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1 ’ RESUMEN

RESUMEN

La acumulacion de hierro (Fe) y el estrés oxidativo son eventos
patognomonicos de las retinas de pacientes que padecen degeneraciéon macular
relacionada con la edad (AMD, del inglés age-related macular degeneration). En
este trabajo de tesis hemos caracterizado un modelo de sobrecarga de Fe en
retinas bovinas incubadas in vitro con la finalidad de estudiar los eventos que
ocurren en la degeneracion retiniana provocada por el estrés oxidativo.
Especificamente, hemos estudiado la funcién de las siguientes isoformas de la
fosfolipasa A; (PLA»): la isoforma citosélica (cPLAy), la isoforma independiente de
calcio (iPLA2) y la isoforma secretoria (sPLAz), durante la toxicidad retiniana
inducida por Fe2+. También analizamos las implicancias de las diferentes PLAss
en la regulacion de la ciclooxigenasa (COX)-2, el factor de transcripcion nuclear
kappa B (NF-xkB, del inglés nuclear factor kappa B) y las proteinas quinasas

activadas por mitogenos (MAKP, del inglés mitogen-activated protein kinase).

En retinas enteras aisladas y expuestas a concentraciones crecientes de
Fe2+ (25, 200 o 800 uM) o a su vehiculo, logramos determinar cual es la
incorporacion efectiva de Fe por medio de técnicas analiticas e histoquimicas
(espectrometria de emision atémica por plasma de acoplamiento inductivo y
tincion de Perls). El estrés oxidativo asociado a esta incorporacion fue evaluado a
través del estudio de diversos parametros, tales como los niveles de peroxidacion
lipidica, la generacion de dienos conjugados, la funcionalidad mitocondrial, la
capacidad antioxidante de la retina, y la integridad de la membrana celular. La
incorporacion de Fe en las retinas fue dependiente de la concentracién de Fe2*

utilizada en cada incubacion. Esta acumulacion de Fe produjo un incremento
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tiempo- y concentracion-dependiente en los niveles de peroxidacion lipidica de la
retina. Por su parte, la viabilidad mitocondrial solo se vio afectada en menor
grado luego de 60 minutos de exposicion a la injuria oxidativa. Los niveles de
dienos conjugados sufrieron un incremento tiempo-dependiente en tanto que la
capacidad de captacion de radicales libres solo se vio afectada a altas
concentraciones de Fe2*. En concordancia con estos resultados, se observo que la
pérdida de la integridad de la membrana celular evidencia un leve incremento en

las retinas expuestas a todas las concentraciones de Fe2* consideradas.

Los niveles de peroxidacion lipidica, la viabilidad celular y la pérdida de
integridad de la membrana celular también fueron analizados en presencia de
inhibidores especificos de las distintas isoformas de la PLA,, a saber araquidonoil
trifluorometil cetona (ATK, del inglés arachidonoyl trifluoromethyl ketone -
inhibidor de la cPLA,-), bromoenol lactona (BEL, del inglés bromoenol lactone —
inhibidor de la iPLA>-) e YM 26734 (inhibidor de la sPLA,). La pre-incubacion de
las retinas con ATK provocé una disminucion de los niveles de peroxidacion
lipidica y también una inhibicion de la activacion de las proteinas quinasas
reguladas por senal extracelular (ERK1/2, del inglés extracellular signal-regulated
kinase) a bajas y medianas concentraciones de Fe2*. Por su parte, el inhibidor
BEL provocé un aumento en los niveles de peroxidaciéon lipidica y retrasé la
activacion de las ERK1/2. En cuanto al inhibidor YM 26743, si bien este no
demostr6é tener efecto alguno en la peroxidaciéon lipidica, si demostré tener la
capacidad de retrasar la activacion de las ERK1/2. También fue posible observar
que ninguno de estos inhibidores afecta la viabilidad celular ni la permeabilidad

de la membrana plasmatica.
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Se detectdé también una liberacion diferencial de acido araquidonico (AA,
del inglés arachidonic acid) y de acido palmitico (PAL, del inglés palmitic acid)
catalizada por la cPLA, y la iPLA,, respectivamente, en las fracciones
microsomales y citosolicas obtenidas a partir de retinas incubadas con Fe2+. En el
caso de la cPLA;, demostramos que, en respuesta a la incubacion con Fe2*, la
forma activa (la forma fosforilada en los residuos de Serina 505) se encuentra
asociada principalmente a las fracciones citosdlicas y que dicha asociacion
disminuye en las fracciones microsomales. Fue posible demostrar también que el
perfil de liberacion de AA producido por la actividad de la cPLA; se encuentra
regulado por accion de las ERK1/2 ya que la inhibicion de estas quinasas por
medio del inhibidor U0126 provoco la completa abolicion de la liberacion
diferencial del AA. Por otra parte, observamos que la liberacion de AA disminuye
a la vez que la asociacion de la proteina COX-2 aumenta en los microsomas de
las retinas expuestas al Fe2*. Se observé también que la sPLA; se localiza en la
fraccion citosolica de manera concentracion-dependiente. Mediante ensayos de
inmunoprecipitacion fue posible observar que aumenta la asociacion entre la
sPLA; y la proteina COX-2 en las retinas expuestas a la sobrecarga de Fe2*. Sin
embargo, a pesar de la mayor asociacion de esta proteina con la sPLA,, la

generacion de prostaglandinas se vio disminuida.

Al estudiar los niveles de p65 (RelA) NF-kB encontramos que estos
aumentan en las fracciones nucleares de las retinas expuestas a Fe2*. En
presencia de los inhibidores ATK e YM 26734, observamos que la localizacion
nuclear de ambas subunidades de NF-kB, p65 y p50, es restaurada a los niveles

control en las retinas expuestas al estrés oxidativo inducido por Fe2*.
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Los mecanismos de reparacion de la membrana también fueron analizados
mediante el estudio de la participacion de las aciltransferasas en la remodelacion
fosfolipidica que ocurre durante el estrés oxidativo sufrido por la retina. Los
fosfolipidos acidicos, tales como el fosfatidilinositol (PI) y la fosfatidilserina (PS),
mostraron una inhibiciéon en el perfil de acilacion en las retinas expuestas a Fe2+
mientras que la fosfatidiletanolamina (PE) mostré resultados opuestos. El uso de
inhibidores de la PLA; demostro que la PS es activamente deacilada durante el

estrés oxidativo inducido por Fe2+.

Nuestros resultados demuestran que las distintas isoformas de la PLA;
participan en diferentes mecanismos regulatorios en este modelo experimental
que mimetiza la DME del siguiente modo: i) la cPLA, promueve el dafio inducido
por el estrés oxidativo dado que cumple una funciéon en la senalizacion
inflamatoria, liberando AA. ii) La iPLA, tiene un rol protector debido a que
interviene en la remodelacion de las membranas mediante la remocion de los
acidos grasos peroxidados, lo cual atentia los efectos nocivos del Fe2* sobre las
membranas celulares. iii) La sPLA; Grupo V tiene multiples blancos intracelulares
relacionados con la respuesta inflamatoria porque participa en la regulacion del
factor NF-kB y de la proteina COX-2. Los hallazgos aqui presentados aportan
nuevos conocimientos acerca de los mecanismos moleculares que operan en la

degeneracion retiniana inducida por el estrés oxidativo.
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SUMMARY

Iron (Fe) accumulation and oxidative stress are hallmarks of retinas in
patients with age-related macular degeneration (AMD). In this thesis work we
have characterized an in vitro model of iron-overloaded bovine retinas for the
study of retinal degeneration during iron-induced oxidative stress. In particular,
we have studied the role of the different phospholipase A; (PLA») isoforms, namely
cytosolic isoform (cPLA)), calcium-independent isoform (iPLA,) and secretory
isoform (sPLA2) during iron-induced retinal toxicity. Furthermore, we have
analyzed the implications of PLA,s in the regulation of cyclooxigenase (COX)-2,

nuclear factor kappa B (NF-kB) and MAPK pathways.

In isolated retinas exposed to increasing Fe2* concentrations (25, 200 or
800 uM) or its vehicle, the effective iron incorporation into retinas was analyzed
by means of analytical and histochemical techniques (inductively coupled plasma
atomic emission spectroscopy and Perls” staining). Oxidative stress associated to
this incorporation was also analyzed taking into account several parameters,
such as lipid peroxidation and conjugated diene levels, mitochondrial function,
anti-oxidant ability and cell membrane integrity. Fe accumulation led to a time-
and concentration-dependent increase in retinal lipid peroxidation levels whereas
retinal cell viability was only affected after 60 minutes of oxidative injury.
Conjugated diene levels underwent a time-dependent increase whereas radical
scavenging ability was only affected at high Fe2* concentrations. In agreement
with these results, cell membrane integrity was slightly increased at all Fe2*

concentrations.
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Retinal lipid peroxidation, cell viability and cell membrane integrity were
also analyzed in the presence of specific PLA; isoform inhibitors, namely
arachidonoyl trifluoromethyl ketone (ATK, cPLA: inhibitor), bromoenol lactone
(BEL, iPLA; inhibitor) and YM 26734 (sPLA; inhibitor). ATK was found to decrease
lipid peroxidation levels as well as ERK1/2 activation. BEL showed the same
effect on ERK1/2 activation but the opposite effect on lipid peroxidation. YM
26743 was observed to have no effect on lipid peroxidation although it
demonstrated to have the ability to delay ERK1/2 activation. None of these

inhibitors was found to affect either cell viability or cell membrane permeability.

A differential release of arachidonic acid (AA) and palmitic acid (PAL),
catalized by cPLA; and iPLA. activities, respectively, was also observed in
microsomal and cytosolic fractions obtained from Fe2*-incubated retinas. In the
case of cPLA;, we demonstrated that in response to Fe2* incubation, the active
form (the phosphorylated form) is associated mainly to the cytosolic fraction
whereas this association is lower in the microsomal fraction. We also
demonstrated that AA release profile caused by cPLA, activity is regulated
through ERK1/2 action as shown by the complete abolition of AA differential
release through ERK 1/2 inhibition. It was also observed that AA release
decreases whereas COX-2 association increases in microsomes of the retinas
exposed to Fe2+. It could also be observed that sPLA, is localized in the cytosolic
fraction in a concentration-dependent manner. Via immunoprecipitation assays
we demonstrated an increase in the association between sPLA; and COX-2 in the
retinas exposed to Fe2+ overload. Furthermore, in spite of the higher association

of COX-2 with sPLA,, prostaglandins generation was found to decrease.
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The analysis of p65 (RelA) NF-kB levels showed that they increased in the
nuclear fractions from the retinas exposed to Fe2+. In the presence of ATK and YM
26734, the nuclear localization of both p65 and p50 NF-kB subunits was found
to be restored to control levels in the retinas exposed to Fe2*-induced oxidative

stress.

Membrane repair mechanisms were also analyzed by studying the
participation of acyltransferases in phospholipid remodeling during retinal
oxidative stress. Acidic phospholipids, such as phosphatidylinositol (PI) and
phosphatidylserine (PS), were observed to show an inhibited acylation profile in
the retinas exposed to Fe2* whereas phosphatidylethanolamine (PE) showed
exactly the opposite. The use of PLA, inhibitors demonstrated that PS is actively

deacylated during Fe2*-induced oxidative stress.

Our results demonstrate that the PLA; isoforms analyzed in this Ph. D.
thesis participate in different regulatory mechanisms in our experimental model
mimicking AMD. Such participation can be summarized as follows: i) cPLA;
promotes oxidative stress-induced damage by having a role in inflammatory
signaling; ii) iPLA; has a protective role by remodeling membranes to remove
peroxidated fatty acids, thus attenuating the harmful effects of Fe2* on cell
membranes; iiij) Group V sPLA,; has multiple intracellular targets related to the
inflammatory response by its participation in the regulation of NF-kB and COX-2.
The findings herein reported provide new knowledge about the molecular

mechanisms operating in retinal degeneration induced by oxidative stress.
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INTRODUCCION

1. La retina: Una ventana del sistema nervioso central.

El sistema nervioso (NS, del inglés nervous system) es, junto con el sistema
hormonal y el sistema inmune, uno de los encargados de controlar todos los
procesos que ocurren en nuestro cuerpo. Integra la informacion que recibe de
distintas partes del cuerpo y envia instrucciones para que estas funcionen
correctamente. Esto se logra, en parte, porque el NS permite interaccionar con el
medioambiente al recibir, procesar y almacenar los estimulos captados por los
organos de los sentidos. Todas estas funciones son realizadas por células
altamente especializadas: las neuronas, unidades elementales del NS. Dentro de
los 6rganos de los sentidos, el ojo, y particularmente, la retina, revisten especial
interés para el estudio del sistema nervioso central (CNS, del inglés central
nervous system) ya que comparten el mismo origen embrionario. La retina se
desarrolla a partir del diencéfalo embrionario, siguiendo el mismo patrén basico
de mitosis, migracion vertical y diferenciacion neuronal. Esto hace que la retina
sea considerada por muchos como una “ventana del cerebro”. Por otra parte, la
retina es un modelo interesante debido a que es facil de disecar e ideal para
realizar estudios in vitro. Ademas, el hecho de que la retina sea un modelo
ultradelgado hace posible la incubacion de la totalidad del tejido, logrando que,
aun asi, todos los componentes del medio de incubacion utilizado puedan acceder

a las capas de células que componen la retina (Santano Sanchez & Just, 2009).

Varios procesos fisiopatologicos del CNS tienen un “reflejo” en la retina, la
cual sufre cambios en paralelo, en muchos casos muy marcados, que conllevan a

trastornos visuales. De esta manera, las enfermedades neurodegenerativas como
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el Parkinson, la enfermedad de Huntington o la esclerosis multiple, entre otras,
no solo afectan a centros corticales y subcorticales del NS sino que también
afectan a la retina, provocando alteraciones en ella y disfunciones visuales
asociadas, alteraciones que, si bien probablemente tienen menor relevancia desde
el punto de vista clinico con respecto a otros sintomas (como pueden ser la
pérdida de memoria o las alteraciones motoras relacionadas con la realizacion de
tareas diarias, por ejemplo), se encuentran estrechamente correlacionados con
aquellos cambios del CNS que influyen en el comportamiento, la pérdida de
memoria o deficiencias en la realizacion de tareas tan habituales en la vida
cotidiana como leer. Por esta razon, resulta interesante a la vez que importante
poder detectar cambios patologicos en la retina a nivel electrofisiolégico, ya que
las técnicas de diagnéstico oftalmolégico, como por ejemplo, el
electrorretinograma, la tomografia de coherencia éptica o el examen de fondo de
ojo podrian utilizarse como herramientas para determinar la evolucion de algunas
enfermedades neurodegenerativas y, de esta manera, diagnosticar patologias del
CNS por los cambios que aparecen a nivel de la retina, sin necesidad de utilizar
técnicas muy invasivas. Por otra parte, la accesibilidad de la retina la convierte
no solo en un excelente modelo para estudiar la base molecular y genética de
multiples enfermedades neurodegenerativas, sino también un buen blanco para
la investigacion y la aplicacion de nuevos farmacos y/o terapias en el tratamiento

de estas.

La funcion principal de la retina es recibir las senales luminicas para
después transformarlas en impulsos nerviosos que son enviados al encéfalo a
través del nervio 6ptico. Posee una estructura maravillosamente compleja y, a la

vez, relativamente sencilla, debido a la particular arquitectura celular que tiene
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ya que engloba una extraordinaria diversidad de tipos celulares (Esquema 1). De
hecho, en la retina de mamiferos se pueden distinguir varios tipos neuronales en

base a sus caracteristicas morfologicas, bioquimicas y funcionales.

Células células
, ; Cowos
ganglionares horizontales -
i Epitelio
seaspenen > plgmentario

Mbeula dela retina

Lutea
............ > Coroloes

devennd  Esclerbticn

/

células células 4
. . Bastones
amacrinas  plexiformes

Esquema 1. La retina y sus distintas poblaciones celulares. Tomada y modificada de Brooks Cole-
Thomson (2005).

La retina se extiende desde el comienzo del nervio 6ptico hasta la ora
serrata. Se encuentra aislada del resto de las estructuras oculares por dos
membranas limitantes, la interna (formada por uniones no especializadas entre
las células de Miiller) y la externa (formada por uniones especializadas entre los
segmentos internos de los fotorreceptores —PR, del inglés photorreceptor- y las
prolongaciones externas de las células de Mtller). Por fuera de la membrana
limitante externa se encuentran los segmentos externos de los PR, las
prolongaciones de las células del epitelio pigmentario de la retina (RPE, del inglés

retinal pigment epithelium) y las microvellosidades de las células de Muller.
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Los cuerpos de las neuronas y de las células gliales de la retina se
disponen en tres capas nucleares y sus prolongaciones forman dos capas

plexiformes y la capa de fibras del nervio 6ptico. Estas son:

e Capa nuclear externa en la que se agrupan los cuerpos de los PR que

comprenden a conos Yy bastones. Estos son células altamente
especializadas capaces de transformar la energia luminica en energia
quimica, proceso conocido como fototransduccion.

e Capa plexiforme externa formada por los contactos sinapticos entre las

prolongaciones internas de los PR y las prolongaciones de las células
horizontales, bipolares y plexiformes.

e Capa nuclear interna en la que se encuentran los nucleos de las células

horizontales, bipolares, amacrinas, plexiformes, ganglionares y de las
células de Muller.

e Capa plexiforme interna en la que se establecen contactos sinapticos entre

células bipolares, amacrinas, ganglionares y plexiformes.

e Capa de células ganglionares formada por los cuerpos de las células

ganglionares, de algunas células amacrinas y los de las células de Mtuller.

e Capa de fibras del nervio 6ptico formada por los axones de todas las

células ganglionares.

La estructura celular de la retina no es lo unico que la hace un tejido
especial. Otra de las particularidades de la retina es su gran exposicion a
distintas fuentes de estrés oxidativo ya que esta expuesta directamente a la luz y
posee una alta vascularizacion por ser un tejido con alto indice metabdlico. Para
contrarrestar este insulto oxidativo, tiene una bateria de enzimas antioxidantes,

ademas de mecanismos no enzimaticos, como por ejemplo, la presencia de los
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pigmentos luteina y zeaxantina en grandes cantidades. La zeaxantina se
encuentra en el centro de la macula lutea mientras que la luteina se encuentra
en los laterales de la macula lutea. La importancia de ambos pigmentos radica en

que filtran la radiacion ultravioleta proveniente del sol.

De todas las células que componen la retina, las tUnicas sensibles
directamente a la luz son los conos y los bastones. La retina humana tiene 6,5
millones de conos (adaptados a situaciones de mucha luminosidad, proporcionan
la vision en color) y 120 millones de bastones (que funcionan principalmente en
condiciones de baja luminosidad y proporcionan la vision en blanco y negro).
Cabe destacar que la zona de la macula, particularmente la fovea, es mas rica en
conos que bastones, hallandose aqui la mayor proporcion de estos, en una

relacion cono: célula bipolar: célula ganglionar 1:1:1.

Para el estudio de los efectos del estrés oxidativo, ademas de las células de
la retina, una poblacion con funciones interesantes es la de las células del RPE,
las cuales por su tipo de union, constituyen la barrera hematorretiniana. Estas
células cumplen funciones sumamente importantes para la proteccion contra el
estrés oxidativo, como por ejemplo, la fagocitosis y la renovacion de los segmentos
externos de los PR, el ciclo de la rodopsina, el control de la difusién de gases y el
intercambio de nutrientes y desechos con los PR, entre otras.

2. Estados patologicos de la retina. Rol del hierro como generador de

estrés oxidativo y fuente de especies reactivas de oxigeno y su
relacion con la degeneracion macular relacionada con la edad.

Para los seres vivos, el hierro (Fe) es un oligoelemento esencial para
multiples procesos metabélicos. Resulta llamativo que las mismas propiedades

que hacen a este metal de transicion imprescindible para procesos biologicos


http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A1cula_l%C3%BAtea
http://es.wikipedia.org/wiki/Lute%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Cono_(c%C3%A9lula)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bast%C3%B3n_(c%C3%A9lula)
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vitales —tales como la sintesis del grupo hemo, de los acidos nucleicos y de
algunas proteinas de gran importancia, como del citocromo P450- también lo
hacen toxico pues, mediante la reaccion de Fenton, es capaz de generar radicales
libres, que provocan dano oxidativo de importantes componentes celulares.
Debido a esto, las células intentan que rara vez el Fe se encuentre en su estado
libre reducido, Fe2*. A través de todo el proceso de absorcion, utilizacion y
almacenamiento, el Fe siempre se encuentra ligado a proteinas, de lo contrario
podria desencadenar la produccion descontrolada de especies reactivas de

oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species).

Para mantener la homeostasia del Fe, los organismos deben ser sensibles a
los cambios en sus niveles y regular los procesos de absorcion, transporte y
almacenamiento del metal. Esto hace que los individuos estén provistos de
mecanismos eficaces para mantener las reservas de Fe ya que una respuesta
inadecuada a las fluctuaciones fisiologicas de este metal provocaria estados
patologicos por deficiencia o sobrecarga. Actualmente, se considera a la hormona
hepcidina (Hp, del inglés hepcidin) un regulador central del metabolismo del Fe.
Se ha observado que la deficiencia o ausencia de Hp conduce a la sobrecarga de
Fe y su sobreexpresion a la anemia. La Hp es producida por el higado y secretada
a circulacion en respuesta a la inflamacién o aumento de reservas hepaticas de
Fe, donde disminuye la liberacion de este metal mediada por la ferroportina (Fpn,
del inglés ferroportin) en los enterocitos, los macrofagos y los hepatocitos (Kell,
2009). Dado que el Fe es absorbido a través de la dieta y que no existen
mecanismos masivos de excrecion del mismo (solo ocurren “pérdidas” del metal
por descamacion, hemorragias y menstruacion en el caso particular de la mujer),

el contenido total de Fe en el cuerpo de un individuo tiende a aumentar con la
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edad. Fundamentalmente, la homeostasia de este mineral dependera de la
retroalimentacion establecida entre las necesidades corporales y la absorcion
intestinal de Fe, retroalimentacion en la cual el higado cumple un papel clave ya
que no solo es el sitio de almacenamiento de los depodsitos de Fe, sino que es
también quien controla el mantenimiento de la homeostasia de este metal pues
recibe multiples senales relacionadas con el balance del Fe y es el responsable del
control transcripcional de la Hp y de la mayor parte de las proteinas reguladoras

del Fe.

La absorcion de Fe ocurre, casi exclusivamente, en el duodeno y es
regulada hormonalmente por la Hp. El Esquema 2 muestra la secuencia de pasos

durante su metabolismo (He et al., 2007; Goralska et al., 2009; Kell, 2009).

En primer lugar, debe producirse la reduccion del Fe de los alimentos de
su estado férrico (Fe3+*) a ferroso (Fe2*) por accion de la actividad ferrireductasa del
citocromo b duodenal (DCytb, del inglés duodenal cytochrome b). Una vez
reducido, el Fe2+ es transportado desde la luz intestinal a través de la membrana
plasmatica apical al interior celular por la proteina transportadora de metales
bivalentes (DMT-1, del inglés divalent metal transporter-1). Ademas de ser el
transportador responsable de la absorcion de Fe en el intestino, la proteina DMT-
1 participa en la movilizacion del mineral a partir de los endosomas durante el
ciclo de recircularizacion de la transferrina (Tf, del inglés transferrin) donde
transporta el Fe liberado hacia el citoplasma de los precursores eritroides. Se ha
planteado que el Fe puede ingresar también a la célula como Fe3+ (a través de la
proteina mobilferrina) y como grupo hemo, procedente de la degradacion de la

hemoglobina contenida en la dieta. El mecanismo molecular de la via de entrada
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del grupo hemo aun no ha sido establecido, aunque se cree que existe un
transportador para el grupo hemo. Una vez dentro del enterocito, el hemo sera
degradado por una hemooxigenasa liberandose el Fe de la estructura pirrolica
(Guix et al., 2003; Pérez et al.,, 2005). Una vez en el interior celular, este mineral
puede tener dos destinos: ser almacenado en el interior del enterocito como Fe3+-
ferritina (y posteriormente excretado en las heces cuando se produce la
descamacion de dichas células senescentes), o bien puede ser transferido a través
de la membrana basolateral al plasma por medio de la Fpn, proceso en el que se
requiere la actividad ferrooxidasa de la hefastina (Hph, del inglés hephaestin). La
Fpn es una proteina transmembrana multimérica regulada por Fe, que, ademas
de estar encargada de la absorcion del mineral por los enterocitos duodenales,
regula la liberacion de las reservas corporales de Fe por las células
reticuloendoteliales. La Hph, proteina que posee sitios de uniéon al cobre, similar
a la ceruloplasmina (Cp, del inglés ceruloplasmin) plasmatica, actiia al igual que
esta como una ferrooxidasa necesaria para el egreso de Fe del enterocito a la
circulacion, por lo que posee un papel crucial en el eflujo de Fe desde estas
células al plasma. Luego, en el organismo, el Fe circula unido a su transportador,
la Tf. A las demas células del organismo ingresa a través de los receptores de
transferrina (TfR, del inglés transferrin receptor). Se conocen el TfiR y el TR,

ambos capaces de transportar Fe unido a la Tf al interior celular.
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Como puede observarse, durante todo el proceso el Fe esta unido a
diversas proteinas, ya sean transportadoras o de deposito. Todas las proteinas
que participan en el metabolismo del Fe estan reguladas, a su vez, por la
concentracion de este metal tanto a nivel de la inducciéon de los genes que las
codifican como a nivel de su regulacién postranscripcional. Los elementos de
respuesta al Fe (IRE, del inglés iron responsive element) son estructuras
localizadas en las regiones S5' o 3' no traducidas de los acidos ribonucleicos
mensajeros (mRNA, del inglés messenger ribonucleic acids) que codifican las
proteinas que intervienen en el metabolismo del Fe. Las proteinas de unién a los
IRE (IRE-BP, del inglés iron responsive element-binding protein) trabajan en
conjunto con estos elementos para monitorear y responder a los cambios en la
cantidad de Fe quelable en el ambiente intracelular, conocido como
compartimiento o pool de Fe labil (LIP, del inglés labile iron pool) (Funke et al,

2013; Kell, 2009; Kruszewski, 2003; Kruszewski & Iwanenko, 2003).

Macrofago
Eritrocito,

Esquema 2. Proteinas que participan en el metabolismo y homeostasis del Fe. Tomada de Forrellat
Barrios et al. (2005).
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Particularmente en la retina, se encuentran presentes todas las proteinas
anteriormente mencionadas y se observa que tanto la acumulacién de Fe como el
estrés oxidativo asociado a este metal se presentan en situaciones patolégicas en
las que fallan los mecanismos regulatorios de las mismas. Por ejemplo, en
ratones deficientes de Cp o en modelos animales doble knockout (DKO, del inglés
double knockout) para Cp y su homologa, la Hph, se produce sobrecarga de Fe y
neurodegeneracion asociada a esta condicion (Hadziahmetovic et al., 2008). Se
cree que estas proteinas facilitan la exportacion del Fe de las células al llevar a
este metal a su estado férrico. Los ratones deficientes en ambas proteinas
desarrollan una sobrecarga de Fe relacionada con la edad y posteriormente una
degeneracion de la retina (Hadziahmetovic et al, 2008). Los incrementos en la
concentracion de Fe en las retinas de estos DKO conllevan a valores aumentados
de ferritina y niveles disminuidos del TfR, lo cual es una respuesta regulatoria
apropiada a la sobrecarga de Fe para prevenir el incremento del LIP en las
retinas. Ademas, en estos modelos se observo acumulacion de lipofuscina y
neovascularizacion. Existen evidencias que relacionan estos dos eventos con la
activacion del complemento, el cual reconoce los productos de fotooxidacion,
como la lipofuscina, y dispara procesos inflamatorios (Hadziahmetovic et al,

2008).

También se cuenta con abundante evidencia que indica que los cambios
neurodegenerativos y los insultos toxicologicos observados en varias
enfermedades convergen en un desbalance del Fe (Kell, 2009; Kell, 2010). Todas
las condiciones patologicas en las que se produce la acumulacion excesiva de Fe

en la retina conllevarian entonces a la generacion de ROS como consecuencia
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inevitable. La Tabla 1 muestra cuales son las principales ROS y algunas de las

caracteristicas mas importantes de cada tipo.

Nombre

Notacion

Comentarios

Oxigeno Molecular

Oxigeno Singulete

Anion Superoxido

Peroxido de Hidrogeno

Radical Hidroxilo

Radical Peroxilo

Ozono

Ion Perferrilo

Radical NO

Radical Nitrito

O2

102

(00

H202

OH’

OxH"™

Fe-O

NO*

NO2*

Forma comun del gas
oxigeno.

Formado por radiacion UV,
fotoinhibiciéon.

Formado en reacciones de
fotooxidacion, en la
transferencia de electrones,
en la actividad
peroxisomal, defensa
contra patogenos,
oxidacion de xenobioticos.

Formado a partir de O2™
por dismutacion y por
descomposicion inducida
por protones,
fotorrespiracion, 3-
oxidacion, defensa contra
patogenos.

Defensa contra patégenos,
reaccion de Haber-Weiss y
de Fenton. Altamente
reactivo con todas las
macromoléculas.

Forma protonada del Oz™.

Formado por radiacién
UV, reacciones que
involucran combustién de
productos fosiles.

Interviene en la etapa de
propagacion
incrementando la velocidad
de oxidacion de lipidos a
través de la conversion de
los hidroperéxidos lipidicos
(ROOH) en radicales
alcoxilos (RO’) o peroxilos
(ROO).

Neurotransmisor,
vasodilatador, citotoxico. Al
interactuar con el Oz
forma el peroxinitrito,
capaz de producir dafio
directo a los lipidos,
proteinas y ADN.

Poderoso agente nitrante
que promueve procesos de
peroxidacion.
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Triéxido de dinitrogeno N20O3 Agente capaz de
desaminar guanina,
citosina y adenina,
convirtiéndolas en xantina,
uracilo e hipoxixantina,
respectivamente.

S-nitrosotioles R-SON Donante del cation
nitrosonio (NO*) y NO para
la senalizacion.

Anién Peroxinitrito NOs- Es producido por la
reaccion del Oz y NO'.
Cuando es protonado (pH
6,5, 6,8) se descompone
para dar OH" y NOo.

Tabla 1. ROS de interés en el estrés oxidativo. Adaptada de Scandalios (2005) y Kell (2009).

La utilizacion del oxigeno es un fenomeno inevitable en los seres vivos,
pero este proceso acarrea la generacion de ROS como intermediarios en la
busqueda por llegar a la forma mas reducida e inofensiva con la que puede
presentarse el O, en nuestros organismos: el H>O. Los organismos aerébicos, con
el fin de protegerse de los efectos nocivos de estas ROS generadas, tienen
defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas (Scandalios, 2005). Las
enzimaticas incluyen la accion de las catalasas (CAT, del inglés catalase),
peroxidasas (Px, del inglés peroxidase), superoxido dismutasas (SOD, del inglés
superoxide dismutase), glutation S-transferasas (GST, del inglés glutathion s-
transferase), por ejemplo. En la Tabla 2 se observan los principales antioxidantes
presentes en las células y su localizacion celular. En particular, cuando la SOD y
la CAT actaan en forma conjunta sirven como primera linea de defensa
antioxidante, aunque la Px también cumple un rol fundamental al detoxificar las
siguientes formas intermedias producidas en el intento de proteger al organismo

de la accion de las ROS:

SOD: Oy~ + Oy~ + 2H*— Os+ Hy0O9

CAT: H>O5 + HoOs— 2H,0 + O,
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Px: H>02+ R(OH)>,—2H20 + R(O)2

Antioxidantes no enzimaticos

Moléculas Localizacion Subcelular
Acido ascérbico (Vitamina C) Exogeno. Citosol.
B-Caroteno Exégeno. Me{r}‘t{rgna celular, gotas
ipidicas.
Glutation reducido (GSH) Endégeno. Mitocondria, citosol.

e o it R aE) Exo6geno. Me?;gait::lscelular, gotas
. Endégeno. Membrana celular, gotas

Zeaxantina lipidicas
Licopeno Exd6geno. Membrana celular, gotas
p lipidicas.

Antioxidantes Enzimaticos (Endogeno)

Moléculas Localizacion Subcelular
Peroxidasa Citosol.
Catalasa Peroxisomas, citosol, mitocondria.

Superéxidoldismutasa Citosol (Cu/ZnSOD), mitocondria

(MnSOD).
Glutatiéon reductasa Mitocondria, citosol.
Glutation S-transferasas Citosol, microsomas.

Tabla 2: Antioxidantes naturales de importancia en los seres vivos.

El Fe2*, en su estado reducido, puede reaccionar con el peroxido de
hidrégeno (H202) producido por la mitocondria o por distintas oxidasas a través
de la reaccion de Fenton (Lukinova et al,, 2009), dando origen al radical hidroxilo

(OH"), el cual es sumamente reactivo y dafino:

Fe2+ + H,O2 — Fe3* + OH-+ OH*

El anion superoxido (O2™, también producido por la mitocondria) puede
reaccionar con la forma oxidada del ion, segtin la reaccion de Haber-Weiss, con lo
cual se genera nuevamente Fe2*, completandose asi el ciclo redox del Fe

(Esquema 3):
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Oy~ + Fed3t — Oy + Fe2+

Peroxinitrito
NO,"

NO .

~
~
~
~

Y
sy s radical
Mitocondria o Ferriting hidroxilo
Fe>™
g Reacclén
Reacclén de ¥ de Femton
Haber-welss Fe2t
H,0, Oxidasas

O

Esquema 3. Reacciones de Haber-Weiss y Fenton combinadas, usando el LIP en un ciclo catalitico
para producir el tan dafiino radical hidroxilo. Adaptado de Kell (2010).

La reduccion de Fe3* a Fe2+ también puede ser llevada a cabo por agentes
reductores u antioxidantes, tales como el ascorbato (vitamina C). La extrema
reactividad del OH* le permite sustraer el Fe2* de los centros de hierro-azufre (Fe-
S) y de otros sitios donde este ion esta secuestrado, tales como la ferritina. Este
fenémeno tiene la caracteristica de superar cualquier intento de reparacion, por
lo que la inflamacion y el estrés oxidativo son eventos claves en las enfermedades
neurodegenerativas. Una reaccion relacionada es la produccion de peroxinitritos,
a partir de la reaccion del NO con el superoxido, que puede generar productos
tales como la nitrotirosina, o provocar la nitrosilacion de acidos grasos (FA, del

inglés fatty acid) y proteinas (Tabla 3).
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Tipo de daiio Ejemplo

Ocurre a través de varios mecanismos por los cuales las
ROS reaccionan con los acidos grasos de la membrana,
Dartio oxidativo a los lipidos generando pérdida de la integridad de la membrana y
muerte celular.

Modificacion de aminoacidos. La oxidacion de
aminoacidos marca a las proteinas para ser degradadas
por proteasas especificas.
Fragmentacion de la cadena peptidica.
Formacion de productos de reaccion cruzada.
Alteracion de la carga eléctrica.

Aumenta la susceptibilidad a la protedlisis.
Oxidacion de los centros Fe-S.

Dano oxidativo a las
proteinas

Translocaciones, mutaciones y delecciones del DNA.
Dario oxidativo al DNA Rotura de las hebras simples, degradaciéon de bases.
Reaccion cruzada entre el DNA y las proteinas.

Tabla 3. Distintos dafios producidos por las ROS. Adaptado de Kell (2010)
(DNA, del inglés desoxiribonucleic acid).

A pesar de lo dicho anteriormente, las acciones de las ROS no son siempre
en perjuicio de nuestro organismo, por lo que no dejaran de producirse. El
sistema inmune utiliza los efectos letales de las ROS y las especies reactivas del
nitrégeno a nuestro favor al convertirlas en una parte central de su mecanismo
para eliminar agentes patéogenos. Aunque el uso de estos compuestos altamente
reactivos en la respuesta citotéxica de los fagocitos causa dafios a los tejidos del
organismo, la no especificidad de estos oxidantes es una ventaja ya que asi se
impide que un agente patégeno escape de esta parte de la respuesta inmunitaria
mediante la mutacion de un Unico blanco molecular. Ademas, varias enzimas
necesarias para el normal funcionamiento de las células producen ROS durante
su funcionamiento. Por ejemplo, la xantina oxidasa y citocromo P450 son capaces
de producir superoxido. El H>O; es producido por una amplia variedad de
enzimas incluidas monooxigenasas y oxidasas. Por otra parte, las ROS juegan un
papel muy importante en la senalizacion celular, en un proceso denominado

senalizacion redox (Esquema 4):
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Prooxidantes
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Metabolismo '| . I L
~
del AA  So i s’
Ss. + ) Awntioxidantes
RN Anti- devivados de La
- oxidantes - ————————— dieta,
FRoocitos =eeemwe== - 05 /otras NN por gjenmplo:
ROS ~ z'pot#ewoles?
- - ~
- - LY ~o
. - " o
XQ,MLM --7 ,’ \ Componentes de La
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Otras fuentes Fe, P, NEMOPEX
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Esquema 4. Balance entre la produccién de ROS y defensas antioxidantes. Adaptado de
Halliwell (2009).

Los ultimos avances en el campo de la metaloneurobiologia apuntan a que
la importancia del Fe en la generacion de ROS radica en la existencia del LIP
(donde el Fe se encuentra mayormente como Fe2+) (Kell, 2009). Cabe destacar que
otros metales, tales como el aluminio (Aln*), cromo (Cr»*), cobre (Cun*), manganeso
(Mnnr+), selenio (Sen*), zinc (Znn»*), vanadio(Vnr*) y cobalto (Con*) son capaces de
participar en ciclos redox similares, en los que un solo electron puede ser
aceptado o donado por el metal. Lo que hace particularmente interesante al Fe2+
es que este metal, con respecto a los demas metales mencionados, se encuentra

en mayor cantidad en los organismos.

El aumento de ROS asociado a una sobrecarga anormal de Fe sobrepasa
estas primeras lineas de defensa mencionadas y se lo relaciona con desordenes
degenerativos de la retina, tales como la degeneracion macular relacionada con la
edad (AMD, del inglés age-related macular degeneration), el glaucoma, las
cataratas, la siderosis ocular, la hemorragia intraocular y las enfermedades

hereditarias, tales como la aceruloplasminemia y la neurodegeneracién asociada
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a la pantotenato quinasa (Dunaief et al., 2005; Dunaief, 2006; Hadziahmetovic et
al., 2008; Hahn et al.,, 2004; He et al., 2007; Kell, 2010; Scandalios, 2005; Wong
et al., 2007; Guo & Mattson, 2000). Por otra parte, los niveles elevados de Fe que
se producen en distintos tejidos no solamente se deben a estados patolégicos,
sino que también se presentan como consecuencia del envejecimiento y pueden
exacerbar las patologias relacionadas con este metal debido al aumento de estrés
oxidativo sufrido por el tejido (Hadziahmetovic et al.,, 2011a; Kell, 2009). Estudios
postmortem han demostrado que la concentracion de Fe es mayor en las retinas
de pacientes con AMD que en las retinas de pacientes no afectados (Blasiak et al.,
2011; Lukinova et al.,, 2009). Ademas, el incremento relacionado con la edad de
los niveles de Fe en la macula, la sobreexpresion de Tf en la AMD, el desarrollo de
sindromes similares a la AMD en animales con deficiencia de Cp y de Hph, y la
asociacion entre el polimorfismo de los genes de la homeostasis de Fe fortalecen
el posible rol de este metal en la patologia de la AMD (Blasiak et al., 2011; Garcia-
Castineiras, 2010; Hadziahmetovic et al, 2008; Wong et al, 2007). La
hemocromatosis es una enfermedad caracterizada por la excesiva acumulacion de
Fe. La mayoria de los pacientes con hemocromatosis hereditaria poseen una
mutacion en el gen de la proteina tipo antigeno leucocitario de
histocompatibilidad clase I (lamada HFE) (Feder et al., 1996). Los pacientes con
mutaciones en dicho gen evidencian niveles elevados de union de la Tf a los TfR y,
por lo tanto, una mayor internalizacion de Fe a los tejidos. Este desorden genético
también se encuentra asociado a anormalidades de la retina, incluido en algunos
casos, la atrofia del RPE o estrias angioides. Mas aun, estudios postmortem en

pacientes también mostraron formacion de drusen (depésitos de distintas
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sustancias que van escapando de los capilares), el hallazgo clinico de la AMD

(Dunaief, 2006).

La AMD es una enfermedad degenerativa de la retina, idiopatica, que causa
una pérdida profunda e irreversible de la vision central y afecta, generalmente, a
adultos mayores de cincuenta anos en paises desarrollados. Es considerada
actualmente una de las principales causas de pérdida de la vision en este grupo
etario. Esta patologia consiste en una degeneracion de la zona de la macula, el
sector de mayor agudeza visual, por lo cual, en primer lugar, se deteriora la vision
central. Una caracteristica de esta patologia en estado avanzado es que el
individuo que la padece en dicho estadio puede mantener la vision periférica pero
es incapaz de distinguir la parte central de toda imagen que se le presenta, por lo
que, por ejemplo, al observar a una persona que tiene en frente, no puede

distinguir los rasgos faciales de esa persona (Esquema 5).
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Esquema 5. (A) Ejemplo de la pérdida de visiéon debida a la AMD. (B) Grilla de Amsler, test
utilizado por los especialistas para el diagnéstico de esta patologia. Imagen (A) extraida de
http://ocularis.es/blog/?p=90. Imagen (B) tomada de
http:/ /www.eyesurgeonsofindiana.com/index.php?src=gendocs&ref=MacularDegeneration 1&category=Eye%20
Conditions.

Se han encontrado varios componentes similares a los de las placas
ateroscleroticas en los drusen, una caracteristica de la AMD. La teoria mas
aceptada actualmente senala que los niveles de Fe en la retina en personas

seniles o en pacientes con AMD pueden deberse a la excesiva angiogénesis y al


http://ocularis.es/blog/?p=90
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escape de sangre de los vasos sanguineos nuevos y fragiles. Ademas, segun
estudios previos, el Fe no se intercambia libremente entre la circulacion sistémica
y la retina. Es necesaria la presencia de proteinas especificas, previamente
mencionadas, que transportan este metal desde la circulacion sistémica hasta la

retina (Garcia-Castineiras, 2010; Picard et al,, 2011) (Esquema 6).

Capa de fibras del nervio éptico Epitelio Pigmentario de la Retina

/ Depresitn de la fovea

L=

Luz

ST W . 2y

\ /

Esquema 6. Tomografia de coherencia 6ptica de una retina normal (A) y de una retina con AMD (B).

Dibujo esquematico de la retina normal (C) y de una retina con AMD (D). Imagenes (A) y (B) tomadas de

http:/ /www.eyesurgeonsofindiana.com/index.php?src=gendocs&ref=MacularDegeneration 1&category=Eye%20C
onditions. Imagenes (C) y (D) modificadas de de Jong (2006).

A su vez, la composicion lipidica de la retina, es decir, la alta concentracion
de acidos grasos poliinsaturados (PUFA, del inglés polyunsaturated fatty acids)

en los segmentos externos de los PR y la baja proporcion de colesterol, permiten

el movimiento rapido de la rodopsina y de otras proteinas en la membrana, tal
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como lo requiere el sistema de traducciéon visual (Bazan et al, 2011; Fliesler &
Anderson, 1983). Pero es esta misma composicion lipidica la que hace al tejido
tan vulnerable a la peroxidacion lipidica en presencia de Fe2* libre. Esto explica la
presencia en la retina de sistemas enzimaticos, mecanismos no enzimaticos y de
pigmentos xantofilicos, que trabajan en conjunto para combatir el estrés

oxidativo (véase Tabla 2) (SanGiovanni & Neuringer, 2012).

En base a criterios clinicos se puede dividir a la AMD en temprana y
avanzada. Esta ultima presenta dos tipos: AMD avanzada humeda y AMD
avanzada seca. La forma avanzada seca no solo es la mas comun
(aproximadamente el 90 % de los casos de AMD) sino que es la que mas se
relaciona con el estrés oxidativo (de Jong, 2006). La forma humeda se puede
tratar con laser, con una terapia fotodinamica o con inyecciones de anticuerpos
contra el factor de crecimiento del endotelio vascular. Por el contrario, para la
forma seca avanzada actualmente no hay tratamientos. Si es posible frenar la
progresion si en el estadio intermedio el paciente es medicado con un céctel de
antioxidantes (vitaminas C, A y E), zinc y cobre. Como es de esperar, si bien se
han identificado varios genes relacionados con esta patologia (de Jong et al,
2001; de Jong, 2006; Hadziahmetovic et al., 2008; Hadziahmetovic et al., 2011b;
Hadziahmetovic et al,, 2011a; Picard et al.,, 2011), también esta fuertemente
asociada a factores ambientales, tales como el habito de fumar (Janik-Papis et al,
2009), la obesidad, la hipertension arterial, la diabetes, los niveles elevados de
colesterol, etc. (Blasiak et al.,, 2009; Blasiak et al.,, 2011; Dunaief et al., 2005;
Dunaief, 2006; Hadziahmetovic et al.,, 2011b; He et al, 2007; Kell, 2010; Loh et
al., 2009; Morgan et al., 2006; Wong et al., 2007; Frisardi et al.,, 2011; Arnal et al.,

2010; Marin-Castano, 2013).
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Es sabido que los factores ambientales previamente detallados se asocian a
desbalances del Fe (Dunaief, 2006; Garcia-Castineiras, 2010; Goralska et al,
2009; Hahn et al, 2004; He et al., 2007; Loh et al., 2009; Wong et al., 2007) y se
cuenta con evidencias que indican que las terapias de quelacion del Fe, factores
propios de la dieta (Weikel et al., 2012) y el uso apropiado de antioxidantes (Cano
et al., 2010) podrian ayudar a revertir estos procesos patologicos (Voloboueva et
al., 2007).

3. Fosfolipasas Az: Rol en el metabolismo de los fosfolipidos y en el

estrés oxidativo.

Frente al estrés oxidativo, las primeras estructuras en resultar afectadas
son las membranas celulares, que rapidamente sufren peroxidacion lipidica. Las
membranas de las células de la retina tienen una composicién lipidica particular.
Se caracterizan por poseer PUFA de larga y muy larga cadena (LC- y VLC-PUFA,
del inglés long chain- y very long chain-PUFA, respectivamente), los cuales tienen
FA muy propensos a sufrir peroxidacion. Cobran particular interés entonces las
fosfolipasas Az (PLA», del inglés phospholipase Az) y las aciltransferasas (AT, del
inglés acyltransferase), las cuales actian en conjunto para mantener la
composicion de FA de los fosfolipidos (PL, del inglés phospholipids) de membrana.
Estas enzimas, frente al estrés oxidativo, son capaces de recambiar los FA
peroxidados por otros que no lo estén, de manera de asegurarle a las células la
integridad de membranas necesaria para poder continuar con sus funciones, en
el caso particular de los PR y las demas células de la retina, para poder llevar a

cabo el proceso de la vision.

Ademas de tener un rol estructural fundamental en la membrana

plasmatica, los PL (Esquema 7) actian en muchos casos como precursores de
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moléculas de senalizacion y de transduccion de senales. Son hidrolizados por
distintas fosfolipasas en respuesta a diferentes estimulos, como por ejemplo, los
neurotransmisores, los factores neurotroficos, las citoquinas, etc. La PLA>; es una
enzima ubicua que tiene un rol de vital importancia en el metabolismo de los
lipidos de membrana ya que es capaz de escindir el enlace sn-2 del esqueleto de
glicerol de los PL, liberando asi el FA esterificado (generalmente, un PUFA, tal
como el acido araquidonico —AA, del inglés arachidonic acid- o un VLC-PUFA) y el
lisoPL. Una vez generados, estos metabolitos son capaces de activar multiples

vias de senalizacion celular.

| Cola Hidrofébica | | Cabeza Hidrofilica |

Esquema 7. Estructura de un fosfolipido. Sitio de accién de la PLA>.

El AA (también llamado acido 5,8,11,14-eicosatetraenoico, 20:4 ®-6) es un
FA esencial, el cual es obtenido directamente de la dieta o indirectamente a partir
de la conversion del acido linoleico. El AA es precursor de una gran variedad de
compuestos bioactivos, los eicosanoides, que son producidos por oxigenacion a

través de las vias ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX) (Esquema 8).
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Esquema 8. Generaciéon de distintos metabolitos bioactivos a partir del acido araquidénico.
Adaptado de Astudillo et al. (2012).

Otro FA esencial, sumamente importante en los procesos inflamatorios es
el acido docosahexaenoico (DHA, del inglés docosahexaenoic acid). Es también
llamado acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico, 22:6 (®-3), el cual es
liberado por accion de las PLA, y al cual se le ha asignado un rol protector frente
a la inflamacion ya que es precursor de compuestos de gran importancia
biologica, tales como los docosanoides. Dentro de estos ultimos se encuentra el
compuesto estereoespecifico, la neuroprotectina D1 (NPD1, también llamada
acido 10R,17S-dihidroxi-docosa-4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z-hexaenoico).

Particularmente, en células germinales, en el cerebro y en los conos y los
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bastones de la retina el DHA puede llegar a constituir alrededor del 40-60 % de
los PUFA. Este FA cumple numerosas funciones en el organismo, entre ellas
podemos citar: regulacion del sistema inmunolégico, posible segundo mensajero,
y regulacion de la fluidez de las membranas celulares (Valenzuela et al.,, 2010).
Especificamente a nivel del CNS y de la retina, el DHA es necesario para el
correcto desarrollo de estos tejidos y esta involucrado en la formacion de la
memoria, excitabilidad de las membranas, biogénesis y funcion de los PR,
senalizacion neuronal y neuroproteccion (Bazan et al, 2005; Bazan, 2009a;
Bazan, 2009b; Mukherjee et al.,, 2004). La sintesis de la NPD1 ocurre por medio
de la oxigenacion que lleva a cabo la LOX-15 sobre el DHA previamente liberado
por la PLA,, dando lugar a un intermediario epédxido, el 16,17S-DHA, y se
encuentra aumentada en las células del RPE, en las cuales el DHA es necesario
para la integridad funcional de las mismas. En estas células, los niveles de DHA
libre se encuentran estrictamente regulados por accién conjunta de las PLA, y de
las AT, y por peroxidacion (Bazan, 2009a; Bazan, 2009b). Existen controversias
acerca de si alguna de las isoformas de la PLA; es la responsable de la liberacion
de DHA para la produccion de NPD1, y se ha demostrado que involucran a varias
isoformas de la PLA, (Bazan, 2006a; Bazan, 2006b; Bazan, 2006c; Bazan, 2009a;
Bazan, 2009b; Farooqui et al.,, 2007a; Farooqui et al.,, 2007b; Kolko et al., 2009).
La neuroprotectina NPD1 provoca una modificacion en el perfil de expresion de
los miembros de la familia de proteinas de linfoma-2 de célula B (Bcl-2, del inglés
B-cell lymphoma 2). Se ha demostrado que esta neuroprotectina promueve la
activacion de la expresion de proteinas anti-apoptoticas, tales como la proteina
Bcl-2 propiamente dicha y la proteina Bcl-extra grande (Bcl-xL, del inglés Bcl-

extra large), a la vez que inactiva la de las proteinas pro-apoptoticas, tales como



32 ] ntroducclén

la proteina X asociada a Bcl-2 (Bax, del inglés Bcl-2 associated X protein) y la
proteina asociada a Bcl-2 promotora de la muerte (Bad, del inglés Bcl-2
associated death promoter). Las deficiencias del DHA y/o de las enzimas
implicadas en su sintesis se han relacionado con patologias degenerativas del
CNS como por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer (Bazan et al., 2011). Se
cuenta con evidencias que indican que la NPD1 es un potente inhibidor de la
apoptosis inducida por estrés oxidativo y que, ademas, es capaz de inhibir la
induccion de la proteina COX-2 que se produce durante la inflamacion mediada
por citoquinas (Bazan, 2009a; Bazan, 2009b; Serhan et al., 2004; Farooqui et al.,
2007b). Cabe destacar que el DHA por si mismo también es capaz de inhibir la
apoptosis inducida por estrés oxidativo (Bazan, 2006a; Bazan, 2006b; Bazan

2006¢).

Los mediadores en senalizacion derivados de la degradacion de PL incluyen
a aquellos productos de la accion enzimatica (eicosanoides, lisofosfolipidos, factor
activador de plaquetas -PAF, del inglés platelet-activating factor-,
endocanabinoides y docosanoides) y también a aquellos que son producidos de
manera no enzimatica (como por ejemplo, los isoprostanos, neuroprostanos,
isofuranos, neurofuranos, isoquetales, neuroquetales, 4-hidroxinonenal, etc.).
Debido a la potente accion biologica de los eicosanoides, las células mantienen
los niveles de sus FA precursores muy controlados, mediante la esterificacion de
los mismos en los lipidos celulares. La disponibilidad de AA libre es descripta
como el paso limitante en la generacion de eicosanoides en las células de
mamifero. Ademas, el AA libre también cumple funciones de senalizacion propias
como, por ejemplo, inducir la apoptosis. Bajo condiciones fisiologicas, el AA se

encuentra generalmente esterificado en la posicion sn-2 de la fosfatidilcolina (PC,
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del inglés phosphatidylcholine), fosfatidiletanolamina (PE, del inglés
phosphatidylethanolamine), y fosfatidilinositol (PI, del inglés phosphatidylinositol),
mayormente. La liberacion de AA y, por ende, el remodelamiento de los PL de
membrana, es un proceso altamente regulado que representa el balance entre dos
reacciones: la deacilacion de PL por accion de las PLA; y la reacilacion y la
transferencia del AA entre varios pools de PL por accion de las AT y transacilasas

(Esquema 9), en el llamado Ciclo de Lands.

! PLA,
COA-IT t====LliSPPE 4= === PE

AA-PE

Esquema 9: Accion conjunta de las PLA> y las AT en el metabolismo de los PL de membrana.
Adaptado de Astudillo et al. (2012).

Este mecanismo es indispensable para proteger las membranas de toda
clase de dano, incluso de la peroxidacion oxidativa que resulta del insulto
oxidativo. Dependiendo de las senales recibidas por la célula preponderara una
reaccion por sobre la otra. Aun asi, la reacilacion del AA siempre es significativa
ya que solo una pequena fraccion del AA liberado por las PLA; se encuentra

disponible para la sintesis de eicosanoides, mientras que el remanente es
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efectivamente incorporado en los PL por accion de las AT (Perez-Chacon et al,
2009). Existen dos vias diferentes para la incorporacion inicial de AA. Una es una
via de alta afinidad que incorpora pequenas concentraciones de AA en los PL por
reacciones de acilacion catalizadas por AT dependientes de la coenzima A (CoA,
del inglés coenzime A). Se cree que esta es la via principal de incorporacion de AA
a los PL en condiciones fisiolégicas por lo que, en este caso, la disponibilidad de
lisoPL aceptores mediada por las PLA, seria el paso critico regulador. La segunda
via se manifiesta frente a altos niveles de AA libre, los cuales podrian presentarse
en condiciones fisiopatolégicas, provocando la incorporacion de los FA en primer
lugar por la via de novo de sintesis de los PL, con la consecuente acumulacion de
AA en los triglicéridos y diaraquidonoil-PL. Estas vias de alta y baja capacidad
operarian una vez que la via de deacilacion/reacilacion ha sido saturada debido a
las altas concentraciones de AA. Después de que el AA ha sido incorporado en los
PL, las reacciones de remodelacion pueden ser llevadas a cabo por las
transacilasas independientes de CoA que transfieren AA desde la PC a la PE en

un proceso que generalmente tarda varias horas en las células (Esquema 10).

Elevados niveles ! Acs Bajos niveles de
de AA (UM) y AA (<1 uM)
______ AA-CoA
e - 1 A
{ - . / )
qLLceroL P - , s

1 o - /, A
| s \
v e \

LisoPA _- - AN
1 - \
1 «=-=="" J— A ——
! Ve .

Pf( v N T ____ -

: PC ) emmmmmm e e e e == _ lisoPC )
vy R ~ LPLAT - s

PAG PE lisoPE

viade Kennedy Ciclode Lands

Esquema 10: Vias de incorporacion del AA en los fosfolipidos. Adaptado de Pérez Chacon et al.
(2009) y Astudillo et al (2012).
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Se han identificado mas de 30 tipos diferentes de PLA> en mamiferos y, si
bien comparten funciones comunes en la hidrélisis del FA de la posicion sn-2 de
los PL, cada una de ellas esta codificada por un numero diverso de genes y son
reguladas por diferentes mecanismos. Las clasificaciones recientes incluyen
cuatro grupos principales: (i) grupo de la PLA, secretoria de bajo peso molecular
(sPLA,, del inglés secretory PLAJ), el cual incluye los grupos I-III, V y IX-XIV; (ii)
grupo de la PLA, citosolica, dependiente de calcio, de alto peso molecular (cPLAg,
del inglés cytosolic PLA), el cual incluye los grupos IVA-IVF; (iii) grupo de la PLA,
independiente de calcio, de alto peso molecular (iPLA», del inglés calcium-
independent PLA)), el cual incluye los grupos VIA-1, VIA-2 y VIB-VIF; y (iv) grupo
de las acetilhidrolasas del factor activador de plaquetas (PAF-AH, del inglés PAF
acetylhydrolase), el cual incluye los grupos VIIA-VIIB y VIIIA-VIIIB (Burke &
Dennis, 2009a; Sun et al, 2010; Chakraborti, 2003). El mecanismo general de
activacion de la PLA; involucra su translocacion a la region perinuclear y a las
membranas del reticulo endoplasmatico, donde ademas colocaliza con diversas
enzimas claves en el metabolismo del AA (LOX, COX, prostaglandinas —PG, del
inglés prostaglandins- y leucotrienos sintetasas), permitiendo asi que se
desencadenen vias metabédlicas que culminan en la generacion de potentes
mediadores de la inflamacion (Rajakariar et al.,, 2006; Burke & Dennis, 2009b;
Balsinde et al, 1998). En los ultimos anos se ha descubierto una importante
conexion entre estas enzimas y el estrés oxidativo (Walters et al., 2011; Balboa &
Balsinde, 2006; Taha et al.,, 2012; Holinstat et al, 2011; Adibhatla & Hatcher,

2008).

Se cuenta con abundante evidencia acerca de la participacion de las PLA>

en las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la acumulacion de Fe.
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Es sabido que varios desérdenes neurodegenerativos con acumulaciéon neuronal
de Fe en el cerebro (NBIA, del inglés neuronal brain iron accumulation) se asocian
con deficiencias en la via de senalizacion de la PLA,;. En esta patologia se han
reportado mutaciones en el gen PLA2G6 el cual codifica para el Grupo VI PLA,, el
cual es independiente del calcio (Morgan et al., 2006). Aunque el rol fisiologico de
las PLA;> en la regulacion de las funciones de las células neuronales y de la retina
no ha sido completamente dilucidado aun, cada vez hay mas evidencias que
sugieren que estan involucradas en la senalizacion mediada por receptor y las
vias transcripcionales que conectan los eventos oxidativos con la respuesta
inflamatoria que subyace en varias enfermedades neurodegenerativas (Sun et al,
2007). Estudios previos también han revelado el importante rol de las isoformas
cPLA,, iPLA; y sPLA; en la modulacion de las funciones excitatorias neuronales,
de la respuesta inflamatoria y, como se menciondé anteriormente, en los
desordenes neurolégicos de la nifiez asociados con la NBIA, respectivamente
(Farooqui et al., 2006; Morgan et al., 2006; Moses et al.,, 2006; Svensson et al.,
2005). Varios subgrupos de la isoforma sPLA; se han encontrado implicados en la
regulacion de distintos mRNA durante la degeneracion retiniana (RD, del inglés
retinal degeneration) inducida por luz (Tanito et al, 2008; Yang et al.,, 2008).
Ademas, resultados obtenidos por distintos grupos sugieren que el incremento en
la liberacion de AA se encuentra involucrado en la patogénesis de la RD

(Kashiwagi et al., 2000; Wang & Kolko, 2010).

El grupo de las cPLA; comprende enzimas citosolicas de alto peso
molecular (85 kDa) que se encuentran de manera ubicua en las células. Estas
isoformas tienen caracteristicas que hacen pensar que se encuentran asociadas

con cascadas de senalizacion activadas por receptor. Por un lado, uno de los
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requerimientos para activarse es su fosforilacion en el residuo Serina 505 (Burke
& Dennis, 2009a; Burke & Dennis, 2009b; Chakraborti, 2003; Ghosh et al,
2006; Kishimoto et al, 2010; Mariggio et al., 2006; Nicotra et al.,, 2005). La
isoforma cPLA; puede ser fosforilada en este residuo por las proteinas quinasas
reguladas por senal extracelular [ERK 1/2, del inglés, extracelular signal-
regulated kinases), y también llamadas p42/p44 MAPK (del inglés mitogen-
activated protein kinases)| o por la p38 MAPK. Otros sitios de fosforilacion de la
cPLA, han sido descriptos para la proteina quinasa C, la proteina quinasa A y la
calcio-calmodulina quinasa II, pero solo la fosforilacion llevada a cabo por las
MAPK conlleva a un importante aumento de su actividad. Ademas, cuando se
activa la cPLA;, transloca desde el citosol a la membrana nuclear, a la membrana
del reticulo endoplasmatico o la del Golgi (fraccion de membranas), a través de un
mecanismo dependiente de calcio. Esta translocacion esta mediada por el
dominio N-terminal que posee (CalLB, del inglés Ca?+ lipid-binding) y un dominio
catalitico que contiene en su sitio activo residuos de Serina 228 y Serina 549.
Este dominio se encuentra presente en otras proteinas que también translocan a
la fraccion de membranas. Por ultimo, esta enzima parece tener preferencias por
aquellos PL que contienen AA en la posicion sn-2. Se ha descubierto que esta
enzima tiene un dominio con el cual interactiia con el fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato, interaccion que podria facilitar la activacién de la enzima. En cuanto a
las funciones de la isoforma cPLA,, uno de los roles mas importantes que cumple
es en el campo de la senalizacion, particularmente en la iniciacion del
metabolismo del AA (Balsinde et al., 1995; Burke & Dennis, 2009a; Schaloske &
Dennis, 2006; Kodavanti, 2011; Perez-Chacon et al., 2009; Sun et al., 2010; Taha

et al., 2012; Walters et al., 2011).
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Por otro lado, las iPLA; conforman un grupo de enzimas de localizacion
citosoélica y comparten ciertas caracteristicas con la sPLA; y otras con la cPLA,. Al
igual que las isoformas sPLA,, las iPLA; no parecen tener especificidad de
sustrato por los PL que contienen AA y no parecen estar sujetas a modificaciones
covalentes postraduccionales, mientras que comparten el tamano, la localizacion
intracelular y, tal vez, los mecanismos cataliticos con las isoformas cPLA;. Una
caracteristica Unica de las iPLA;, ademas de su independencia de Ca2?*, es que
contienen 8 motivos anquirina en la mitad N-terminal de la molécula, lo cual
permitiria la oligomerizacion de los monomeros para llevar a cabo la accion
catalitica, o bien la unién de esta isoforma a las membranas celulares,
particularmente a la del reticulo endoplasmatico (Kolko et al., 2007; Kolko et al.,
2009; Winstead et al.,, 2000; Hsu et al, 2009). La funcion mas reconocida para
las iPLA> es su contribucion para mantener la homeostasis de las membranas
celulares, trabajando de manera conjunta con la familia de la AT en una tarea
que ha sido denominada house-keeping (Balsinde et al., 1995; Burke & Dennis,
2009a; Schaloske & Dennis, 2006). La expresion de las iPLA, también se ha
relacionado con la proliferacion de las células del RPE durante la RD asociada
con la AMD (Kolko et al, 2009). La peroxidacion lipidica en membranas y
lipoproteinas es un fenomeno comun que se presenta no solo luego de un evento
de estrés oxidativo, sino que también ocurre bajo condiciones normales y se halla
controlada por la accion conjunta de diversas enzimas (como por ejemplo, las
PLA: y las AT) y de sistemas de proteccion no enzimaticos (como es el caso de los
antioxidantes como la vitamina C) que tiene la célula. De todas maneras, la
peroxidacion lipidica se ve incrementada cuando la producciéon de radicales libres

y otros pro-oxidantes supera la capacidad antioxidante que posee el tejido.
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Dentro de las PLA;, se cree que las isoformas iPLA, juegan un rol en la reparacion
de las membranas oxidadas (Ong et al, 2010; Kolko et al.,, 2009; Kinsey et al.,
2005). Un sustento de esta hipotesis es el ejemplo de la glutation peroxidasa, la
cual puede detoxificar efectivamente de los FA peroxidados aunque solo después
de que estos han sido liberados por la PLA,. A su vez, la isoforma iPLA, que se
encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico es inactivada por los agentes
oxidantes mediante un mecanismo que involucra la oxidacion en grupos
sulfhidrilo, dando origen a un circulo que aumenta cada vez mas el grado del

dano provocado (Song et al., 2006).

La sPLA;, es una subclase importante y creciente de la superfamilia de las
PLA,. Las enzimas comprendidas en este grupo son de bajo peso molecular (14
kDa) con una estructura terciaria muy rigida, con 5 a 8 puentes disulfuro, los
cuales les confieren estabilidad contra la protedlisis y resistencia a la
desnaturalizacion, ambos eventos muy probables debido a su localizacion
generalmente extracelular. No demuestra gran selectividad por los FA in vitro pero
requiere concentraciones milimolares de Ca2?* para su actividad enzimatica.
Debido a su estructura y ubicacion, las isoformas sPLA> son las responsables de
la hidrélisis de los PL presentes en las membranas celulares y lipoproteinas
plasmaticas, ademas de la modulacién de PL del medio extracelular para producir
FA libres y lisoPL, ambos importantes segundos mensajeros en la senalizacion
celular y en la traduccién de senales. A la fecha se han identificado en seres
humanos seis isoformas de la sPLA,, las cuales han sido clasificadas en
diferentes grupos (IB, IIA, IID, IIE, V y X), dependiendo de la estructura primaria
caracterizada por el nimero y la posicion de los residuos de cisteina (Schaloske &

Dennis, 2006).
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Uno de los roles conocidos de la isoforma sPLA; es el importante papel que
juega en varias enfermedades inflamatorias. La primera evidencia al respecto se
describi6 para la isoforma sPLA; Grupo IIA, la cual se encuentra presente a altas
concentraciones en el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoidea
(Seilhamer et al., 1989). Hallazgos posteriores revelaron que la isoforma sPLA; es
una amplificadora potencial de las cantidades de AA liberado por la isoforma
cPLA; (Kolko et al, 2003; Murakami & Kudo, 2004). Entre las diferentes
isoformas de la sPLA,, las pertenecientes al Grupo X se han propuesto como
poseedoras de actividad anti-inflamatoria (Curfs et al, 2008). En algunos
estudios se ha demostrado que, cuando la cPLA; se activa, regula la transcripcion
de la proteina COX-2 y de la sPLA,, la cual, a su vez, también activa la
transcripcion de la COX-2 (Balboa et al., 2003), lo cual sugiere la existencia de un
cross-talk particular entre estas dos enzimas. También se han realizado estudios
sobre la regulacion de la isoforma secretoria del Grupo IIA de la PLA> y su
participacion en la apoptosis neuronal durante la isquemia cerebral (Adibhatla &

Hatcher, 2010; Yagami et al., 2002).

Recientemente, se ha descubierto una clase de PLA; que se denominé PAF-
AH, la cual se cree es otro buen candidato para reparar los PL modificados por
oxidacion de la membrana. Estas enzimas catalizan la hidrolisis de la union éster
del carbono sn-2 de PAF y de los PL pro-inflamatorios relacionados, atenuando
asi su bioactividad. Se les conoce, ademas, la funcién de frenar la liberacion del
factor PAF de las células inflamatorias y eliminar los residuos de FA modificados
por oxidacion y las lipoproteinas. Hay, al menos, 4 isoformas intracelulares de

PAF-AH descubiertas a la fecha.
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Varias clases de factores de transcripcion se han estudiado en mamiferos,
en relacion con la respuesta frente al estrés oxidativo y a la inflamacién, dos de
los cuales son el factor nuclear kB (NF-kB, del inglés nuclear factor kappa B) y la
proteina activadora-1 (AP-1, del inglés activator protein 1). Se ha demostrado que
regulan la expresion de genes cuyos productos tienen actividad antioxidante
(Cindrova-Davies et al., 2007; Oeckinghaus et al., 2011). Por otro lado, se cuenta
con resultados que indican que el NF-kB ejerce un control transcripcional sobre
la PLA; y la COX-2 (Lee et al., 2011; Li et al., 2013). También se ha demostrado
que el estrés oxidativo provoca un aumento de la sintesis de la NPD1 (Mukherjee
et al., 2004; Bazan, 2006a) y que esta inhibe la transcripcion del NF-kB y de otros
genes promotores de la apoptosis, induciendo la expresion de un conjunto de
genes neuroprotectivos durante eventos de estrés oxidativo (Bazan 2006a;

Farooqui et al., 2007D).

En esta tesis doctoral se procedié al estudio y caracterizacion de la via de
la PLA; en retinas bovinas expuestas a injuria oxidativa inducida por Fe2*, con la
finalidad de dilucidar parte de los eventos de senalizacion lipidica implicados en
los procesos de neurodegeneracion que se producen no solamente en la AMD sino
en varias patologias que se han vuelto moneda comun en nuestra sociedad. En
virtud de que la AMD es una de las primeras causas de disminuciéon de la visiéon
a nivel mundial, es fundamental contribuir al esclarecimiento de los mecanismos
moleculares que intervienen en esta patologia con la esperanza de que esto
conlleve al descubrimiento futuro de nuevas estrategias terapéuticas. Por ultimo,
al tener la retina tantas similitudes con el SNC, todo descubrimiento sobre este
tejido puede ser util para el entendimiento de otras patologias

neurodegenerativas.
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En las ultimas décadas se ha revalorizado la funcion que cumplen los
lipidos en las vias de senalizacion y, a su vez, en distintas patologias. Queda un
amplio camino por recorrer en la comprension de la AMD y, en particular, del rol
de los mediadores lipidicos generados por accion de las PLA; ya que las posibles
vias desencadenadas a partir de su accionar son varias, y todas muy complejas.

Esto se vera en base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis fue estudiar el rol de las distintas isoformas de la
PLA, y su participacion en los eventos moleculares subyacentes gatillados por

estrés oxidativo inducido por Fe.
Los objetivos especificos fueron:

o Analizar y caracterizar un modelo experimental in vitro de AMD, utilizando
retinas bovinas incubadas en condiciones de sobrecarga de Fe.

o Caracterizar el estado de las distintas isoformas de la PLA; en el modelo en
estudio.

o Estudiar la interaccion de las isoformas de la PLA; con la via de la COX-2
activada durante eventos de estrés oxidativo desencadenados en el modelo
de AMD.

o Estudiar la interaccion de las isoformas de la PLA; con las vias de
senalizacion activadas durante eventos de estrés oxidativo, tales como la
via de las MAPK y del factor de transcripcion NF-kB.

o Evaluar la interaccion de las isoformas de la PLA; con los ciclos de

acilacion llevados a cabo por las AT.
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelo experimental.

Para la realizacion de la presente tesis doctoral, el modelo experimental
utilizado consistié en la incubacion de retinas bovinas aisladas con distintos
agentes oxidantes, tales como el FeSO; o el H,O>. En este sistema experimental se
traté6 de mimetizar los efectos deletéreos que se producen en pacientes con AMD
(Dunaief et al., 2005; Dunaief, 2006; Hadziahmetovic et al.,, 2011a; Hahn et al.,

2004; He et al., 2007; Kell, 2010).

En todos los experimentos se utilizaron retinas bovinas obtenidas de ojos
provenientes de un matadero local. Los ojos fueron enucleados por personal
idoneo y conservados en hielo y oscuridad hasta el momento de la diseccion

(Giusto & Bazan, 1979a; Giusto & Bazan, 1979D).

2. Materiales.
2.1. Reactivos.

Los reactivos utilizados para el desarrollo de esta tesis fueron:

e 1-Palmitoil-2-[1“C]araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina (38,0 @ mCi/mmol,
[14C]PAPC), 1-[14C]palmitoil-2-[14C]palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (111,0
mCi/mmol, [1*C]DPPC), [1*C]oleoil-CoA (54,4 mCi/mmol) y [3H]acido araquidénico
(79,90Ci/mmol, [3H]AA) fueron obtenidos de New England Nuclear-Dupont
(Boston, MA, Estados Unidos).

e 2-Mercaptoetanol, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido etilenglicol-
bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético (EGTA), acido 2-hidroxietilpiperazina-

N’-2-etanosulfonico (HEPES), adenosina 5’-trifosfato (ATP), aprotinina, azul de
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bromo fenol, bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT),
CaCl,, dimetilsulfoxido (DMSO), ditiotreitol (DTT), dodecil sulfato de sodio (SDS),
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), leupeptina, MgCl,, nonidet P-40 (NP-40),
NaVO.4, pepstatina, persulfato amonico, proteina A sefarosa, sacarosa,
seroalbimina bovina (BSA), Tris, Triton X-100, yodo y acido tiobarbiturico (TBA)
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos).

e Kit comercial para determinacion de proteinas Bio-Rad Protein Assay,
acrilamida, bisacrilamida, de Bio-Rad Laboratories (Estados Unidos).

e FeS0O4, KCIl, NaCl, NaHCOg3, de J.T. Baker (Estados Unidos).

e Silica gel 60 H y silica gel 60 G, de Merck (Alemania).

¢ Glicerol, de Cicarelli (Argentina).

e Nitrogeno y carbogeno, de AGA (Argentina).

¢ Glucosa, de Mallinckrodt (Estados Unidos).

e H>O,, de Quimica Industrial Bahiense (Argentina).

e Tolueno, cloroformo, metanol (MeOH), acetona, amoniaco, xilol, benceno,
dioxano, acido acético, de Cientifica Nacional (Argentina).

e Tween 20, ECL Prime, de Amersham-GE Healthcare (Reino Unido).

e Placas radiograficas X-Omat AR, de Eastman Kodak Company (Estados
Unidos).

e Membranas de difluoro de polivinilideno (PVDF) para transferencia Western
Immobilon-P (0,45 n1M) de Millipore Corporation (Temecula, CA, Estados Unidos).

e Leche en polvo descremada Svelty, de Nestlé (Argentina).

¢ Centelleador Preblended Dry Fluor 2a70, de Research Products International

Corp. (Estados Unidos).
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e Anticuerpos anti-Bax (N-20) de conejo policlonal, anti-Bcl-2 (N-19) de conejo
policlonal, anti-B-tubulina de conejo policlonal, anti-calnexina (H-70) de conejo
policlonal, anti-citocromo C -Cyt-C, del inglés cytochrome C- (H-104) de conejo
policlonal, anti-fosfo-Thr180/Tyr182-p38 de conejo policlonal, anti-fosfotirosina —
pTyr, del inglés phosphotyrosine- (PY20) de conejo policlonal, anti-pTyr (PY99) de
ratéon monoclonal, anti-fosfo-Tyr204-ERK1/2, anti-gliceraldehido-3-
fosfatodehidrogenasa -GAPDH, del inglés glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase- (A-3) de raton policlonal, anti-grupo V PLA, (T-20) de cabra
policlonal, anti-NF-kB p50 (H-119) de conejo policlonal, anti-NF-kB p65 (A) de
conejo policlonal, anti-ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP, del
inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) Al (4B10) de raton monoclonal,
inmunoglobulina (Ig) G policlonal de bovino anti-cabra conjugado con peroxidasa
de rabano (HRP, del inglés horseradish peroxidase), 1gG policlonal de cabra anti-
conejo conjugado con HRP, IgG policlonal de cabra anti-ratéon conjugado con
HRP, IgG1 de cabra anti-ratén conjugado con HRP, IgG2a de cabra anti-raton
conjugado con HRP, IgG2a policlonal de conejo anti-ERK?2, inhibidores de la PLA;
(araquidonoil trifluorometil cetona —-ATK, del inglés arachidonoyl trifluoromethyl
ketone-, bromoenol lactona -BEL, del inglés bromoenol lactone- e YM 26734),
fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, Estados
Unidos).

e El anticuerpo policlonal de conejo anti-COX-2 fue obtenido de Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, Estados Unidos).

e El anticuerpo policlonal de conejo anti-cPLA, (Ser505) y el inhibidor de las
proteinas quinasas de quinasas activadas por mitogenos —MAPKK, del inglés

mitogen-activated protein kinase kinase, también llamadas MEK (del inglés



47 ‘ Materiales Yy métodlos

mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated kinase kinase), 1,4-
diamino-2,3-diciano-1,4-bis[2-aminofeniltio]butadieno (U0126)- fueron obtenidos
de Cell Signaling Technology (Boston, MA, Estados Unidos).

e Anticuerpo biotinilado anti-cabra IgG (H+L) (BA-5000), de Vector Laboratories
(Estados Unidos).

e HCI1, de Carlo Erba (Italia).

e Kit comercial para determinar la actividad de la enzima lactato

deshidrogenasa, LDH-P UV AA, gentilmente donado por Wiener Lab. (Argentina).

Todos los demas reactivos y quimicos utilizados fueron de la mas alta

pureza disponible.

2.2. Equipamiento.

e Homogeneizador de vidrio con vastago de teflon Thomas Scientific.

e Medidor de pH Altronix, modelo TPX I.

e Fuente de alimentacion para electroforesis Bio-Rad, modelo Power Pack
Basic.

e Cuba para electroforesis vertical Bio-Rad, modelo Mini-Protean II.

e Camara de transferencia Bio-Rad, modelo Mini Trans-Blot.

¢ Centrifuga Beckman, modelos Optima TLX y J2-21.

e Rotores JA-21 y TLA 100.4, Beckman.

e Espectrofotometro Jasco, modelo V-630.

e Cubetas de vidrio y cuarzo Coler-Parmer Instrument Co.

e Contador de centelleo liquido LKB-Wallac, modelo 1214 Rackbeta.

e Heladera LG.

e Vortex Mistral.



48 | Matertales Y mbtodos

e Balanza de precision Sartorius, modelo 2006 MP.

¢ Concentrador evaporador Meyer EVAP Organomotion, modelo 111.
e Microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415 R.

¢ Centrifuga de mesa Beckman, modelo TJ-6.

e Estufa Kéttermann, modelo 2712.

e Freezer de -20 °C Gafa, modelo FGV 1650.

e Freezer de -80 °C Forma Scientific, modelo 8423.

e Bano termostatizado con agitacion horizontal Termo Electron Corporation.

3. Meétodos

3.1. Obtencion de las retinas.

La diseccion de las retinas se realizo de acuerdo con un método
previamente validado en el laboratorio (Salvador & Giusto, 1998) (Esquema 11).
En primer lugar, se realiz6 un corte a nivel de la ora serrata del ojo (limite
anterior de la retina). De esta manera, se elimin6 la porcién anterior del ojo
(camara anterior, cristalino y camara posterior). Luego se invirtié suavemente la
copa del ojo, de manera de vaciarla para descartar el humor vitreo. Mediante un
suave lavado utilizando una pizeta con solucion salina fisiolégica (PSS, del inglés
physiological saline solution), se desprendio la retina de las capas mas externas
del ojo, es decir, el RPE, la coroides y la esclerdtica. La retina quedé de esta
manera suspendida del nervio 6ptico, debiéndose cortar el mismo para separarla
definitivamente del resto de las estructuras del ojo. En los casos en que no fue
posible lograr el desprendimiento de la retina mediante el uso de PSS, se utilizo

una espatula para desprender la retina de la capa del RPE.


http://es.wikipedia.org/wiki/Retina
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Ojo bovino Corte a nivel de Retina y capas f Retina
enucleado | la ora serrata externas del ojo aislada

Esquema 11: Protocolo de diseccién de la retina.

3.2. Modelo de estrés oxidativo.

3.2.1. Incubacion de las retinas.

En todos las situaciones experimentales que se describen a continuacion,
se procedi6 a incubar las retinas, diseccionadas -segun se describio
anteriormente— en buffer de Locke -LB, del inglés Locke’s Buffer- (NaCl 154 mM;
KCl 5,6 mM; NaHCO3 3,6 mM; MgCl, 1mM; Glucosa 5 mM; CaCl, 2,3 mM;
HEPES 5 mM, pH 7,2) (Uranga et al., 2007) a una temperatura de 37 °C, bajo una
corriente constante de O,/CO; (95:5, v/v) y durante diferentes periodos de tiempo
(5, 60, 120 minutos). Las incubaciones se llevaron a cabo, segin correspondiese,
en presencia del agente inductor de dano y/o vehiculo (situacion control). En los
casos asi indicados, se realizo una preincubacion de las mismas retinas en
presencia de los distintos inhibidores y/o sus respectivos vehiculos durante 30

minutos.

3.2.2. Metal de transicion: Fe.

El agente inductor de dafio utilizado en el transcurso de esta tesis doctoral
fue el Fe en estado ferroso (Fe2*). Se suministro este metal al tejido en forma de
una solucion de FeSO,; preparada en agua ultrapura, segun lo descripto

previamente en el laboratorio (Uranga et al, 2007), de manera de obtener
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distintas concentraciones finales del metal en el medio de incubacién (10, 25, 50,
200, 800 puM). La solucion madre fue preparada de manera tal que la
concentracion final deseada en los tubos de incubacion con las retinas se lograra
por el agregado de un volumen menor o igual al 4 % del volumen total de buffer
de incubacion utilizado. La concentracion de la solucion madre utilizada en todos
los experimentos realizados fue de 10 mM, la cual se preparé inmediatamente

antes de su uso.

3.2.3. Agente oxidante: H2Oo.

A los fines comparativos y para poder evaluar el efecto del Fe en la
induccion del estrés oxidativo también se utiliz6 H>O» como agente oxidante, el
cual fue agregado de manera de obtener una concentracion final igual a 0,5 mM
en el medio de incubacion. Se logré esta concentracion mediante la preparacion
de una solucion madre de H>O> en agua ultrapura, segin lo descripto
previamente en el laboratorio (Uranga et al, 2007) y de manera tal que la
concentracion final deseada en los tubos de incubacion con las retinas se lograra
por el agregado de un volumen menor o igual al 4 % del volumen total de buffer
de incubacion utilizado. La solucién madre utilizada se prepard a partir de H2O»

comercial de 130 volimenes, inmediatamente antes de su uso.

3.2.4. Inhibidores.
Los inhibidores utilizados para el desarrollo de la presente tesis doctoral

fueron los siguientes:

¢U0126: Inhibidor de proteinas MEK. Se prepar6é a partir de la droga
comercial una solucion madre de 20 mM en DMSO 100 %, a partir de la cual, en

el momento de uso, se obtuvo una solucion submadre de 1400 puM. Al iniciar el
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ensayo, se agregé al medio de incubacion una alicuota de 25 pl de dicha
submadre para obtener asi una concentracién del inhibidor en el medio de
reaccion de 10 pM -también en este caso el volumen adicionado fue equivalente

al 4 % del volumen final de buffer de incubacion-.

¢ ATK: Inhibidor de la isoforma cPLA,. Se preparé una solucion madre con
una concentracion de 1 mg/ml en DMSO 0,1 %. A partir de la misma, se procedio
a tomar 62,4 pl en el momento de incubacion para agregar al medio de
incubacién -volumen menor o igual al 4 % del volumen final de buffer de
incubacion- y obtener, de esta manera, una concentracion en medio de reaccion

de 50 pM.

¢ BEL: Inhibidor de la isoforma iPLA,. Se preparé una solucion madre con
una concentracion de 40 mM en DMSO 100 %. A partir de dicha concentracion,
en el momento del ensayo e inmediatamente previo a su uso, se prepardé una
solucion submadre de 3500 pM de la cual se procedi6 a tomar una alicuota de 25
pl —volumen menor o igual al 4 % del volumen final de buffer de incubacion— que,
al ser agregada al medio de incubacion, nos permitié obtener una concentracion

en el medio de reacciéon de 25 uM.

oYM 26734: Inhibidor de la isoforma sPLA;. Se preparé una soluciéon
madre con una concentracion de 50 mM en DMSO 100 %. A partir de dicha
solucion e inmediatamente antes de su uso, se preparé una solucion submadre
de 1400 uM de la cual se procedi6 a tomar una alicuota de 25 pl —volumen menor
o igual al 4 % del volumen final de buffer de incubacion— que, al ser agregada al
medio de incubacién nos permitié obtener una concentracion en el medio de

reaccion de 10 pM.
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Como se mencioné anteriormente, en el caso de los cuatro inhibidores, las
retinas fueron preincubadas con el inhibidor durante un periodo de 30 minutos a
37 °Cy, posteriormente, se indujo el insulto oxidativo mediante la incubacion con
el agente oxidante.

3.3. Obtencion de las distintas fracciones subcelulares a partir de la

retina.

Inmediatamente después de terminar las incubaciones, se procedi6 a
retirar las retinas de los tubos de incubacién y se las enjuagé con PSS para
eliminar los restos de inhibidores y/o agentes oxidantes que pudiesen continuar
actuando. Inmediatamente después, se procedi6 a homogeneizar las retinas
siguiendo diferentes protocolos en funcion de las técnicas posteriormente

utilizadas y los objetivos establecidos.

3.3.1. Obtencion del homogenado total.

Las retinas se homogeneizaron al 20 % (p/v) con un homogeneizador
Thomas, en presencia de LB, con el agregado previo de inhibidores de proteasas
(Leupeptina 2 pg/ml; Aprotinina 1 pg/ml; Pepstatina 1 pg/ml; PMSF 0,1 mM;
DTT 1 mM), realizandose 10 toques ascendentes y descendentes a 700 rpm. Este
protocolo permitié obtener un homogenado total (HT) de retina, el cual se sometio
a una centrifugacion a 3000 rpm durante 7 2 minutos, en un rotor JA-21 y una
centrifuga Beckman J2-21, obteniendo asi un sobrenadante libre de debris
celular para las técnicas de viabilidad mitocondrial, actividad antioxidante,
dienos y trienos conjugados, sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, Western
blot (WB), ensayo de las AT y cuantificacién de Fe. Durante todo el tiempo la

muestra fue mantenida a 4 °C en hielo (Esquema 12: Protocolo 1A).
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Extraccion de la refina
bovina

¥

Preincubacion 30 min a 37 °C en LB
con el correspondiente
vehiculo/inhibidor

¥

Incubacion 1 h a 37 °C en LB con
el vehiculo (control) /Fe2*
(25, 200, 800 p.LM)

¥

Homogeneizacion con LB al 20 %
+ inhibidores de proteasas

v

HT crudo 8

@ 3000 rpm, 4 °C
7 Y2 min

Esquema 12: Protocolo 1A. Obtencién del homogenado total (HT) con LB a partir de las retinas
previamente incubadas en presencia o ausencia del inhibidor, y luego de la incubacién con el
agente oxidante o su vehiculo.

En los casos asi indicados, las incubaciones con el agente oxidante se
realizaron después de la homogeneizacion de la retina. Las muestras obtenidas de
esta manera se utilizaron para las técnicas de sustancias reactivas al acido

tiobarbituirico y reduccion de MTT (Esquema 13: Protocolo 1B).
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Esquema 13: Protocolo 1B: Obtenciéon del homogenado de retina (RH) y de las fracciones
mitocondriales (FMit) a partir de la retina. Posteriormente, el RH y la FMit fueron incubados en
presencia o ausencia del agente oxidante o su vehiculo.
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3.3.2. Obtenciéon de las distintas fracciones subcelulares de retina:
Fraccion mitocondrial, fraccion microsomal, fraccion de membranas, y
citosol.

El protocolo de fraccionamiento subcelular se realizé segin lo descripto
anteriormente en nuestro laboratorio con algunas modificaciones (Salvador &
Giusto, 2006). La homogeneizacion se llevo a cabo al 20 % (p/v) con un
homogeneizador Thomas, en presencia de buffer de homogeneizacion para CNS
(BH: EDTA 1 mM; Sacarosa 0,32 M; HEPES 10 mM pH 7,4), con el agregado
previo de inhibidores de proteasas (Leupeptina 2 pg/ml; Aprotinina 1 pg/ml;
Pepstatina 1 pg/ml; PMSF 0,1 pM; DTT 1 mM), realizandose 10 golpes
ascendentes y descendentes a 700 rpm. Posteriormente, el volumen total de este
homogenado fue sometido a una primera centrifugacion a 4000 rpm (1800 x g)
durante 7 ‘2 minutos, utilizando un rotor JA-21 y una centrifuga Beckman J2-
21. De este modo, se obtuvieron dos fracciones: un pellet compuesto por la
fraccion nuclear (FN) impurificada, el cual se descartd, y el sobrenadante post-
nuclear (SPN). El SPN obtenido de esta manera se centrifugd nuevamente a
18000 rpm (14000 x g) durante 20 minutos para obtener el pellet correspondiente
a la fraccion mitocondrial-sinaptosomal (FMit) y el sobrenadante post-
mitocondrial (SPMit). Este sobrenadante fue centrifugado en esta oportunidad a
49000 rpm (100000 x g) durante 60 minutos para obtener la fracciéon microsomal
(FMic) en el pellety el sobrenadante post-microsomal (SPMic) o citosol (Cit). Estas
dos ultimas centrifugaciones fueron llevadas a cabo en un rotor TLA 100.4 en
una ultracentrifuga Beckman Optima TLX. Con las fracciones obtenidas de este
modo (FMit, FMic y Cit) se aplicaron las técnicas descriptas de manera mas
detallada en los siguientes apartados de esta tesis. Se realiz6 una variante de este

procedimiento de centrifugacién para obtener una fraccion enriquecida en
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membranas (FMemb) y su respectivo sobrenadante (Cit), que se utilizaron para
llevar a cabo la determinacion de los niveles de peroxidacion lipidica. Para esto,
se sometio al homogenado, obtenido con BH tal como se detallo anteriormente, a
una centrifugacion a 3000 rpm durante 7 % minutos, en un rotor JA-21 y una
centrifuga Beckman J2-21, obteniendo asi un sobrenadante libre de debris
celular. Este sobrenadante fue sometido a una sola centrifugacion a 49000 rpm
(100000 x g) durante 60 minutos para obtener un pellet (la FMemb) y el
respectivo Cit. Esta centrifugacion fue llevada a cabo en un rotor TLA 100.4 en
una ultracentrifuga Beckman Optima TLX. Durante todo el procedimiento la

muestra se mantuvo a 4 °C en hielo (Esquema 14: Protocolo 1C).
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Esquema 14: Protocolo 1C. Obtencién de las distintas fracciones subcelulares de la retina, luego
de la incubacién de esta en presencia o ausencia del respectivo inhibidor y posteriormente con el
agente oxidante o su vehiculo.
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3.3.3. Obtencion de las fracciones nucleares y citosolicas.

La fraccion nuclear y la fraccion citosolica utilizadas para el estudio de la
localizacion de factores de transcripcion fueron obtenidas siguiendo el criterio del
meétodo original desarrollado por Osborn et al. (1999), el cual fue adaptado a este
tipo de tejidos segun la version descripta por Mackenzie y Oteiza (en Mackenzie &
Oteiza, 2007; Salvador & Oteiza, 2011). Brevemente, para la obtencion de
extractos nucleares a partir de las retinas enteras, se procedi6 a una
homogeneizacion del tejido con un buffer hipotonico [buffer A o BA: HEPES 10
mM, pH 7,9; MgCl; 1,5 mM; KCl 10 mM; NP-40 0,10 % (v/v); DTT 0,5 mM; PMSF
0,2 M; leupeptina 2 pg/ml; aprotinina 1 pg/ml; pepstatina 1 pg/ml|, la cual se
llevo a cabo con un homogeneizador Thomas usando una proporcion de 200 pul de
BA cada 50 mg de tejido, realizandose 10 toques ascendentes y descendentes a
700 rpm. A este primer homogenado se le adicion6 el mismo volumen de BA, se
mezclo bien y se incubdé durante 10 minutos en hielo. Se procedié luego a
centrifugar durante 15 minutos a 850 x g a 4 °C, obteniéndose asi la fracciéon
citosolica (FCit) y el pellet correspondiente a la fraccion nuclear cruda. La FCit se
aparto para los ensayos correspondientes en tanto que el pellet se resuspendio en
un buffer de lisis hipertonico [buffer B o BB: HEPES 10 mM, pH 7,9; MgCl, 1,5
mM; NaCl 420 mM; EDTA 0,2 mM; Glicerol 25 % (v/v); DTT 0,5 mM; PMSF 0,5
mM; leupeptina 2 pg/ml; aprotinina 1 pg/ml; pepstatina 1 pg/ml] en una
proporcion de 1 pl/mg de tejido para liberar la fraccion nuclear (FNuc) del acido
desoxirribonucleico (DNA, del inglés deoxyribonucleic acid) y de la envoltura
nuclear. Tras una incubacion de 15 minutos en hielo y una centrifugacion de 30
minutos a 14000 x g a 4 °C, se obtuvo la FNuc purificada. Todas estas

centrifugaciones fueron llevadas a cabo en una centrifuga Eppendorf 5415R
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(Esquema 15: Protocolo 1D). Tanto la FNuc como la FCit se conservaron a -80

°C hasta el momento de su uso en los ensayos de WB.

Extraccion de la retina bovina
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Esquema 15: Protocolo 1D: Obtencion de la fracciéon nuclear y la fraccion citosélica para el
estudio de los factores de transcripcion a partir de retinas previamente incubadas en presencia o
ausencia del respectivo inhibidor y posteriormente incubadas con el agente oxidante o su vehiculo.
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3.4. Caracterizacion del modelo de sobrecarga de Fe.

3.4.1. Evaluacion de la acumulacion de Fe.

Para evaluar la incorporacion de Fe que experimentan las retinas
incubadas en presencia de las distintas concentraciones de este metal, luego de
las respectivas incubaciones, las retinas fueron lavadas con PSS para eliminar los
restos del metal, y homogeneizadas en LB —como se mencioné en el apartado
3.3.1 de esta misma seccion-. Los homogenados fueron transportados
inmediatamente al laboratorio Lanaqui, donde la Ing. Qca. Miryam Crespo y el
Dr. Claudio Ferrarello continuaron con el procesamiento de las muestras. El
tejido homogenizado fue agitado y vertido en forma de slurry al vaso reactor del
microondas sobre balanza para medir la masa del volumen. Posteriormente, el
homogenado fue digerido en un digestor de microondas MARS-5 (CEM
Corporation, Estados Unidos), utilizando acido nitrico pro-analisis Merck segin
la norma Standard Reference Material (SRM) 1577A, a una potencia de 400 W, a
una presion maxima de 800 psi y a una temperatura maxima de 200 °C durante
un periodo de 15 minutos. Las determinaciones fueron realizadas utilizando un
Espectrometro de Emision Atomica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
AES, del inglés inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy)
Shimadzu 9000 Simultaneo de Alta Resolucion, segun la norma EPA 200.7. Los
resultados se expresaron como ppm (mg Fe/Kg de HT de retina) (Salvador &

Oteiza, 2011).

3.4.2. Deteccion de Fe por la tincion de Perls.
Otra técnica utilizada para confirmar la presencia de Fe en el tejido fue la
tincion de Perls que nos permitio evaluar, desde el punto de vista histoquimico, la

presencia y, por ende, la incorporacion de Fe en las retinas.
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Como se describe mas adelante en esta misma seccion, en el apartado 3.5,
tras haber sido incubadas con el agente oxidante y lavadas para eliminar excesos
de Fe, las retinas fueron fijadas y preparadas para realizar distintas tinciones. En
el caso particular de la tincion de Perls, se utilizaron cortes en portaobjetos no
polarizados de la misma serie que aquellos a los que se les realiz6 la tincion de
hematoxilina y eosina (H&E) —para evaluar la morfologia del tejido—-. Para esto, las
muestras se sometieron a una desparafinacion en xileno durante 30 minutos a
60 °C. Posteriormente, los cortes fueron rehidratados, sumergiéndolos durante 2
minutos en una bateria de soluciones de etanol de concentraciones decrecientes
(100°, 96° y 70°) y, por ultimo, en agua. Luego, se incubaron los cortes con una
solucion de ferrocianuro de potasio al 10 % (p/v) durante 4 minutos en camara
htumeda. Inmediatamente después, se los incub6 con la solucion de trabajo
[compuesta por partes iguales de ferrocianuro de potasio al 10 % (p/v) y acido
clorhidrico (HC]) al 2 % (v/v)] durante 10 minutos a temperatura ambiente, en
camara humeda. En este paso, el ferrocianuro de potasio o prusiato amarillo en
presencia de Fe3* se transforma en ferrocianuro férrico o azul de Prusia, de color

azul, por accion del HCI que acttia como desencadenante de la reaccion.

3K,[Fe® (CN)¢] + 4Fe**Cl; en HCI = Fe, > [Fe*(CN)gl; + 12KCl

Después de lavar cuidadosamente los preparados con agua destilada, se
aumento la sensibilidad para la deteccion del Fe3* con una tincion de contraste
utilizando una soluciéon de rojo nuclear al 0,1 % (p/v) durante 45 segundos a
temperatura ambiente, dando lugar a un suave color de contraste rosado.
Posteriormente, se procedio a deshidratar nuevamente los cortes, sumergiéndolos

durante 1 minuto en una bateria de soluciones de etanol de concentraciones
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crecientes (70°, 96° y 100°) y, por ultimo, se los sumergié en xileno durante 1
minuto. Se montaron las muestras con Permount (Fisher Scientific) para
posteriormente ser analizadas por microscopia con un microscopio Nikon Eclipse
Ti-S (Hadziahmetovic et al.,, 2011b; Loh et al.,, 2009). En esta técnica, el Fe3+ y la
hemosiderina se observan tefidos de color azul en tanto que los nucleos

adquieren una tonalidad roja debido al colorante de contraste utilizado.

3.5. Preparacion del tejido para las técnicas de histoquimica e
inmunohistoquimica.

Luego de haber sido incubadas en presencia o ausencia de Fe, las retinas
se fijaron durante 24 horas en formaldehido al 10 % (v/v) preparado en una
solucion de buffer fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffer saline).
Posteriormente, los tejidos fueron lavados durante 15 minutos bajo agua
corriente para luego ser deshidratados en una bateria de soluciones de etanol de
concentraciones crecientes (70°, 96° y 100°), durante un periodo de 90 minutos
por cada concentracion. A continuacion, los tejidos fueron embebidos en xileno a
temperatura ambiente durante 90 minutos y luego incluidos en parafina durante
3 horas a 60 °C en estufa. Se procedi6é posteriormente al armado y secado del
taco, tras lo cual cada muestra fue cortada en una serie de cortes de S pm y
transferida a vidrios histolégicos polarizados y no polarizados para realizar las
técnicas posteriormente descriptas. Los cortes obtenidos se dejaron asentar
durante al menos 24 horas luego de lo cual fueron evaluados, seleccionandose
aquellos que estaban correctamente fijados y que tenian una orientaciéon

apropiada para realizar las tinciones siguientes (Hadziahmetovic et al., 2011b).
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3.5.1. Analisis morfologico por medio de la tincion de hematoxilina &
eosina.

A una serie de los cortes obtenidos (que habian sido correctamente fijados
y que tenian una orientacion apropiada) se les realizo, en primer lugar, la tincion
de H&E para observar la histologia de las retinas. Para ello, se utilizaron los
cortes que habian sido fijados sobre portaobjetos no polarizados, los cuales
fueron sometidos a una desparafinizacion en xileno durante 30 minutos a 60 °C
en estufa. Posteriormente, para permitir una correcta hidratacion, se los
sumergi6 durante 2 minutos en una bateria de soluciones de etanol de
concentraciones decrecientes (100°, 96° y 70° y, por ultimo, en agua.
Inmediatamente, se procedié a incubarlos en una soluciéon de hematoxilina de
Harris durante 20 segundos, se los lavo brevemente con agua corriente, y se los
sumergié en una solucion de etanol 70° durante 1 minuto. A continuacion, los
cortes fueron tenidos con eosina, el colorante de contraste, durante 30 segundos
para proceder finalmente a deshidratarlos mediante una bateria de soluciones de
etanol de concentraciones crecientes (70°, 96° y 100°), sumergiéndolos durante
10 segundos en cada soluciéon. Por ultimo, los cortes se sumergieron en xileno
durante 1 minuto y se los monté con Permount (Fisher Scientific). Los cortes
tenidos de este modo se observaron y, posteriormente, se fotografiaron con un

microscopio Nikon Eclipse Ti-S (Hadziahmetovic et al., 2011b; Loh et al., 2009).

3.5.2. Inmunohistoquimica.

Para realizar las tinciones de inmunohistoquimica (IHC, del inglés
immunohistochemistry), se utilizaron cortes de tejidos de la misma serie que los
empleados para las tinciones de H&E y Perls, pero que, a diferencia de los

mencionados, se encontraban montados en portaobjetos polarizados. Estos cortes



64 | Materiales Y mbtodos

fueron desparafinados en xileno durante 30 minutos a 60 °C y rehidratados
sumergiéndolos en una bateria de soluciones de etanol de concentraciones
decrecientes (100°, 96° y 70°) y, por ultimo, en agua durante 5 minutos en cada
una, segun lo previamente descripto por Facchinetti et al. (2010). Posteriormente,
se incubaron en una solucion de peréxido de hidrogeno al 3 % (v/v), preparada
en etanol 96°, durante 15 minutos para eliminar la actividad de la Px enddgena,
la cual podria generar falsos positivos en los pasos posteriores. Se lavaron las
muestras durante 15 minutos con PBS 1X e inmediatamente se bloquearon los
sitios inespecificos en BSA al 2 % en PBS 1X durante 30 minutos en camara
humeda y a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se incubaron
durante toda la noche en camara humeda a 4 °C con el anticuerpo primario de
cabra anti-sPLA; -Group V PLA; (T-20), sc 55887-. Para esto, se utilizo una
dilucion 1:50, preparada en BSA al 2 % en PBS 1X. Al finalizar la incubacion, las
muestras se lavaron en PBS 1X durante 15 minutos, y luego se incubaron
durante un periodo de 30 minutos en camara humeda a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario biotinilado anti-cabra IgG (H+L) (BA-5000, Vector
Laboratories). Este anticuerpo se utiliz6 en una dilucion de 1:400 preparada en
BSA al 2 % en PBS 1X. Nuevamente se lavaron los cortes en PBS 1X durante 15
minutos y luego se incubaron con el reactivo VECTASTAIN ABC (estresptavidina
conjugada con peroxidasa, Vector Laboratories Inc.) durante 30 minutos.
Posteriormente, se lavaron los cortes en PBS 1X durante 15 minutos.
Paralelamente, se realizaron controles negativos en los que el anticuerpo primario
se reemplazé por la IgG especifica de isotipo. Luego se procedio a realizar la
reaccion de la inmunoperoxidasa, en la cual se utilizé como sustrato de dicha

enzima, una solucién de diaminobenzidina/H20, (DAB, Sigma). La preparacion de
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este reactivo se realizé inmediatamente antes de que fuese utilizado, y la solucion
se filtré para evitar la presencia de particulas que, al momento de interpretar la
senal, pudieran prestarse a confusion, dando resultados falsos positivos. La
incubacion con la solucién de DAB se llevé a cabo durante un periodo de entre O
a 10 minutos, y se procedi6 a frenarla sumergiendo los cortes en un recipiente
con agua corriente, tras lo cual se los lavé con PBS 1X durante 2 minutos. Los
tejidos se tineron suavemente con una solucion de hematoxilina de Harris
durante 2 minutos para obtener un contraste que permitiera apreciar mejor la
tincion correspondiente a la isoforma sPLA,. Posteriormente, los cortes fueron
deshidratados a través de una bateria de soluciones de etanol de concentraciones
crecientes (70°, 96° y 100°) y, por ultimo, en xileno, sumergiéndolos durante un
periodo de 5 minutos en cada una. Por ultimo, las muestras fueron montadas con
Permount (Fisher Scientific) y, posteriormente, analizadas con un microscopio

Nikon Eclipse Ti-S.

3.6. Caracterizacion del estado metabdlico de las retinas.

3.6.1. Ensayo de reduccion del MTT.

Dado el conocido efecto deletéreo del Fe sobre las mitocondrias (Keller et
al., 1997), la viabilidad mitocondrial y, por ende, la viabilidad de las células del
tejido, se evaluo a través del ensayo de reduccion del MTT —también conocido
como test SDI, del inglés succinate dehydrogenase inhibition test o test de
inhibicion de la succinato deshidrogenasa—. La reduccion metabélica del MTT de
color amarillo a cristales intracelulares de formazan de color azul es realizada por
la enzima mitocondrial succinato-formazan-deshidrogenasa, y es una medida de
la capacidad reductora de la célula, independiente de los cambios en la integridad

de la membrana plasmatica. El método original fue desarrollado por Mosmann
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(1983) y posteriormente modificado por Francois Denizot y Rita Lang (1986). El
protocolo utilizado en esta tesis fue adaptado a partir del que ya habia sido
utilizado en nuestro laboratorio (Uranga et al, 2007), el cual presenta algunas
modificaciones con respecto a los métodos originales. Para realizar la
determinacion, el MTT fue disuelto en PBS estéril en una concentracion de 5
mg/ml. Las retinas previamente incubadas con el agente oxidante y/o con los
inhibidores, segun se indica en cada caso particular, fueron homogeneizadas con
LB —debido a que se encontraron interferencias con la metodologia cuando la
homogeneizacion se realizaba con BH, como consecuencia del alto contenido de
sacarosa del mismo- y la reduccion de MTT se determino
espectrofotométricamente a 570 nm. Para esto, una alicuota de 0,1 ml de HT se
incubd durante 2 horas a 37 °C con agitacion suave en oscuridad y en presencia
de 10 pl de la solucion de 5 mg/ml del reactivo de MTT (1:10, MTT:HT, v/v). Al
finalizar el tiempo de incubacion con MTT, se agregd buffer de solubilizacién [0,2
ml de SDS 20 % (p/v), pH 4,7] y se agit6 vigorosamente para disolver los cristales
de formazan. La cuantificacion de la reduccion de MTT se determino
espectrofotométricamente a 570 nm, restando el valor de la absorbancia a 650
nm correspondiente a proteinas y restos celulares. Los resultados fueron
expresados como unidades arbitrarias (UA) o como porcentaje del valor control,

segun el caso, y se compararon con los valores obtenidos en la condicion control.

3.6.2. Ensayo de la actividad antioxidante.

El radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH®) es ampliamente
utilizado para determinar la actividad o capacidad antioxidante de diferentes
sistemas biologicos. El ensayo basado en el uso de este radical es un método

rapido, simple y economico utilizado para estimar la actividad secuestradora de
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radicales libres que poseen los compuestos especificos o extractos naturales. El
fundamento del ensayo es la capacidad de atrapar radicales o donar hidrogenos
que tiene el DPPH’. Ademas, el mismo presenta en solucion una intensa
coloracion violeta y un espectro de absorcion caracteristico, con un maximo de
absorbancia a 520 nm de manera que su concentracion se puede determinar
espectrofotométricamente. La reduccion del DPPH’ provocada por un antioxidante
o por otro radical implica una disminucién en su absorbancia a 520 nm,
producto de su conversion a DPPH reducido (DPPH). Anteriormente, se creia que
el ensayo de DPPH involucraba una reaccion de transferencia de un atomo de
hidrégeno. Sin embargo, Foti et al. (2004) sugirieron que la reacciéon que tiene
lugar corresponde a una transferencia de electrones. En el caso particular de esta
tesis, esta técnica nos permitid medir la actividad antioxidante total de la
muestra o del sistema. En el ensayo se determina la absorbancia inicial del
DPPH® en solucion en estado puro y se vuelve a determinar la misma una vez
agregada a la solucion de DPPH® una alicuota de la muestra. Por lo tanto, la
capacidad antioxidante del sistema se evalué mediante el agregado de una
alicuota de 0,05 ml de HT de retinas obtenido con LB -las cuales fueron
previamente incubadas en presencia del agente oxidante, como se mencion6 con
anterioridad- a 0,05 ml de solucién de DPPH"® (cuya concentracion es 0,5 mg/ml).
A esto, se le agrego 1 ml de MeOH y se agit6 vigorosamente. La reaccion fue
seguida espectrofométricamente a 520 nm. Los resultados se expresaron como

UA de absorbancia y fueron comparados con la condicién control.

3.6.3. Ensayos de dienos y trienos conjugados.
Los dienos y trienos conjugados se forman durante la reorganizacion de los

dobles enlaces en el transcurso de las primeras fases de peroxidaciéon de los LC- y
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VLC-PUFA. En este proceso, un radical abstrae un hidréogeno del FA y se forma
un radical centrado en el carbono, el cual rapidamente se reordena por lo que se
desplaza un doble enlace hacia el carbono de un grupo metilénico anexo, con la
consecuente formacion de un “dieno conjugado” (Esquema 16), el cual absorbe
energia en el espectro ultravioleta a 230-234 nm (Buege & Aust, 1978). Ademas,
los radicales pueden dar origen directamente a hidroperoxidos de FA, los cuales,
por accion de la glutation peroxidasa de hidroperoxidos (HPGPx, del inglés
hydroperoxide glutathione peroxidase), pueden convertirse en hidroxidos de FA.
La formacién de compuestos secundarios de oxidacion a partir de los
hidroperoxidos de los FA asi como a partir de otros compuestos primarios de
oxidacion, lleva a un conjunto de numerosas especies quimicas diferentes. Los
trienos conjugados son compuestos secundarios formados por degradacion de los
peroxidos. Estos compuestos son preferentemente diacetonas etilénicas,
alcadienales o cetodienos conjugados que tienen un maximo de absorbancia
caracteristico a 270 nm. La generacion de estas especies fue evaluada mediante
la determinacion de las absorbancias a 234 nm (dienos) y a 270 nm (trienos),
para lo cual se utilizo el HT de retinas obtenido con LB, tal como se describié en
el apartado 3.3.1 de esta seccion. A una alicuota de 0,05 ml de HT se le realizo
una extraccion de lipidos mediante el método de Folch et al. (1957), con 2 ml de
cloroformo:MeOH (2:1, v/v). La muestra se particion6 con 0,2 volumenes de agua
ultrapura y se centrifugé a 1000 x g durante 10 minutos en la centrifuga de mesa
Beckman TJ-6. Se descart6 la fase acuosa y se procedié a secar la fase organica
bajo nitrogeno, formando un film. Se le agregé a cada muestra 2 ml de PSS, se
vortexe6 vigorosamente durante 3 minutos y luego se sonicé durante 45

segundos de manera de obtener una suspension homogénea de liposomas. Por
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ultimo, se leyo la absorbancia a 234 y 270 nm. Los resultados se expresaron

como UA de absorbancia y fueron comparados con la condicién control.

Fosfolipido con PUFA

1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicerofosfocolina (PAPC)
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Esquema 16: Vias esquematicas de peroxidacion lipidica de un fosfolipido y principales
productos de peroxidacion. Adaptado de Spickett et al. (2010).
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3.6.4. Ensayo de TBARS.

En una fase posterior a la reaccion de peroxidacion de los FA se generan
otros productos de peroxidacion lipidica (véase Esquema 16), tales como el
malondialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal, entre otros. Esta reaccion ocurre en
un paso posterior a la formacion de dienos y trienos conjugados. En la
determinacion de peroxidacion lipidica por el ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS, del inglés thiobarbituric acid-reactant substances) se
evalua fundamentalmente la generacion de MDA (Adamczyk et al.,, 2006). Para
esto se utilizo el HT de retinas obtenido con LB —-ya que se encontraron
interferencias con la metodologia cuando la homogeneizacion se realizaba con BH
debido al alto contenido de sacarosa del mismo- obtenido tal como se describio
en el apartado 3.3.1 de esta seccion. Se tomaron alicuotas de 0,1 ml de HT, a las
cuales se les agreg6 inmediatamente 0,5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 30 %
(p/v) de manera de frenar el proceso de peroxidacion enzimatica al desnaturalizar
las enzimas presentes en la muestra. Se agité vigorosamente y a continuacion se
agregd 0,05 ml de HCl SN y 0,5 ml de TBA al 0,75 % (p/v), luego de lo cual se
procedi6o a agitar nuevamente. Tanto el TCA como el TBA fueron preparados en
agua ultrapura y este ultimo se preparé inmediatamente antes de su uso y se lo
conservo protegiéndolo de la luz hasta el momento de agregarlo. Los tubos se
taparon y fueron llevados a un bafo hirviente durante 15 minutos. Finalmente,
las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos en la centrifuga de
mesa Beckman TJ-6 y se leyo la absorbancia de los sobrenadantes a 535 nm en
el espectrofotometro. Los resultados se expresaron como UA de absorbancia a

535 nm por mg de proteina [UA x mg proteina-!] o como porcentaje del valor
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control, segin el caso, y se compararon con los valores obtenidos en la condicion

control.

3.6.5. Ensayo de liberacion de lactato-deshidrogenasa.

Otro marcador de dano oxidativo estudiado fue el aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica por medio de la medicion de la
liberacion de la enzima lactato-deshidrogenasa (LDH, del inglés lactate
dehydrogenase) al medio de incubacion. Esta enzima intracelular es de
localizacion citosodlica y se libera al medio de incubacion frente a un aumento de
permeabilidad de la membrana plasmatica. La actividad de la LDH se evaluo
espectrofotométricamente utilizando el kit LDH-P UV AA (Wiener Lab.). Este
meétodo cinético se basa en la medicion a 340 nm de la conversion de la forma
reducida del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NADH, del inglés
nicotinamide adenine dinucleotide) a la forma oxidada (NAD*). Se tomaron
alicuotas del medio en el que las retinas habian sido previamente incubadas en
presencia del agente oxidante. Dichas alicuotas fueron sometidas a
centrifugacion para eliminar todos los restos de tejido que pudieran quedar. A
partir del sobrenadante obtenido de este modo se realizdé, de acuerdo con lo
descripto en el inserto del kit, una dilucion 1/12 (v/v) de la muestra en PSS de
manera de obtener concentraciones de la enzima dentro del rango de linealidad
determinado por el fabricante. Se procedié con dicha dilucion adaptando el
protocolo previamente descripto (Uranga et al., 2007). A una alicuota de 33 pl de
la dilucion se le agregé 1 ml del reactivo de uso. Se consider6 este momento como
el tiempo cero (to) de la reaccion y se registraron los valores de absorbancia a 340
nm a los 30, 90, 150 y 210 segundos a partir del to. Se calcularon los

diferenciales de absorbancia, los cuales fueron promediados, multiplicados por el
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factor de dilucion y por el factor provisto por el fabricante para la temperatura de
reaccion utilizada (25 °C). Los resultados se expresaron como unidades por litro

(U/L) y se compararon con los valores obtenidos en la condicion control.

3.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y ensayos de WB.

Para los ensayos de WB, las distintas fracciones subcelulares de la retina
fueron procesadas segin fuese su estado, soluble o particulado. Las fracciones
solubles, como por ejemplo, el HT, el Cit, las FNuc y las FCit, se trataron por el
simple agregado de un volumen adecuado de buffer Laemmli 4X [Tris-HCI 0,25 M
pH 6,8; SDS 8 % (p/v); glicerol 40 % (v/v); 2-mercaptoetanol 20 % (v/v); azul de
bromofenol 0,05 % (v/v) como indicador del frente de corrida] (Laemmli 1970) y se
calentaron en bano de agua a ebullicion durante 5 minutos. En cuanto a las
fracciones de membrana, como por ejemplo, la FMit y la FMic, estas fueron
previamente solubilizadas con el agregado de 0,2 ml de agua ultrapura helada, en
presencia de inhibidores de proteasas y luego se les adicioné un volumen
adecuado de buffer Laemmli 4X. En todos los casos, posteriormente fueron

calentadas en bafio de agua a ebullicion durante 5 minutos.

3.7.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

Cantidades equivalentes de proteinas de las distintas fracciones fueron
separadas por electroforesis (30 pg de proteina/calle) en condiciones
desnaturalizantes en geles homogéneos de poliacrilamida al 10 % con SDS (SDS-
PAGE, del inglés sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
(Laemmli, 1970). Paralelamente, se corrieron marcadores de peso molecular
conocido. La corrida electroforética se realiz6 a voltaje constante (200 V) y

amperaje variable durante aproximadamente 1 hora hasta observar la salida del
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indicador del frente de corrida en el extremo opuesto del gel, utilizando buffer de

corrida [Tris 25 mM pH 8,8; glicina 192 mM; SDS 0,1 % (p/V)].

3.7.2. WB.
3.7.2.1. Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF.

A continuacion, las proteinas de las muestras se transfirieron a una
membrana de PVDF, utilizando una camara de transferencia (Bio-Rad, modelo
Mini Trans-Blot, Bio-Rad Life Science Group, California) durante 2 horas a
amperaje constante (350 mA) y voltaje variable, embebiendo tanto la membrana
como el gel en buffer de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM).

3.7.2.2. Tratamiento de las membranas: bloqueo e incubaciones con
anticuerpos.

Previo a la incubacion con los anticuerpos de interés, las membranas de
PVDF se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente (excepto que se
indicase lo contrario) en buffer tris salino con tween 20 (TBS-T, del inglés tris-
buffered saline with tween 20) [tris-HCI 20 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; tween 20
0,1 % (p/v)] conteniendo 5 % (p/v) de leche descremada en polvo para bloquear
sitios de ligado inespecifico de las membranas. Posteriormente, se lavaron las

membranas en TBS-T durante 5 minutos, repitiendo este procedimiento 3 veces.

Luego se procedié a incubar las membranas ya bloqueadas con los
respectivos anticuerpos primarios y secundarios. Las diluciones de estos
anticuerpos se prepararon en TBS-T conteniendo 0,5 % (p/v) de BSA, salvo
especificacién en contrario, y se indican, en cada caso, entre paréntesis. En todos
los casos, los anticuerpos secundarios utilizados se encuentran conjugados a

peroxidasa.
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El anticuerpo primario anti-pERK [(1:500, v/v), E-4, sc 7383 o sc 81492]
fue incubado durante 16 horas a 4 °C. Posteriormente, las membranas fueron
lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el exceso del anticuerpo primario e inmediatamente fueron incubadas
con el anticuerpo secundario anti-ratéon (1:2000, v/v) durante un periodo de 2
horas a temperatura ambiente, tras lo cual las membranas fueron nuevamente
lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el exceso del mismo y finalmente ser incubadas con los reactivos de

quimioluminiscencia.

Los anticuerpos primarios que se detallan a continuacion fueron

incubados durante 16 horas a 4 °C:

* Anti-pp38 [(1:1000, v/v), Thr 180/Tyr 182, sc-17852-R],

* Anti-COX-2, [(1:1000, v/v), Cayman 160107],

¥ Anti-calnexina [(1:2000, v/v), H-70, sc 11397],

* Anti-NF-xB p65 (A) [(1:500, v/v), sc 109],

* Anti-NF-kB p50 [(1:500, v/v), H-119, sc 7178],

* Anti-Bcl-2 [(1:500, v/v), N-19, sc-492],

* Anti-Bax [(1:300, v/v), N-20, sc 493],

* Anti-Cyt-C [(1:1000, v/v), H-104, sc 7159],

* Anti-pcPLA; [(1:100, v/v), Ser505, cs 2831]. Este anticuerpo precisé de una
serie de lavados diferente a lo previamente mencionado. En este caso en
particular, después de la incubacion con el anticuerpo primario, la membrana fue
lavada 3 veces durante 5 minutos con TBS-T y 3 veces durante 5 minutos con

TBS-T conteniendo 5 % (p/v) de leche descremada en polvo. Luego se realizo la



75 ‘ Materinles Y mbtodos

incubacion con el anticuerpo secundario y se procedié a lavar dicho anticuerpo 3
veces durante 5 minutos con TBS-T conteniendo 5 % (p/v) de leche descremada
en polvo y 3 veces durante 5 minutos con TBS-T. De esta manera, se logro
aumentar la senal especifica y disminuir la sefial del fondo que interferia en la

posterior visualizacion.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas
fueron lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente
para eliminar el exceso del mismo e inmediatamente fueron incubadas con el
anticuerpo secundario anti-conejo (1:2000, v/v) durante un periodo de 2 horas a
temperatura ambiente, tras lo cual las membranas fueron nuevamente lavadas 3
veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el
exceso del mismo y finalmente ser incubadas con los reactivos de

quimioluminiscencia.

El anticuerpo primario anti-Group V PLA; [(1:200, v/v), T-20, sc-55887]
fue incubado durante 16 horas a 4 °C. Posteriormente, las membranas fueron
lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el exceso del anticuerpo primario y posteriormente incubadas con
anticuerpo secundario anti-cabra (1:2000, v/v) durante 2 horas a temperatura
ambiente, tras lo cual las membranas fueron nuevamente lavadas 3 veces con
TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el exceso del
mismo, y para, finalmente, ser incubadas con los reactivos de

quimioluminiscencia.

El anticuerpo primario anti-ERK [(1:2000, v/v), c-16, sc-93; y anti-ERK c-

14, sc-154] y el anticuerpo anti-B-tubulina fueron incubados durante 3 horas a
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temperatura ambiente. Luego, las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-T
durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el exceso del
anticuerpo primario. Posteriormente, fueron incubadas con anticuerpo
secundario anti-conejo (1:2000, v/v) durante 2 horas a temperatura ambiente,
tras lo cual las membranas fueron nuevamente lavadas 3 veces con TBS-T
durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el exceso del mismo y

para ser finalmente incubadas con los reactivos de quimioluminiscencia.

Los anticuerpos primarios que se detallan a continuacién fueron

incubados durante 3 horas a temperatura ambiente:

* anti-GAPDH [(1:1000, v/v), A-3, sc-137179],
* anti-hnRNP A1 [(1:500, v/v), 4B10, sc 32301],
* anti-pTyr [(1:750, v/v); pY99, sc 7020 y pY20, sc 508]. A diferencia de pY20,

la membrana utilizada para pY99 fue bloqueada durante 16 horas a 4 °C.

Luego de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas fueron
lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el exceso del mismo y posteriormente fueron incubadas con anticuerpo
secundario anti-ratén (1:2000, v/v) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Seguidamente, las membranas fueron nuevamente lavadas 3 veces con TBS-T
durante 5 minutos a temperatura ambiente para eliminar el exceso del mismo y

para ser finalmente incubadas con los reactivos de quimioluminiscencia.
A continuacion se detallan los anticuerpos secundarios utilizados:

* IgG-HRP policlonal de bovino anti-cabra, sc-2004.

* IgG-HRP policlonal de cabra anti-conejo, sc-2384.
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* IgG-HRP policlonal de cabra anti-ratén, sc-2005.
* IgG1-HRP policlonal de cabra anti-ratén, sc-29609.

* [gG2a-HRP policlonal de cabra anti-raton, sc-2970.

Para estudiar la presencia de la cPLA, activada se utilizé un anticuerpo
especifico policlonal dirigido contra la forma activa de esta enzima, fosforilada en
el residuo serina 505, el cual no da reacciéon cruzada con la isoforma sPLA; ni con
la isoforma iPLA,. Para estudiar la presencia de la sPLA; se utilizo un anticuerpo
especifico policlonal dirigido contra una region interna de la misma. Para estudiar
la presencia de la enzima COX-2 se utilizo un anticuerpo especifico policlonal
dirigido contra una secuencia aminoacidica especifica de la misma. Estas
enzimas se evaluaron en las distintas fracciones subcelulares de la retina. Para
determinar la pureza de estas fracciones se utilizaron distintos anticuerpos
considerados marcadores de las mismas. Como marcadores citosolicos se
utilizaron anticuerpos contra proteinas del citoesqueleto, como por ejemplo, la B-
tubulina. Ademas, se utilizé un anticuerpo monoclonal que reconoce la secuencia
completa de la enzima GAPDH, de localizacion citosélica. Como marcador de la
fraccion microsomal, se utilizo el anticuerpo policlonal anti-calnexina, proteina

residente del reticulo endoplasmatico.

Se estudio, por otra parte, la fosforilacion de las quinasas ERK1/2 con un
anticuerpo monoclonal dirigido contra el residuo tirosina 204 fosforilado y los
niveles totales de ERK2 fueron estudiados con un anticuerpo que reconoce
especificamente a la proteina, fosforilada o no. El estudio de fosforilacion en
tirosinas se realizo con pY99 y pY20, dos anticuerpos que reconocen residuos de

tirosinas fosforilados.
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Se estudi6 también la fosforilacion de las quinasas p38 utilizando un
anticuerpo policlonal que reconoce una secuencia aminoacidica corta que

contiene los residuos treonina 180 y tirosina 182 fosforilados.

Para estudiar el estado de la via del factor NF-kB, se utilizaron anticuerpos
contra las subunidades pS0 y p65. En ambos casos, los anticuerpos reconocen
secuencias N-terminal especificas de dichas proteinas. Para evaluar la pureza de
la fraccion nuclear y de la fraccion citosolica, al determinar la localizacion del
factor NF-kB, se utilizé el anticuerpo monoclonal que reconoce secuencias

especificas de la proteina hnRNP, la cual se localiza en nucleo.

Se estudiaron también varias proteinas relacionadas con la muerte celular
por apoptosis. Para esto, se utilizo6 un anticuerpo policlonal que reconoce, de
manera especifica, la secuencia completa de la proteina de la cadena de
transporte de electrones, Cyt-C. Ademas, se utilizo un anticuerpo contra una de
las proteinas claves en la regulacion de la apoptosis, como lo es la Bcl-2. Este
anticuerpo policlonal reconoce de manera especifica el segmento N-terminal de
dicha proteina anti-apoptoética. También se evaluo la expresion de una proteina
pro-apoptotica, Bax, a través del uso de un anticuerpo policlonal contra un

segmento N-terminal de dicha proteina.

3.7.2.3. Deteccién de la inmunorreactividad.

Tras la incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios, las
proteinas de interés fueron visualizadas luego de wuna incubacion de las
membranas con un kit comercial de quimioluminiscencia (ECL Prime) y tras
exponerlas a placas autorradiograficas (Kodak X-Omat AR). Las bandas

inmunorreactivas fueron cuantificadas con un programa de analisis de imagenes
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(Image J, aplicacion disponible libremente y de dominio publico para el analisis y
procesamiento de imagenes, desarrollada y mantenida por Wayne Rasband en el
area Research Services Branch del National Institute of Mental Health, Estados

Unidos).

3.7.2.4. Detecciones alternativas sobre una misma membrana.

En aquellos casos en los que se realizaron determinaciones sucesivas sobre
una misma membrana, esta fue sometida a un stripping de 30 minutos a 60 °C
con agitacion, incubando las mismas con buffer de stripping [Tris-HCl 62,5 mM
pH 6,8, SDS 2 % (p/v), 2-mercaptoetanol 50 mM). A continuacion, las
membranas fueron lavadas, por lo menos, 6 veces durante 5 minutos con TBS-T
para eliminar los rastros de dicho buffer, y posteriormente se procedié a bloquear
nuevamente la membrana (segun lo anteriormente descripto) y a incubar con

otros anticuerpos de interés, diferentes a los ensayados previamente.

3.8. Inmunoprecipitaciones.

3.8.1. Inmunoprecipitacion de sPLA..

La isoforma sPLA; fue inmunoprecipitada de acuerdo con el método
descripto por Uranga et al. (2007), con modificaciones menores. Tras haber sido
incubadas en presencia de Fe2*, las retinas fueron homogeneizadas y
solubilizadas en el buffer de lisis Triton X-100 [Tris 20 mM, pH 8,0; Triton X-100
1 % (p/v); NaCl 137 mM,; glicerol 10 % (p/v); EGTA 1 mM; MgCl, 1 mM; NazVO4
0,2 mM; DTT 1 mM,; leupeptina 2 pg/ml; aprotinina 1 pg/ml; pepstatina 1 pg/mli;
PMSF 0,1 mM)], respetando una relacion de 2 ml de buffer/retina. El material
insoluble fue removido por centrifugacion a 17000 x g durante 20 minutos.

Trescientos microlitros de los homogenados totales solubilizados de las retinas
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fueron preclareados por incubacién con 20 pl de proteina A sefarosa hidratada (3
mg) durante 30 minutos y centrifugados brevemente a 500 x g. El sobrenadante
fue luego incubado durante 16 horas en presencia de un anticuerpo (10
pl/inmunoprecipitado) que reconoce especificamente la isoforma sPLA; y
posteriormente mezclado con 50 pl de proteina A sefarosa hidratada (6 mg) e
incubado durante 4 horas. Todas las incubaciones mencionadas en la descripcion
de esta técnica fueron realizadas a 4 °C y con agitacion constante. Después de
una breve centrifugacion a baja velocidad, los inmunoprecipitados (IP) fueron
lavados tres veces con PBS. Los IP finalmente obtenidos fueron resuspendidos en
70 pl de buffer de ensayo para llevar a cabo el ensayo enzimatico de la COX-2 o

en 30 pl de buffer de Laemmli (Laemmli, 1970) para realizar los estudios de WB.

3.9. Caracterizacion de las distintas isoformas de la PLA; en el modelo de
injuria retiniana.

3.9.1. Evaluacion de la actividad de la isoforma cPLA..

Para evaluar la actividad de la isoforma cPLA:; se midi6 la liberacion de
[1*C]JAA de la posicion sn-2 del sustrato exégeno [4C|PAPC. Para ello, se
realizaron vesiculas lipidicas conteniendo [“C]PAPC y 1-palmitoil-2-oleo-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC) frio para lograr una concentracion final de 60000
dpm (0,100 mM) (600 dpm/micromol) por ensayo. Estas vesiculas fueron
preparadas en buffer de liposomas (Triton X-100 800 uM; HEPES 100 mM, pH
7,5) (Svensson et al., 2005), para lo cual a un volumen determinado de [1“C]PAPC
se le adicion6 el volumen de POPC fria y se llevo la mezcla a sequedad bajo una
atmosfera de N,. Posteriormente, la mezcla fue resuspendida en éter etilico y
luego del secado bajo una atmosfera de N» se resuspendid en buffer de liposomas.

Las fracciones subcelulares fueron preparadas en el buffer de ensayo para la
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isoforma cPLA; (Triton X-100 0,025 %; CaCl, 0,16 mM; BSA 0,2 mg/ml; DTT 4
mM; HEPES 100 mM, pH 7,5) (Svensson et al, 2005). En el caso de las FMic,
cada una de las ellas fue resuspendida en 300 pl de buffer de ensayo para la
cPLA; (2X) mediante agitacion vigorosa. En el caso de los Cit, a 225 pl de las
mismas se les adiciono 75 pl de buffer de ensayo para la cPLA; (8X) mediante
agitacion vigorosa. De esta manera, en ambos casos, se obtuvo una
concentracion de reactivos 2X al solubilizar ambas fracciones, de modo que la
concentracion final de los mismos en el volumen de reaccion fuese la adecuada
para la actividad de la enzima. Setenta y cinco microlitros de vesicula lipidica
fueron adicionados a 75 pl de las fracciones subcelulares obtenidas de las retinas
incubadas como se describi6 anteriormente, de manera tal de obtener 150 pg de
proteina en un volumen final de 150 pl. Para evaluar la participacién de la
actividad de la fosfolipasa A; (PLA:, del inglés phospholipase Aj) y de la lisoPLA,
en la generacion de AA, la formacion de lisoPL a partir de [*C]PAPC fue medida
en las mismas condiciones experimentales usadas para evaluar la actividad de la
isoforma cPLA,. Estos ensayos fueron realizados en presencia o ausencia de
PMSF 2 mM (utilizado como un inhibidor de la lisoPLA,) (Pete et al., 1996). Todas
las reacciones enzimaticas fueron llevadas a cabo a 37 °C durante 20 minutos,
con agitacion suave, y fueron detenidas por el agregado de S5 ml de
cloroformo/MeOH (2:1, v/v). Los blancos de reaccion se prepararon de la misma
manera, excepto que el cloroformo/MeOH fue adicionado a las membranas antes
de iniciar la incubacion con el sustrato radiactivo. Los lipidos se procesaron tal

como se describe en la seccion “Analisis Lipidico”.
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3.9.2. Evaluacion de la actividad de la isoforma iPLA,.

La hidrolisis del FA de la posicion sn-2 se determiné realizando vesiculas
lipidicas conteniendo [*C|DPPC y DPPC frio para lograr 60000 dpm (0,100 mM)
(600 dpm/micromol) por ensayo. Estas vesiculas fueron preparadas en el buffer
de liposomas (Triton X-100 800 pM; HEPES 100 mM, pH 7,5) (Svensson et al.,
2005), para lo cual a un volumen determinado de [“C|DPPC se le adicionoé el
volumen de DPPC frio y se llevo la mezcla a sequedad bajo una atmoésfera de No,
para posteriormente ser resuspendida en el volumen adecuado de buffer de
liposomas. Las fracciones subcelulares fueron preparadas en el buffer de ensayo
para la isoforma iPLA, [Tritén X-100 0,025 %; EDTA 10 mM; ATP 2 mM; HEPES
100 mM, pH 7,5] (Svensson et al, 2005). De manera similar a lo explicado
anteriormente en relacion con el ensayo de la cPLA,, para este ensayo, cada una
de las FMic fue resuspendida en 300 pl de buffer de ensayo para la isoforma
iPLA> (2X) mediante agitacion vigorosa. En el caso de los Cit, a 225 pl de las
mismas se le adicioné 75 pl de buffer de ensayo para la iPLA, (8X) mediante
agitacion vigorosa. De esta manera, en ambos casos, se obtuvo una
concentracion de reactivos 2X al solubilizar ambas fracciones de manera que la
concentracion final de los mismos en el volumen de reaccion fuese la adecuada
para la actividad de la enzima. Setenta y cinco microlitros de vesicula lipidica
fueron adicionados a 75 yl de las fracciones subcelulares obtenidas de las retinas
incubadas como se describi6 anteriormente, de manera tal de obtener 150 pg de
proteina en un volumen final de 150 pl. Todas las reacciones enzimaticas fueron
llevadas a cabo a 37 °C durante 20 minutos, con agitacion suave, y fueron
detenidas por el agregado de 5 ml de cloroformo/MeOH (2:1, v/v). Los blancos de

reaccion se prepararon de la misma manera, excepto que el cloroformo/MeOH fue
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adicionado a las membranas antes de iniciar la incubaciéon con el sustrato
radiactivo. Los lipidos se procesaron tal como se describe en la seccion “Analisis

Lipidico”.

3.10. Evaluacion del rol de la ciclooxigenasa y de la lipooxigenasa.

La generacion de productos de las enzimas COX-2 y LOX se evalu6 a través
de la cuantificacion de distintas PG [prostaglandina E»> (PGE,) y prostaglandina F»
(PGF2)] y de los hidroxiacidos, segun Franchi et al (2000), con algunas
modificaciones. La generacion de derivados del AA se determiné incubando las
distintas fracciones subcelulares de la retina con vesiculas lipidicas conteniendo
[FBH]JAA de manera tal de alcanzar 60000 dpm (0,100 mM) por ensayo. Estas
vesiculas fueron preparadas en el buffer de liposomas (Svensson et al, 2005)
mediante agitacion vigorosa y sonicando la mezcla durante 45 segundos en un
bano sonicador. Las FMic se solubilizaron en el buffer de ensayo para la isoforma
cPLA; de manera similar a lo anteriormente descripto para el ensayo enzimatico
de la cPLA,. Setenta y cinco microlitros de vesicula lipidica fueron adicionados a
cada microsoma obtenido de las retinas incubadas segian se describio
anteriormente de modo de obtener 150 pg de proteina, en un volumen final de
150 pl. Se agito vigorosamente esta suspension y se la sonicé en un bano
sonicador para una correcta homogeneizacion. El ensayo enzimatico se llevo a
cabo durante 20 minutos, a 37 °C con agitacion suave. Pasado este tiempo, se
detuvo la reaccion enzimatica mediante el agregado de 2 ml de acetato de etilo.
Los blancos de reaccion se prepararon de la misma manera, excepto que el
acetato de etilo fue adicionado a las muestras antes de iniciar la incubacion con

el sustrato radiactivo.
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Por otro lado, la generacion de PGF2 y PGE; se evalu6é en suspensiones
lipidicas conteniendo [3H]AA (en las mismas condiciones de ensayo anteriormente
descriptas) utilizando la proteina COX-2 obtenida en los IP de la isoforma sPLA,,
como fuente de enzima. Los productos se procesaron tal como se describe en la

seccion “Analisis Lipidico”.

3.11. Evaluacion de la actividad de aciltransferasas.

Para determinar la actividad de las AT del tejido, se realizaron ensayos
segun lo previamente descripto por Castagnet y Giusto (1997), con modificaciones
menores. Esta determinacion fue gentilmente llevada a cabo por la Bioq. Sofia
Sanchez Campos. Las retinas fueron incubadas en presencia o en ausencia de
Fe2+ a 200 pM durante 60 minutos para estudiar el efecto del estrés oxidativo
sobre la actividad de las AT. Ademas, los ensayos se llevaron a cabo en presencia
y ausencia de los inhibidores de las distintas isoformas de la PLA; para evaluar la
actividad de la AT en estas condiciones. Por tal razén, las retinas fueron
preincubadas durante 30 minutos en presencia o ausencia del inhibidor BEL
(concentracién final en el volumen de incubacion: 25 pM), en presencia o
ausencia del inhibidor ATK (concentraciéon final en el volumen de incubacién: 50
pM) y en presencia o ausencia del inhibidor YM 26734 (concentracion final en el
volumen de incubacién: 10 pM). De manera inmediata, las retinas fueron
sometidas durante 60 minutos al insulto oxidativo por medio de una incubacion
en presencia o en ausencia de Fe2+ 200 pM. La actividad de las AT fue analizada
midiendo la incorporacion de [14Clacido oleico a partir de [!4C]oleoil-CoA a los
lisoPL de la retina. Para esto, se realizaron vesiculas lipidicas conteniendo
[14C]oleoil-CoA y oleoil-CoA a 20 pM frio de manera de obtener 90000 dpm (0,100

mM) (900 dpm/micromol) por ensayo. Estas vesiculas fueron preparadas en el
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buffer de ensayo para AT (MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, CoA 75 mM, Tris—-acetato 60
mM, pH 7,8). Setenta y cinco microlitros de vesicula lipidica fueron adicionados a
75 pl de HT de retina obtenido a partir de las retinas incubadas como se
describi6 previamente (volumen equivalente a 400 pg de proteina) de manera tal
de obtener 400 pg de proteina, en un volumen final de 200 pl. La reaccion se
inicié con el agregado de S0 pl del sustrato radiomarcado, [1*C|oleoil-CoA, en un
volumen final de 200 pl. El sustrato radioactivo fue preparado resuspendiendo
[14C]olecil-CoA en el buffer de ensayo y sonicando esta suspension durante 1
minuto en un bano sonicador. Las reacciones enzimaticas fueron llevadas a cabo
a 37 °C durante 20 minutos, con agitacion suave, y fueron detenidas por el
agregado de 5 ml de cloroformo/MeOH (2:1, v/v). Los blancos de reaccion se
prepararon de la misma manera excepto que el cloroformo/MeOH fue adicionado
a las membranas antes de agregar el sustrato. Los lipidos se procesaron tal como

se describe en la seccion “Analisis Lipidico”.

3.12. Analisis lipidico.

3.12.1. Extraccién de los lipidos.

En el caso de los ensayos enzimaticos de las isoformas cPLA; e iPLA», los
lipidos fueron extraidos segin la técnica de Folch et al (1957). Tal como se
mencionara anteriormente al describir estos ensayos, la reaccion enzimatica fue
detenida por el agregado de 5 ml de cloroformo/ MeOH (2:1, v/v). El extracto
lipidico obtenido de este modo fue posteriormente lavado con 0,2 volumenes de
CaClz 0,05 % (p/v) y agitado vigorosamente. Se centrifugaron las muestras a 900
x g en la centrifuga de mesa Beckman TJ-6 durante 5 minutos para obtener una
fase superior acuosa, la cual fue descartada, y una fase inferior organica

conteniendo los lipidos de interés. Esta fase se secoé bajo una corriente de N», se
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resuspendié en 0,2 ml de cloroformo/MeOH (2:1 v/v) y fue conservada a -20 °C
hasta el momento de sembrarla en placas para cromatografia en capa fina (TLC,

del inglés thin-layer chromatography) para la separacion de los distintos lipidos.

En el caso de los ensayos enzimaticos de las proteinas COX-2 y LOX, se
procedié segun lo descripto por Franchi et al (2000). Tras frenar el ensayo
enzimatico por el agregado de acetato de etilo, los productos de la LOX se
extrajeron 3 veces con 2 ml de acetato de etilo a pH 7, se reunieron los extractos
organicos y los tubos se secaron bajo una corriente de N». El residuo obtenido de
esta manera se resuspendi6o en 0,2 ml de cloroformo/MeOH (2:1 v/v) y fue
conservado a -20 °C hasta el momento de sembrarlo en placas para TLC para la

separacion de los productos del ensayo enzimatico.

Para la extraccion y separacion de las PG, se procedio a partir de la fase
acuosa remanente de la extraccion de los productos de la LOX, segun lo descripto
por Franchi et al. (2000). La misma se llevé a cabo a un pH 3-3,5 mediante el
agregado de HCI 1N. Luego se particion6 nuevamente cada muestra con 2 ml de
acetato de etilo, en 3 ocasiones, para extraer las PG del solvente. Los extractos
organicos obtenidos de este modo se secaron bajo una corriente de N, se
resuspendieron en 0,2 ml de MeOH y se conservaron a -20 °C hasta el momento
de sembrarlos en placas para TLC para la separacion de los productos del ensayo

enzimatico.

En el caso del ensayo enzimatico de las AT, se procedi6 segin lo descripto
previamente por Folch et al. (1957), con algunas modificaciones. Tras detener la
reaccion enzimatica por el agregado de 5 ml de cloroformo/MeOH (2:1, v/v), el

extracto lipidico obtenido de este modo fue lavado 3 veces con 0,2 volumenes de
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fase superior tedrica, compuesta por cloroformo/MeOH/agua (3:48:47, v/v). El
extracto lipidico obtenido se secé bajo Nj, se resuspendidé en 0,2 ml de
cloroformo/MeOH (2:1, v/v) y fue conservado a -20 °C hasta el momento de

sembrarlo en placas para TLC para la separacion de los distintos lipidos polares.

3.12.2. Resolucion y visualizacion de los lipidos.

3.12.2.1. Lipidos neutros.

En el caso de los ensayos enzimaticos de las isoformas cPLA; e iPLA,, los
lipidos neutros monoacilglicerol, diacilglicerol, y los acidos grasos libres fueron
separados por TLC monodimensional utilizando placas de silica gel G (Merck) y
una fase movil compuesta por hexano/dietil éter/acido acético (50:50:2,6, v/v).
DPPC y PAPC, al igual que el resto de los fosfolipidos de la retina fueron retenidos
en el punto de siembra. Los lipidos se visualizaron por exposicion de la placa a
vapores de iodo. Todas las manchas correspondientes a los lipidos neutros y las

de los fosfolipidos fueron raspadas y cuantificadas por centelleo liquido.

3.12.2.2. Lipidos polares.

En el caso del ensayo enzimatico de las AT, los lipidos polares fueron
separados por TLC bidimensional utilizando placas de silica gel H (Merck). Las
placas se desarrollaron en wuna primera fase movil compuesta por
cloroformo/MeOH /amoniaco (65:25:5, v/v) y luego se dejaron secar bajo una
corriente de N, hasta la evaporacion completa del amoniaco. Posteriormente, se
desarrollaron en una segunda dimension, utilizando un segundo sistema de
solventes compuesto por cloroformo/acetona/MeOH/acido acético/agua
(30:40:10:10:4, v/v). Nuevamente se dejaron secar las placas y luego se

visualizaron los lipidos por exposicion de las mismas a vapores de iodo. Las
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manchas correspondientes a PC, PE, fosfatidilserina (PS), PI, acido fosfatidico (PA)
y cardiolipina (CL) fueron raspadas y cuantificadas por centelleo liquido. La
radioactividad correspondiente a las manchas de lipidos de los blancos
(tipicamente menos que 100 dpm) se sustrajo de la correspondiente a la
radioactividad de las muestras. La actividad de la AT se expresé en dpm por hora

por miligramo de proteina.

3.12.2.3. Prostaglandinas y derivados del AA.

Para medir los productos de la LOX, fundamentalmente el acido S-hidroxi
eicosatetraenoico (5-HETE), los residuos obtenidos luego de la extraccion que
habian sido resuspendidos en 0,2 ml de cloroformo/MeOH (2:1 v/v) se sembraron
y fueron separados por TLC monodimensional utilizando placas de silica gel G
(Merck) y una fase movil compuesta por acetato de etilo/isooctano/acido
acético/agua (76:67:20:100, v/v). Las placas se desarrollaron hasta que el frente
del solvente alcanzoé 1 cm de la placa. Las manchas se visualizaron con vapores
de iodo. Se sembro6 estandar de AA y los RF para el AA y 5-HETE fueron 0,85 y
0,70, respectivamente (Franchi et al.,, 2000). Todas las manchas correspondientes

a los HETE fueron raspadas y cuantificadas por centelleo liquido.

En el caso de las PG, los residuos resuspendidos en 0,2 ml de MeOH se
sembraron y fueron separados por TLC monodimensional utilizando placas de
silica gel G (Merck) y una fase movil compuesta por benceno/dioxano/acido
acético (60:30:3, v/v). Las manchas se visualizaron con vapores de iodo. Se
sembro estandar de AA, PGE; y PGF»>. Todas las manchas correspondientes a las

PG fueron raspadas y cuantificadas por centelleo liquido.
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3.13. Métodos analiticos.

3.13.1. Determinacion de proteinas.

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo empleando el kit Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad), el cual esta basado en el método de Lowry (Lowry et al,
1951). Las proteinas fueron solubilizadas en SDS al 10 % [concentracion final de
SDS 5 % (p/v), compatible con el método], diluidas de manera adecuada para
lograr una concentracion compatible con el método, siguiendo las instrucciones
del kit. E1 método de Lowry es un método colorimétrico de dos etapas. En la
primera, los iones cobre (Cu2?*) en medio alcalino forman un complejo con el
nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu2*-proteina tienen un
color azul claro y provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de
la proteina, exponiendo los residuos fenodlicos de las tirosinas y de los triptéfanos.
En la segunda etapa de la reaccion, el reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo) es reducido por los grupos fendlicos
dando un color azul intenso. Después de una incubacién de 15 minutos a
temperatura ambiente, se realizaron las lecturas de absorbancia a 750 nm.
Paralelamente se realizd una curva de calibrado utilizando como estandar una

solucion de BSA 2 mg/ml.

3.13.2. Medicion de la radioactividad por centelleo liquido.

Las manchas correspondientes a los lipidos de interés resueltos por TLC se
rasparon y transfirieron a viales. A cada una de ellas se le agreg6 0,3 ml de agua
ultrapura con el fin de desactivar la silica. A continuacion, se agregaron 5,5 ml de
liquido de centelleo compuesto por Preblended dry fluor 2a70 4 % (98 % PPO y 2

% bis-MSB, Research Products International Corp. Estados Unidos) en
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tolueno/Arkopal N-100 (4:1, v/v). La determinacion de radioactividad se realizo

con un contador de centelleo liquido Wallak Oy, modelo 1214 Rackbeta.

3.14. Analisis de datos.

La significancia estadistica de los datos obtenidos se analizé utilizando el
test t de Student o ANOVA, segun correspondiera. Los valores de p menores a
0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Cada experimento se repitio
un minimo de tres veces, realizandose por duplicado cada determinacion. Los

datos graficados corresponden a la media +/_ SD de seis muestras.



91 | mesultados

RESULTADOS

Parte I: Modelo de degeneracion macular relacionada con la edad en retinas
bovinas.

Se cuenta con abundante evidencia acerca de la correlacion existente entre
la acumulacion de Fe en la retina y del consiguiente desarrollo de cuadros
patolégicos, tales como la AMD. A continuacién presentaremos los resultados de

este trabajo de tesis que sustentan esta hipotesis.

En el modelo propuesto, que consistio en incubar retinas en un medio que
contiene Fe2*, se midieron distintos parametros para caracterizar el dano
inducido por el estrés oxidativo, tales como -entre otros— la viabilidad
mitocondrial, la peroxidacion lipidica y la permeabilidad de membrana. En
particular, tanto el ensayo de reduccion de MTT como el de TBARS fueron
analizados en las distintas fracciones subcelulares de la retina y a distintos
tiempos de incubacion con la finalidad de poder optar por las condiciones mas

adecuadas y representativas de un modelo de AMD.

Con el fin de comprobar si las condiciones de incubacion efectivamente
producen estrés oxidativo en la retina, se procedié a estudiar por medio de la
técnica de TBARS, los niveles de peroxidacion lipidica provocados por la
exposicion al metal. Por tal motivo, las retinas fueron incubadas en LB en
presencia de un rango de concentraciones de Fe2* (50 y 200 pM) o su vehiculo
(control), a 37 °C con agitacion suave, bajo una corriente constante de Oz/COo,
durante 60 minutos y luego se procedié a determinar la formacion de TBARS en
distintas fracciones de la retina, segin se describe en el apartado 3.6.4 de la

seccion “Materiales y métodos”. Por un lado, las retinas frescas fueron
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homogeneizadas (fraccion denominada “retina homogeneizada” o RH) y
posteriormente incubadas con el agente oxidante. Por otra parte, retinas frescas
que mantenian la integridad del tejido, fueron incubadas previamente con el
metal y posteriormente fueron homogeneizadas, obteniendo de este modo la
fraccion correspondiente al HT y a la FMit, segin los protocolos 1A y 1B
descriptos en el apartado 3.3 de la seccion “Materiales y métodos”. La Figura 1
muestra un aumento de la peroxidacion lipidica en las condiciones
experimentales con respecto a la condiciéon control y también indica que este
efecto es mayor cuando aumenta la concentracion de FeSO,; utilizada. Es
importante destacar que la generacion de peroxidos lipidicos se pudo observar
tanto en la RH (aquella que fue homogeneizada antes de ser incubada con el
agente oxidante) como en el HT (en este caso, las retinas previamente se
incubaron con el metal y posteriormente fueron homogeneizadas) y la FMit
(obtenida por fraccionamiento subcelular a partir del HT y luego incubada con el
metal). La generacion de peroxidos lipidicos en la RH o en sus fracciones
subcelulares fue mayor que en el HT obtenido a partir de la retina entera. Por lo
tanto, podemos afirmar que, cuando la retina integra (como tejido, HT) es

expuesta al Fe2*, también sufre —aunque en menor grado- el efecto deletéreo de

este metal.

a4 oy Figura 1. Caracterizacion del daio
E 3 Control T oxidativo inducido por Fe2+. Determinacién
% 34 1 re** 50 pM de los niveles de peroxidaciéon lipidica
5 B re? 200 M medl'ante la técnica de TBARS en @stmtas
o fracciones (homogenado de retina previamente
E 2+ * expuesta al metal, HT; retina homogenada
< * previamente a la exposicion, RH; fraccion
2 1 - mitocondrial de retina, FMit) de retinas
&) x = expuestas a Fe2t (50 y 200 puM) durante 60
< _D. | | minutos. * Se observan diferencias significativas
@ /M L

= O~ - con respecto a la condicién control de cada

HT RH FMit

Fraccion de retina grupo (p<0,05, ANOVA).



93 ’ Resultados

Para comprobar si estos niveles de peroxidos lipidicos afectan la
funcionalidad mitocondrial de la retina, realizamos el ensayo de reduccion del
MTT. Las retinas fueron incubadas en LB en presencia de un rango de
concentraciones de Fe2* o su vehiculo (control), a 37 °C con agitacion suave y
bajo una corriente constante de O,/CO, durante 60 minutos. Luego se procedio a
determinar la reduccion del MTT, segin se describio en el apartado 3.6.1 de la
seccion “Materiales y métodos”. Se obtuvieron distintas fracciones de retina
(véanse los protocolos 1A y 1B previamente mencionados), y se estudié en ellas
la viabilidad mitocondrial con la expectativa de determinar como respondia cada
una de ellas al estrés oxidativo inducido por Fe2*. Por esta razon, se llevé a cabo
durante 60 minutos este ensayo con el HT obtenido de la retina y con las
fracciones RH y FMit en presencia de dos concentraciones de Fe2+ (50 y 200 pM).
Finalizadas las incubaciones, se procedi6o a evaluar el efecto del Fe2+ sobre la
viabilidad mitocondrial. De la comparacion entre la condicion control y la
condicion experimental que muestra la Figura 2 surge con claridad el dafio que
provoca el Fe2t. El nivel de dano se vio incrementado al aumentar la
concentracion del agente oxidante y fue mayor aun cuando se incubaban las

fracciones subcelulares (RH y FMit) en presencia del metal.

3 3 Control ; i eid = s dati
< o e Figura 2. Caracterizacion del dafio oxidativo
=) O re* 50 uM inducido por Fe2+. Determinaciéon de la
|: B re? 200 uM__ " reduccion del MTT en distintas fracciones
s 24 — (homogenado de retina previamente expuesta al
S metal, HT; retina homogenada previamente a la
© exposicion, RH; fraccién mitocondrial de retina,
5 14 * * FMit) de retinas expuestas a Fe2* (50 y 200 uM)
3 durante 60 minutos. * Se observan diferencias
g . X significativas con respecto a la condicién
04 I':Ii_ control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

0

HT RH FMit
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Por otra parte, se realiz6 un estudio de las distintas concentraciones de
Fe2* a utilizar con la finalidad de identificar aquella que fuese acorde a lo que se
deseaba estudiar en esta tesis, es decir, a un modelo de sobrecarga aguda con el
fin de provocar distintos grados de injuria oxidativa. La Figura 3 muestra los
resultados obtenidos del analisis de la reduccion del MTT en el HT. Se puede
observar que la capacidad reductora normal de las mitocondrias disminuyo
significativamente a los 60 minutos de incubaciéon para las concentraciones de
Fez* 200 y 800 pM. Esto demuestra que para estos tiempos de incubacion, son
necesarias altas concentraciones de Fe?* para provocar la aparicion de signos de
injuria oxidativa.

15

Figura 3. Caracterizacion del dafo
oxidativo inducido por Fe2+,
T Determinacién de la reduccién del MTT en
el HT de retinas expuestas a distintas
concentraciones de Fe2+ (10, 25, 50, 100,
0.5+ 200 y 800 puM) durante 60 minutos. * Se
observan diferencias significativas con

respecto a la condicién control de cada
grupo (p<0,05, ANOVA).

Reduccién del MTT (UA)

0.0

0 10 25 50 100 200 800
Fe?" (uM)

Se estudio también el efecto de otras concentraciones de Fe?* a distintos
tiempos de incubacion. Se eligieron las concentraciones de Fe2+ 25, 200 y 800 pM
para analizar el efecto sobre la viabilidad mitocondrial a tiempos cortos de
incubacion, mientras que los tiempos prolongados fueron analizados con las
siguientes concentraciones de Fe2*: 10, 50 y 200 pM. La Figura 4 indica que las
concentraciones altas de Fe2* no producen cambios significativos en la reduccion
del MTT a tiempos cortos (5 minutos) de incubacion (Figura 4A), mientras que de

las concentraciones bajas analizadas a tiempos prolongados (120 minutos) de
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incubacion (Figura 4B) solamente la concentracién de Fe2* 200 puM provoca

cambios significativos sobre la capacidad reductora de las células de la retina.
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Figura 4. Caracterizacion del dafno oxidativo inducido por Fe2*. Determinaciéon de la reduccion
del MTT en el HT de retinas expuestas a Fe2+ (25, 200 y 800 pM) durante 5 minutos (A) y en el HT
de retinas expuestas a Fe2* (10, 50 y 200 puM) durante 120 minutos (B). * Se observan diferencias
significativas con respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

En virtud de que la AMD se encuentra asociada al estrés oxidativo, otro de
los agentes oxidantes utilizados en esta tesis para provocar el modelo de AMD fue
el H2O,. Se realizaron ensayos de TBARS y de reduccion del MTT en presencia de
este agente en las mismas fracciones anteriormente mencionadas (HT, RH y FMit)
y a distintos tiempos de incubacién (5, 60 y 120 minutos). En la Figura S5A se
puede observar el efecto del H.O» (0,5 mM) sobre las distintas fracciones de retina
estudiadas. Se pudo constatar mediante la técnica de TBARS que cuando las
fracciones de retina (RH y FMit) son incubadas con el agente oxidante, el dano
peroxidativo sufrido es mayor que cuando la retina entera es incubada con el
mismo agente y posteriormente homogeneizada para medir el grado de
peroxidacion (HT). La Figura 5B muestra los resultados obtenidos al incubar las
retinas enteras en presencia y ausencia de H,O, (0,5 mM). En el caso de este

agente oxidante, se observd que los cambios son significativos solamente durante

periodos prolongados de incubacion.
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Figura 5. Caracterizacion del dafio oxidativo inducido por H202. (A) Determinacion de los
niveles de peroxidaciéon lipidica mediante la técnica de TBARS en distintas fracciones de retinas
previamente expuestas a H202 (0,5 mM) durante 60 minutos (B). Determinacion de la capacidad
reductora de la mitocondria mediante la técnica de reduccién del MTT en los HT obtenidos de
retinas expuestas a H202 (0,5 mM) durante distintos periodos de tiempo (5, 60 y 120 minutos). * Se
observan diferencias significativas con respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05,
ANOVA).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, para la caracterizacion y los
estudios que se describiran a continuacion se resolvié utilizar las siguientes
concentraciones de Fe2+: 25, 200 y 800 nM, a dos tiempos de incubacion (5 y 60
minutos). Dicha decision respondié al hecho de que uno de los objetivos de esta
tesis era mimetizar un modelo de AMD por sobrecarga aguda con Fe y trabajar

con distintos grados de injuria oxidativa, es decir, leve, mediano y severo.
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Parte II: Caracterizacion del modelo de degeneracion macular relacionada
con la edad en retinas bovinas.

Con el fin de comprobar si las concentraciones de Fe2+ utilizadas provocan
el modelo de sobrecarga deseado en las retinas, se determinaron los niveles de
dicho metal presentes en el tejido luego de la incubacion de las retinas en las
distintas condiciones experimentales. La cinética de incorporacion del Fe se
realizd6 mediante la técnica de ICP-AES y también se caracterizé por técnicas

histoquimicas, mediante el uso de la tincién de Perls.

Como puede observarse en la Figura 6, en este modelo de sobrecarga de
Fe2+ dicho metal se incorpora al tejido desde el medio de incubaciéon que lo
contiene. Esta incorporacion se vio incrementada de manera dependiente de la
concentracion de Fe2* en un 98, 400 y 1100 % en las concentraciones de Fe2* 25,
200 y 800 uM, respectivamente, en relacion a la condicion control, luego de 60
minutos de incubacion. Esta acumulacion diferencial de Fe mimetiza la
acumulacion que se produce en diferentes condiciones fisiologicas y
fisiopatologicas. Cuando se incuban las retinas con Fe2* 25 pM se observan en el
tejido niveles de Fe superiores a los de la condicion control pero similares a los
encontrados en pacientes de la tercera edad. En las concentraciones de Fe2* 200
y 800 pM, la incorporacion es similar a la acumulacion que ocurre en las retinas
de pacientes con distintas patologias que involucran la falta de homeostasis de
este metal (Garcia-Castineiras, 2010; Hahn et al., 2004; Hahn et al., 2003b; Hahn
et al, 2006). Cabe destacar que esta técnica nos permite asegurar que hay
incorporacion de dicho metal a nivel del tejido aunque no es posible determinar a
nivel celular donde se produce esta acumulacion, ni en qué estado de oxidacion

se encuentra el metal.
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Con la finalidad de localizar la acumulacion de Fe, se aplicé la técnica de
tincion de Perls. Como puede observarse en la Figura 7, el Azul de Prusia, un
indicador de la presencia de Fe3*, se encontr6é ligeramente aumentado en la
concentracion de Fe2* 200 pM, y significativamente aumentado en la
concentracion de Fe2* 800 uM. Esto respalda los resultados obtenidos con la
técnica de ICP-AES, a la vez que nos permite demostrar que la incorporacion de
Fe en las condiciones de estudio de este modelo de AMD se produce

fundamentalmente en la zona de los segmentos externos de los PR de la retina.
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Figura 7. Caracterizacion del modelo de sobrecarga inducido por Fe2*. Determinacion de la
presencia de Fe en el tejido mediante tinciéon de Perls en retinas expuestas a Fe2* (25, 200 y 800

pM) durante 60 minutos. Imagenes representativas de, al menos, tres experimentos diferentes.

Habiendo comprobado la incorporacion de Fe en las retinas, se procedié a

la caracterizacion total del dafio inducido por la incubacién en presencia de este
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metal de transicion. La caracterizaciéon del dano retiniano inducido por Fe2* se
llevo a cabo mediante la determinacion de los niveles de formacion de dienos y
trienos conjugados y de TBARS (como medida de peroxidacion lipidica), reduccion
del MTT (como medida de viabilidad celular), capacidad antioxidante del sistema
(como medida de las reservas antioxidantes del tejido) y permeabilidad de la

membrana plasmatica (como medida de necrosis celular).
Peroxidacion lipidica.

La determinacion espectrofotométrica de la formacion de dienos y trienos
conjugados se llevo a cabo mediante el registro de absorbancias a 234 nm
(formacion de dienos conjugados) y a 270 nm (formaciéon de trienos conjugados).
La Figura 8 muestra la generacion de estos productos tempranos de peroxidacion
lipidica en respuesta al estrés oxidativo inducido por Fe2*. La Figura 8A muestra
la formacion de dienos y trienos tras la exposicion de las retinas a distintas
concentraciones de Fe2* durante 5 minutos, no encontrandose diferencias
significativas. La Figura 8B muestra la formacion de dienos y trienos conjugados
después de 60 minutos de incubacion de la retina con el agente oxidante, no
encontrandose tampoco diferencias significativas. Se puede observar que los
niveles de formacion de dienos conjugados son de mayor orden de magnitud a los

60 minutos.
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Figura 8. Caracterizacion del dafo oxidativo inducido por Fe2+. Determinacion de la formacion
de dienos y trienos conjugados, en el HT de retinas expuestas a Fe2+ (25, 200 y 800 uM) durante
un periodo de 5 (A) y 60 (B) minutos, respectivamente. No se observan diferencias significativas
con respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

Para evaluar la generacion de perdxidos lipidicos inducida por la
incubacion con Fe2?*, se realizo el ensayo de TBARS. El incremento en los
productos de la peroxidacion lipidica se pudo observar rapidamente. La Figura
9A muestra como, luego de 5 minutos de exposicion al metal, los niveles de
TBARS aumentaron 0,6, 2,2 y 3,6 veces con respecto al control en las condiciones
de Fe2+ 25, 200 y 800 uM, respectivamente. Sin embargo, la maxima generacion
de malondialdehido se observo luego de 60 minutos de exposicion al Fe2*, como
puede observarse en la Figura 9B. Bajo estas condiciones experimentales, los
niveles de TBARS fueron 1,8, 6,5 y 9 veces mas elevados que los del control en

las concentraciones de Fe2+ 25, 200 y 800 uM, respectivamente.
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Figura 9. Caracterizacion del dafio oxidativo inducido por Fe2*. Determinaciéon de los niveles
de TBARS por medio de la determinacién de los niveles de malondialdehido en el HT de retinas
expuestas a Fe2* (25, 200 y 800 uM) durante un periodo de 5 (A) y 60 (B) minutos,
respectivamente. * Se observan diferencias significativas con respecto a la condicién control de
cada grupo (p<0,05, ANOVA).
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Por otra parte, también se evalu6 el dano provocado por incubaciéon
durante 60 minutos con este metal en la fraccion de membrana (FMemb) y en el
Cit. Como se observa en la Figura 10A, el nivel del dano provocado por la
exposicion al metal en la FMemb es dependiente de la concentracion de Fe2*
utilizada. Los niveles de TBARS aumentaron 0,3, 0,8 y 3 veces con respecto al
control en las condiciones de Fe2* 25, 200 y 800 uM, respectivamente. Resultados
similares se obtuvieron al evaluar la peroxidacién lipidica en el Cit, como puede
verse en la Figura 10B. En este caso, se puede observar que en presencia de Fe2+
a concentraciones de 25, 200 y 800 uM los niveles de TBARS experimentaron un

aumento de 5, 12 y 22 veces, respectivamente, en comparacion con la condicion.
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Figura 10. Caracterizacion del dafo oxidativo inducido por Fe2*. Determinacion de los niveles
de las TBARS en la FMemb (A) y en el Cit (B) de retinas expuestas a Fe2* (25, 200 y 800 uM)
durante 60 minutos. * Se observan diferencias significativas con respecto a la condicién control de

cada grupo (p<0,05, ANOVA).

Deterioro de la funcion mitocondrial.

La viabilidad celular no se vio afectada después de 5 minutos de
incubacién con Fe2+ 25, 200 y 800 uM (véase Figura 4A). Tras 60 minutos de
incubacion con el metal, la viabilidad celular solo se vio afectada en las
concentraciones de Fe2* 200 y 800 pM, sufriendo una disminucion del 20 % en

comparacion con los controles (Figura 11). Esto demuestra que durante este
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tiempo de incubacion la pérdida de funcionalidad resultante de la injuria
oxidativa en las mitocondrias es evidente solamente a altas concentraciones de

Fez2+,
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Figura 11. Caracterizacion del daifio
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Capacidad antioxidante del sistema.

Con la finalidad de determinar la capacidad antioxidante del sistema, se
analizo la capacidad secuestradora de radicales. El ensayo de DPPH es una
técnica espectrofotométrica que permite determinar la actividad o capacidad
antioxidante en sistemas biolégicos. La Figura 12 muestra una disminucion leve,
no obstante significativa, de la capacidad antioxidante del HT de retina (7 y 13 %)
en presencia de Fe2r (200 y 800 pM, respectivamente). Estos resultados
concuerdan con los niveles bajos de la pérdida de viabilidad mitocondrial (20 %)

observada en las mismas concentraciones de Fe2+.
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Pérdida de la integridad de la membrana plasmatica de las células de

la retina.

Como parte de la caracterizacion realizada, también se determiné la
liberaciéon de LDH al medio de incubacion, como una medida del aumento de
permeabilidad de la membrana plasmatica. Esta determinacion se llevo a cabo
midiendo la actividad de dicha enzima en una alicuota del medio de incubacion
de las retinas, una vez que las estas fueron incubadas durante 60 minutos en
presencia del metal y retiradas del mismo. De acuerdo con la Figura 13, el Fe2*
produce un leve incremento en la liberacion de LDH al medio del 26, 27 y 34 %
con respecto al control en las condiciones de Fe2+ 235, 200 y 800 uM,
respectivamente. Mediante esta técnica fue posible comprobar que el efecto
nocivo del Fe2* no solo altera el estado redox de las mitocondrias sino que,
ademas, provoca una leve alteracion en la integridad de la membrana plasmatica

de las células del tejido.

9

* Figura 13. Caracterizaciéon del dafo oxidativo
* inducido por Fe2+. Evaluacién de la pérdida de
6+ integridad de la membrana plasmatica de las
células de la retina mediante la liberacion de LDH
en el medio de incubacion de retinas expuestas a
34 Fe2+ (25, 200 y 800 uM) durante 60 minutos. * Se
observan diferencias significativas con respecto a

la condicién control de cada grupo (p<0,05,
ANOVA).
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Caracterizacion de las vias de senalizacion involucradas en 1la

respuesta a la injuria oxidativa desencadenada por el Fe2+,

Es sabido que la fosforilacion en residuos de tirosinas es un evento
provocado por el estrés oxidativo. Especificamente, las MAPK ERK1/2 y p38 son
activadas por el estrés oxidativo inducido por Fe2* en tejidos neuronales y no-
neuronales (Salvador & Oteiza, 2011; Uranga et al.,, 2009; Son et al, 2013;
Supanji et al., 2013). Por lo tanto, decidimos investigar la posible activacion de

las tirosina quinasas y las MAPK ERK1/2 y p38 en el modelo de estudio.

El perfil de fosforilacion en tirosinas también fue analizado en las retinas
expuestas al Fe2* durante 60 minutos. Para esto se utilizaron dos anticuerpos
anti-pTyr diferentes (PY20 y PY99). Tal como se observa en la Figura 14, la
injuria oxidativa generada por el Fe2+* dio lugar a un marcado incremento en los
niveles de fosforilacion en tirosinas de varias proteinas de la retina, alcanzando

un maximo del 98 % en la condicién de 800 uM.
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Figura 14. Caracterizacion de las vias de sefalizacion involucradas en la respuesta a la
injuria oxidativa inducida por Fe2*. Evaluacion del estado de fosforilacion en tirosinas de las
proteinas de la retina frente al estrés oxidativo inducido por incubacion del tejido con Fe2+ (25, 200
y 800 uM) durante 60 minutos, mediante la técnica de WB. Se muestra una imagen representativa
de, al menos, tres experimentos independientes. * Se observan diferencias significativas con
respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).
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Por otra parte, la Figura 15A muestra como la exposicion al Fe2* produce
un incremento en la fosforilacion de las ERK1/2 después de 60 minutos de
incubacion. Los niveles de fosforilacion de las ERK1/2 aumentaron
significativamente en todas las concentraciones de Fe2* ensayadas. Dicho
aumento fue del 75, 100 y 145 % con respecto a la condicién control en presencia
de Fe2+ 25, 200 y 800 uM, respectivamente. En la Figura 15B se observa el
incremento en la fosforilacion de p38, el cual solamente fue evidente en la
condicion de Fe2* 25 uM (71 %) en un tiempo de incubacion igual al

anteriormente mencionado.
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Figura 15. Caracterizacion de las vias de seifalizaciéon involucradas en la respuesta a la
injuria oxidativa inducida por Fe2*. Evaluacién, mediante la técnica de WB, del estado de las
vias de las MAPK frente al estrés oxidativo inducido por incubacién de la retina con Fe2* (25, 200 y
800 puM) durante 60 minutos. Estado de la via de las ERK1/2 (A) y de p38 (B). Se muestra una
imagen representativa de, al menos, tres experimentos independientes. * Se observan diferencias
significativas con respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

Para determinar las implicancias que la via de las MAPK tiene en nuestro
modelo experimental, se investigaron distintos parametros de dano tisular

inducido por Fe2*, en presencia y ausencia de un inhibidor especifico de las
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MAPKK (MEK), U0126 (10 uM). Por tal razén, se midi6 la reduccion del MTT en
presencia del inhibidor mencionado. Se observo que el inhibidor U0126 no
modifica los niveles de viabilidad celular de la retina en ninguna de las

condiciones experimentales consideradas (Figura 16).
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La Figura 17 muestra la formacion de dienos y trienos conjugados tras la

exposicion de las retinas al insulto oxidativo, previa incubacion con el inhibidor
de la via de las MAPK. La formacion de dienos y trienos conjugados tras 60
minutos de incubacion de la retina con el agente oxidante no sufri6 cambios

cuando las retinas fueron incubadas previamente con el inhibidor.
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Figura 17. Evaluacion de la participacion de la via de las MAPK en la peroxidacion lipidica.
Formacion de dienos y trienos conjugados en la retina tras su exposicion —durante 60 minutos— al
estrés oxidativo inducido por incubaciéon con Fe2+ (25, 200 y 800 uM). (A) Dienos y (B) Trienos
conjugados. No se observan diferencias significativas con respecto a la condicién control de cada
grupo (p<0,05, ANOVA).
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Por otro lado, al realizar el ensayo de TBARS en presencia del inhibidor
U0126, se pudo evaluar la participacion de la via de las MAPK en la generacion
de productos tardios de peroxidacion lipidica. En este caso, se observo que el uso
del inhibidor no provoca cambios significativos en la generacion de TBARS en

ninguna de las concentraciones de Fe2+ consideradas (Figura 18).
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Evaluacion del estado de las vias apoptéticas.

El Cyt-C, Bax y BCl-2 son proteinas que estan involucradas en las vias de
senalizacion que se activan durante la muerte celular programada (Gross et al,
1999; Hahn et al, 2003a). Por lo tanto, para evaluar el estado de las vias
apoptoticas en nuestro modelo analizamos la expresion de las proteinas citadas
en las fracciones mitocondriales y citosélicas de retinas obtenidas segun lo
descripto anteriormente en la seccion de “Materiales y métodos”. En la Figura
19A se puede observar que el Cyt-C incrementa su expresion en el Cit en funcion
de las concentraciones de Fe2* (25, 200 y 800 pM) utilizadas. En cuanto a los
niveles de expresion en la fraccion mitocondrial se observé que estos disminuyen
con respecto a la condicion control. También se determinoé la relacion Bcl-2/Bax.

A través de la Figura 19B es posible observar que dicha relacion disminuye en
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funcion de la concentracién de Fe2*. En cuanto a los niveles de expresion de
GADPH, estos fueron determinados como control de carga y proteina marcadora

de fraccion.

A Fe?* (uM) Fe2* (uM) B Fe?* (uM)
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Figura 19. Evaluacion de la expresion de las proteinas Cyt-C, Bcl-2 y Bax en fracciones
mitocondriales y citosdlicas. Esta evaluacion se realizé en FMit y Cit obtenidas de retinas
expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2* (25, 200 y 800 pM) durante 60 minutos. (A)
Evaluaciéon de la expresion del Cyt-C en FMit y Cit obtenidas a partir de retinas expuestas al
insulto oxidativo mediado por Fe2+ durante 60 minutos. (B) Evaluacion de la expresion de Bcl-2 y
Bax en Cit obtenidos a partir de retinas expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2* durante 60
minutos. Se muestra una imagen representativa de, al menos, tres experimentos independientes.

Caracterizacion del rol de las distintas isoformas de la PLA,.

Dado que uno de los objetivos principales del presente trabajo de tesis
incluia evaluar la participacion de la PLA; en los procesos de injuria oxidativa en
la retina, se procedio, en primer lugar, a establecer las condiciones optimas para
analizar la actividad enzimatica de las distintas isoformas de esta enzima. Por tal
razon, se realizaron ensayos pilotos preliminares, en condiciones acotadas que
permitieran elegir las fracciones subcelulares y condiciones de reaccion mas
adecuadas para evaluar la actividad de las isoformas cPLA; e iPLA;. Se evalué la
actividad de ambas isoformas mediante la determinacién de la liberacion de
[14C]AA y de [#C]PAL, respectivamente, tal como se indico en el apartado 3.9 de la
seccion “Materiales y métodos”, basandonos en la bibliografia disponible

(Svensson et al, 2005). En base a los resultados obtenidos, se utilizaron como
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fuente de enzima las fracciones enriquecidas, FMit y Cit (Figura 20C), obtenidas
segun se indica en el apartado 3.3.2 de la seccion “Materiales y métodos” a partir

de la retina incubada en presencia de Fe2* (véase el protocolo 1C).
PLA:; citosdlica dependiente de calcio (cPLA:).

Para determinar la participacion de la cPLA> en este modelo, se analizd la
actividad de esta isoforma por medio de la medicion de la liberacion de [1*C]AA a
partir del sustrato exégeno [“C]JPAPC en presencia de un buffer con
concentracion adecuada de calcio (CaClz 0,16 mM) en las FMic y en los Cit de la
retina. En la Figura 20 se muestra la liberacion de [*C]AA en dichas fracciones
luego de la incubacion de la retina con Fe2+ durante 5 (Figura 20A) y 60 minutos
(Figura 20B). Tras 5 minutos de incubacion se observdo una importante
inhibicion de la actividad microsomal de la cPLA, (38, 61 y 63 % para las
concentraciones de Fe2+ 25, 200 y 800 pM, respectivamente) y un pequeno
incremento en la liberacion de [14CJAA (22 %) en el Cit en la condicion de Fe2* a
25 pM. Tras 60 minutos de incubacion, se observé un patron de liberaciéon de
[1*C]AA similar pero con disminuciones en la liberacion de [1*C]AA del 55, 56 y 65
% para las concentraciones de Fe2+ 25, 200 y 800 pM, respectivamente, en la
FMic. En el Cit se observo un leve incremento de aproximadamente un 20 % en la
liberacion de [1*C]AA en todas las concentraciones analizadas. En la condicion
control, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de [“C]AA
liberado. La deteccion de [14C]AA en el Cit fue mayor (aproximadamente un 100-

200 %) que los niveles medidos en las FMic, en ambos tiempos de incubacion.
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Figura 20. Liberaciéon de [14C]AA en las fracciones microsomal y citosdlica de la retina.
Evaluacion realizada en retinas expuestas durante 5 (A) y 60 minutos (B) al estrés oxidativo
inducido por incubacién con Fe2+ (25, 200 y 800 uM) en FMic (o) y Cit (m) de la retina. *Se observan
diferencias significativas con respecto a la condicion control del grupo de las muestras
microsomales (p<0,05, ANOVA). #Se observan diferencias significativas con respecto a la condicion
control del grupo de las muestras citosélicas (p<0,05, ANOVA). WB de FMic y Cit enriquecidas y
obtenidas mediante el Protocolo 1C de fraccionamiento subcelular, descripto en el apartado 3.3.2
de la seccion de “Materiales y métodos”. Se muestra una imagen representativa de, al menos, tres
experimentos independientes.

Dado que la generacion de [1*C]JAA a partir del PAPC podria resultar
también de la accion secuencial de la PLA; y la lisoPLA,, se realizaron ensayos
para descartar esta posibilidad. La 2-araquidonoil-lisoPC generada por la PLA;
podria ser hidrolizada por la lisoPLA; dando lugar al AA. En nuestras condiciones
experimentales, la generacion de 2-araquidonoil-lisoPC fue practicamente
indetectable (Figura 21A) en todas las condiciones ensayadas. En presencia de
PMSF 2 mM (usado como inhibidor de la lisoPLA,), no se observaron cambios en

el incremento de la generacion de [!4C]AA inducido por Fe2* (Figura 21B).
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Figura 21. Actividad de la PLA y LPLA2 en la liberacion de [ C]JAA en las fracciones

microsomal y citosédlica de la retina. Evaluacion realizada en retinas expuestas durante 60
minutos al estrés oxidativo inducido por incubaciéon con Fe2+ (200 uM). (A) Generacion de

14 14

[ Claraquidonoil-LPC en microsomas. (B) Generaciéon de [ C]AA en Cit. *Se observan diferencias
significativas con respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA). #Se observan
diferencias significativas con respecto a la condicién indicada (p<0,05, ANOVA).

De acuerdo con lo evidenciado por los experimentos realizados, podemos
inferir que la via de generacion de [1*C]AA en retinas expuestas al estrés oxidativo

inducido por Fe2+ es, principalmente, a través de la accion de la PLA..

Cross-talk entre la isoforma cPLA; y la via de las MAPK en el modelo

de AMD.

Dado que uno de los mecanismos mas comunes de activacion de la
isoforma cPLA, es su fosforilacion por accion de las quinasas ERK1/2
(Chakraborti, 2003; Ghosh et al, 2006; Leslie, 1997; Mariggio et al, 2006;
Nicotra et al.,, 2005; Zhu et al, 2001), se procedié a investigar el estado de
fosforilacion de esta isoforma. Por tal razén, se realizaron ensayos de WB de las
fracciones FMic y Cit de retinas expuestas a Fe2* durante 60 minutos. La

fosforilacion de la cPLA>; en la Serina 505 se encontré inhibida en las FMic e
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incrementada en los Cit de dichas retinas (Figura 22), lo cual es congruente con
los niveles obtenidos en la liberacion de AA (véase Figura 20).

Fe2* (uM), 60 min. Figura 22. Evaluacion del estado de fosforilacion
de 1la cPLA2 en fracciones microsomales y

25 200 800 - 25 200800 . . .
citosolicas. Estas fracciones se obtuvieron de las

pcPLA, —>“ -y " "“‘ ~~~‘ retinas expuestas a insulto oxidativo mediado por Fe2+
(25, 200 y 800 pM) durante 60 minutos. La calnexina

Ca'"eXi"a—>‘-—-ﬂ ‘ se utiliz6 como control de carga y proteina marcadora
de fraccibn. Se muestra una imagen de WB
FMic Cit representativa de, al menos, tres experimentos

independientes.

Para establecer la correlacion existente entre la activacion de las quinasas
ERK1/2 y la liberacion diferencial de AA durante el estrés oxidativo inducido por
Fe2+ ) se analizo la actividad de la cPLA; en retinas preincubadas con el inhibidor
de las MEK, U0126. En presencia de dicho inhibidor, la fosforilacion de las
quinasas ERK1/2 se vio inhibida en todas las concentraciones de Fe2*
consideradas (Figura 23A). Bajo estas mismas condiciones experimentales, se
analizé la liberacion de AA en estas fracciones. Se encontr6 que el perfil
diferencial de liberacion de [1*C]AA observado entre las fracciones FMic y Cit en
ausencia del inhibidor (véase Figura 20) queda completamente abolido cuando
las retinas fueron preincubadas con U0126. Es decir que, cuando las proteinas
MAPK estan inhibidas no hay inhibicién de la liberacion de AA en las FMic y
tampoco hay incremento en las Cit provocado por la exposicion al Fe2* (200 uM)

(Figura 23B).
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Figura 23. Evaluacion del cross-talk entre la (:PLA2 y la via de las quinasas ERK1/2. Esta

evaluaciéon se realizé en retinas expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2* durante 60
minutos. (A) Evaluacion de la fosforilacién de las ERK1/2 mediante el ensayo de WB en el HT en
presencia del inhibidor de las MEK, U0126. Se muestra una imagen de WB representativa de, al
menos, tres experimentos independientes. (B) Evaluaciéon de la actividad de la isoforma CPLA2 en

presencia del inhibidor U0126 en FMic (o) y en Cit (m). Se observan diferencias significativas con
respecto a la condicién control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

También se estudi6 el estado de fosforilacion de las quinasas ERK1/2 en
presencia del inhibidor de la isoforma cPLA;, ATK, fue capaz de inhibir el
incremento en la fosforilacion de las quinasas ERK1/2 previamente observado en
las concentraciones de Fe2+ 25 y 200 uM (Figura 24). En la concentracion de Fe2*
800 uM, la activacion de ERK1/2 no se vio afectada por la presencia del inhibidor
ATK. Esto demuestra que existe una regulacion reciproca de ambas vias que es
particularmente activa durante la injuria oxidativa inducida por Fe2* a

concentraciones bajas e intermedias.
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Figura 24. Evaluacion del cross-talk entre la cPLA2 y la via de las quinasas ERK1/2. Esta

evaluacion se realizé en el HT obtenido a partir de retinas expuestas al insulto oxidativo mediado
por Fe2* (25, 200 y 800 uM) durante 60 minutos. Estado de fosforilacion de las quinasas ERK1/2
analizado mediante ensayos de WB en presencia de ATK, inhibidor de la isoforma cPLAz, y su

respectiva cuantificacion. Se muestra una imagen de WB representativa de, al menos, tres
experimentos independientes. Se observan diferencias significativas con respecto a la condicién
control de cada grupo (p<0,05, ANOVA).

PLA; independiente de calcio (iPLA3).

La actividad de la isoforma iPLA, fue analizada en presencia de [1*C]|DPPC
exodgeno como sustrato, en un buffer conteniendo EDTA 10 mM y ATP 2 mM. En
la Figura 25 se muestran los resultados de la evaluacion de la liberacion de
[1*C]PAL en las fracciones FMic y Cit de la retina previamente expuesta al estrés
oxidativo inducido por incubacién con Fe2+ durante 5 (Figura 25A) y 60 minutos
(Figura 25B). Luego de 5 minutos de incubacion con el agente oxidante, la
liberacion de [“C]PAL se observo inhibida en las FMic con respecto a los
controles, en un 33, 70 y 83 % en las concentraciones de Fe2+ 25, 200 y 800 uM,
respectivamente. En los Cit, se observé una disminucion en la liberacion de
[1“C]PAL del 33 % solo en la concentracion de Fe2r 800 uM. Es importante
destacar que en todas las concentraciones de Fe2* consideradas, los niveles de
liberacion de [1“C]PAL fueron mas altos en los Cit que los observados en las FMic
(Figura 26A). Luego de 60 minutos de exposicion al Fe2*, se observo una fuerte

inhibicion de la liberacion (alrededor del 50 %) de [“C|PAL en las fracciones
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microsomales. De todos modos, a este tiempo de incubacién, no se observaron
diferencias debidas a la presencia de Fe2* en la actividad de la isoforma iPLA,
entre las fracciones FMic y Cit, a excepcion de la condicion control (Figura 25B).
Es importante destacar que en todas las concentraciones consideradas la
actividad de la isoforma iPLA; fue mayor a los 5 minutos de exposicion al Fe2* que

a los 60 minutos de exposicion al metal.
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Figura 25. Evaluacion de la liberacion de [ C]PAL en las fracciones microsomal y citosdlica
de la retina. Esta evaluacién se llevo a cabo en retinas previamente expuestas, durante 5 (A) y 60
minutos (B), al estrés oxidativo inducido por incubacién con Fe2+ (25, 200 y 800 uM) en FMic (o) y
en Cit (m).* Se observan diferencias significativas con respecto a la condicién control del grupo de
las muestras microsomales (p<0,05, ANOVA). #Se observan diferencias significativas con respecto a
la condicién control del grupo de las muestras citosélicas (p<0,05, ANOVA).

Por lo tanto, se puede observar que la liberacion de acidos grasos
catalizada por las isoformas cPLA; e iPLA; presenta un perfil similar en respuesta

al estrés oxidativo en la FMic mientras que en los Cit el AA adquiere un rol

protagoénico.
PLA; secretoria (sPLA).

Se procedi6o también a estudiar la participacién de la isoforma sPLA; en nuestro

modelo. Por tal razon, primeramente se evalud la localizacion subcelular de la
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esta isoforma en las distintas fracciones de la retina. Se observo una localizacion
subcelular diferencial de la sPLA, inducida por Fe2*. Esta isoforma se encontr6
asociada fundamentalmente con los Cit obtenidos de retinas expuestas al Fe2+ y
se observo que la presencia de la sPLA; en esta fraccion aumenta de una manera
dependiente de la concentracion de Fe2* (Figura 26), siendo dicho incremento del
150 % en la concentracion de Fe2* 200 uM y del 90 % en la concentracion de Fe2*

800 uM, en comparacion con los controles.
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Figura 26. Evaluacion de la localizaciéon subcelular de la isoforma sPLAz. Esta evaluacién se

llevé a cabo en las fracciones FMic y Cit de la retina previamente expuesta al estrés oxidativo
inducido por incubacién con Fe2+ (25, 200 y 800 uM) durante 60 minutos. Ensayo de WB. Se
muestra una imagen representativa de, al menos, tres experimentos independientes, y su
respectiva cuantificacién de la expresiéon de la isoforma sPLA2 en la Cit. *Se observan diferencias

significativas con respecto a la condicién control (p<0,05, ANOVA).

Ademas, por medio de la técnica de IHC se evalué la distribucion de la
isoforma sPLA, en la retina durante la toxicidad retiniana inducida por Fe2*.

Previamente, se realiz6 una tincion de H&E para asegurar la conservacion de la
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morfologia del tejido, la cual no se vio significativamente afectada durante la
incubacion con Fe2* (Figura 27A). Un obstaculo a superar fue la gran labilidad de
los segmentos externos de los PR debido a que solo por la suave agitacion
mecanica sufrida durante la incubacién, suelen desprenderse. Se observo una
distribucion diferencial de la sPLA;> en las retinas expuestas a la injuria oxidativa.
En condiciones control, se observdo que esta isoforma se encuentra
homogéneamente distribuida en todas las capas del tejido de la retina. Sin
embargo, al analizar las retinas incubadas con Fe2*, la sPLA, se localizo

principalmente en la capa de células fotorreceptoras (Figuras 27B y C).
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Figura 27. Evaluacion de la distribucion en el tejido de la isoforma sPLA2 en cortes

histologicos de la retina. Evaluacion realizada tras exponer la retina durante 60 minutos al estrés
oxidativo inducido por incubacién con Fe2* (25, 200 y 800 uM). (A) Tincién de H&E. (B) y (C)
Tincién de Perls. PR: Capa de PR. ONL: Capa nuclear externa. INL: Capa nuclear interna. GCL:
Capa de células ganglionares. Se muestra una imagen representativa de, al menos, tres
experimentos independientes.
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Cross-talk entre las isoformas de la PLA; (iPLA:; y sPLAz) y las quinasas

ERK1/2.

En presencia de BEL e YM 26734 (inhibidores de las isoformas iPLA; y
sPLA,, respectivamente) se estudio el estado de fosforilacion de las quinasas
ERK1/2 (Figura 28A). Se observo que en presencia del inhibidor BEL no hay
incremento en la fosforilacion debido al metal (véase Figura 15) en las
concentraciones de Fe2* 25 y 200 uM, aunque si hay incremento al incubar las
retinas con Fe2+ 800 uM. Por otro lado, al estudiar como afecta el inhibidor YM
26734 al estado de fosforilacion de las quinasas ERK1/2, fue posible observar
que el incremento en la fosforilacion de estas quinasas nuevamente se retrasa en

las concentraciones mas altas de Fe2* (Figura 28B, comparese con Figura 15A).

Fe2* (uM), 60 min, BEL Fe2* (uM), 60 min, YM

25 200 800 - 25 200 800

PERK1/2 —> | e o aa. pERK1/2 —> -y
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Figura 28. Evaluacién del rol de las isoformas iPLA2 y sPLA2 en la fosforilacion de las

quinasas ERK1/2. Esta evaluacion se realizé en el HT de las retinas previamente expuestas a
estrés oxidativo inducido por incubacion con Fe2* (25, 200 y 800 uM) durante 60 minutos. Las
retinas fueron preincubadas en presencia de (A) BEL, inhibidor de la isoforma iPLA2 o (B) YM

26734, inhibidor de la isoforma sPLAQ. Se muestra una imagen representativa de, al menos, tres

experimentos independientes.

Evaluacion del rol de las distintas isoformas de la PLA; frente al dano

inducido por Fe2*.

Para caracterizar el rol de las distintas isoformas de la PLA; en el dano
oxidativo de la retina, analizamos el estado de los parametros estudiados en
presencia y ausencia de inhibidores especificos para dichas isoformas. Por tal

motivo, las retinas fueron preincubadas durante 30 minutos con uno de los
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siguientes inhibidores: ATK 50 uM (inhibidor de la isoforma cPLA,), BEL 25 uM
(inhibidor de la isoforma iPLAj) o YM 26734 10 uM (inhibidor de la isoforma
sPLA,). Posteriormente, se expusieron las retinas segiin se detallo anteriormente

y se procedio a realizar los distintos ensayos.

Para determinar el rol de las isoformas de la PLA; en la viabilidad celular
de la retina, se midi6 la reduccion del MTT en presencia de los inhibidores de la
PLA, anteriormente mencionados. Ninguno de ellos modifico los niveles de
viabilidad celular de la retina en las diferentes condiciones experimentales

consideradas (Figura 29, A: ATK; B: BEL; C: YM 26734).
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Con la finalidad de determinar el rol de las isoformas de la PLA: en la
generacion de productos de peroxidacion lipidica, el ensayo de TBARS también
fue llevado a cabo en presencia de los inhibidores anteriormente mencionados.
En presencia del inhibidor ATK, se observé una disminucion de un 40, 40, 47 y
83 % en los niveles de TBARS en las concentraciones de Fe2* de 25, 200 y 800
uM, respectivamente, con respecto a las mismas condiciones en ausencia del
inhibidor (Figura 30A). Por otro lado, en presencia del inhibidor BEL, la
formacion de TBARS aumenté en un 50 y 30 % en las concentraciones de Fe2+
200 y 800 uM, respectivamente (Figura 30B). En presencia del inhibidor YM
26734 no se observaron cambios significativos en los niveles de peroxidacion
lipidica (Figura 30C). En base a estos resultados se puede concluir que: i) la
isoforma cPLA, promueve la peroxidacion lipidica, ii) la isoforma iPLA, tiene un
rol protector frente a la misma, e iii) la isoforma sPLA; no parece tener efecto

alguno sobre este parametro.
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También se evalué la liberacion de LDH al medio en presencia y ausencia

de estos inhibidores. Los resultados con los inhibidores ATK, BEL e YM 26734 se

muestran en la Figura 31. Ninguno de ellos produjo cambios significativos con

respecto a las condiciones control.
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Figura 31. Participacion diferencial de
las distintas isoformas de la PLA2 en la

pérdida de integridad de la membrana
plasmatica de 1la retina. Evaluacion
realizada a través de la liberaciéon de LDH al
medio de incubacién en retinas previamente
expuestas a estrés oxidativo inducido por
incubacion con Fe2* durante 60 minutos, en
presencia de los inhibidores de las distintas
isoformas de la PLA2. * Se observan
diferencias significativas con respecto a la
condicion control (p<0,05, ANOVA).
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Parte III: Participacion de las distintas isoformas de la PLA; en los procesos
inflamatorios frente al dafno inducido por Fe2*.

Teniendo en cuenta que las distintas isoformas de la PLA; se encuentran
activas durante los procesos de dano inducidos por Fe2*, se procedio a investigar
si hay relacion entre estas isoformas y los procesos inflamatorios que, se sabe, se
producen en el transcurso de la AMD. Tanto la proteina COX-2 como la isoforma
cPLA; estan involucradas en la produccion de eicosanoides y también participan
en varios procesos patologicos, tales como la progresion de distintos tipos de
cancer y en los eventos de estrés oxidativo (Linkous et al., 2010). Por esta razon,
se procedi6 a estudiar si la toxicidad retiniana inducida por Fe2+ afecta la
expresion de COX-2 y la regulacion del factor de transcripcion NF-kB, ambos

importantes blancos de la respuesta inflamatoria.

Estado de la via de COX-2.

Dado que la COX-2 es una proteina clave en el desarrollo de todo proceso
inflamatorio, cuyo sustrato de reaccion es el AA (20:4) liberado por accion de las
PLAss, se analizé la implicancia de esta proteina en la respuesta a la injuria
oxidativa inducida por Fe2*. A partir de la accién de la proteina COX-2 se
producen varios metabolitos bioactivos, como por ejemplo, las PG y los
tromboxanos, muy importantes tanto en la senalizacion celular como asi también

en el proceso inflamatorio.

Al evaluar la expresion de la proteina COX-2 mediante el ensayo de WB
pudimos determinar que su asociacion con las membranas microsomales
aumenta en funcion de la concentracion de Fe2+ utilizada, siendo un 80, 170 y
210 % mas alta en las condiciones de Fe2+ 25, 200 y 800 uM, respectivamente,

que en la condicion control (Figura 32A). También se realizaron ensayos
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enzimaticos, utilizando [!*C]JAA como sustrato para evaluar la actividad de esta
enzima en las FMic. La generacion de PG, mas especificamente de las
prostaglandinas PGF2 y PGE,, se observo incrementada en un 32 % en las retinas
expuestas a Fe2+ 25 uM (Figura 32B), no pudiéndose registrar un incremento a

concentraciones mas altas de dicho metal.
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El AA es sustrato de varias enzimas de la via de la inflamacién, no solo de
la proteina COX-2. También puede ser utilizado por la enzima LOX que genera los
acidos HPETE (acido hidroxi-peroxieicosatetraenoico), a partir de los cuales
posteriormente se forman los acidos HETE (Holinstat et al.,, 2011; Taha et al,
2012; Walters et al., 2011). Se estudi6o también la formacion de estos productos
mediante el ensayo de la actividad enzimatica de la LOX en las FMic,

encontrandose a los 30 minutos de reaccion un aumento del 53 % en la
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produccion de HETE en la concentracion de Fe2* 25 puM (resultados no

mostrados).

Como se demostro anteriormente, la toxicidad retiniana inducida por Fe2+
promueve un incremento en la expresion de COX-2 y su asociacion con las
membranas microsomales. Con la finalidad de comprender mejor la modulacion
de dicha proteina en este modelo de degeneracion inducida por estrés oxidativo,
estudiamos la existencia de una posible asociacion entre la COX-2 y la isoforma
sPLA,. Por esta razoén, la sPLA; fue inmunoprecipitada a partir de retinas
previamente expuestas a una concentracion de Fe2* 200 pM durante 60 minutos,
para posteriormente co-inmunoprecipitar la proteina COX-2. Se observo un
incremento en la asociacion entre COX-2 y la isoforma sPLA, cuando las retinas
son incubadas con Fe2+ (Figura 33A). La produccion de las prostaglandinas PGF;
y PGE,, ambos productos mayoritarios de la actividad de la COX-2, también fue
analizada en los IP usando [3H]AA como sustrato. La produccion de [3H|PGF2 y de
[BH]PGE. se vio disminuida en los IP obtenidos de las retinas previamente
expuestas a una concentracion de Fe2* 200 uM, en comparaciéon con los controles
(Figura 33B).

Para una mayor comprension del rol de la isoforma sPLAz en la modulacion
de la proteina COX-2, se evaluaron los niveles de expresion de esta proteina en el
HT de las retinas expuestas a estrés oxidativo, las cuales habian sido
previamente incubadas en presencia del inhibidor YM 26734. Se observé que la
inhibicion de la actividad de la sPLA; promueve un aumento de los niveles de
COX-2 en condiciones de estrés oxidativo (Figura 34A). Este incremento provoca

una mayor asociacion entre la proteina COX-2 y la isoforma sPLA;, tal como lo
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muestran los IP realizados a partir de retinas expuestas a Fe2* en presencia del

inhibidor YM 26734 (Figura 34B).
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Figura 33. Asociacion entre la isoforma sPLA2 y la proteina COX-2 en fracciones

microsomales. Evaluacion realizada en FMic obtenidas de retinas expuestas a insulto oxidativo
mediado por Fe2* durante 60 minutos. (A) Inmunoprecipitaciéon de la isoforma sPLA2 y co-

inmunoprecipitacién de la proteina COX-2 mediante ensayo de IP y su respectiva cuantificacién.
(B) Evaluacién de la actividad de la proteina COX-2 en los inmunoprecipitados. Se muestra una
imagen representativa de, al menos, tres experimentos independientes. * Se observan diferencias
significativas con respecto a la condicién control (p<0,05, ANOVA).
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Figura 34. Expresion de la proteina COX-2. Evaluacion realizada en el HT de retinas expuestas
a insulto oxidativo mediado por Fe2* durante 60 minutos en presencia y ausencia del inhibidor YM
26734. (A) Expresion de la proteina COX-2 analizada mediante la técnica de WB en el HT. (B)
Inmunoprecipitacion de la isoforma sPLA2 y evaluacién de la asociacion de la proteina COX-2 en

los IP en presencia y ausencia del inhibidor YM 26734. Se muestra una imagen representativa de,
al menos, tres experimentos independientes. * Se observan diferencias significativas con respecto a
la condicion control (p<0,05, ANOVA).
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Estado de la via del factor NF-kB.

Uno de los mecanismos mas comunmente gatillado por el estrés oxidativo
es la activacion del factor de transcripcion NF-kB (Cindrova-Davies et al., 2007;
Oeckinghaus et al.,, 2011). Si bien al momento de regular la transcripcion génica,
hay varios homo- y heterodimeros formados por las distintas subunidades del
factor NF-kB capaces de llevar a cabo esta accion, la forma activa mas comun de
este factor es la que se compone de las subunidades pS0 y p65. La proteina NF-
KB p50 es generada por el procesado de una proteina precursora de 105 kDa y se
une a la proteina NF-kB p65 para formar el complejo NF-kB inactivo con esta
proteina. En dicho complejo y en condiciones de reposo, tanto la proteina p5S0
como como la p6S se encuentran unidas a las proteinas inhibitorias IkB (del
inglés inhibitor of NF-kB), las cuales secuestran los complejos del factor NF-kB en
el citoplasma. Frente a un estimulo, se induce la degradacion de IkB, la cual se
inicia a través de una serie de fosforilaciones llevadas a cabo por el complejo IkB
quinasa (Oeckinghaus et al., 2011), permitiendo asi que NF-kB p65 y NF-kB p50
puedan migrar al ntcleo, donde ejercen su accion como factores de transcripcion.

Para determinar la localizacién de las subunidades de NF-kB, p65 y pS50,
entre las fracciones FNuc y FCit, se aplico un método de fraccionamiento
subcelular adecuado para el estudio de los factores de transcripcién, tal como se
indico en la seccion “Materiales y métodos”. Se encontro que la expresion de estas
proteinas se ve afectada en respuesta a la incubacion con Fe2* y en presencia de
los inhibidores de la PLA,. Por un lado, en presencia de Fe2*, tanto la proteina
pS0 como la proteina p6S translocan a la fraccion nuclear, aumentando su
localizacion en un 40 % con respecto a las condiciones control (Figura 35A y B).

También se observo que, en presencia de los inhibidores ATK (Figura 35A) e YM
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26734 (Figura 35B), la localizacion nuclear de ambas subunidades del factor
disminuye aproximadamente un 70 % en respuesta al estrés oxidativo inducido
por Fe2*. Por el contrario, en las condiciones de estrés oxidativo estudiadas, el
inhibidor BEL (Figura 35A) no altera la localizacion nuclear de NF-kB. La
expresion citosodlica de las subunidades de NF-kB aumenta en presencia del
estrés oxidativo inducido por Fe2* y no muestra alteraciones provocadas por la
inhibicion de las distintas isoformas de la PLA; (Figuras 35A y 35B). En la
Figura 35C se observan los niveles de la proteina p65 en relacion a las distintas

proteinas marcadoras utilizadas para normalizar.
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Figura 35. Expresion y distribucion de las subunidades del factor de transcripcion NF-xB,
p65 y p50, en fracciones nucleares y citosélicas. Evaluacion realizada en FNuc y en FCit
obtenidas de retinas expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2+ durante 60 minutos, en
presencia y ausencia de ATK, BEL e YM 26734, todos inhibidores de la PLAQ. (A) Expresion y

distribucion de las subunidades de NF-xkB, p65 y p50, en presencia de ATK y de BEL evaluadas
mediante la técnica de WB en las fracciones anteriormente mencionadas. (B) Idem, en presencia
de YM 26734. (C) Cuantificaciones de (A) y (B). Se muestra una imagen representativa de, al
menos, tres experimentos independientes. *Se observan diferencias significativas con respecto a la
condicién control del grupo de las muestras de las FNuc (p<0,05, ANOVA). #Se observan
diferencias significativas con respecto a la condiciéon control del grupo de las muestras de las FCit

(p<0,05, ANOVA).
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Parte IV: Participacion de los procesos de acilacion en la respuesta a la
injuria oxidativa inducida por Fe?2-.

Como contrapartida de los mecanismos de deacilacion en las células, los
procesos de acilacion de PL son igualmente importantes. Por esta razon, también
procedimos a estudiarlos en nuestro modelo. Por lo tanto, para caracterizar la
actividad de las AT, los HT obtenidos de las retinas expuestas al estrés oxidativo
inducido por Fe2* (200 puM) o a su vehiculo durante 60 minutos, se incubaron
usando [!*C]oleoil-CoA como sustrato en condiciones que favorecian la acilacion
de los fosfolipidos. La incorporacion de [14C]acido oleico fue analizada en los
fosfolipidos PC, PE, PS, PI, PA y CL (Figura 36). Se observo que la incubaciéon con
Fe2* promueve un incremento del 50 % en la incorporacion de acido oleico en el
fosfolipido PE y una disminucién en la esterificacion del mismo en los PL acidicos
PS y PI (40 y 15 %, respectivamente). No se observaron cambios en los niveles de

acilacion de los fosfolipidos PC, PA y CL, con respecto a los controles.
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Figura 36. Actividad de las AT. Evaluaciéon de esta actividad en los HT obtenidos de retinas
expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2+ durante 60 minutos. * Se observan diferencias
significativas con respecto a la condicién control (p<0,05, ANOVA).
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Con la finalidad de determinar la funcion que las distintas PLA; cumplen
en los ciclos de acilacion/deacilacion de los PL de retina, se analiz6é la actividad
de las AT en presencia de los inhibidores ATK, BEL e YM 26734. Se encontro que
se restauran los niveles de acilacion de la PS a los valores del control en
presencia del inhibidor ATK aun cuando las retinas son expuestas a Fe2+ (Figura
37). Se obtuvieron resultados similares para este PL en presencia del inhibidor
BEL y del inhibidor YM 26734 (Figura 38 y 39, respectivamente). Ademas, se
observaron altos niveles de incorporacion de acido oleico en los fosfolipidos PC y

PE en presencia del inhibidor BEL, independientemente de la presencia de Fe2+.
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Figura 37. Evaluacion de la actividad de AT en el HT obtenido de retinas expuestas al insulto
oxidativo mediado por Fe2* durante 60 minutos, en presencia y ausencia del inhibidor de la
isoforma cPLAz, ATK. Se observan diferencias significativas con respecto a la condicién control de

cada fosfolipido (p<0,05, ANOVA).
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. Actividad de las AT. Evaluacion de esta actividad en los HT obtenidos de retinas
expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2+* durante 60 minutos, en presencia y ausencia del
inhibidor de la isoforma iPLA2, BEL. Se observan diferencias significativas con respecto a la

10000

8000+

6000+

4000+

2000+

o
L

3 Vehiculo
@l Fe> 200 M

= Vehiculo + YM 26734

@l Fe> 200 pM + YM 26734

ES
—

—
*
*
—

PS

Pl

PA

PC PE CL

Figura 39. Actividad de las AT. Evaluacion de esta actividad en los HT obtenidos de retinas
expuestas al insulto oxidativo mediado por Fe2+ durante 60 minutos, en presencia y ausencia del
inhibidor de la isoforma sPLA , YM 26734. Se observan diferencias significativas con respecto a la

condicion control de cada fosfolipido (p<0,05, ANOVA).



132 \ Dlseusibn

DISCUSION

La AMD es una enfermedad devastadora que se caracteriza por el deterioro
de la macula, sitio en el que la vision central es severamente afectada. Se trata de
una patologia que ataca a pacientes adultos de ambos sexos, por lo general,
mayores de 60 anos, aunque se ha observado que el desarrollo de la enfermedad
puede ocurrir en pacientes mas jovenes. Se ha convertido en una patologia
comun en los paises desarrollados y en aquellos en vias de desarrollo. Por esta
razon, ha cobrado particular interés y nos hemos sumado a los esfuerzos por
lograr esclarecer los eventos moleculares que ocurren en ella.

La acumulacion de Fe se ha reportado como uno de los signos
patognomonicos de retinas con AMD y se sospecha que es responsable de los
altos niveles de estrés oxidativo encontrados en la retina de estos pacientes
(Blasiak et al.,, 2009; Blasiak et al, 2011; Dunaief, 2006; Hadziahmetovic et al.,
2011a; He et al,, 2007). La quelacion de Fe se ha planteado como tratamiento de
varias enfermedades neurolégicas caracterizadas por la acumulacion de este
metal, tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington (Youdim et al, 2005) y la ataxia de Friedreich
(Richardson, 2004; Whitnall et al.,, 2012). Sin embargo, la terapia de quelacion
aun no es un tratamiento opcional para la AMD (Dunaief, 2006).

Aunque la patogénesis de la AMD ha estado relacionada principalmente
con la participacion del estrés oxidativo, otra de las grandes causas probables de
esta patologia son los procesos inflamatorios (Ambati et al.,, 2013; Campbell &
Doyle, 2013; Song & Dunaief, 2013; Whitcup et al, 2013). Un aspecto poco

estudiado es la conexion entre el estrés oxidativo inducido por Fe, la RD y los
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eventos de senalizacion asociados a estos procesos inflamatorios. Nuevos
estudios que permitan descubrir las bases moleculares que relacionan estos
eventos de la patogénesis de la AMD, guiaran hacia nuevas estrategias
preventivas o terapéuticas.

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue estudiar el rol de las
distintas isoformas de la PLA; en retinas bovinas expuestas a concentraciones
crecientes de Fe, en un modelo experimental de AMD. Otro de los objetivos fue
estudiar la conexion existente entre estas enzimas, claves en el metabolismo de
los lipidos peroxidados, y los procesos inflamatorios, principalmente los mediados
por la enzima COX-2, debido a que el AA liberado por accion de la PLA; es
sustrato de esta ultima. En virtud de que estos eventos inflamatorios pueden
provocar la activacion de vias de senalizacion relacionadas con el estrés oxidativo,
se analizo también el rol de la via del factor de transcripcion NF-kB y la relacion
existente entre esta via y la activacion de las PLA; y la proteina COX-2.

La PLA; genera AA, DHA y lisoPL a partir de la hidrélisis de los PL de las
membranas celulares (Kolko et al.,, 2009). Estos productos se denominan lipidos
bioactivos ya que tienen una gran variedad de efectos fisiologicos por si mismos y,
ademas, son sustratos para la sintesis de otros mediadores lipidicos mas
potentes, tales como los eicosanoides, el PAF, y el 4-hidroxinonenal. Este ultimo,
ademas de ser un producto de peroxidacion lipidica, es uno de los metabolitos
mas citotoxicos y se lo asocia con la muerte apoptotica de las células neuronales
(Keller et al,, 1997). Se ha observado que la isoforma cPLA; esta especificamente
implicada en la generacion de ROS a través de la liberacion de AA en los eventos
de isquemia cerebral (Adibhatla & Hatcher, 2010). Es sabido, ademas, que la

isoforma cPLA; se comporta como mediadora de varios tipos de dafo, entre ellos,
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el dafio inducido por estrés oxidativo (Chakraborti, 2003; Sun et al., 2004; Rao et
al.,, 2013; Farooqui & Horrocks, 2004; Kalyvas & David, 2004; Marusic et al.,
2005; Tabuchi et al., 2003). Por otro lado, tras el descubrimiento de las
neuroprotectinas, fue posible observar que las PLA; estan implicadas en
mecanismos de senalizacion involucrados en la neuroproteccion (Bazan et al,
2005; Bazan, 2008; Bazan, 2009a; Bazan, 2009b). También se ha descripto, en el
caso de la isoforma sPLA>, un rol dual frente a los eventos inflamatorios,
promoviéndolos en algunos casos pero atenuandolos en otros (Boyanovsky et al,
2010; Giannattasio et al., 2010; Lapointe et al., 2010; Yano et al., 2011; Boilard et
al., 2010).

Segun se senalo anteriormente, el estrés oxidativo es uno de los factores
predisponentes en la patogénesis de la AMD. Las concentraciones altas de Fe2+, el
cual genera radicales OH® altamente reactivos por medio de la reaccion de
Fenton, pueden inducir o aumentar el estrés oxidativo en la macula y, de esta
manera, ocasionar su deterioro, como el observado en pacientes con AMD. Estas
concentraciones patologicas de Fe2* encontradas en los ojos de pacientes
afectados por AMD provienen, en su mayoria, de un pool de Fe quelable. Por esta
razon, las retinas bovinas utilizadas para llevar a cabo este trabajo de tesis, se
incubaron con concentraciones crecientes de FeSO4 (una forma de Fe quelable)
para obtener un modelo de AMD (Blasiak et al., 2011). Ademas, la retina bovina
es un modelo excelente para el estudio de la AMD ya que el bovino es un
mamifero de habitos diurnos, con lo cual permite una mejor aproximacion con las
patologias del ser humano. Es importante destacar también que las retinas
provenientes de este mamifero son de facil obtencion y proporcionan abundante

material de estudio, lo cual permite la aplicacion de una amplia variedad de
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técnicas. Por ultimo, al ser la retina una especializacion del NS, permite obtener
lineamientos de lo que podria estar ocurriendo en patologias similares que se
desarrollan en el CNS.

Para estudiar este modelo de AMD en retinas bovinas, se procedio, en
primer lugar, a la eleccion de las concentraciones de Fe2* y las fracciones
subcelulares o celulares a utilizar. Nos basamos en los resultados presentados en
las Figuras 1-5 para seleccionar las condiciones de estudio. Estas figuras
muestran un incremento del dano oxidativo en la retina y la pérdida de viabilidad
celular en funcion del aumento de la concentracion de Fe2+ utilizada. Mediante el
ensayo de TBARS fue posible observar que las fracciones subcelulares (RH, FMit)
son mas susceptibles al efecto oxidante del Fe que la retina entera (HT). Esto
demuestra que, una vez que la retina pierde su organizacion tisular, se torna mas
vulnerable al dano oxidativo, por lo que, evidentemente, debe existir una mayor
proteccion de parte del sistema frente a este tipo de estrés cuando el tejido
integro es primeramente incubado con el agente oxidante y luego sometido a la
homogeneizacion.

En el caso del ensayo de reduccion del MTT, se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos mediante la técnica de TBARS, observandose que las
mitocondrias son mas vulnerables al estrés oxidativo cuando se pierde la
integridad del tejido. Debido a esto, se opto por estudiar el efecto del estrés
oxidativo utilizando el tejido entero para que fuese lo mas representativo posible
de lo que ocurre in vivo. Ademas, se opté por continuar los estudios con
concentraciones de Fe2* que provocaran incrementos en la acumulacion del metal
similares a los observados en el proceso normal de envejecimiento (25 uM) y que

permitiesen, ademas, mimetizar lo que ocurre en condiciones patolégicas -200 y
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800 uM- (Blasiak et al.,, 2009; Garcia-Castineiras, 2010; Goralska et al., 2009;
Hadziahmetovic et al., 2011a; Hahn et al., 2003b; Hahn et al.,, 2006; He et al.,
2007; Kell, 2009; Loh et al., 2009; Lukinova et al., 2009; Song & Dunaief 2013).
La eleccion de llevar a cabo el estudio de las actividades de PLA, en este
modelo se debié a la importante funcion que tienen estas enzimas. Por un lado,
segun se senalo anteriormente, la isoforma cPLA; libera AA de los fosfolipidos de
membrana. El AA tiene un rol innegable en el transcurso del proceso
inflamatorio, al ser sustrato de las enzimas COX-2 y LOX, las cuales, a partir de
él generaran los metabolitos encargados de guiar el proceso hacia un estado
inflamatorio o bien hacia la resolucion de la inflamacion. Es también interesante
el rol de la isoforma iPLA, debido a que se ha reportado que esta isoforma
participa en la liberacion de DHA, el cual luego es sustrato de una serie de
enzimas para generar las neuroprotectinas, compuestos que, como su nombre lo
indica, protegen a las neuronas de la muerte celular provocada por distintas
situaciones de estrés. Por ultimo, la isoforma sPLA; tiene roles duales y podria
jugar un papel importante al inclinar los eventos hacia la neuroproteccion o hacia
la injuria neuronal. La actividad de la PLA:; fue analizada en las distintas
fracciones de la retina, con distintas concentraciones de detergente, y en base a
los resultados obtenidos y a la bibliografia existente sobre el tema, se opto por
continuar el estudio de la actividad en las fracciones subcelulares FMic y Cit.
Mediante técnicas microanaliticas e histoquimicas (ICP-AES y tincion de
Perls) pudimos demostrar que hay incorporacion de Fe en las retinas cuando
estas son incubadas en un medio que contiene FeSO,, y que esta incorporacion
ocurre fundamentalmente en el segmento externo de los PR. El uso de otras

técnicas nos permitié investigar si esta acumulacion de Fe provoca cambios en la
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funcionalidad de la retina. Pudimos demostrar que la acumulacién de Fe se
encuentra asociada a los cambios observados en los parametros utilizados para
evaluar el dano oxidativo, como por ejemplo, los altos niveles de peroxidacion
lipidica observados mediante la técnica de TBARS, la disminucion de la viabilidad
mitocondrial evaluada por la técnica de reduccion de MTT, la leve disminucion en
la capacidad antioxidante del tejido y el aumento leve pero significativo de la
permeabilidad de la membrana plasmatica evaluada por la técnica de liberacion
de LDH.

Las retinas expuestas a Fe2* presentaron un incremento en la peroxidaciéon
lipidica aun después de cortos periodos de incubaciéon. En su maxima
concentracion (800 uM), el Fe2+ provoco que la generacion de TBARS fuese entre 5
y 10 veces mayor luego de un periodo de incubacion de 5 y 60 minutos,
respectivamente. Ademas, se estudio la formacion de productos tempranos de
peroxidacion lipidica, como por ejemplo, los dienos y trienos conjugados. Después
de 5 minutos de incubaciéon del tejido con el agente oxidante se observdé una
tendencia al aumento de estos productos, siendo similares las cantidades de
dienos y trienos. Por el contrario, después de 60 minutos de incubacion de las
retinas con Fe2+ la cantidad de dienos formados super6é ampliamente a la de los
trienos. No obstante, no se observaron diferencias con respecto a la condicion
control. Esto permite suponer que el tejido cuenta con una gran capacidad para
contrarrestar la accién de los radicales libres que conlleva a la formacion de
dienos y trienos.

A pesar del importante incremento observado en los productos tardios de
peroxidacion lipidica, no se observaron cambios en la viabilidad celular luego de 5

minutos de incubacién en ninguna de las concentraciones de Fe2* analizadas.
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Una pequena disminucion (20 % con respecto a los controles) en la funciéon
mitocondrial se observo en las concentraciones 200 y 800 uM de Fe2* después de
60 minutos de incubacion. Estos resultados estan de acuerdo con el grado de
disminucién observada (menor al 20 %) en la capacidad de captacion de radicales
libres de la retina, solo observada a 200 y 800 uM de Fe2* y después de 60
minutos de incubacion. En conjunto, estos datos confirman la elevada resistencia
de la retina al estrés oxidativo y nos permiten demostrar que, pese al gran insulto
oxidativo que sufre la retina (demostrado por los altos niveles de peroxidacion
lipidica encontrados con la técnica de TBARS), este tejido tiene una gran
capacidad de defensa contra el estrés oxidativo debido a que, en los parametros
que permiten evaluar la viabilidad de las células (fundamentalmente, la reduccion
del MTT y la liberacion de LDH), los cambios observados son significativos, pero
leves. Los resultados de nuestros experimentos nos han permitido demostrar que,
aun con la mayor concentracion de Fe2+ utilizada, la capacidad antioxidante del
tejido no se ve afectada en gran medida. Esto es esperable, ya que este tejido,
como se senalé anteriormente, tiene altas concentraciones de antioxidantes
endogenos. Ademas, el epitelio pigmentario, en intimo contacto con los PR,
produce grandes cantidades de ROS al encargarse de la degradacion de los
segmentos externos de los mismos. Para que la retina pueda continuar con su
delicada funcion, los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo deben ser
muchos y variados para resistir el ataque que provienen de todos los frentes, y asi
continuar funcionando de manera correcta, como se sefialé anteriormente. Estos
leves cambios observados pueden atribuirse al alto contenido de sustancias
antioxidantes (tales como los pigmentos luteina y zeaxantina, entre otros) y a la

bateria de enzimas protectoras del estrés oxidativo que posee este tejido (Graydon
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et al.,, 2012; Loughman et al., 2012b; Loughman et al.,, 2012a; Nolan & Beatty,
2012; Stringham et al., 2010; Yu et al, 2012; Kang et al., 2009; Kim et al., 2006;
Loughman et al,, 2012b; Maher & Hanneken, 2005; Komeima et al., 2007; Lee et
al., 2011; Stahl & Sies, 2005; Usui et al, 2009; Voloboueva et al., 2005;
Voloboueva et al., 2007; SanGiovanni & Neuringer, 2012; Sanz et al., 2007; Stahl
& Sies, 2005; Usui et al., 2009; Voloboueva et al., 2005).

Para un mejor entendimiento de los eventos de senalizacion involucrados
en el dano oxidativo, se estudio la actividad de las distintas isoformas de la PLA..
La familia de la PLA; comprende numerosas enzimas, divididas en grupos, que
tienen en comun la habilidad de liberar, a partir de los PL, acidos grasos libres y
lisoPL, ambas moléculas que actian tanto en funciones estructurales como de
reservorio de mensajeros intracelulares (Burke & Dennis, 2009a; Chakraborti,
2003; Schaloske & Dennis, 2006; Sun et al.,, 2010; Wang & Kolko, 2010). Estas
fosfolipasas se activan de manera especifica al ser estimuladas por
neurotransmisores, factores neurotroficos, citoquinas, etc. La implicancia
fisiologica de la PLA; en los procesos de injuria neuronal abre interesantes
expectativas para el estudio de los mecanismos de modulacién de estas vias de
generacion de segundos mensajeros lipidicos en un sistema especializado en
transduccion de senal neuronal como lo es la retina, y en modelos de
neurodegeneracion.

Multiples isoformas de la PLA, estan estimuladas en el proceso de
neurotrauma, indicando que esta via de degradacion de lipidos actiia durante la
injuria.

Pudimos observar que el dano retiniano inducido por Fe2* genera un perfil

diferencial de liberacion de AA en las fracciones FMic y Cit. La liberacion de
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[1*C]AA fue medida en un buffer conteniendo calcio y bajo condiciones que
promueven la actividad de la isoforma cPLA,. Mientras que una acentuada
inhibicion de la liberacion de [*C]AA fue detectada en las FMic en todas las
concentraciones de Fe2* ensayadas, se observo un incremento en la produccion
citosolica de [1“C]AA. Mas aun, al comparar la liberacion de [1“C]AA entre
microsomas y citosoles, esta fue mayor en la fraccion soluble de retinas
expuestas a Fe2*.

La disminucion de la liberacion de AA puede deberse, a nuestro entender,
a dos factores. Por un lado, una rapida metabolizacién del AA podria ser la causa
para la disminuida deteccion de [*CJAA observada en los microsomas
provenientes de retinas expuestas a Fe2+. Por otro lado, la disminucion de la
liberacion de AA en microsomas también podria deberse a que la forma activa de
la isoforma cPLA», es decir la fraccion de enzima que se encuentra fosforilada
(pcPLA,), se localice en otra fraccion frente al estrés oxidativo. Esto puede ser una
forma de proteccion que tiene el sistema, al “secuestrar” a esta enzima que
fundamentalmente promueve el dano (al liberar AA) en una fraccion pobre de
sustrato. En relacion con lo anterior, pudimos comprobar un incremento de la
pcPLA; en los Cit y una disminucion de dicha forma activa de la enzima en las
FMic.

Por otro lado, para una mejor comprension del mecanismo de
metabolizacion del AA, y dado que la proteina COX-2 cataliza el segundo paso en
la conversion de AA a PG (Fang et al.,, 2007; Ganesh et al, 2012; Kaufmann et al.,
1997; Kishimoto et al., 2010; Rajakariar et al., 2006), razén por la cual podria ser
la responsable de la rapida metabolizacion del AA observada en las FMic,

examinamos la expresion de esta proteina en las FMic. En la mayoria de los
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tejidos, la proteina COX-1 es considerada responsable de la produccion de PG
asociada con las funciones homeostaticas en tanto que la proteina COX-2 es
usualmente inducida en varios tipos celulares en respuesta al estimulo
inflamatorio (Kaufmann et al, 1997). Nosotros logramos demostrar una mayor
asociacion de la proteina COX-2 a las membranas microsomales en respuesta al
estrés oxidativo inducido por la incubacion de las retinas con Fe2*. Por lo tanto,
teniendo en cuenta estos resultados junto con los obtenidos acerca de la
localizacion de la pcPLA,, se fortalece la hipodtesis segun la cual hay un
mecanismo compensatorio que excluye la forma activada de la isoforma cPLA, de
las membranas microsomales durante la toxicidad retiniana inducida por Fe2*, de
manera de que la proteina COX-2 y la pcPLA, se encuentren en distintos
compartimentos celulares y de este modo se frene la progresion de la cascada de

la inflamacion.

Se ha reportado que la activacion de las quinasas ERK1/2 se encuentra
involucrada tanto en la supervivencia neuronal como en la muerte celular (Barca
et al.,, 2013; Chen et al, 2012; Jang et al., 2013; Kim & Wong, 2009; Kim et al.,
2009; Laing et al, 2010; Son et al, 2013). Uno de los multiples blancos
fisiologicos de las quinasas ERK1/2 es la isoforma cPLA;. Esta es activada
cuando las serinas 505 y 727 son fosforiladas por accion de ERK1/2 (Alexander
et al., 2004; Balsinde et al, 1999; Burke & Dennis, 2009a; Burke & Dennis,
2009b; Nicotra et al, 2005). Al respecto, demostramos que el estrés oxidativo
retiniano inducido por Fe2* activa a las quinasas ERK1/2 y que la liberacion
diferencial del AA entre los compartimientos citosolico y microsomal es un
mecanismo regulado por estas quinasas. Estos resultados nos permiten

hipotetizar que la activacion de ERK durante el estrés oxidativo inducido por Fe2+
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juega un rol preponderante en la regulacion de la activacion y
compartimentalizacion de la isoforma cPLA,. Ademas, estos resultados estan de
acuerdo con estudios previos que indican que para que esta isoforma se
encuentre activa, necesita estar fosforilada en las posiciones anteriormente
mencionadas, lo cual es llevado a cabo por las proteinas MAPK. Por otro lado,
para que la activacion sea completa, es necesario un aumento del calcio
intracelular, lo que la vuelve capaz de translocar a membrana en un proceso
mediado por el CalLB (Balsinde et al., 1999; Chakraborti, 2003; Ghosh et al,
2006).

Por otra parte, el estrés oxidativo inducido por Fe2* provoca un incremento
en la liberacion de AA en las Cit y la inhibicion de la isoforma cPLA; por accion
del inhibidor ATK atenua la activacion de las quinasas ERK1/2 a 25y 200 uM de
Fe2*, en sustento de la importancia de la PLA> como mediadora de la via de
senalizacion de las proteinas MAPK durante la degeneracion retiniana inducida
por Fe2+. Estos hallazgos, al igual que resultados similares encontrados en la
bibliografia [por ejemplo, en el acortamiento circular de las células del tabulo
proximal de conejo se observo esta misma relacion existente entre la isoforma
cPLA; y las quinasas ERK1/2 (Alexander et al., 2004; Fang et al., 2007; Mariggio
et al.,, 2006; Nicotra et al,, 2005; Zhu et al, 2001)] son un importante soporte a
favor de la hipodtesis de una regulacion bidireccional entre la isoforma cPLAz y las
quinasas ERK1/2 durante el estrés oxidativo retiniano inducido por Fe2*, y
sugieren una relaciéon directa entre la actividad de la cPLA,, la peroxidacion
lipidica y la activacion de ERK1/2.

Por su parte, se ha observado que la isoforma iPLA» esta involucrada en la

regulacion de la fagocitosis de los segmentos externos de los PR llevada a cabo
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por el RPE y también podria estarlo en la regulacion del recambio fosfolipidico de
las células fotorreceptoras (Kolko et al., 2007). Segiin se senalara anteriormente,
se le atribuyen funciones de reparacion y remodelacion de los PL de membrana
por lo que se la ha denominado la isoforma house-keeping (Ong et al., 2010; Kolko
et al., 2009; Kinsey et al.,, 2005). En el modelo propuesto, la actividad de la
isoforma iPLA; fue medida cuantificando la liberacion de PAL, la cual mostré un
perfil similar al observado para la isoforma cPLA; tras tiempos cortos de
exposicion a la injuria oxidativa (Kolko et al., 2009). Después de 60 minutos de
inducido el dafno, la liberacion de PAL no mostré diferencias significativas entre
las fracciones FMic y Cit. De todos modos, es importante observar que después
de 5 minutos de exposicion al Fe2?*, la actividad de la iPLA; fue mayor que la
obtenida luego de 60 minutos de incubacion con el metal. Estos resultados
permiten suponer una activa participacion de esta isoforma, especialmente a
tiempos cortos de incubacion, en los que podria estar ejerciendo su rol protector
al tratar de contrarrestar los efectos de peroxidacion lipidica sobre la membrana
plasmatica mediante el recambio de FA peroxidados, ya que su accion es
provocada en la etapa inicial del dano, cuando aun es posible reparar los PL de
membrana y reemplazar aquellos que estan peroxidados de manera de mantener
la homeostasis de la membrana plasmatica para un correcto funcionamiento de
la misma.

Para esclarecer estos resultados, también se estudi6 el rol de las distintas
PLA; en la acilacion de fosfolipidos bajo condiciones de estrés oxidativo en la
retina. Segun se senalara anteriormente, la rapida remocion de FA peroxidados es
un mecanismo para preservar la integridad de la membrana plasmatica y la

viabilidad celular durante los procesos de estrés oxidativo (Murakami et al,
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2011). Debido a que en nuestro modelo no observamos grandes cambios en la
integridad de la membrana plasmatica ni en la viabilidad celular, cabe esperar
que estos mecanismos de acilacion se encuentren activos ya que mientras las
PLA; hidrolizan los FA de la posicion sn-2, las AT son enzimas necesarias para
reacilar esta posicion y para mantener el recambio normal de los PL (Perez-
Chacon et al.,, 2009). El incremento de acilacion observado en la PE, uno de los
PL mayoritarios de la membrana, sumado a la baja deteccion de liberacion de
LDH en todas las concentraciones de Fe2* consideradas, son argumentos a favor
de mecanismos activos de reparacion de la membrana durante la injuria
oxidativa de la retina. Por otro lado, la inhibicion en la acilacion de PS y PI
durante la toxicidad retiniana inducida por Fe2+ podria corresponderse con una
alta tasa de deacilacion probablemente como resultado del elevado contenido de
AA presente en estos PL. En relacion con esto, la acilacion de PS se observo
particularmente aumentada cuando las isoformas cPLA,, iPLA; y sPLA:; fueron
inhibidas, demostrando asi que bajo condiciones de estrés oxidativo inducido por
Fe2+ este PL es activamente deacilado por todas las isoformas de la PLA,.

Varias isoformas de la sPLA», como las pertenecientes al Grupo IIA y Grupo
X sPLA;, han sido tradicionalmente consideradas proteinas promotoras de
mecanismos inflamatorios en el tejido periférico y nervioso (Bazan et al, 2002;
Moses et al.,, 2006; Saegusa et al, 2008). No obstante, como se senalara
anteriormente, novedosas funciones anti-inflamatorias se han descripto para otra
isoforma de la sPLA,, como es el caso de las del Grupo V sPLA; (Boilard et al,
2010). Existen evidencias que indican que la isoforma sPLA; presenta roles
duales durante el estrés oxidativo (Svensson et al., 2005; Chalimoniuk, 2012).

Nosotros hemos caracterizado el rol de la sPLA, Grupo V, particularmente
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durante el dano retiniano inducido por Fe2*. Logramos demostrar que la isoforma
sPLA; tiene una localizacion subcelular diferencial en las distintas fracciones de
la retina, desencadenada por la toxicidad retiniana inducida por Fe2*. Numerosos
trabajos en la bibliografia consultada reportan evidencias de una distribucion
diferencial y de cambios en la localizacion de esta enzima en distintos tejidos del
organismo, en células del CNS. Algunos estudios proveen informacién acerca de
su distribucion subcelular. Sin embargo, los datos existentes acerca de su
distribucion y localizacion en retina no son numerosos (Yang et al., 2013;
Nardicchi et al., 2007; Shirai et al., 2005; van der Helm et al,, 2001). En nuestro
modelo, pudimos demostrar que esta isoforma se encuentra asociada con los Cit
obtenidos de retinas expuestas al Fe2* y que la presencia de la isoforma sPLA; en
esta fraccion aumenta de una manera dependiente de la concentracion de Fe2+.
Ademas, al evaluar la distribucion en la retina de la isoforma sPLA, durante la
toxicidad retiniana inducida por Fe2* se observo una distribucion diferencial de la
misma debida a la injuria oxidativa. En condiciones control, la sPLA; se encontré
homogéneamente distribuida en todas las capas del tejido de la retina. Sin
embargo, al analizar las retinas que habian sido incubadas con Fe2*, se pudo
comprobar que esta isoforma de la PLA; se localiza principalmente en la capa de
células fotorreceptoras. Particularmente en el caso de las distintas estructuras
del ojo, Kolko y colaboradores han descripto resultados similares a los obtenidos

por nosotros (Kolko et al., 2007; Kolko et al., 2006).

Se estudio el estado de fosforilacion de las quinasas ERK1/2 en presencia
del inhibidor de iPLA> y de sPLA,. En presencia de ambos inhibidores, se pudo

observar como se retrasa la fosforilacion de ERK que, en ausencia de los mismos,
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ocurre al incubar las retinas con 25 uM de Fe2*, por lo que se infiere que estas

dos isoformas también regulan la via de las MAPK.

Para estudiar el rol de las distintas isoformas de la PLA; en el dano
oxidativo inducido por Fe2*,; se evalu6 la formacion de perdxidos lipidicos en
presencia de los inhibidores de las distintas isoformas de la PLA,: ATK, BEL e YM
26734. La inhibicion de la cPLA» por ATK fue capaz de prevenir el aumento de la
peroxidacion lipidica inducido por Fe2*. Este resultado podria indicar que la
cPLA; es la enzima encargada de liberar el FA (en este caso, mayoritariamente AA)
peroxidado, el cual luego es detectado (debido a la técnica utilizada) en citosol.
Otra interpretacion podria ser que el AA es removido de la membrana por la
isoforma cPLA, para iniciar las cascadas de la inflamacién, y este FA libre, que
aun no se encuentra peroxidado, sufre esta modificacion en el citosol tras haber
sido liberado por esta isoforma, propagando a partir de ahi el proceso en cadena
de peroxidacion lipidica. Una funcion similar se ha descripto para la isoforma
cPLA,; durante la isquemia cerebral y en muchas otras patologias cerebrales
(Adibhatla & Hatcher, 2010; Kishimoto et al., 2010). Se ha demostrado que la
inhibicion de la cPLA; por accion del extracto de Ginkgo biloba protege contra la
muerte neuronal inducida por estrés oxidativo (Zhao et al., 2011).

Por otro lado, se observd que la inhibiciéon de la isoforma iPLA, por medio
del inhibidor BEL genera el efecto opuesto. Los resultados obtenidos para esta
isoforma indican un potencial rol protector contra la peroxidacion lipidica. Esto
podria sugerir, por lo tanto, que los FA son peroxidados mientras se encuentran
en la membrana y que su permanencia alli es mas dafina que estando libres
debido quizas a la cercania de los demas lipidos en la membrana. De este modo,

al ser liberados los FA peroxidados por accion de la isoforma iPLA; y al ser
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reemplazados por otros que no lo son por acciéon de la AT, se “bloquea”, en cierta
forma, la accion en cadena de la peroxidacion lipidica. Es probable que los FA en
el pool citosdlico sean reparados por los mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos alli presentes (véase Tabla 2). Esto esta de acuerdo con la
participacion de la isoforma iPLA; en el proceso de remodelacion fosfolipidica
(Balsinde et al, 2006). Ademas, cabe destacar que esta isoforma no tiene
preferencias por el FA a remover por lo que es probable que libere VLC-PUFA (los
cuales son mas susceptibles a ser peroxidados) o bien que remueva FA con menor
numero de insaturaciones, que han sufrido menor nivel de peroxidacién.

Por ultimo, al inhibir a la isoforma sPLA»; encontramos que no se veian
modificados los niveles de peroxidos lipidicos. En base a estos hallazgos, se puede
asumir que la isoforma sPLA; no participa en los mecanismos que promueven la
peroxidacion lipidica de la retina ni el dafno de la membrana durante el estrés
oxidativo inducido por Fe2*.

Al evaluar de manera conjunta estos resultados, podemos suponer que son
indicativos de una participacion diferencial de estas isoformas en el proceso de
peroxidacion lipidica, y confirmar que, mientras que la isoforma cPLA, promueve
el dano al liberar fundamentalmente AA para desencadenar, junto con la proteina
COX-2, el fenémeno inflamatorio en este modelo de AMD, la isoforma iPLA, tiene
un rol protector ya que remueve el FA peroxidado, permitiendo que luego una AT
catalice la esterificacion de un nuevo FA no peroxidado. Por otra parte, los
resultados que obtuvimos demuestran que, aunque las distintas isoformas de la
PLA, se encuentran involucradas en el proceso de peroxidacion lipidica, su

participacion no afecta la viabilidad celular.
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Como se mencionara anteriormente, en nuestro sistema experimental, la
asociacion de la proteina COX-2 con las membranas microsomales se encontro
incrementada en funcion de la concentracion de Fe2* y, en consecuencia, con la
peroxidacion lipidica. La asociacion de esta proteina con los microsomas es
indicativa de que frente al estrés oxidativo, la generacion de PG seria uno de los
principales hechos subsiguientes a la activacion de la isoforma cPLA, para
completar el proceso inflamatorio posterior a cualquier dafio. Ademas, segun se
senalara anteriormente, el sistema tiende a protegerse de dicho dano al promover
una rapida metabolizacion del AA en las membranas microsomales de manera de
regular ese proceso inflamatorio. En virtud de esto, es posible inferir que uno de
los mecanismos que puede estar siendo empleado por el sistema para protegerse
es el mantenimiento de ambas enzimas (cPLA, y COX-2) en distintos
compartimentos celulares (la forma activa de 1la isoforma cPLA,
fundamentalmente en citosol y la COX-2 en microsomas o secuestrada por la
isoforma sPLA,, léase mas adelante para una mejor comprension).

Segun se indicara anteriormente, se pudo observar que mientras el Fe se
acumula en la retina, la localizacion de la isoforma sPLA; Grupo V en la fraccion
citosolica aumenta. Esta compartimentalizacion de la isoforma sPLA, estaria
relacionada con su asociacion con la fraccién de la enzima COX-2 presente en el
citosol, como lo demuestran los ensayos de IP. Esta asociacion entre la isoforma
sPLA; y la enzima COX-2 también fue observada en estudios anteriores (Balboa et
al., 2003; Ruiperez et al.,, 2007). La asociaciéon aumentada de la enzima COX-2
con la isoforma sPLA; Grupo V durante el estrés oxidativo retiniano inducido por
Fe2+ estaria correlacionada con una actividad catalitica disminuida, como se

observo al medir la generacion de las prostaglandinas PGE; y PGF, en los IP.
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Estos resultados podrian ser indicativos de un proceso regulatorio de la enzima
COX-2, ejercido por la isoforma sPLA; a través de un mecanismo que podria
involucrar el secuestro de la enzima COX-2 y la inhibicion de su actividad
catalitica. Esto esta de acuerdo con hallazgos anteriores que proponen que la
isoforma sPLA> Grupo V actiia como un agente anti-inflamatorio en un modelo de
artritis, en este caso en particular por regulacion de la sintesis de cisteinil
leucotrienos (Boilard et al., 2010). Nosotros proponemos que, de esta manera, el
sistema se defiende de la inflamacion, manteniendo en el citosol a la isoforma
cPLA, (mayormente implicada en la continuidad de la inflamacion) y bloqueando
la actividad de la enzima COX-2 mediante la asociacion de la misma a la isoforma
sPLA,, y, ademas, su translocacion a la membrana microsomal, como se senalo
anteriormente.

Otro aspecto que se estudié en este modelo de AMD, y en relacion con los
procesos inflamatorios, es la participacion del factor NF-kB. Desde su
descubrimiento ~hace mas de 25 anos— como regulador de la expresion del gen de
las cadenas livianas k en las células B, la investigacion sobre este factor sigue
proporcionando avances fundamentales en el conocimiento de los procesos
celulares (Sen, 2011). El factor NF-kB, modulador clave de la inflamacion,
inmunidad, respuesta al estrés, apoptosis y diferenciacion (Oeckinghaus et al,
2011), también regula complejos patrones de expresion génica (Ruland, 2011). Se
ha demostrado que la desregulacion de la senalizacion del NF-kB contribuye a la
patofisiologia de las enfermedades inflamatorias (Oeckinghaus et al, 2011;
Smale, 2011). Esto hace interesante estudiar, en nuestro modelo experimental, el
posible rol de las PLA; en la activaciéon de la via de senalizacion del factor NF-xB

cuando se opera bajo condiciones de injuria retiniana provocada por estrés
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oxidativo inducido por Fe2*. Se sabe que el factor NF-kB participa en el proceso
inflamatorio regulando la transcripcion de diversos genes (Ruland, 2011). El
incremento de la localizacion nuclear de las subunidades de p50 y p65 del factor
NF-kB en las retinas incubadas con Fe2+, se encontr6 abolido por la inhibicion de
las isoformas cPLA; y sPLA,, sugiriendo que ambas actividades enzimaticas son
necesarias para las respuestas mediadas por el factor NF-kB durante la injuria
oxidativa de la retina. No se observaron cambios cuando se inhibi6 la isoforma
iPLA,, motivo por el cual se cree que esta isoforma no regula la translocacion de
este factor a nucleo. En el caso de la isoforma cPLA», es logico que promueva la
activacion y translocacion de NF-kB a nucleo ya que corriente abajo a su accionar
esta la enzima COX-2 y la transcripcion de la misma es regulada por el factor NF-
kB (Kim et al., 2013; Garcia-Garcia et al., 2012; Diaz-Munoz et al., 2010; Choi et
al., 2006). Esto podria estar de acuerdo con los demas resultados indicativos de
que esta isoforma de la PLA, promueve el dafno. Por otro lado, de acuerdo con los
resultados obtenidos, la isoforma sPLA, regula la translocacion a nucleo de este
factor, lo cual podria indicar un posible mecanismo de autorregulacion ya que el
factor NF-kB también se encuentra implicado en la transcripcion de la isoforma
sPLA, (Baek et al., 2000; Alaoui-El-Azher et al., 2002; Yu et al.,, 2012) de manera
que haya mas cantidad disponible de esta isoforma para secuestrar mas COX-2.
Mas aun, una relacion directa entre la activacion de la isoforma sPLA; y del factor
NF-kB ha sido reportada en células espumosas, en las cuales la hidrolisis de LDL
debida a esta actividad transcripcional promueve la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias (Boyanovsky et al,, 2010).

Si bien auiin queda pendiente profundizar el estudio sobre las implicancias

de la participacion de la isoforma cPLA; durante la degeneracion retiniana
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inducida por Fe2*, nuestros resultados sustentan la hipoétesis segun la cual esta
isoforma es mediadora del dano oxidativo, haciéndola blanco interesante para
futuras estrategias farmacologicas. Los resultados obtenidos sobre el rol de la
isoforma iPLA> confirman que esta participa fundamentalmente en la proteccion
de las membranas mediante la remocion de los PL oxidados. Los datos obtenidos
durante la exposicion aguda de la retina al Fe2* pueden contribuir al
entendimiento de los mecanismos moleculares que operan en los procesos
patolégicos provocados por la acumulacion de Fe, el cual se encuentra
involucrado en la patogénesis de la AMD. Por otro lado, teniendo en cuenta los
hallazgos que resultan de esta tesis doctoral y de la bibliografia existente, se
podria concluir que la isoforma sPLA; Grupo V, durante la toxicidad retiniana
inducida por Fe2*, juega un rol dual i) como agente anti-inflamatorio porque
inhibe la actividad de la enzima COX-2, y ii) como senal pro-inflamatoria porque
promueve la localizacion nuclear de las subunidades del factor NF-kB. De esta
manera, descifrar los mecanismos que rigen el balance entre las respuestas de la
isoforma sPLA, Grupo V durante la degeneracion retiniana inducida por Fe2* sera
una cuestion clave para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos y estrategias
para el tratamiento de la degeneracion retiniana inducida por estrés oxidativo.
Los hallazgos que resultan de esta tesis doctoral demuestran que cada una
de las isoformas de la PLA; (iPLA,, cPLA, y sPLAj) tiene un rol especifico en el
modelo experimental propuesto, y que existen mecanismos de regulacion
finamente controlados, algunos de los cuales hemos podido confirmar con
nuestro modelo experimental. En resumen, las funciones de las isoformas
estudiadas son: i) la isoforma cPLA, promueve el dano inducido por el estrés

oxidativo al liberar el AA, el cual sera sustrato de la proteina COX-2 promoviendo
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la inflamaciéon a menos que la COX-2 o bien la cPLA; sean secuestradas; ii) la
isoforma iPLA, tiene un rol protector porque remodela las membranas mediante
la remocion de los FA peroxidados y es la isoforma que mas participa en la
regulacion del metabolismo de los PL con las AT para mantener la homeostasis de
las membranas; iii) la isoforma sPLA; Grupo V podria ser la encargada de
mantener el equilibro en la respuesta inflamatoria generada durante el
transcurso de esta patologia por su participaciéon en la regulacion del factor NF-
kB (como senal pro-inflamatoria) y de la enzima COX-2 (como agente anti-
inflamatorio al inhibir la actividad de ésta). De todos modos, sigue siendo
necesario continuar las investigaciones hasta ahora realizadas con la finalidad de
lograr descifrar los mecanismos moleculares que operan en estas patologias. Esta
tesis doctoral constituye el puntapié inicial en la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la degeneracion retiniana inducida por estrés

oxidativo.
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CONCLUSIONES

Para alcanzar los objetivos de esta tesis doctoral se construyé un modelo
experimental de sobrecarga de Fe en la retina, el cual mimetiza la acumulacion
de este metal, producto del envejecimiento y de enfermedades degenerativas de la
retina, tales como la AMD. Con este modelo logramos demostrar:

e La presencia de estrés oxidativo de variada intensidad de acuerdo con la
concentracion de Fe y el tiempo de incubacién, y la elevada proteccion de la
retina frente al insulto oxidativo.

® La presencia, actividad y el rol diferencial de las siguientes isoformas de
la PLA,: la isoforma citosolica (cPLAj), la isoforma independiente de calcio (iPLA,)
y la isoforma secretoria (sPLA»).

e La presencia y activacion de la via del factor NF-kB, el cual se activa y
transloca a nucleo frente al estrés oxidativo, activando la transcripcion de genes
relacionados con la injuria oxidativa.

® La presencia y activacion de la via de las quinasas ERK1/2 y su rol en la
localizacion subcelular de la isoforma cPLA,.

e FEl rol de la isoforma cPLA; en la senalizacion inflamatoria al liberar AA.
Esta accion promueve el dafno inducido por estrés oxidativo, estimula, asimismo,
la peroxidacién lipidica y la via de las MAPK, y regula la localizacion del factor
NF-xB, promoviendo su activacion y posterior translocaciéon a nucleo.

¢ FEl rol protector de la isoforma iPLA,, la cual evita la peroxidacion lipidica
al remodelar los PL de membrana removiendo los FA peroxidados. Esta isoforma

actuaria en condiciones fisiologicas liberando lisoPL (LPE y LPC) y FA a partir de
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los fosfolipidos PE y PC ya que la acilacion de estos PL aumenta en presencia del
inhibidor de la isoforma iPLA..

e El rol dual de la isoforma sPLA, Grupo V en la respuesta inflamatoria, la
cual se localiza fundamentalmente en citosol frente al estrés oxidativo y participa
en la regulacion del factor NF-kB y la proteina COX-2. Por un lado, se comporta
como agente anti-inflamatorio al inhibir la actividad de COX-2 por asociacion y,
por otra parte, actia como senal pro-inflamatoria al promover la localizacion
nuclear de las subunidades del factor NF-kB. Ademas, la isoforma sPLA; estaria
involucrada en la remodelacion fisiologica de la PS. En presencia de Fe2* y del
inhibidor de la isoforma sPLA», la acilacién en PS no se restaura a los niveles de
la condicién control con inhibidor, por lo que el efecto neto de disminucion de la
acilacion en presencia de injuria oxidativa seria causado por la mayor actividad

de las isoformas iPLA; y cPLA; sobre este fosfolipido.
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ABREVIATURAS
[1+C]DPPC 1-[*4C]palmitoil-2-[14C]palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
[1+C]PAPC 1-[*4C]palmitoil-2-[1*Claraquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina
[BH]AA [3H]acido araquidoénico
AA Acido araquidénico
ACS Acil CoA sintetasa
AMD Degeneracion macular relacionada con la edad
AP-1 Proteina activadora-1
AT Aciltransferasas
ATK Araquidonoil trifluorometilcetona
ATP Adenosina 5’-trifosfato
BA Buffer hipotonico A
Bad Proteina asociada a Bcl-2 promotora de muerte
Bax Proteina X asociada a Bcl-2
BB Bugffer de lisis completa hipertonico B
Bcl-2 Linfoma 2 de célula B
Bcl-xL Bcl-extra grande
BEL Bromoenol lactona
BH Buffer de homogeneizacion para sistema nervioso central
BSA Seroalbumina bovina
CAT Catalasas
Cit Citosol (Fracccionamiento subcelular)
CL Cardiolipina
CNS Sistema nervioso central

CoA Co-enzima A



CoAIT
COX
Cp
cPLA;
Cyt-C
DAG
DCytb
DKO
DMSO
DMT-1
DNA
DPPH
DPPH"*
DTT
EDTA
EGTA
ERK1/2
FA

FCit

Fe
Fe2+
FMic
FMit
FN

FNuc
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Transacilasa independiente de CoA

Ciclooxigenasa;

Ceruloplasmina

Fosfolipasa A; citosdlica

Citocromo C

Diacilglicerol

Citocromo b duodenal

Doble knockout

Dimetilsulféxido

Proteina transportadora de metales bivalentes

Acido desoxirribonucleico

1,1-difenil-2-picrilhidrazil reducido

Radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético

Acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético
Quinasas reguladas por sefial extracelular

Acidos grasos

Fraccion citosélica (Fracccionamiento para factores de
transcripcion)

Hierro

Hierro en estado ferroso

Fraccion microsomal

Fraccion mitocondrial

Fraccion nuclear (Fracccionamiento subcelular)
Fraccion nuclear (Fracccionamiento para factores de

transcripcion)



Fpn
GAPDH
Glicerol-P
GSH

GST

H&E

HCl
HEPES
HETE

HFE

hnRNP
Hp
HPETE
HPGPx
Hph
HRP
HT

ICP-AES

Ig
IHC
kB
IP
iPLA,
IRE

IRE-BP
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Ferroportina
Gliceraldehido-3-fosfatodehidrogenasa

Glicerol fosfato

Glutation reducido

Glutation S-transferasas

Hematoxilina y eosina

Acido clorhidrico

Acido 2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico
Acido 5-hidroxi eicosatetraenoico

Proteina tipo antigeno leucocitario de histocompatibilidad
clase I

Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
Hepcidina

Acido hidroxi-peroxieicosatetraenoico

Glutation peroxidasa de hidroperoxidos
Hefastina

Peroxidasa de rabano

Homogenado total

Espectrometria de emision atémica por plasma de
acoplamiento inductivo

Inmunoglobulina

Inmunohistoquimica

Inhibidor de kappa B

Inmunoprecipitados

Fosfolipasa A; independiente de calcio
Elementos de respuesta al hierro

Proteina unidora de elementos de respuesta al hierro
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LB Buffer de Locke

LC-PUFA Acidos grasos poliinsaturados de larga cadena

LDH Lactato dehidrogenasa

LIP Pool de Fe labil

LOX Lipooxigenasa

LPC 2-araquidonoil-lisofosfatidilcolina

LPCAT Lisofosfatidilcolina acil CoA aciltransferasa

LPIAT Lisofosfatidil inositol acil CoA aciltransferasa

LPLA, Lisofosfolipasa A,

LPLAT Aciltransferasa de lisofosfolipido

MAPK Proteinas quinasas activadas por mitogenos

MDA Malondialdehido

MEK Proteinas quinasas de quinasas activadas por mitégenos

MeOH Metanol

mRNA Acido ribonucleico mensajero

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazol

NAD+ Dinucleotido de nicotinamida y adenina oxidado

NADH Dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido

NBIA Desoérdenes neurodegenerativos con acumulacion neuronal
de Fe

NF-xB Factor nuclear kB

NP-40 Nonidet P-40

NPD1 Neuroprotectina D1

NS Sistema nervioso

PA Acido fosfatidico

PAF Factor activador de plaquetas

PAF-AH Acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas



PAL
PBS
PC
PE
PG
PGE;
PGF,
PI

PL
PLA,
PLA;
PMSF
POPC
PR
PS
PSS
PUFA
PVDF
Px
RD
RH
ROS
RPE
RTf
SDI
SDS

SDS-PAGE
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Acido palmitico

Buffer fosfato salino
Fosfatidilcolina
Fosfatidiletanolamina
Prostaglandinas
Prostaglandina E»
Prostaglandina F»

Fosfatidil inositol

Fosfolipidos

Fosfolipasa A;

Fosfolipasa A,

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
1-palmitoil-2-oleo-sn-glicero-3-fosfocolina
Fotorreceptores
Fosfatidilserina

Solucion salina fisiologica
Acidos grasos poliinsaturados
Difluoro de polivinilideno
Peroxidasas

Degeneracion retiniana
Retina homogeneizada
Especies reactivas de oxigeno
Epitelio pigmentario de la retina

Receptores de transferrina

Abreviaturas

Test de inhibicion de la succinato deshidrogenasa

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de



SM
SOD
sPLA>
SPMic
SPMit
SPN
TBA
TBARS
TBS-T
TCA
Tf

TLC
Tx
U0126

VLC-PUFA
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sodio

Esfingomielina

Superoxido dismutasas
Fosfolipasa A, secretoria
Sobrenadante post-microsomal
Sobrenadante post-mitocondrial
Sobrenadante post-nuclear
Acido tiobarbiturico

Sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico
Buffer tris salino con tween 20
Acido tricloroacético
Transferrina

Cromatografia en capa fina

Tromboxanos

Abreviaturas

1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis[2-aminofeniltio]butadieno

Acidos grasos poliinsaturados de muy larga cadena



