan que los estrégenos
son capaces de intensificar la expresion de los transportadores de glutamato en los
astrocitos, lo que podria promover el transporte del exceso de glutamato desde el
cerebro a la sangre (Berl et al., 1962, O'Kane et al., 1999) y facilitar la eliminacién del
exceso de glutamato. Ademas, otros autores también proponen que la proteccion de la
toxicidad del glutamato por parte de la P4, esta asociada con elevados niveles del
BDNF y con la activacién de la via de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos

(MAPK; mitogen-activated protein kinases) (Kaur et al., 2007).

En el presente estudio, hemos podido observar un aumento de los valores de
glutamato en los grupos de ratones rd10 (rd10 tratado y rd10 no tratado) respecto de
los grupos control. Estos resultados estan en parte, de acuerdo con lo observado por
Sanchez y colaboradores en un experimento similar en ratones rd1 tratados con P4.
En este caso también existia un aumento de los valores de glutamato de los ratones
rd1 respecto a los control. Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados en este
caso se observo una disminucion significativa de los valores de glutamato a dia PN15
y PN17 en los ratones rd1 tratados con P4 (Sanchez-Vallejo et al., 2015), esto es 8 y
10 dias tras el inicio del tratamiento (PN7). Por lo que hipotetizamos que en nuestro
caso, debido a que la determinacion del glutamato se ha realizado 6 dias (PN21) tras
el inicio del tratamiento (PN15) la P4 no es capaz de actuar a través de la atenuacion

de las concentraciones de glutamato para los ratones rd10.

7.1.2. GSH, GCLC y GSSG

El estrés oxidativo sucede cuando existe un desequilibrio entre la produccion en
exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS; reactive oxygen species) y la
capacidad de quelar estas ROS por los mecanismos antioxidantes endégenos (Valko
et al., 2007).

Se ha sugerido que el estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis de la
RP, tanto en modelos animales como en pacientes de RP (Komeima et al., 2007, Lee
et al., 2011b, Oveson et al.,, 2011) y que ademas constituye una de las posibles
causas de la disfuncionalidad de los conos y la muerte celular en esta enfermedad (Yu

et al., 2004, Shen et al., 2005, Komeima et al., 2006).
172



Discusion

Bhatt y colaboradores demostraron que tanto los conos como los bastones
generaban ROS cuando la retina se somete a estrés (deprivacion de suero), en cultivo
de explantes de retina (Bhatt et al., 2010). Ademas, en enfermedades como el
glaucoma o la RP, se ha demostrado que la muerte celular por apoptosis se exacerba
por el estrés oxidativo en los fotorreceptores y en las células ganglionares, debido a la
elevada sensibilidad de estas células al estrés oxidativo durante los estadios
tempranos de la degeneracién (Sanvicens et al., 2004, Oveson et al., 2011,
Chrysostomou et al., 2013, Himori et al., 2013).

La hipétesis de la toxicidad por el oxigeno en la RP resalta la importancia de la
existencia de una densidad celular relativa de bastones que es crucial para prevenir la
muerte de los conos (Biel et al., 1999, Yang et al., 1999, Stearns et al., 2007). Segun
esta hipotesis la falta de los bastones que van muriendo durante la RP disminuiria el
consumo de oxigeno por parte de estas células, lo que someteria a los conos a unas
mayores concentraciones de oxigeno. Debido a que el ratio bastones/conos es mayor
en la periferia lejana, esto podria explicar por qué en los seres humanos con RP la
restriccion del campo visual sucede primero en la periferia (Shen et al., 2005). Esta
hipétesis podria explicar, al menos en parte, por qué en la RP los conos mueren de
forma lenta en un proceso que tarda anos o décadas, de modo que, el dafio oxidativo

puede ser acumulativo (Punzo et al., 2012).

Sin embargo, para demostrar esta hipétesis, es necesario probar que los
antioxidantes previenen o enlentecen la muerte celular en los modelos animales de
degeneracién primaria de los bastones. Si dichos estudios sugieren que existe
eficacia, se necesitara realizar ensayos clinicos en pacientes jovenes con RP que
todavia posean un campo visual remarcable, para poder determinar si la pérdida de
campo visual puede ser enlentecida o detenida por los antioxidantes (Shen et al.,
2005).

Gracias a los sistemas de defensa antioxidantes propios que se encuentran en
los segmentos internos de los fotorreceptores, estas células son capaces de superar el
estrés oxidativo inherente en ellas (Punzo et al., 2012). Sin embargo, los segmentos
externos de los fotorreceptores, debido a que tienen una falta de los agentes
enzimaticos detoxificantes, eliminan los productos derivados de la oxidacién mediante
la generacion y eliminacion diaria de los discos de los segmentos externos (Winkler,
2008).
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Los sistemas de defensa antioxidante incluyen algunos antioxidantes producidos
en el cuerpo de forma enddgena y otros obtenidos de forma exdgena a través de la
dieta (Yu et al.,, 2012). Entre los mecanismos enddgenos se incluyen defensas
enzimaticas como la glutatiéon peroxidasa (GPx), la catalasa y la superoxido dismutasa
(SOD). Ademas, también existen defensas no enzimaticas, tales como el glutation
(GSH), el acido dihidrolipoico, la melatonina, el acido urico, péptidos de histidina,
ferritina y transferrina, etc (Watson, 1993, Sharma and Agarwal, 2004, Kunwar and
Priyadarsini, 2011). Asimismo, otros sistemas de reparacién enzimatica que podemos
encontrar en los tejidos oculares son por ejemplo, las tioltransferasas y las

tiorredoxinas (Lou, 2003).

Los dos antioxidantes clave en el ojo, son el acido ascorbico y el GSH (Riley et
al.,, 1980, Reiss et al., 1986), este ultimo se encuentra en mayor cantidad en el
cristalino (Aebi and Flohé, 1974), pero la retina también contiene concentraciones de
GSH que hacen frente a la elevacion descontrolada del estrés oxidativo (Ganea and
Harding, 2006). Se sabe que las cantidades de GSH de la retina se mantienen gracias
a su sintesis de novo, a la regeneracion del disulfuro de glutation (GSSG) y a la toma
de GSH extracelular (Circu and Aw, 2012).

Ademas, bajo condiciones normales, la mayor parte del GSH de la retina se
encuentra confinado en las células de Muller, los astrocitos y las células horizontales.
De modo que bajo condiciones de estrés oxidativo, el GSH es rapidamente liberado
por las células de Mdiller hacia las neuronas (Pow and Crook, 1995, Schutte and
Werner, 1998).

En la retina, se ha encontrado que los antioxidantes proporcionan proteccion
reduciendo el dafo oxidativo encontrado en esta (Ahuja et al., 2005, Komeima et al.,
2006). Este hecho se ha estudiado en los ultimos afnos en diversos modelos de
animales de RP, como es el rd10. Diversos autores han demostrado cémo la
administracion de antioxidantes, ademas de disminuir el estrés oxidativo, era capaz de
preservar histologicamente la retina y de retrasar la muerte celular por apoptosis
(Boatright et al., 2006, Corrochano et al., 2008, Wang et al., 2014).

En cuanto al momento mas adecuado para el inicio de una terapia
neuroprotectora con antioxidantes en los ratones rd10, algunos autores han
considerado adecuado comenzar los tratamientos alrededor de PN15. Por ejemplo,
Wang y colaboradores han empleado recientemente un tratamiento antioxidante con

extractos de polisacaridos de bayas de Gogi comenzando el tratamiento a dia PN14
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(Wang et al., 2014). Del mismo modo, en nuestro caso nos planteamos dar el
tratamiento con P4 en los dias que habiamos observado existencia de muerte celular
en nuestros ratones rd10, esto es entre PN13 y PN21 (Figuras 22 y 23). De este modo
se administré la dosis de 150 mg/kg de P4 a los dias PN15, PN17, PN19 y PN21.

Lederman y colaboradores en el ano 2014, han determinado que en las retinas
sometidas a un estrés oxidativo cronico existe una sobrerregulacion del mecanismo de
defensa antioxidante, que puede conferir de forma transitoria una proteccion parcial
(Lederman et al., 2014).

En este sentido en nuestro caso hemos podido observar una tendencia al
aumento del GSH en los ratones rd10 (tratado y no tratado) (Figura 47), suceso que
podria deberse al mecanismo de defensa antioxidante enddégeno por parte de las
propias células para hacer frente a la situacion extraordinaria de estrés oxidativo a la
que se ven sometidas durante la degeneracion. Es por ello, que hipotetizamos que una
disminucién del GSH producida por el estrés oxidativo, podria dar lugar a que la
enzima glutamato cisteina ligasa (GCL) aumentara su actividad y por tanto se

incrementara la sintesis de GSH.

Resultados similares fueron encontrados por nuestro grupo de investigacion en
ratones rd1, donde se observé una elevacion en las concentraciones retinianas del
GSH en los ratones rd1 tratados con una dosis oral de 100 mg/kg de P4 y también en
los no tratados a dia PN17 (Sanchez-Vallejo et al., 2015).

Sin embargo, a su vez hemos podido observar la existencia de elevados niveles
de GSSG en los ratones rd10 no tratados con P4 (Figura 48), mostrando que aunque
en estos ratones haya mas cantidad de GSH, también hay mas GSSG, probablemente
debido a la situacion de estrés oxidativo. Ademas, dicho aumento de GSSG no ha sido

observado en los ratones rd10 tratados.

Unos altos niveles de GSH pueden ser consecuencia de al menos dos procesos:
a) un aumento en la biosintesis del GSH y b) un aumento en la conversién del GSSG
en GSH por parte de la glutatién reductasa (Tokarz et al., 2013). Bajo condiciones
normales, el ratio de sintesis de GSH esta determinado por dos factores, la
disponibilidad de la cisteina y la actividad de la enzima limitante en la sintesis de novo
del GSH, la GCL (Trotta et al., 1974, Griffith and Mulcahy, 1999, Hoang et al., 2009).

En nuestro caso, nos planteamos si la tendencia al aumento del GSH observada

en los ratones del modelo rd10 podria ser debida a la sintesis de novo del GSH
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mediante un aumento en la expresion de la subunidad catalitica de la GCL, la
glutamato cisteina ligasa catalitica (GCLC). Los resultados sugieren la existencia de
un aumento de expresién de dicha enzima en los ratones del modelo rd10 respecto de
los grupos control (C57 tratado y C57 no tratado). De este modo, el citado aumento en
el GSH en los ratones rd10 podria estar relacionado con la tendencia al incremento de

la sintesis de novo de GSH.

No obstante, segun nuestros resultados, la P4 no tiene efecto a nivel de la
expresion de la enzima GCLC, al no observarse diferencias en la expresién de la
GCLC en los grupos tratados (C57 tratado y rd10 tratado) respecto de los
correspondientes grupos no tratados con P4. A diferencia de lo demostrado por otros
autores que han empleado compuestos como el lipido sintético ebselen, con objetivos
similares. En estos estudios se ha determinado que dicho compuesto, era capaz de
activar la GPx y la GCLC (Lee and Johnson, 2004, Tamasi et al., 2004, Tan et al.,
2015) y también de proteger contra el estrés oxidativo en tejidos, incluido la retina
(Nakamura et al., 2002, Uno et al., 2010, Xu et al., 2014).

A su vez, cabe destacar que al tomar los valores de GSH y GSSG de forma
conjunta se puede calcular el ratio GSH/GSSG. Dicho ratio es comiunmente usado
para medir el estado redox de la célula, de manera que la reduccion en el citado ratio
refleja la capacidad antioxidante celular (Schafer and Buettner, 2001, Wang et al.,
2014).

Es por ello que en el presente trabajo, ademas de obtener las concentraciones
de GSH y GSSG, también se ha calculado la relacion GSH/GSSG. Se ha observado
que en los animales del modelo rd10 que han sido tratados con P4 el citado ratio esta
elevado significativamente respecto a los ratones del modelo rd10 sin tratar. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores que han podido observar
como reconocidos antioxidantes como el par acido lipoico/acido dihidrolipoico pueden
regenerar otros antioxidantes como la vitamina C, E y el ratio de GSH/GSSG (Packer
et al.,, 1995, Szelag et al., 2012, Dalazen et al., 2014).

Con lo que hipotetizamos que ante la existencia de estrés oxidativo en los
ratones rd10, como mecanismo de defensa, la célula aumenta la sintesis de novo de
GSH en los ratones rd10 (tratado y no tratado). Sin embargo, solo los ratones rd10 no
tratados muestran valores de GSSG elevados, demostrando la incapacidad de la
GSSG reductasa (GR) de regenerar el GSSG a GSH, quizas debido al gran ambiente

pro-oxidante. Sera en los rd10 tratados con P4, donde el GSSG sera capaz de

176



Discusion

regenerarse a GSH, dando lugar a un ratio GSH/GSSG aumentado en los ratones
rd10 tratados con P4.

Estos resultados pueden sugerir que la degeneracién en los ratones rd10 esta
asociada a un aumento del estrés oxidativo y que al menos en parte la proteccion de la
P4 frente a la degeneracion puede ser debida a la activacion del sistema de

regeneracion del GSSG a GSH por la GR favorecida por la P4.

7.2. Efecto de la progesterona sobre la peroxidacion lipidica

Los lipidos constituyen un 15% de la masa de un fotorreceptor, comparado con
el 1% de media en otras células (Scott et al., 1988), es por ello que la peroxidacion
lipidica, un fendmeno que consiste en el deterioro oxidativo de grasas, sobre todo de
los acidos grasos insaturados, es de gran importancia en enfermedades como la RP

en las que el estrés oxidativo forma parte de la fisiopatologia de la enfermedad.

Diversos estudios han demostrado la alteracion de los niveles de peroxidacién
lipidica en modelos de dafio de la retina de diversas especies, como por ejemplo en
animales como el cerdo o las ratas (Ko et al., 2005, Yucel et al., 2005, Martinez-

Fernandez de la Camara et al., 2014).

De forma mas detallada, la peroxidacién lipidica tiene lugar cuando radicales
como el hidroxilo (OH) y el hidroperéxido (HO,) se generan en la proximidad de las
membranas celulares y atacan a los acidos grasos poliinsaturados como el acido
araquidoénico, formando lipidos peroxidados que son muy inestables, ya que
rapidamente se descomponen en otros productos, pudiéndose producir nuevos
radicales libres que pueden iniciar a su vez nuevas cadenas de peroxidacion de los
fosfolipidos (Shadyro et al., 2002). De modo que, los marcadores de peroxidacién
lipidica a menudo proporcionan el indicador mas importante de la implicacion de la
peroxidacion lipidica en la patogénesis de enfermedades como la RP (Shen et al.,
2005).

7.2.1. Determinacion del malondialdehido a dia PN21

Entre los productos de la peroxidacion lipidica se incluyen una serie de
aldehidos que actian como mensajeros téxicos secundarios, modificando la accion de
los radicales libres iniciales, ya que al contrario que estos, poseen una vida media
mucho mayor y pueden por tanto difundir desde su lugar de produccion, alcanzando
células o tejidos situados a cierta distancia. Entre los diferentes aldehidos que se

producen en la peroxidacion de lipidos, los mas estudiados han sido el
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malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales. El gran reto en el estudio de los
procesos patolégicos y su relacién con la peroxidacion lipidica es que a menudo es
dificil determinar si la peroxidacién derivada de estos aldehidos esta realmente

implicada en causar la enfermedad o es una consecuencia de ello (Ayala et al., 2014).

Los productos de la peroxidacion lipidica pueden provocar respuesta inmune
(Amengual et al., 1997), iniciar fibrosis o inflamacién (Poli and Parola, 1997), inactivar
enzimas que contienen grupos tiol (Uchida and Stadtman, 1993) o iniciar la
transcripcién génica (Boulanger et al., 1992) o muerte celular programada (Kruman et
al.,, 1997). Es por ello, que la existencia de un tratamiento que disminuya la
peroxidacion lipidica podra indirectamente mejorar procesos patolégicos como los

citados anteriormente.

El MDA se ha utilizado de forma amplia como biomarcador para determinar el
estrés oxidativo en situaciones clinicas (Giera et al., 2012). Este subproducto de la
peroxidacion lipidica una vez formado puede ser metabolizado enzimaticamente,
reaccionar con proteinas celulares y tisulares o con el ADN, para formar aductos que
producen dafos biomoleculares. Por ello, debido a su elevada reactividad y toxicidad,

esta molécula es muy relevante para la investigacion biomédica (Ayala et al., 2014).

La toma diaria de ciertos antioxidantes tales como vitaminas se ha asociado con
niveles reducidos de aductos de MDA-ADN y de otros marcadores de oxidacion del
ADN (Sram et al., 2009). Es por ello que, dada la importancia de la peroxidacion
lipidica como consecuencia del estrés oxidativo, nos propusimos estudiar el posible
efecto de la P4 en la peroxidacion lipidica in vivo, en el modelo de raton rd10 y

también ex vivo, tras la induccién de la peroxidacion lipidica en tejido hepatico.

Las concentraciones de MDA observadas en nuestro estudio in vivo a dia PN21
demuestran un aumento del MDA en los ratones rd10 sin tratar. Ademas, los
resultados sugieren que la P4 tiene efecto en la inhibicién de la peroxidacién lipidica,
debido a que es capaz de reducir las concentraciones de MDA en los ratones rd10,

alcanzando incluso valores controles.

Estos resultados estan de acuerdo con diversos autores que han observado en
ratones rd1 tratados con una mezcla de antioxidantes (a-tocoferol, acido ascérbico, el
MnTABP con funciéon de SOD y el acido a-lipoico) la disminucién de otro marcador de
peroxidacion lipidica como es la acroleina (Komeima et al.,, 2006). Autores como

Sancho-Tello y colaboradores demostraron una reduccién del MDA tras un tratamiento

178



Discusion

con ebselen (lipido sintético soluble con capacidad de quelar H,O,) en ratas con dafio
inducido en la retina por un consumo de alcohol crénico (Sancho-Tello et al., 2008).
Asimismo, Bosch y colaboradores también emplearon ebselen en sus estudios
demostrando la disminucion del MDA en los fluidos oculares de conejos con uveitis

experimental (Bosch-Morell et al., 2002).

7.2.2. Induccién de la peroxidacion lipidica en tejido

Con la finalidad de corroborar el efecto in vivo observado en la inhibicién de la
peroxidacion lipidica por parte de la P4, se ha estudiado el efecto de diferentes

concentraciones de P4 en un modelo de dafio oxidativo ex vivo.

Para ello, se ha llevado a cabo la induccion de peroxidacién lipidica en tejido
hepatico, a partir de sales de hierro Fe (ll) y acido ascérbico (Ohkawa et al., 1979,
Fraga and Tappel, 1988, Battioni et al., 1991, Oboh et al., 2014). Dicha induccion de la
peroxidacion tiene lugar gracias a que los metales de transicion pueden también
estimular la peroxidacion lipidica al catalizar la descomposicion de los hidroperdxidos
formados (ROOH) para formar radicales alcoxi (RO-) y peroxi (ROO-), que pueden
iniciar ademas amplias reacciones en cadena. En algunas circunstancias estos
procesos precisan de la presencia de agentes reductores como el acido ascorbico
(Baysal et al., 1989). Este ultimo, aunque puede actuar como antioxidante a altas
concentraciones, en pequefia cantidad podria tener actividad pro-oxidante. Este
comportamiento se debe a que a baja concentracion actua manteniendo una parte del
hierro en estado ferroso (mayor actividad pro-oxidante) a través de la reaccion de

Fenton (Buettner and Jurkiewicz, 1996).

En este sentido, en el presente trabajo se ha demostrado que la P4 posee la
capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica de una forma dosis-dependiente también
ex vivo. Se ha podido observar una correlacion estadisticamente significativa entre la
dosis de P4 empleada y la concentracién de MDA, de modo que los niveles de MDA
descienden a medida que se ha aplicado una mayor concentracion de P4. Estos
resultados estan de acuerdo con el efecto dosis-respuesta de la administracion de P4
observado en los ratones rd10 y discutido en el apartado 2 de la discusién, Ademas,
cabe resaltar la importancia de estos resultados debido a que la peroxidaciéon de los
lipidos de las membranas puede cambiar la funcionalidad de las membranas,

permeabilidad, procesos metabdlicos y equilibrio idnico (Adibhatla and Hatcher, 2008).
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7.3. Determinacion de la viabilidad celular en un cultivo con células ARPE-
19 tras el tratamiento con sulforafano y progesterona

El estrés oxidativo estd implicado en la patogénesis de gran variedad de
enfermedades cronicas degenerativas y neurodegenerativas. Sin embargo, como se
ha comentado anteriormente en el apartado 7.1.2. de la discusién, bajo un estado
fisiologico normal, los diferentes tejidos, entre ellos el tejido ocular, poseen varias
enzimas antioxidantes para superar el estrés oxidativo provocado por el metabolismo.
Pero cuando existe un dafo ocular tiene lugar una sobreproduccion de ROS vy
radicales libres que sobrepasan los mecanismos endogenos antioxidantes, dando
lugar a estrés oxidativo y en ultima instancia al desarrollo de una condicion patoldgica
(Miranda et al., 2010, Bian et al., 2012, Yu et al., 2012, lloki et al., 2015).

A pesar de que el H,0; no es en si mismo un radical libre puede dar lugar a ellos
a través de diversas reacciones quimicas y se presenta en valores detectables en
todos los tejidos animales. Ademas, es una molécula muy estable y que puede
alcanzar sitios muy distantes del lugar donde es generado. Esto es debido a que el
H,O, es una molécula pequena y sin carga, que cruza facilmente las membranas

celulares y se localiza en multiples compartimentos subcelulares (Bienert et al., 2006).

Los efectos del H,O, son dependientes de la concentracion y tales efectos
pueden incluir desde afectar a la proliferacion celular, la migracion, supervivencia,
diferenciacion y expresién génica (Rhee et al., 2000, Mittler et al., 2011, Finkel, 2012,
Zhu et al.,, 2012, Eno et al., 2013, Kim et al., 2014). No obstante, las diferentes
sensibilidades de las células al H,O, son debidas al tipo celular del que se trate y a los
diferentes mecanismos antioxidantes que pueden contratacar los efectos de las

concentraciones de H,O,.

Es por ello que el tratamiento con H,O, en cultivos celulares es un modelo
comunmente usado para probar la susceptibilidad al estrés oxidativo o la eficiencia
antioxidante en tipos celulares con alto riesgo de dafo oxidativo in vivo (Kaczara et al.,

2010, Zheng et al., 2010, Jia et al., 2011) como es el caso de las células del EPR.

El EPR, estd compuesto por una monocapa de células pigmentadas que
contienen melanina y su integridad es esencial para la vision. El EPR puede actuar
contra el estrés oxidativo y debido a que se encuentra adyacente a la retina externa,
lleva a cabo funciones que son esenciales para la supervivencia de los
fotorreceptores, que son altamente susceptibles a la oxidaciéon (Tanito et al., 2002). En

enfermedades degenerativas de la retina como la DMAE y la RP, debido a que la
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retina adulta no se regenera, el EPR puede aparecer dafado. Concretamente en
casos avanzados de RP se pueden observar la presencia de depdsitos de pigmento
en forma de espiculas en la periferia media de la retina, unido a la atrofia del EPR
(Garcia-Sandoval, 2001).

Ademas, el EPR posee un alto riesgo de sufrir estrés oxidativo porque se
encuentra en un ambiente con una elevada tension de oxigeno y esta expuesto a la
luz que puede ser fototoxica (Wu et al., 2006) En el EPR, el H,O, se produce durante
la fagocitosis diaria y creacién de los discos de los segmentos externos de los
fotorreceptores y es generado como consecuencia de la irradiacion de luz de la

melanina.

En el presente trabajo, se realizé un estudio de induccion del estrés oxidativo
con H,O, en células del EPR, las células ARPE-19. Todo ello con el objetivo de
corroborar si el mecanismo de accién por el que la progesterona es neuroprotectora
era debido a su efecto antioxidante, como se ha podido deducir de los resultados in
vivo. A su vez, también se pretendia comparar el efecto de la P4 con el efecto de otro
conocido antioxidante, el sulforafano. Este compuesto es el isotiocianato mejor
caracterizado y que se encuentra en grandes cantidades en vegetales del género de
las cruciferas como el brécoli, la col, berza, el rabano y la mostaza (Zhang et al.,
1992). El sulforafano sera objeto de nuestro estudio porque se sabe que puede actuar
como antioxidante generando altos niveles de GSH, ademas de tener efectos en el
ciclo celular y la apoptosis (Zhang and Talalay, 1994, Shan et al., 2006, Herr and
Buchler, 2010).

Nuestros resultados demuestran que la aplicacién de dosis crecientes de H,O, a
células en cultivo provoca una disminucién de la viabilidad celular dosis-dependiente.
Ademas, tras la induccion del estrés por H,O,, se ha demostrado que la aplicacién de
P4 produce una tendencia al aumento de la supervivencia celular de forma dosis-
dependiente y que la P4 es mas efectiva que el sulforafano al aumentar mas la

supervivencia celular y al ser aplicados a una misma dosis (10uM).

Estos resultados estan de acuerdo con otros autores que han observado un
aumento de la viabilidad de las células ARPE-19 al ser tratadas con diversos
compuestos antioxidantes. Por ejemplo, extractos de plantas como Bucida buceras L.
(Combretaceae), han demostrado tener una mejora de la viabilidad celular en cultivos
de células ARPE-19 a los que se les habia administrado H,O, a diferentes

concentraciones (lloki et al., 2015). Estos autores demostraron que las células
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ARPE-19 no son muy sensibles a bajas concentraciones de H,0, (12,5-200 uM), pero
si que lo son a altas concentraciones (400-1600 uM), es entonces cuando parece que
el mecanismo de defensa antioxidante parece no ser capaz de superar un estrés
oxidativo tan alto. Es por ello, que en nuestro caso empleamos las concentraciones de
500 y 750 uyM de H,O,, pues parecian unas concentraciones adecuadas para
demostrar si la P4 era capaz de apoyar el sistema enddégeno de defensa antioxidante

para mejorar la viabilidad celular.

Diversos autores han empleado estas concentraciones de H,O, o similares con
resultados parecidos. Estudios de Lian y colaboradores con los polisacaridos de
Lycium barbarum (planta de las bayas de Gogi) han obtenido una mejora de la
viabilidad en células ARPE-19 que se habian sometido a un pulso de 500 yM de H,0O,
tras un co-tratamiento con el extracto de estas bayas (Liu et al., 2015). Otros autores
indujeron estrés oxidativo con concentraciones de 200 uM de H,O, usando como co-
tratamiento la combinacién de Iluteina y zeaxantina, demostrando que esta
combinacion de antioxidantes podia inhibir la muerte de células ARPE-19 de forma
dosis-dependiente (Xu et al., 2013). Del mismo modo, la curcumina, utilizada a una
concentracién de 15 uM, es capaz de mejorar la viabilidad de las células ARPE-19 que
habian sido cultivadas con dosis crecientes de H,O, (Woo et al., 2012). Otros autores
han demostrado resultados similares con compuestos como la astaxantina que
también reducia la muerte celular inducida por H,O, a una concentracién de 200 pM (Li
et al, 2013) o también la vitamina C, que ha podido demostrar sus efectos

antioxidantes en este tipo de estudios (Wei et al., 2014).

En conjunto nuestros datos sugieren que los efectos protectores de la P4
podrian estar mediados de forma parcial a través de la disminucion de la gliosis, la
inhibicion del estrés oxidativo y de la apoptosis, conduciendo esto a la mayor

supervivencia de los fotorreceptores en los ratones rd10.
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1. Se observa una progresiva degeneracion de la retina en nuestro modelo de
ratbn de rd10, sin mostrar diferencias entre los ratones control y rd10 a nivel
histolégico y de muerte celular a los dias PN5 y PN13 aunque a dia PN21 si se
observa una disminucion significativa del nimero de fotorreceptores y un aumento

significativo de células TUNEL positivas.

2. La administracion oral de dosis crecientes de progesterona a los ratones rd10
demuestra tener un efecto dosis-dependiente que da lugar al aumento significativo del
numero de filas de fotorreceptores a dia PN21 en la periferia lejana y central de la
retina de estos ratones. La dosis mas efectiva es la de 150 mg/kg cuyo tratamiento

también se ha demostrado que disminuye el numero de células TUNEL positivas.

3. La progesterona administrada a ratones rd10 y controles C57BL/6J a una

dosis de 150 mg/kg demuestra tener los siguientes efectos:

3.1. La progesterona no altera los niveles de expresion de las proteinas
analizadas por western blot; BDNF, iNOS, pCREB, CREB y LC3 a dia PN21.

3.2. La administracion de progesterona reduce de forma significativa la

presencia de la nNOS en los ratones C57 tratados con progesterona a dia PN21.

3.3. Al administrar progesterona se observa a dia PN21 un aumento
significativo de la gliosis reactiva en todas las zonas de la retina de los ratones
rd10 tratados y C57 tratados.

3.4. Los ratones rd10 que han sido tratados con progesterona presentan una
disminucion significativa de la gliosis reactiva a dia PN23 en comparacion con
los datos observados a dia PN21. A su vez también existe una disminucién
significativa de la gliosis en la periferia lejana de la retina de los ratones rd10

tratados respecto de los ratones rd10 sin tratar a dia PN23.

3.5. La progesterona provoca cambios en los parametros de estrés oxidativo

al ser administrada a los ratones rd10 y C57:

3.5.1. La administracion de progesterona por via oral disminuye las
concentraciones de GSSG en la retina de los ratones rd10 y de forma
significativa en los C57. Ademas, la administracion de progesterona aumenta

significativamente el ratio GSH/GSSG en la retina de los ratones rd10 y C57.
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3.5.2. La administracion de progesterona por via oral reduce de forma

significativa las concentraciones de MDA en la retina de los ratones C57 y rd10.

4. La progesterona es neuroprotectora gracias a su accion antioxidante, efecto
demostrado tanto in vivo como ex vivo (mediante la reduccion de los niveles de MDA
de forma dosis-dependiente) e in vitro (aumentando la viabilidad de las células

ARPE-19 sometidas a un estrés oxidativo por H,0,).
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